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RESUMO

Rotavirus A ¢ o principal agente da gastroenterite viral em todo o mundo com

importante papel na mortalidade de criangas de até¢ 5 anos de idade em paises em
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desenvolvimento. Este estudo objetivou a detecg¢do do agente dentro de um segmento de
criangas desde o nascimento at¢ um ano de idade. Objetivou ainda a correlacdo da
positividade a faixa etaria da infec¢do primaria, a sazonalidade e a caracterizagdo das
amostras detectadas através do padrio eletroferotipico e genotipagem G e P. Foram
envolvidas inicialmente no estudo 119 criangas, sendo que 34 delas participaram do
estudo de seguimento. A deteccdo de Rotavirus A foi feita pelo EIERA e por EGPA e a
genotipagem G e P foi feita por R7-nested-PCR. Foi observado que quatro criangas
(0,6%) foram positivas para o Rotavirus A sendo trés delas do estudo de seguimento,
com a infecgdo se dando aos 5 e 6 meses de idade. A outra crianga sofreu a infec¢ao aos
trés meses de idade e ndo continuou no estudo. Das 119 criancas, 15 apresentaram
gastroenterite durante o estudo e destas 12 pertenceram ao estudo de seguimento.
Ademais, duas das criancas apresentaram mais de um episodio diarréico durante o
estudo incluindo o da amostra positiva para o virus. Uma crianca niao apresentou
gastroenterite quando de sua amostra positiva. As quatro amostras positivas foram
detectadas pelo EIERA e duas delas também pelo EGPA e esta metodologia
caracterizou as amostras como sendo idénticas e padrdo longo (bbea). Nenhuma das
quatro amostras Rotavirus A pode ser genotipada para G ou P. As quatro amostras
positivas foram detectadas em diferentes meses do ano (janeiro, margo, agosto e
setembro) ndo podendo assim caracterizar uma sazonalidade. O conhecimento obtido
deste estudo soma-se a outros ja existentes e devem servir de subsidios para a estratégia

de preven¢do do virus em andamento em todo o mundo.

ABSTRACT



Xvii
Rotavirus A is the main agent of viral gastroenteritis worldwide and has an important
role in morbity and mortality from children up to five years old, in developing
countries. This study aimed to detect the agent in children from the birth to one year
old. It also aimed to analyze the positivity correlation about the primary infection age
group, seasonality, and characterization of the positive samples through of
eletropherotyping profile and G and P genotyping. The study analyses samples from
119 children, but only 34 of them were enrolled in the prospective study. The Rotavirus
A detection was performed by EIERA and PAGE that allowed the definition of the viral
eletropherotypes. The genotyping G and P was performed by RT-nested-PCR. It was
observed that four children were positive to Rotavirus A, and three of them were from
the prospective study. The infection occurred when they were five and six months old.
Another child was infected when it was three months old, but it did not continue in the
research. Fifteen of the 119 children had gastroenteritis and 12 were part of the
prospective study. Two children had more than one diarrheic episode during the study,
including one of the children who was rotavirus positive. One child did not present
gastroenteritis even though the sample was positive. The four positive samples were
detected by EIERA and two of them were also detected by PAGE. This methodology
also characterized these samples as identical with long pattern (bbea). None of the four
Rotavirus A positive samples could be genotyped for G or P. The four positive samples
were detected in different months of the year (January, March, August and September),
therefore, it couldn’t be characterized as seasonal. The knowledge acquired throughout
this study added to the ones that already exist shall help the undergoing virus prevention

strategies worldwide.



1. INTRODUCAO

1.1. CONSIDERACOES GERAIS

A gastroenterite ¢ causa importante de morbidade e mortalidade infantil,
especialmente em paises em desenvolvimento (Bern et al. 1992, Parashar et al. 2003).
Em todo o mundo estima-se a ocorréncia de 1,5 bilhdes de casos de diarréia aguda por
ano em crianc¢as menores de cinco anos de idade, com cerca de trés milhdes de obitos
(Bern et al. 1992, Murray & Lopez 1997, Kapikian et al. 2001).

Muito embora os virus tenham sido considerados como possiveis agentes
etiologicos de gastroenterite desde a década de 1940 (Parashar et al. 1998), apenas em
1972 essa associacao foi confirmada, a partir da visualizagdo por imunomicroscopia
eletronica (IME) do virus Norwalk, hoje classificado na familia Caliciviridae, em
amostras fecais de jovens e adultos com diarréia aguda (Kapikian et al. 1972, ICTV
2006).

Desde entdo, outros achados confirmaram o papel dos virus na sindrome. Assim,
Bishop et al. (1973) observaram por microscopia eletronica (ME) a presenca de
particulas, hoje denominadas Rotavirus A, em cortes histologicos da mucosa duodenal
de criangas com gastroenterite. Apds, em 1975, os astrovirus (Madeley & Cosgrove
1975) e os adenovirus entéricos, foram identificados em fezes de criangcas com quadro
de diarréia aguda (Flewett et al. 1975).

Atualmente, mais de 20 virus t€m sido reconhecidos como agente causal de
gastroenterite e, destes, sdo reconhecidas como clinicamente importantes virus
pertencentes a quatro familias/géneros: Reoviridae/Rotavirus, Caliciviridae/Norovirus e
Sapovirus, Adenoviridae/Mastadenovirus e Astroviridae/Mamastrovirus (Wilhelmi et

al. 2003).



Rotavirus A € o agente etiolégico mais importante da gastroenterite viral aguda
em criancas (Kapikian 1997). Considera-se que estes virus sejam responsabilizados,
anualmente, por aproximadamente 111 milhdes de episddios de gastroenterite, 2
milhdes de hospitalizagdes e 440 mil dbitos em criangas com menos de cinco anos de
idade (Parashar et al. 2003).

A prevengdo da gastroenterite por Rotavirus A bem como a diminui¢ao da
gravidade da doenca tem sido admitida através da vacinagdo genotipos especifica
considerando ainda que essa deva ser aplicada nas criangas com menos de seis meses de
idade. Essa assertiva ¢ concordante a condi¢do de que o controle e a erradicagdo desses

agentes sao hoje metas para a saude publica em plano mundial.

1.2. PROPRIEDADES GERAIS DE ROTAVIRUS A

1.2.1. Estrutura genémica, morfolégica e protéica

O genoma viral possui 11 segmentos de RNA fita dupla (dsRNA). Estes
segmentos gendmicos variam de 667 (segmento 11) a 3.302 pares de bases (segmento
1), com o genoma total contendo aproximadamente 18.522 pares de bases e massa
molecular variando de 2 x 10° a 2,2 x 10° Da (Rixon et al. 1984, van Regenmortel et al.
2000).

Todos os segmentos de RNA tém inicio com guanidina-5’, seguido por um
conjunto de seqiiéncias conservadas, parte da seqiiéncia ndo codificadora da
extremidade 5°, e por um quadro aberto de leitura (ORF - open reading frame), o qual
codifica no minimo uma proteina. Finalizando o segmento, segue-se um conjunto de
seqiiéncias ndo codificadoras, que contém um subconjunto de seqiiéncias conservadas
terminais 3’ finalizado com uma citidina-3’ seguida do cédon de parada (Estes & Cohen

1989, Estes 2001) (Figura 1).



Os Rotavirus A sido virus desnudos, com simetria icosaédrica e,
aproximadamente, 100 nm de didmetro. Apresentam trés camadas concéntricas de
proteinas (capsideo) que circundam o genoma viral. A camada mais interna ou core
(Figura 1C), que envolve o genoma ¢ formada por 60 dimeros de proteina VP2, que
interage com VP1 e VP3 organizados na forma de 12 complexos enzimaticos aderidos a
superficie interna de VP2, sendo que as proteinas VP1 e VP3 ligam-se diretamente ao
RNA. A camada intermediaria ¢ formada por 260 trimeros de VP6 formando particulas
virais de dupla camada (DLPs). A camada externa é composta de duas proteinas, VP4 ¢
VP7 (Figura 1B). A superficie externa plana do virus ¢ formada de 780 copias da
proteina VP7, organizadas como trimeros, enquanto 120 copias de VP4 estiao dispostas
como espiculas, organizadas como dimeros, projetando-se aproximadamente em 12 nm
da superficie externa (Estes & Cohen 1989, Estes 2001, Pesavento et al. 2003).

As particulas maduras de Rotavirus A possuem seis proteinas estruturais (Figura
1B e 1C), designadas pela sigla VP seguida de um numero arabico (VP1, 2, 3, 4, 6, 7).
Adicionalmente, durante o ciclo de infec¢do viral, a proteina VP4 ¢ clivada gerando
duas proteinas as quais sdo designadas pela adicdo de “asterisco” apds o nimero, VP5*

e VP8* (Estes & Cohen 1989).
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Figura 1. Estrutura tridimensional da particula de Rotavirus A. A — Eletroforese em gel
de poliacrilamida mostrando os 11 segmentos do dsRNA formando o genoma viral
(neste exemplo SA-11) e as proteinas codificadas por cada um desses segmentos. B —
Estrutura tridimensional da particula completa dos rotavirus determinada por
eletrocriomicroscopia associada ao processamento da imagem por computador. C —
Estrutura tridimensional da camada intermedidria e interna da particula viral
determinada também por eletrocriomicroscopia associada ao processamento da imagem
por computador (modificado de Estes 2001).

VP1 - A proteina VP1 ¢ codificada pelo segmento 1 de RNA. Possui massa
molecular de aproximadamente 125 kDa, sendo constituida por 1088 aminoacidos (aa).
Além de formar o core viral pela associagdo com VP2 e VP3 (Cohen et al. 1989, Estes
& Cohen 1989), admite-se que esta seja a RNA polimerase do virus, com atividades de
transcriptase e replicase (Cohen et al. 1989, Patton et al. 1993, Mattion et al. 1994, Zeng
et al. 1996) muito embora o pressuposto de que a atividade de replicase requeira a
presenca de VP2 (Patton et al. 1993).

VP2 — VP2 ¢ codificada pelo segmento 2. Possui aproximadamente 102 kDa,
sendo constituida por 880 aa (Liu et al. 1988). E a proteina estrutural mais abundante do
core viral, ¢ imunogénica ¢ admite-se que os anticorpos para esta proteina sejam

indicadores de infecg¢ao primaria (Bican et al. 1982, Svensson et al. 1987, Conner et al.

1988, Liu et al. 1988). A proteina possui afinidade ndo especifica tanto para RNA fita



simples (ssRNA) quanto para dsRNA, com maior afinidade para ssRNA (Boyle &
Holmes 1986). A afinidade de VP2 por ssRNA parece estar associada com o
empacotamento do mRNA viral dentro do core durante o processo de replicagdo
(Kapahnke et al. 1986).

VP3 — A VP3 ¢ codificada pelo segmento 3. Possui 98 kDa, sendo constituida
por 835 aa (Liu et al. 1988). Tem sido mostrado que VP3 pode ligar-se a regido N-
teminal de VP2, regido na qual VP1 também se liga, sendo esta regido requerida para a
replicagdo (Labbe et al. 1994, Zeng et al. 1998). VP3 liga-se covalentemente a
guanosina trifosfato (GTP), o que sugere ser esta uma guanililtransferase (Pizarro et al.
1991, Liu et al. 1992). Essa proteina também ¢ considerada como uma metiltransferase,
por possuir atividade de acoplar residuos cap aos mRNAs transcritos (Chen et al. 1999,
Patton & Chen 1999).

VP4 — A proteina VP4 constitui, juntamente com VP7, a camada externa do
virus. E codificada pelo segmento 4, possui aproximadamente 88 kDa, sendo
constituida por 776 aa (Liu et al. 1988, Estes & Cohen 1989, Shaw et al. 1993). Varias
funcdes tém sido atribuidas a essa proteina: adsor¢do e penetragdo viral, atividade de
hemaglutinagdo e associacdo a restricdo do crescimento viral em cultura celular
(Greenberg et al. 1983b). VP4 induz a formacao de anticorpos neutralizantes (Hoshino
et al. 1985, Offit & Blavat 1986), tanto in vitro (Greenberg et al. 1983a, Coulson et al.
1985, Hoshino et al. 1985, Taniguchi et al. 1985, Burns et al. 1988), quanto in vivo,
observada a partir de imunizagdo passiva de camudongos (Offit et al. 1986) sendo
responsavel pela determinagio dos denominados sorotipos/genotipos P. E susceptivel a
protedlise, processo que facilita a entrada do virus na célula (Kaljot et al. 1988) onde

sdo gerados duas proteinas, VP8* (28 kDa, 247 aa) e VP5* (60 kDa, 529 aa),



necessarias para completude da adsorcao e penetragao do virus na célula (Coulson et al.
1997, Guerrero et al. 2000, Zarate et al. 2000).

VP6 — E a proteina que forma a camada intermediaria do virus. Possui 41 kDa,
sendo constituida por 397 aa, ¢ codificada pelo segmento 6 do genoma viral e constitui
cerca de 50-60% da massa viral (Estes & Cohen 1989, Prasad & Chiu 1994). A VP6
tem papel es
sencial na estrutura do virus uma vez que faz interagdes, tanto com ambas as proteinas
da camada externa (VP4 e VP7), quanto com a proteina do core (VP2). Apresenta-se na
forma trimeros, ¢ extremamente estdvel, hidrofobica e altamente imunogénica
(Gorziglia et al. 1985, Estes et al. 1987, Sabara et al. 1987, Burns et al. 1996). A VP6
apresenta epitopos antigénicos comuns que caracterizam os antigenos de grupo
(espécie- RVA-RVQ)). Ademais, nessa proteina, a presenca ou a auséncia de outros
determinantes antigénicos determina também a especificidade para subgrupos (I, II, I e
IT, NI NII) (Kalica et al. 1981, Greenberg et al. 1983c).

VP7 — A proteina possui 326 aa e 37 kDa, podendo ser codificada pelos
segmentos 7, 8 ou 9 do genoma, dependendo da amostra viral (Estes & Cohen 1989,
Prasad et al. 1990). E uma glicoproteina e¢ forma a camada externa do virus. E
considerada como antigeno maior de neutralizagdo sendo responsavel pela determinacao
dos sorotipos G (Kalica et al. 1981, Greenberg et al. 1983b, Hoshino & Kapikian 1996).
Experimentos em culturas celulares indicam que essa proteina desempenha papel na
adsorcdo viral conferindo estabilidade as espiculas de VP4 e facilitando a apresentagdo
dos epitopos funcionais dessa proteina (Prasad & Estes 1997). Sua interagdo com VP4
parece também exercer influéncia na especificidade de ligagdo de VP4 ao receptor

celular da célula alvo (Sabara et al. 1985, Ludert et al. 1996).



Além das seis proteinas estruturais, o genoma dos Rotavirus A codifica outras
seis proteinas ndo estruturais, designadas pela sigla NSP, seguida de um numero arabico
de 1 a 6, que varia de acordo com a sua ordem de migracdo em gel de poliacrilamida
(Prasad & Estes 1997). Destas, cinco estdo envolvidas na replicagdo viral (NSP1, NSP2,
NSP3, NSP5 e NSP6) e uma (NSP4) na morfogénese e viruléncia viral. Todas as
proteinas ndo estruturais, exceto NSP4, interagem com o acido nucléico viral (Estes
2001).

NSP1 - E uma proteina com 58 kDa, formada por 495 aa e codificada pelo
segmento 5 do genoma viral. E expressa em baixos niveis na célula infectada. Estudos
indicam que NSP1 apresenta-se de forma pontuada no citoplasma e que possivelmente
faca associagdo com o citoesqueleto (Hua & Patton 1994).

NSP2 - A proteina ¢ codificada pelos segmentos 7, 8 ou 9, dependendo da
amostra viral. Possui 35 kDa e 317 aa e tem habilidade de ligar-se ndo especificamente
ao ssRNA, o que permite a formagdo de complexos de ribonucleoproteina (Kattoura et
al. 1992, Taraporewala et al. 1999). E expressa em altos niveis nas células infectadas,
sendo acumulada no viroplasma (Petrie et al. 1984). Estudos indicam que NSP2 ¢
essencial para a formag¢do do viroplasma e para a replicacdo gendmica (Ramig & Petrie
1984, Gombold et al. 1985). Possui atividade de nucleotideo trifosfatase (NTPase) que,
na presenca de Mg”>", catalisa a hidrolise de todos os quatros NTPs para nucleotideos
difosfato (NDPs). Sugere-se que a atividade NTPase de NSP2 fornega a proteina a
energia necessdria para funcionar como um motor molecular dirigindo o
empacotamento do mRNA viral (Taraporewala et al. 1999, Taraporewala & Patton
2001).

NSP3 — E codificada pelos segmentos 7, 8 ou 9 do genoma viral. Possui 63 kDa

e 315 aa, ¢ uma proteina acida e pouco abundante na célula infectada (Estes 2001). Na



célula hospedeira, a mensagem de capeamento ¢ reconhecida pelo fator de iniciagdo
eucariotica (elF4E) e a mensagem de poliadenilagdo por uma poli (A) ligante de
proteina (PABP), os quais vao interagir com o fator eI[F4G, uma proteina adaptadora
que ¢ responsavel pela entrega da mensagem cap e poliadenilagdo para o ribossomo.
Embora os Rotavirus A ndo possuem cauda poli (A), estes possuem uma seqiiéncia
consenso na sua extremidade terminal 3° que se liga ao dominio N-terminal NSP3 e, no
processo, metade do dominio C-terminal da proteina também interage com elF4G e
com uma afinidade maior que com PABP, possibilitando uma tradugdo viral seletiva
durante a infec¢do. Desta forma, NSP3 ¢ uma proteina codificada pelo virus para
subverter a maquinaria de traducdo da célula hospedeira e seletivamente aumentar a
tradu¢ao do mRNA viral (Poncet et al. 1993, Piron et al. 1998, Vende et al. 2000, Deo et
al. 2002, Groft & Burley 2002, Jayaram et al. 2004).

NSP4 — E codificada pelo segmento gendémico 10, é proteina glicosilada e ligada
ao reticulo endoplasmatico. Possui 28 kDa e 175 aa (Mattion et al. 1994, Tian et al.
1996). E uma proteina que no se liga a0 RNA mas possui papel na morfogénese viral e
também na viruléncia por funcionar como uma enterotoxina. Na morfogénese viral ela
funciona como um receptor intracelular por mediar a conversao de particulas de dupla
camada no citoplasma para particulas de tripla camada no RE (Bern & Glass 1994, Ball
et al. 1996). Quando inoculada em camundongos lactentes produziu diarréia tendo o
residuo de tirosina 131 da proteina sido considerado como o aminoécido associado com
sua atividade toxigénica (Ball et al. 1996, Dong et al. 1997, Morris et al. 1999).

NSP5 — E uma das duas proteinas codificadas pelo segmento 11. Possui 198 aa,
sendo acumulada no viroplasma. E uma proteina 4cida, rica em serina e residuos de
treonina, que formam dimeros (Poncet et al. 1997). A co-expressdo desta proteina em

células tem mostrado que ela ¢ hiperfosforilada por NSP2 (Afrikanova et al. 1998),



muito embora este mecanismo ainda seja pouco conhecido (Welch et al. 1989, Poncet et
al. 1997, Afrikanova et al. 1998, Gonzales et al. 1998). Ao contrario de NSP2, NSP5
liga-se eficientemente tanto ao ssRNA quanto ao dsRNA (Vende et al. 2002).

NSP6 — E a menor proteina dos rotavirus (11kDa) sendo codificada pelo ORF
alternativo do segmento 11. Possui 92 aa, fica acumulada no viroplasma, e ¢ conhecida
por interagir com NSP5 (Mattion et al. 1991, Torres-Vega et al. 2000). O baixo nivel de
expressdo de NSP6 nas células infectadas por rotavirus sugere uma funcao reguladora
da proteina. Algumas amostras de Rotavirus A, como Mc323 e Alabama, bem como os
Rotavirus C ndo codificam NSP6 (Torres-Vega et al. 2000). Isto sugere que NSP6 pode
ndo ser necessaria para a replicacdo viral, ou mesmo que nenhuma proteina viral ou
celular substitua funcionalmente, nessas amostras, a NSP6 (Taraporewala & Patton

2004).

1.2.2. Classificacao dos Rotavirus A

Os rotavirus infectam somente vertebrados (mamiferos e aves), incluindo
humanos. Constituem um género da familia Reoviridae, que possui atualmente doze
géneros (Orthoreovirus, Orbivirus, Coltivirus, Aquareovirus, Cypovirus, Fijivirus,
Phytoreovirus, Oryzavirus, Seadornavirus, Idnoreovirus, Mycoreovirus e Rotavirus).
(ICTV 2005).

O género Rotavirus compreende sete espécies (grupos) designadas de RVA a
RVG, sendo esta especificidade determinada pela proteina VP6 (Hoshino & Kapikian
2000, Mertens et al. 2000, van Regenmortel et al. 2000). As espécies A, B e C sdo
encontradas em animais e humanos e as demais somente em animais (Estes 2001).

Adicionalmente, os Rotavirus A s3o sorologicamente classificados em subgrupos
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também em funcdo da variabilidade da proteina VP6, os quais sdo denominados I, II, T e
I1, ndo I ndo II (Greenberg et al. 1983a, van Regenmortel et al. 2000).

Estes virus sdo ainda classificados em sorotipos/genotipos considerando as duas
proteinas do capsideo externo (VP7 e VP4) em func¢do da variabilidade dos genes que as
codificam. A classificagdo em sorotipos ¢ definida por ensaios sorologicos, como
neutralizagdo por redu¢do de placa em cultura celular e neutraliza¢ao por reducio foco-
fluorescente usando anticorpos monoclonais (MAbs) purificados provenientes de
animais hiperimunizados. Esses ensaios baseiam-se na reatividade de anticorpos com as
duas proteinas, as quais induzem anticorpos com atividade neutralizante (Kalica et al.
1983, Hoshino et al. 1985, Offit & Blavat 1986, Hoshino et al. 1988). Os genotipos sdo
determinados por métodos moleculares, como seqiienciamento gendémico, hibridizacao
de 4acido nucléico ou ainda pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) utilizando
iniciadores especificos para os genes das proteinas VP4 e¢ VP7 (Flores et al. 1989,
Gouvea et al. 1990, Estes 2001).

A proteina VP7 define, como referido, os chamados genotipos/sorotipos G em
funcdo de ser esta uma glicoproteina, e a VP4 os genotipos/sorotipos P por ser esta
sensivel a proteases. Todos os genotipos G correspondem aos sorotipos G, nao
ocorrendo 0 mesmo com o0s genotipos P (Desselberger 2000). Em assim sendo tém sido
definidos 15 sorotipos/genotipos G e 25 genotipos P e, devido a insuficiéncia de
anticorpos monoclonais especificos para a diversidade dos sorotipos P, somente 14
sorotipos P, com trés subtipos (Rao et al. 2000, Estes 2001, Hoshino et al. 2002,
Liprandi et al. 2003, Martella et al. 2003, McNeal et al. 2005, Rahman et al. 2005). Os
sorotipos/genotipos G sdo sempre designados pela letra G seguida de algarismo arabico,

0 mesmo ocorrendo para sorotipo P, enquanto que para genotipo P a denominagdo ¢
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feita pela letra P seguida do algarismo arabico colocado entre colchetes (Hoshino &
Kapikian 1996).

Dos 15 genotipos G, dez (G1-G6, G8-G10 e G12) e dos 25 genotipos P, onze (P[
1], P[3]-P[6], P[8]-P[11], P[14] e P[19]) infectam humanos (Nakagomi et al. 1994,
Hoshino & Kapikian 2000, Jagannath et al. 2000, Okada et al. 2000). Ainda, em
humanos, tem sido observada ocorréncia maior de cinco genotipos G (G1-G4 e G9) e de
trés genotipos P (P[4], P[6] e P[8]) sendo que as combinagdes G e P mais comumente
observadas sao P[8],G1; P[4],G2; P[8],G3; P[8],G4; P[6],G9 ¢ P[8],G9 (Gentsch et al.
1996, Leite et al. 1996, Ramachandran et al. 1996, Santos & Hoshino 2005).

A classificacdo antigénica dos Rotavirus A também se da em funcao do gene 10
que apresenta extensiva variabilidade, o que leva o seu produto, a proteina NSP4, ser
classificado em cinco genogrupos: A (KUN), B (Wa), C (AU-1), D (EW) ¢ E (avian-

like) (Ciarlet et al. 2000, Ito et al. 2001, Mori et al. 2002).

1.2.3. Diagnéstico laboratorial para Rotavirus A

A sintomatologia ocasionada por Rofavirus A ¢ insuficiente para definir o agente
como causador da infeccdo sendo necessario o exame laboratorial virologico (Estes
2001). Em assim sendo diferentes procedimentos tém sido desenvolvidos visando nio
somente a deteccdo viral como também a caracterizagdo da amostra viral infectante

(Fischer & Gentsch 2004).

1.2.3.1. Deteccao Viral

As fezes sdo o espécime clinico universalmente utilizado para detec¢do viral
bem como para a caracterizagdio de amostras. Estas devem ser colhidas

preferencialmente até quatro dias apo6s o inicio da doenga, muito embora a excregdo
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viral possa se estender por mais de trés semanas poés-infeccao (Riepenhoff -Talty et al.
1981, Yolken & Wilde 1994).

A detecgdo pode ser feita pela visualizacdo da particula viral através da ME ou
IME, ou pela deteccao de antigeno viral utilizando uma variedade de metodologias,
dentre estas, o ensaio imunoenzimatico (EIE), o teste de aglutinacdao passiva (HAP) e
imunofluorescéncia (IF) (Birch et al. 1979, Sanekata et al. 1981). Adicionalmente a
presenca viral, pode ser observada pela deteccdo do acido nucléico, seja utilizando
metodologia de amplificagdo gendmica, reacdo em cadeia pela polimerase pos-
transcri¢ao reversa (R7-PCR) (Gouvea et al. 1991, Gentsch et al. 1992), ou sem
amplificacdo, o que pode ser feito por eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA)
(Pereira et al. 1983) ou ainda por hibridizagdo molecular (Flores et al. 1989, Fernandez
etal. 1992).

O isolamento viral também pode ser realizado, muito embora exista a
dificuldade de se propagar virus selvagem. Dentre as linhagens celulares utilizadas para
a propagagdo, estdo a MA-104 (células de rim de macaco Rhesus) e a CaCo-2 (células
de carcinoma de célon humano) (Hasegawa et al. 1982, Svensson et al. 1991, Ciarlet &

Estes 2001).

1.2.3.2. Caracterizacio Viral

A determinacdo dos sorotipos/genotipos G e P de Rotavirus A constitui a meta
primaria quando se objetiva principalmente a vigilancia laboratorial das amostras
circulantes incluindo o fato do reflexo no processo vacinal. O sorotipo viral pode ser
determinado por ensaio de neutralizacdo em cultura celular ou por EIE bem como por
IME de fase-sélida utilizando anticorpos monoclonais sorotipo-especificos (MAbs) de

VP7 e de VP4 (Greenberg et al. 1983c, Yolken & Wilde 1994, Coulson 1996, Hoshino
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& Kapikian 1996). A sorotipagem G através de EIE utilizando MAbs especificos
produzidos para os diferentes sorotipos de VP7 ¢ método comum de caracterizagdo
(Greenberg et al. 1983c, Coulson 1996). A sorotipagem P, por outro lado, é pouco
realizada, em funcdo da pequena disponibilidade de MAbs especificos para VP4,
atribuido ao possivel fato de esta proteina poder ser degradada durante o manuseio ou a
estocagem do virus (Estes & Cohen 1989, Coulson 1996, Hoshino & Kapikian 1996).

M¢étodos moleculares foram desenvolvidos a partir da década de 1990, visando
determinar os genotipos de VP7 e VP4. Dentre estes, o método multiplex-nested-RT-
PCR apresenta boa correlagdo de tipos para VP7 identificados por procedimento
sorologico utilizando MAbs. Neste ensaio, sio comumente usados para a genotipagem
G, dois conjuntos de iniciadores consensuais: Beg9/End9, combinado com iniciadores
especificos (G1-G4, G8 e G9) (Gouvea et al. 1990) ou 9Con1/9Con2 combinado com
iniciadores especificos (G1-G4 ¢ G9) (Das et al. 1994). Procedimento modificado
também tem sido utilizado onde se usa os iniciadores consensuais Beg9/End9 para R7-
PCR e 9Conl (Das et al. 1994), com a inclusdo dos iniciadores especificos G1-G9, na
reacao de multiplex-nested-RT-PCR (Fischer et al. 2003).

A genotipagem P ¢ bastante realizada e esta tem sido feita como para a
genotipagem G, através de multiplex-nested-RT-PCR (Gentsch et al. 1992, Gunasena et
al. 1993), ou através de PCR com sondas obtidas a partir de sorotipos de VP4
determinados por neutralizagdo (Larralde & Flores 1990). Para determinagdo dos
genotipos P, tém sido usados dois conjuntos de iniciadores consensuais: Con3/Con2 e
HumCom5/HumCom3 combinados com iniciadores especificos para os genotipos P[8],
P[4], P[9], P[10] e P[6] (Gentsch et al. 1992, Gunasena et al. 1993).

Para a confirmagdo dos genotipos determinados por R7-PCR, ou mesmo para a

defini¢do daqueles que ndo puderam ser tipados por outras metodologias, tem sido
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utilizado o seqiienciamento gendmico, o qual pode ser feito diretamente utilizando o
produto da R7-PCR (seqiienciamento direto) ou apds a clonagem desse produto. O
seqiienciamento permite também discriminar a origem da amostra, se humana ou animal
(Gouvea et al. 1993), além de permitir a identificacdo de novos genotipos (Leite et al.
1996, Ramachandran et al. 1996).

Outras metodologias também tém sido utilizadas para a determinacdao de
genotipos, ou para confirma¢do dos resultados da genotipagem, dentre elas a
hibridizacdo molecular utilizando sondas especificas de genotipos G e P marcados com
digoxigenina (Leite et al. 1996, Ramachandran et al. 1996). Adicionalmente, estas
necessidades tém sido atendidas através da técnica de andlise do polimorfismo de
fragmentos de DNA a partir da clivagem com enzimas de restri¢do (RFLP-Restriction
Fragment Length Polymorphism) pos-RT-PCR (lizuka et al. 1993), além da
hibridizacdo em microarray, que permite tanto a deteccdo quanto a genotipagem de
rotavirus. Esse método combina a grande sensibilidade da PCR com a seletividade da

hibridizagdo DNA-DNA (Chizhikov et al. 2002).

1.2.4. Patogenia

A via de infec¢do para Rotavirus A ¢ a fecal-oral, apesar da descri¢do de
contaminagdo por via respiratoria (Dennehy 2000). A excre¢do viral ocorre em
concentragdes de até um trilhdo de particulas/mL de fezes, sendo que a carga infectante
¢ de apenas dez particulas vidveis, denotando a elevada infectividade destes virus
(Versikari et al. 1981, Ward et al. 1986).

Os Rotavirus A possuem tropismo natural por enterocitos maduros das
vilosidades do intestino delgado, particularmente da mucosa do jejuno (Bass et al.

1990). Conforme referido, a adsor¢@o destes virus a célula hospedeira ¢ feita através da
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proteina VP4, apos clivagem pela tripsina pancreatica em VP5* e VP8* (Ludert et al.
1996, Crawford et al. 2001) sendo a penetragdo na célula mediada por VP4 e auxiliada
pela VP7 (Hewish et al. 2000, Ciarlet et al. 2002).

A penetra¢ao do virus na célula pode ocorrer diretamente através da membrana
celular ou ainda por endocitose. Este passo ¢ antecedido pela adsor¢do a membrana
celular, processo que envolve inicialmente receptores contendo dacido sidlico e
integrinas tais como 0v3, a4f1, a2p1, durante os passos subsequentes (Coulson et al.
1997, Guerrero et al. 2000, Zarate et al. 2000). Admite-se que o dominio VP8* seja
envolvido na interagdo com acido sidlico, enquanto VP5* com as integrinas. Nao
obstante, a utilizagdo de acido sialico ndo ¢ feita por todas as amostras de rotavirus
desde que grande numero de amostras provenientes de animais, incluindo de humanos,
ndo o utilizam como receptor inicial (Ciarlet et al. 2001). Nessas amostras, a maioria
dos anticorpos monoclonais neutralizantes que reconhecem VP4 selecionam mutagdes
em VP5* sugerindo que a entrada na célula ¢ mediada por VP5* (Kobayashi et al.
1990, Padilla-Noriega et al. 1995, Kirkwood et al. 1996).

A replicagdo viral ocorre em toda a sua extensao no citoplasma. Os mRNAs sdo
sintetizados de forma ordenada, iniciando-se pelos segmentos menores € posteriormente
pelos maiores (Patton & Gallegos 1990). As proteinas virais sdo sintetizadas em
ribossomos livres, a excecdo de VP7 e NSP4, que sdo sintetizadas em ribossomos
ligados ao reticulo endoplasmatico rugoso (RER) (Estes 2001). A montagem das
particulas de duplo capsideo (core viral e VP6) parece ocorrer em estruturas
eletrodensas perinucleares denominadas viroplasmas e a maturagdo final, no interior do
RER, na dependéncia de ions Ca*, sendo transitoriamente envelopadas. Finalmente, as

particulas recebem o capsideo externo (VP4 ¢ VP7) antes ou apds o brotamento a partir
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do reticulo endoplasmatico, sendo liberadas apoés a lise celular, infectando outros
enterocitos (Estes 2001).

No processo, do ponto de vista celular, Tian et al. (1995) demonstraram que a
NSP4 desencadeia a liberagdo de ions Ca’* do RER para o citoplasma, acarretando a
ativacao de enzimas intracelulares e morte celular com liberagdo de virus maduros.
Admite-se ainda que a proteina interaja com um receptor celular do epitélio intestinal e
estimule um sinal de traduc¢do célcio-dependente que aumenta a permeabilidade da
membrana plasmatica a ions cloro e potencializa a secre¢do cloridrica, o que culmina na
inducdo de diarréia aquosa com possibilidade de perdas fluidicas e eletrolitos (Ball et al.
1996, Dong al. 1997, Morris et al. 1999).

Do ponto de vista fisiopatologico, admitem-se mecanismos distintos para o
processo diarréico. Segundo Blaclow & Greenberg (1991), o mecanismo osmotico
ocorreria por destruicdo dos enterdcitos maduros e baixa absorcao intestinal de lactose,
com conseqiliente aumento do gap osmolar intestinal e de perdas liquidas. Ainda,
Lundgren et al. (2000) postulam que estes virus sejam capazes de induzir a secrecao
intestinal de liquidos e eletrdlitos por ativagdo direta do sistema nervoso da parede
intestinal, o sistema nervoso entérico.

O periodo de incubacdo para a infec¢do pelo Rotavirus A ¢ estimado em dois a
quatro dias (Bernstein & Ward 1998) o qual pode seguir-se ao quadro clinico abrupto e
classico da gastroenterite causada por estes virus: 1 — vOomitos — que se constituem
habitualmente na manifestagdo clinica inicial, precedendo o quadro diarréico em 12 a 24
horas (Toporovski & Toporovski 1987), com incidéncia varidvel de 58 a 96% dos casos
e com duracdo média de dois dias e meio (Rodriguez et al. 1977, Uhnoo et al. 1986,
Toporovski & Toporovski 1987, Friedman et al. 1988); 2 — febre — ¢ geralmente

elevada, ocorrendo em cerca de 70 % das infec¢des, com duragdo média de 2,6 dias
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(Rodriguez et al. 1977, Linhares et al. 1994); 3 — quadro diarréico — geralmente instala-
se de forma abrupta, com fezes liquidas e explosivas, apresentando, via de regra, até dez
episodios por dia (Bernstein & Ward 1998) sendo muita rara presenca de sangue,

macroscopico ou oculto, nas fezes (Clemens et al. 1983, Uhnoo et al. 1986).

1.2.5. Epidemiologia

Admite-se que as criangas sejam infectadas por Rotavirus A em seus primeiros
quatro anos de vida e que a doenca causada por estes agentes ocorra mais
freqiientemente dos seis aos 24 meses de idade, com pico maior de infec¢@o dos seis aos
nove meses em paises em desenvolvimento e dos nove aos 15 meses em paises
industrializados (Breese et al. 1999, Costa et al. 2004).

Em geral, a incidéncia das infec¢des sintomadticas assume maior expressao na
faixa etaria de 6 a 24 meses e, em contrapartida, prevalecem as formas inaparentes entre
recém nascidos e lactentes até os 3-4 meses, provavelmente como decorréncia da
protecdo conferida pelos anticorpos de origem materna (Linhares et al. 1989, Bishop et
al. 1996). Os levantamentos epidemiolédgicos da infec¢do por Rotavirus A apresentam
variagOes significativas. Em escala mundial, De Zoysa & Feachem (1985), revisando
estudos conduzidos em 37 paises, observaram a incidéncia de 12 a 71% (média 34%) de
identificacdo de Rotavirus A em criangas de até 36 meses de idade com diarréia aguda
em atendimento ambulatorial ou hospitalar.

Em paises em desenvolvimento, os Rotavirus A constituem-se numa das
importantes causas de mortalidade em criangas (Offit 2002), com cerca de 500.000 a
600.000 oObitos anuais (Miller & McCann 2001). Por outro lado nos paises

desenvolvidos como os Estados Unidos a incidéncia é de cerca de 40 Obitos anuais em
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individuos menores de cinco anos tendo como causa a infec¢do por estes agentes (Glass
et al. 1996)

Dados epidemiolédgicos revisados no Brasil demonstram variagdes na incidéncia
de gastroenterite associada a Rotavirus A em criancas atendidas em ambulatorios ou
hospitais, da ordem de 12 a 42% (Pereira et al. 1993, Linhares 2000).

Em Goiania, Goids, dados relativos a infeccdo por estes virus mostram
incidéncia média de 31,2% quando em processo de gastroenterite ¢ de 2,8% nos casos
de nao gastroenterite (Cardoso et al. 1992, 2003; Costa et al. 2004).

Adicionalmente, a infeccdo neonatal por Rotavirus A apresenta aspectos
peculiares. Nesse sentido, observa-se alta prevaléncia (provavel infec¢do nosocomial)
em recém-nascidos internados, com identificacao de rotavirus em cerca de 11 a 35% dos
neonatos ¢ elevado indice de assintomaticos, variando de 82,3 a 100% (Benatvala et al.
1978, Albert et al. 1987, Al-Frayh et al. 1987, Linhares et al. 2002).

Hé uma tendéncia a sazonalidade na infec¢do por rotavirus, ocorrendo de forma
predominante no inverno em regides de clima temperado e se fazendo presente por todo
0 ano em areas de clima tropical (Tiemessen et al. 1989, Breese et al. 1999, Inouye et al.
2000). No Brasil, as regides Sudeste e Centro-Oeste apresentam pico predominante nos
meses secos, de abril a agosto (Gomes et al. 1991, Cardoso et al. 1992, 2003; Stewien et
al. 1993), ao contrario das regides Nordeste e Norte, onde a sazonalidade ndo ¢ tao
marcante (Linhares et al. 1989, Stewien et al. 1991).

Gentsch et al. (1996) concluiram que, apesar da variagdo da prevaléncia dos
diferentes sorotipos/genotipos ao longo do tempo, ha um predominio, em escala global,
das amostras caracterizadas como G1P[8] o que também tem sido visto por outros

pesquisadores (Iturriza-Goémarra et al. 2001).
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Entretanto, Masendycz et al. (2001) em levantamento epidemiolégico na
Australia de 1.108 amostras fecais de criangas com gastroenterite, evidenciaram o
sorotipo G9 (18,1%) como o segundo mais prevalente apos o G1 (49,5%), seguido dos
sorotipos G2 (12,5 %) e G4 (9,7%). A ocorréncia de G9 tem sido também relatada por
outros autores (Souza et al. 2003, Costa et al. 2004).

Outros sorotipos de menor incidéncia, como o G5, ja foram isolados em
amostras fecais de criancas com diarréia aguda (Gouvea et al. 1994, Cardoso et al.

2000).

1.2.6. Estudos de Seguimento

O acompanhamento de determinadas criancas com o intuito de se avaliar
prospectivamente a infec¢do por Rotavirus A foi alvo de varios estudos. Nesse sentido,
foram estudados distintos grupos de pacientes: criancas desde o nascimento (infectadas
ou ndo por rotavirus no periodo neonatal) até dois ou trés anos de idade; amostras
provenientes de criancas de creche; estudos de eficacia de candidatas a vacina e estudos
de avaliacdo de imunidade (através da dosagem de anticorpos) em relacdo a infecgdes
sucessivas por rotavirus. Adicionalmente, foram avaliados o grau de prote¢ao, do ponto
de vista clinico e/ou laboratorial, conferido pela infec¢do por estes virus, objetivando o
delineamento de estratégias vacinais seguras e efetivas (Wyatt et al. 1979, Gurwith et al.
1981, Bishop et al. 1983, Mata et al. 1983, Chiba et al. 1986, Flores et al. 1987, O’Ryan
et al. 1990, Ruuska & Vesikari 1991, Moulton et al. 1998).

No Brasil poucos sdo os estudos de seguimento visando deteccdo de infecc¢ao
primaria e re-infec¢do por Rotavirus A. Nesse sentido, o estudo realizado em Belém-PA
visava triagem vacinal onde foram monitoradas criangas desde o nascimento até os trés

anos de idade (Linhares et al. 1989).
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Em Goiania, Goids, um unico estudo de seguimento foi até o momento realizado
(Costa 2003). Neste estudo procedeu-se ao seguimento de dois grupos de criangas de até
cinco anos de idade, sendo um deles composto por criancas fora do periodo neonatal
que, ao atendimento inicial, possuia o quadro de gastroenterite ¢ o segundo que nao
possuia o quadro (grupo controle). O seguimento foi de um ano nao tendo sido
observado re-infecgdes por Rotavirus A nas criangas com gastrenterite e positivas a
primeira amostragem. Por outro lado, foi observada infec¢do pelo virus em duas

criangas do grupo controle.

1.2.7. Vacinas para Rotavirus A

E consensual a observagio de que para Rotavirus A os indicadores de morbidade
sdo semelhantes, tanto em paises desenvolvidos quanto nos em desenvolvimento
(Breese et al. 1999) o que se traduz na eficdcia limitada da adocdo de medidas de
saneamento basico e de melhores condigdes de higiene, bem como na necessidade do
desenvolvimento e implementagdo de uma vacina segura e eficaz (Linhares & Breese
2000).

Desde as primeiras investigagdes com as vacinas Jennerianas de Rotavirus A
atenuados de origem animal (RIT 4237, WC3 e MMU-18006), desenvolvidas na década
de 80 (Versikari et al. 1985, Flores et al. 1987), a primeira vacina de rotavirus
licenciada para uso humano nos Estados Unidos (American Academy of Pediatrics
1998, Centers For Disease Control And Prevention 1999a) foi a vacina tetravalente
rearranjada de origem simio e humana (Rotashield™). Nessa vacina, a amostra MMU
18006 de origem simia atenuada com especificidade de VP7 para G3 foi associada a
trés outras amostras rearranjadas geneticamente com a VP7 de origem humana, com

especificidade para G1, G2 e G4 respectivamente (Kapikian et al. 1996). Esta vacina foi
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implantada em agosto de 1998. Entretanto, em setembro de 1999, apos cerca de 1,5
milhdo de doses aplicadas, seu uso foi interrompido, uma vez que 23 casos de
intussuscepcao alertavam para esse possivel evento adverso (American Academy of
Pediatrics 1998). Cerca de um més apoods, dados mais expressivos revelaram 114
registros de invaginagdo intestinal associados a RR7-TV e determinaram a suspensao
definitiva do uso da Rotashield™ no territorio americano (Centers For Disease Control
And Prevention 1999b).

Hoje se dispdem no mercado da vacina rotavirus humano atenuada a 89-12
(Rotarix™ — Glaxo Smithkline and Avant Imunotherapeutics, Inc, Needham, MA, USA)
com especificidade para G1P[8] e com protecdo até¢ 100% em relacdo a hospitalizagdes
(Bernstein et al. 1999, 2002). No Brasil, esta foi introduzida no plano nacional de
imunizagao desde margo de 2006 (Informe Técnico Institucional 2006).

Outras vacinas encontram-se em fase de triagem como a RV3 (Barnes et al.
2002), de amostra de rotavirus neonatal atenuado com especificidade para G3P[6], a
vacina multivalente bovino-humana UK reassortant rotavirus vaccine (Clements-Mann
et al. 2001). Finalmente hoje conta-se também com a vacina pentavalente Rotateq™

(Clark et al. 1996), (Merck and Co, West Poin, PA) ja licenciada nos Estados Unidos.
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2. JUSTIFICATIVA

A infec¢do por Rotavirus A é causa importante de doenca infantil em todo o
mundo com risco maior de hospitalizagio. E especialmente critica em paises em
desenvolvimento, onde representa um fator importante de mortalidade infantil (Carlson
etal. 1978, Lynch et al. 2003, Parashar et al. 2003).

Admite-se que a estratégia principal para o controle dos Rotavirus A seja através
da vacinagdo, mas para que ocorra uma preven¢do efetiva, ¢ preciso que haja o
conhecimento dos genotipos G e P circulantes antes, durante e ap6s o periodo de
vacinagdo, também a identificacdo de genotipos ndo comuns ou ndo usuais, bem como
infec¢des mistas, o que por certo tem reflexo importante em relacdo a uma determinada
vacina, que esteja em uso. Adicionalmente, o conhecimento a respeito da idade da
crianga quando da sua infeccdo priméria por Rotavirus A, em determinado tempo e
localidade, constitui estratégia valida para o sucesso de um dado processo vacinal.

O Laboratorio de Virologia do IPTSP/UFG vem desde a década de 80 realizando
investigacdes que visam identificar virus causadores de gastroenterite em populagdes
infantil e adulta. Os resultados destes estudos indicam que nas criancas de até cinco
anos de idade, Rotavirus A ocorre em todas as faixas etdrias com pico maior de
infeccdo até os 24 meses de idade e ainda com maior circulagdo na estagao de seca
regional (Cardoso et al. 1989, Camarota et al. 1992, Cardoso 1997, Souza 2001,
Cardoso et al. 2003, Costa 2003, Souza et al. 2003, Andreasi 2004). Nao obstante, ndo
existem dados a respeito de que idade da crianga se processa a infec¢do primaria por
este agente, antes da implementagdo vacinal. Assim, este estudo visa o preenchimento
dessa lacuna do conhecimento com a compreensdo de que a informagdo aqui obtida

contribuira também para subsidiar o processo de vacinagdo hoje em andamento no Pais.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
*Proceder a um estudo de seguimento durante o primeiro ano de vida visando

detecgdo de Rotavirus A em amostras fecais de criangas nascidas em Goiania-GO.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

*Identificar a faixa etdria da primeira infec¢ao por Rotavirus A,

*Observar o numero de episodios diarréicos das criangas durante o periodo de
estudo;

* Determinar a sazonalidade das infecgdes por Rotavirus A;

*Caracterizar as amostras de Rotavirus A quanto ao padrdo eletroferotipico e

genotipagem G ¢ P.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL DE ESTUDO

O estudo foi realizado a partir de amostras fecais coletadas de criangas nascidas
no Hospital Nossa Senhora de Lourdes — Goiania-GO. Para o estudo contou-se com um

total de 696 amostras fecais colhidas de 119 criangas.

As colheitas eram feitas a cada consulta médica no Hospital, as quais eram
previamente agendadas, sendo que em cada colheita da amostra fecal, dados relativos a
crianga, considerando o seu quadro organico geral bem como o tempo de aleitamento
materno, era questionado a mae e complementado com as informagdes constantes do
prontuario médico.

Do total de criangas estudadas, 34 foram seguidas por um perido de um ano.
Destas, de 26 criancas, a primeira colheita de fezes foi realizada logo apods o
nascimento, perfazendo um total de 14 amostras. De oito criangas, a primeira colheita
foi realizada até 15 dias de nascimento e destas foram obtidas um total de 13 amostras.
Das outras criangas foi obtido um ntmero varidvel de amostras de acordo com o
numero de visitas médicas realizadas. O quadro 1 sumariza o nimero de criangas pelo

numero de amostras fecais coletadas.
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Quadro 1 - Numero de amostras fecais coletadas em relagdo as criangas estudadas.

1 32 32
2 19 38
3 12 36
4 5 20
5 7 35
6 4 24
7 5 35
8 1 8
13 8 104
14 26 364
Total 119 696

A colheita das amostras fecais procedeu-se no periodo de janeiro de 2004 a
setembro de 2005. Considerando as 34 criancas no estudo de seguimento, 24 tiveram as
amostras fecais coletadas em uma primeira etapa compreendendo o periodo de Janeiro
de 2004 a Abril de 2005 (N = 334), enquanto as outras 10 foram coletadas em uma
segunda etapa, Agosto de 2004 a Setembro de 2005 (N = 136), totalizando 470 amostras
(Quadro 2). O quadro 3 mostra em detalhes o nimero de criangas analisadas por periodo

de coleta.

Quadro 2 - Numero de amostras fecais coletadas no estudo de seguimento em relagdo ao
numero de criancas estudadas.

Janeiro / 2004 a Abril / 2005 — Primeira 334 24
Agosto / 2004 a Setembro / 2005 — Segunda 136 10
Total 470 34
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Quadro 3 - Numero de criangas estudadas em estudo de seguimento em relagdo ao

periodo de coleta.

Janeiro / 2004 a Janeiro / 2005 03
Janeiro / 2004 a Fevereiro / 2005 02
Fevereiro / 2004 a Fevereiro / 2005 07
Fevereiro / 2004 a Margo / 2005 03
Margo / 2004 a Marco / 2005 08
Margo / 2004 a Abril / 2005 01
Agosto / 2004 a Agosto / 2005 03
Agosto / 2004 a Setembro / 2005 04
Setembro / 2004 a Setembro / 2005 03
Total 34

Todas as colheitas foram feitas mediante autorizagdo prévia dos pais, com

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido devidamente aprovado pelo

Comité de Etica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goids (n°

090/2003) sendo este o critério unico de inclusdo no estudo.

4.3. METODOLOGIA

4.3.1. Deteccio Viral

Todas as amostras fecais foram analisadas visando deteccdo de Rotavirus A

através de duas metodologias: ensaio imunoenzimatico combinado para rotavirus e

adenovirus (EIERA) e eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA).

Inicialmente, para ambos os procedimentos, as amostras fecais eram

processadas de maneira a se obter uma suspensdo a 20,0% em PBS (tampao salina

fosfato), pH 7,4 (0,14M NaCl; 0,02M KCl; 0,008M Na,HPO, .12H,O; 0,001M

KH,PO,). A seguir eram clarificadas por centrifugacdo a 1.570 x g por 15 minutos,

estocando-se o sobrenadante a -20°C até o uso.
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4.3.1.1. EGPA

A EGPA foi feita seguindo descricao de Pereira et al. (1983). A extragdo do
dsRNA viral foi feita utilizando o fenol/cloroférmio, seguida de precipitagdo com etanol
absoluto/NaCl a 20,0% por, no minimo, 18 horas a -20°C. A seguir, o dsRNA viral era
re-suspenso em um tampao de amostra (0,0625M Tris/HCI, pH 6,8; 5M uréia; 2-
mercaptoetanol 5,0%; duodecil sulfato de sédio 3,0%; azul de bromofenol 0,01%) e
aplicado em gel de poliacrilamida em sistema descontinuo (gel concentrados a 3,5% e
gel separador a 7,5%) o qual era entdo submetido a uma corrente elétrica de 40 mA por
trés a quatro horas. A seguir, procedia-se a revelagdo das bandas de dsRNA o qual
consistiu inicialmente na fixagdo dos géis (etanol 10%; &cido acético 0,5%), seguido de
coloragao (0,011M nitrato de prata) e por fim na revelagdo (NaOH 3%; formalina
0,76%). A analise do bandeamento levava a classificacdo dos virus detectados o que foi

feita segundo o estabelecido por Lourenco et al. (1981).

4.3.1.2. EIERA

O EIERA foi desenvolvido utilizando-se kits preparados e cedidos pelo
Laboratorio de Reativos/Bio-Manguinhos/Fundagdo Oswaldo Cruz/Rio de Janeiro-RJ,
e microplacas de polivinil (Hemobag-Produtos Cirargicos) ou de poliestireno
(Corning). O ensaio ¢ um procedimento de duplo sanduiche para detec¢dao de antigeno
para rotavirus do grupo A (Pereira et al. 1985). No ensaio os antigenos sdo captados em
fase solida por soros hiperimunes de cabra (imunizadas com rotavirus SA-11),
detectados por soros hiperimunes de cobaias e revelados por soro de coelho anti-IgG de
cobaia, conjugado a peroxidase. A leitura da reagdo foi feita visualmente e em

espectrofotometro (Behring EL 311s), utilizando-se filtro com comprimento de onda de
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450 nm. Foram consideradas como amostras positivas para rotavirus aquelas que
apresentaram densidade oOptica (DO) igual ou maior que duas vezes em relacdo as
densidades opticas dos controles de conjugado e substrato, na presenca de anticorpos de

captura para rotavirus.

4.3.2. Genotipagem G e P de Rotavirus A

A determinagdo de genotipos de Rotavirus A foi feita pela reagdo em cadeia
pela polimerase para detec¢ao dos segmentos gendmicos codificantes das proteinas VP4

(genotipos P) e VP7 (genotipos G).

4.3.2.1. Extracao do dsRNA Viral

A extracdo foi feita a partir da suspensdo fecal a 20%, utilizando o método
descrito por Boom et al. (1990). Para o procedimento, em tubos tipo eppendorf eram
adicionados 400 microlitros (ML) da suspensdo fecal e 1.000 pL de tampao L6
(GUSCN/Tris-HCL/EDTA) mais 15 PL de silica. As suspensdes eram entdo
homogeneizadas em vortex e incubadas sob agitacdo por 30 minutos a temperatura

ambiente. Apds, procedia-se a centrifugacdo (14.000 x g por 1 minuto) e o sedimento

era lavado por duas vezes com 1.000 UL de tampao L2 (GUSCN/Tris-HCI), para as

quais também se procedia o item de centrifugacdo.A seguir, o material era ainda
submetido a duas lavagens com 1.000 UL de etanol a 70% (gelado) e a uma lavagem

com 1.000 pL de acetona (gelada), que igualmente eram seguidas de centrifugacdo. O

sedimento era entdo incubado a 56°C por 15 minutos para evaporacao e ressuspendido

em 30 UL de agua Milli-Q estéril. Apds, o sedimento re-suspenso era agitado em vortex
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e incubado a 62°C por 15 minutos, seguido de centrifugagdo (14.000 x g por 3 minutos).

Ao final, o sobrenadante era coletado e estocado a -20°C até o momento do uso.

4.3.2.2. Primeira Reacdo de Amplificacao (R7-PCR)
A genotipagem G foi realizada seguindo protocolos descritos por Gouvea et al.

(1990) modificado por Leite et al. (1996) e a P de acordo com Gentsch et al. (1992). Os

iniciadores utilizados na genotipagem G e P estdo relacionados no quadro 4.

Quadro 4 - Seqiiéncia de iniciadores utilizados para a transcricao reversa do dsRNA
viral - reagdo em cadeia pela polimerase (R7-PCR) para caracterizagdo de genotipos G e
P das amostras de Rotavirus A isoladas.
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9conl TAG CTC CTT TTA ATG TAT GG 37-56 -
9con2 GTA TAA AAT ACT TGC CAC CA 922-941 904
9T1-1 (G1) TCT TGT CAA AGC AAA TAA TG 176-195 198
9T1-2 (G2) GTT AGA AAT GAT TCT CCA CT 262-281 244
9T-3P (G3) GTC CAG TTG CAG TGT TAG C 484-503 466
9T-4 (G4) GGG TCG ATC GAA AAT TCT 423-440 403
FT5 (G5) CAT GTA CTC GTT GTT ACG TC 760-779 742
HT8 (G8) CGG TTC CGG A TT AGA CAC 256-273 274
9T-9B (G9) TAT AAA GTC ATT GCA C 131-147 110
ET10(G10 TTC AGC CGT TGC GAT TC 679-714 715

4con2 ATT TCG GAC CAT TTA TAA CC 837-868 -
4con3 TGG CTT CGC TCA TTT ATA GAC A 11-32 876
2T1 P[4] CTA TG TTA GAG GTT AGA GTC 474-494 483
3T-1P[6] TGT TGA TTA GTT GGA TTC AA 259-278 267
1T1 P[8] TCT ACT TGG GAT AAC GTG C 339-356 345
4T-1 P[9] TGA GAC ATG CAA TTG GAC 385-402 391
ST-1P[10] ATC ATA GTT AGT AGT CGG 575-594 583

Para obten¢dao do ¢DNA, inicialmente a Sul. do dsRNA era adicionado 3puL de

DMSO (dimetilsulféxido) seguindo desnaturacdo a 97°C por 5 minutos com posterior

incubac¢dao em banho de gelo também por 5 minutos. Foi entdo adicionada a mistura de

reacdo contendo as enzimas transcriptase reversa (SuperScriptTM II RNase H— Reverse

Transcriptase, InvitrogenTM Life Technologies) e Taq DNA polimerase (Taqg DNA

polimerase, Recombinant, InvitrogenTM Life Technologies). As amostras eram levadas

ao termociclador (Eppendorf Mastercycler Personal) e inicialmente incubadas a 42°C

por 60 minutos para a obtengdo do cDNA, utilizando-se os iniciadores consensuais

9conl/9con2 (genotipagem G) e 4con2/4con3 (genotipagem P), e apds submetidas a

amplificacdo através de ciclagem especifica para a genotipagem G (Quadro 5) e P

(Quadro 6).
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Quadro 5 - Protocolo utilizado na reagdo em cadeia pela polimerase pos-transcri¢do
reversa (RT-PCR) para genotipagem G de Rotavirus A - Primeira amplificagao.

Tampao 10x (Tris-HCI/KCI — Life me
Technologies, Inc) H
25 mM MgCl, (Life Technologies, Inc) 8 uL
Pool de dNTPs (dATP, dCTP, dTTP, 8 UL
dGTP (Life Technologies, Inc) — 10 mM H
Iniciadores (pool 9conl/9con2) — 20 uM
1 pL
cada
Tag-DNA polimerase — 2,5 U/mL 0,5 pL
Transcriptase reversa — 200 U/mL 0,02 uL
Transcrigao reversa (cDNA) 42°C /30 min
Desnaturacao inicial 99°C / 5 min
94°C/ 1 min
Amplifica¢do — 25 ciclos 42°C /2 min
72°C/ 1 min
Extensao 72°C /7 min

Quadro 6 - Protocolo utilizado na reagdo em cadeia pela polimerase pos-transcri¢do
reversa (RT-PCR) para genotipagem P de Rotavirus A - Primeira amplificagao.

Tampao 10x (Tris-HCI/KCI — Life 10 UL
Technologies, Inc) H

25 mM MgCl, (Life Technologies, Inc) 8 uL

Pool de dNTPs (dATP, dCTP, dTTP,
dGTP (Life Technologies, Inc) — 10 mM

Iniciadores (pool 4con2/4con3) — 20 pM 1 pL

8 uL
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cada
Taq-DNA polimerase — 2,5 U/mL 0,5 pL
Transcriptase reversa — 200 U/mL 0,02 uL
[Ciotgem ] TeTeme ]
Transcricao reversa (cDNA) 42°C / 60 min
Desnaturagao inicial 99°C / 5 min
94°C /1 min
Amplificagdo — 30 ciclos 50°C /2 min
72°C /2 min
Extensao 72°C /7 min

4.3.2.3. Segunda Reacdo de Amplificacao (Nested-PCR)

Os produtos obtidos da primeira amplificacdo (R7-PCR) foram entdo submetidos
a reacdo de nested-PCR. Para esse procedimento foi adicionado a mistura de nested-
PCR, a Tag-DNA polimerase, a mistura de iniciadores especificos para a identificagdo
dos genotipos G1, G2, G3, G4, G5, G8, G9 ¢ G10, bem como o iniciador consensual
9conl e 1 YL do produto obtido da primeira amplificagdo (R7-PCR). A seguir, as
amostras foram levadas ao termociclador e submetidas a ciclagem especifica para a
determinagao dos genotipos G (Quadro 7).

Para a genotipagem P, o procedimento realizado foi semelhante ao da
genotipagem G, diferindo em relacdo aos iniciadores especificos utilizados na
amplificacdo para a identificagdo dos genotipos P[4], P[6], P[8], P[9] e P[10] e ao
iniciador consensual 4con3, bem como na ciclagem especifica para a determinagdo dos

genotipos P (Quadro 8).

Quadro 7 - Protocolo utilizado na reacdo de Nested-PCR para genotipagem G de
Rotavirus A - Segunda amplificagdo.
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Tampao 10x (Tris-HCI/KCI — Life 10 UL
Technologies, Inc) H
25 mM MgCl, (Life Technologies, Inc) 8 uL
Pool de dNTPs (dATP, dCTP, dTTP, 2 UL
dGTP (Life Technologies, Inc) — 10 mM H
Total Iniciadores (pool 9conl, G1-GS, ms
G8-G10) — 20 UM cada H
Tag-DNA polimerase — 2,5 U/mL 0,5 pL
94°C /1 min
Amplificagdo — 15 ciclos 42°C /2 min
72°C/ 1 min
Extensao 72°C /7 min

Quadro 8 - Protocolo utilizado na reagdo de Nested-PCR para genotipagem P de
Rotavirus A - Segunda amplificacao.

Tampao 10x (Tris-HCI/KCI — Life
Technologies, Inc)

25 mM MgCl, (Life Technologies, Inc) 8 uL

Pool de dNTPs (dATP, dCTP, dTTP,
dGTP (Life Technologies, Inc) — 10 mM
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Total Iniciadores (pool 4con3, P4, P6, P8, me

P9, P10)— 20 UM cada H

Tag-DNA polimerase — 2,5 U/mL 0,5 pL
94°C / 1 min

Amplificagdo — 15 ciclos 42°C /2 min
72°C /1 min

Extensao 72°C /7 min

Em todas as reagdes de genotipagem foram utilizados como padrdes positivos de
genotipos de rotavirus as amostras DS-1 (genotipo G2-humano) e RV4 (genotipo P[8]
humano) e como controle negativo agua Milli-Q estéril.

Apds a amplificagdo, 10 PL do produto obtido e 2 PL do padrdo de peso
molecular (100 bp DNA ladder), foram adicionados de 1 pL do tampao corante de
amostras (azul de bromofenol, xileno cianol e glicerol) e aplicados em gel de agarose a
1,5% contendo 1 pg/mL de brometo de etidio e submetidos a uma corrente de 80 volts
(V) em cuba horizontal contendo tampao Tris/Borato/EDTA (TBE) 0,5X.

Os géis foram entdo visualizados em transluminador com luz ultra-violeta e

comparados com o padrdo de peso molecular utilizado.

4.4. ANALISE ESTATISTICA
A andlise estatistica dos resultados foi feita utilizando o programa Epiinfo —
versdo 6.04d (CDC, Atlanta, GA) fixando-se em 5% (alfa igual a 0,05) o nivel de

rejeicao da hipdtese de nulidade, com intervalo de confianga de 95% (Seel & Torrie

1960, Vieira 1999, Monteiro Filho 2000).
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DAS CRIANCAS ESTUDADAS

Das 119 criangas, 65 eram do género masculino ¢ 54 do feminino e das 34
criangas seguidas por até um ano, 21 eram do género masculino e 13 do feminino

(Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas das criancas estudadas em relacdo ao género.

Total de criangas estudadas (n=119) 65 (54,6) 54 (45,4)
Total de criancas seguidas (n=34) 21 (61,8) 13 (38,2)

Considerando a condicdo de sintomatologia das 119 criangas estudadas em
relacdo a faixa etaria os dados obtidos mostraram que 28 (23,5%) apresentaram a época
do exame algum quadro clinico sendo que 15 (53,6%) delas se apresentaram com
quadro de gastroenterite, dez (35,7%) com quadro respiratorio e trés (10,7%) com
outros sintomas (obstipacdo intestinal, febre indiferenciada). A sintomatologia de

gastroenterite apresentou-se em criancas de 3 a 9 meses de idade (Quadro 9).

Quadro 9 - Numero de criangas com quadro clinico em relagdo a faixa etaria
considerando as 119 criangas estudadas.
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12 m = 1 -
Total 15 10 3

Quando essa mesma analise foi feita em relagdo as 34 criangas do estudo de
seguimento observou-se que 28 criangas com evidéncia clinica, 21 pertenciam a este
seguimento e, no contexto, 12 apresentaram quadro de gastroenterite, oito tinham
quadro respiratério e uma apresentava outro sintoma. Novamente, a faixa etdria das

criangas com quadro de gastroenterite foi de 3 a 9 meses de idade (Quadro 10).

Quadro 10 - Numero de criangas do estudo de seguimento em relagdo ao quadro clinico
por faixa etaria.
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5.2. POSITIVIDADE PARA ROTAVIRUS A
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Das 119 criancas estudadas, quatro (3,4%) apresentaram positividade para o
Rotavirus A. Destas, trés eram criangas do sexo masculino e uma do feminino (Tabela
2). Do total de criangas positivas, trés (8,8%) pertenciam ao grupo do estudo de
seguimento € a outra crianca teve o seu seguimento interrompido aos trés meses de
idade, quando se apresentou positiva para o virus (Tabela 3). Nao houve diferenca
significativa considerando a positividade ao virus em relagdo ao género para qualquer

dos casos das criangas analisadas.

Tabela 2 - Positividade para Rofavirus A em criangas de 0 a 12 meses de idade em
Goiania-GO em relacdo ao género.

Masculino 3/65 4,6
Feminino 1/54 1,9

"Teste exato de Fisher p > 0,05

Tabela 3 - Positividade para Rotavirus A em estudo de seguimento de criangas em
Goiania-GO em relag¢do ao género.

Masculino 2/21 9,5
Feminino 1/13 7,7

"Teste exato de Fisher p > 0,05

Do total de criangas estudadas, 15 apresentaram quadro de gastrenterite aguda e
destas (20,0%) eram positivas para Rotavirus A. Ainda, destas 15 criangas, 12 eram do
estudo de seguimento sendo que duas delas (12,7%) eram criangas positivas para o

virus.
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Analise considerando a positividade ao virus em relagdo ao més de coleta das
amostras mostrou que as quatro amostras positivas foram detectadas nos meses de
janeiro, marco, agosto e setembro. As amostras positivas resultantes das criancas do

estudo de seguimento foram detectadas nos meses de janeiro, agosto e setembro (Tabela

4).

Tabela 4 - Positividade para Rotavirus A em relagdo ao més de coleta - Janeiro de 2004
a Setembro de 2005.

Janeiro 17/ 71 1.4
Fevereiro -/ 77 -
Margo 1/90 1,1
Abril -/50 -
Maio -/42 -
Junho -/39 -
Julho -/37 -
Agosto 1°/73 1,3
Setembro 1°/70 1.4
Outubro -/52 -
Novembro -/48 -
Dezembro -/ 47 -

"Amostras do estudo de seguimento

Ainda, analise considerando o numero de meses de aleitamento materno das
criangas no estudo de seguimento que apresentaram positividade para Rotavirus A,
mostrou que todas as 34 criangas foram amamentadas ao seio materno sendo que 13
delas ainda eram amamentadas ao final do estudo (12 meses). As trés criangas positivas
apresentaram a infec¢do aos cinco e seis meses de idade, na vigéncia da amamentacao

(Tabela 5), sendo uma assintomatica e nenhuma necessitando de internagao.
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Tabela 5 - Positividade para Rotavirus A em relagdo ao numero de meses de aleitamento
materno, considerando as criangas em estudo de seguimento.

I m -/3 -
5Sm 2/5 40,0
6 m 1/3 333
8 m -/3 -
9m -/4 -
10 m -/3 -
12m -/13 -

O quadro 11 sumariza as informagdes referentes as quatro criangas positivas
para Rotavirus A. Observa-se, como ja referido, que trés delas pertenciam ao estudo de
seguimento e uma interrompeu o estudo aos trés meses de idade, quando se apresentou
positiva para o virus. Das trés criancas do estudo de seguimento, duas tiveram
positividade aos cinco e uma aos seis meses de idade, na 7% amostra fecal. Ambas
apresentavam-se com quadro de gastroenterite quando da positividade para o virus e
ambas, embora negativas para o virus, continuaram com o quadro de gastroenterite
sendo uma delas até os seis meses de idade e a outra, apresentou a sindrome um més
antes da amostra positiva (aos cinco meses) e por mais dois episoédios (aos sete e nove
meses). Estas criancas apresentaram positividade nos meses de agosto e setembro/2004.
A outra crianga apresentou-se positiva aos cinco meses de idade, na 6* amostra fecal e
ndo apresentava quadro clinico quando se apresentou positiva para o virus. A amostra

foi detectada no més de janeiro de 2005. Quanto a crianga que nao foi seguida por até
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um ano, esta apresentou-se, como referido, positiva aos trés meses de idade, na 3°
amostra fecal, possuia quadro de gastrenterite e a amostra positiva foi detectada no més

de margo de 2005.

Quadro 11 - Caracteristicas das criancas positivas para Rotavirus A em relacao a faixa
etaria da crianga quando da infecgdo, quadro clinico e nimero da amostra fecal positiva.

32411 Sm 7 Sim 08/04 6 14 Sim (5m)
32432 6m 7 Sim 09/04 5,7¢9 14 Sim (10m)
32439 Sm 6 Nao 01/05 -—- 14 Sim (8m)
32484 3m 3? Sim 03/05 --- 03 Sim (3m)

5.3. CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS POSITIVAS PARA
ROTAVIRUS A
Todas as quatro amostras positivas para Rotavirus A foram detectadas pelo
EIERA, mas apenas duas foram positivas também pela EGPA sendo ambas com perfil
eletroferotipico “bbea”.
Nenhuma das amostras positivas pode ser genotipada seja para a especificidade

em G ou em P.
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6. DISCUSSAO

A doenca diarréica aguda permanece como um grande problema de saude
publica no mundo, sendo uma das principais causas de morbidade e mortlidade infantil,
pricipalmente nos paises em desenvolvimento sendo Rotavirus A considerado como o
agente etioldgico mais importante em todo o mundo (Bern et al. 1992).

No presente estudo foram consideradas inicialmente, 119 criangas cuja
amostragem inicial procedeu-se ao nascimento, ou quando de sua primeira visita clinica,
aos 15 dias de vida. Do total de criangas, 34 foram seguidas por até um ano de idade, o
que permitiu uma analise prospectiva para a infeccao por Rotavirus A.

Quando se procedeu a analise das 119 criangas em termos de quadro clinico
apresentado, 15 apresentaram quadro de gastrenterite com 20,0% de positividade ao
virus, sendo que 12 delas pertencentes ao grupo de seguimento. Este dado remete para
um indice de infec¢ao gastrointestinal nas criancgas seguimento de 35,3%, considerando
apenas uma infec¢do por crianga ao ano. Ao mesmo tempo, observa-se que o quadro
clinico ocorreu nas criangas a partir dos trés meses de idade, o que indica que uma
vacina especifica deve ser administrada muito precocemente na vida da crianca o que
tem sido considerado para a vacina em curso no Brasil (Ministério da Saude 2005).

Admite-se que, em geral, a incidéncia da infeccdo sintomatica por Rotavirus A
assume maior expressdo na faixa etaria de 6 a 24 meses e que prevalece a forma
inaparente entre recém nascidos e lactentes até os 3-4 meses, provavelmente como
decorréncia da protecao conferida pelos anticorpos de origem materna (Linhares et al.
1989, Bishop et al. 1996). No presente estudo, das 119 criancas estudadas, quatro
(3,4%) foram positivas para Rotavirus A mas considerando o grupo de criangas em
seguimento o coeficiente aumentou para 8,8%. Este indice pode ser considerado inferior

aos detectados em outros estudos onde se observa indices que alcangam 27,8%, 69% e
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até 85% (Brandt et al. 1983, Pérez-Schael et al. 1999, Barnes et al. 2002). Por outro
lado deve ser lembrado que o indice de infec¢do neste tipo populacional pode variar, de
acordo com a regido, nivel socioecondmico, periodo de realizagdo dos estudos e duragdo
da amamentagdo. Por outro lado se considerarmos o indice de positividade ao virus nas
criangas que apresentavam gastrenterite este ¢ concordante aos demais da literatura.

Nas criancas seguimento infec¢do ocorreu aos 5 ¢ 6 meses de idade, em suas 6° e
7* amostras, apesar de que outra crianga, a que interrompeu o estudo, foi infectada aos 3
meses de idade em sua 3 amostra. Os dados do nosso estudo assemelham-se em parte
aos da literatura no que concerne a faixa etdria de positividade viral a partir dos 6 meses
de idade, e sdo concordantes a estudos prévios realizados em nossa Regido (Cardoso et
al. 1992, 2003; Costa et al. 2004). Nao obstante, novamente, consideramos que este
dado reforca a assertiva de que o processo de vacinagdo para Rotavirus A deva se dar
muito cedo na vida da crianca, o que podera vir a evitar quadro grave de doenga e
disseminag¢do da infecgdo pelo agente.

Considerando ainda a questdo do quadro clinico gastroenterite foi observada que
duas das criangas positivas apresentaram mais de um episddio da doenga sendo que uma
delas continuou com a doenga por mais de més e a outra apresentava a sindrome um
més antes da detecgdo viral na amostra e continuando com a doenga por outros dois
meses. Admite-se que a excre¢do principal de Rotavirus A ocorra preferencialmente até
oito dias de doenga muito embora excrecdo mais prolongada venha sendo descrita
(Coulson et al. 1990). De qualquer modo, apesar da possibilidade de falsos negativos
para o virus, mesmo considerando o fato da utilizacdo de duas metodologias de
detec¢do, consideramos a necessidade de que outros enteropatdogenos venham a ser
pesquisados para definicdo da etiologia inclusive pelo fato de que Rotavirus A possa ser

um agente propiciador da infec¢do para outros patégenos (Cardoso et al. 1992).
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A terceira crianca do estudo de seguimento positiva para Rofavirus A nao
apresentava quadro clinico a época da deteccdo viral e inclusive ndo apresentou
qualquer sintoma em todo o tempo do seguimento. Crianga com esse perfil pode ser
considerada portadora sd com papel importante na manutencdo do virus na natureza
inclusive pelo fato de que a amostra positiva foi detectada no més de janeiro quando a
infecgdo por Rotavirus A € extremamente baixa na Regido (Cardoso et al. 1992, 2003).
Quanto a quarta crianga positiva, esta apresentava a época da infeccdo o quadro de
gastrenterite, mas em fun¢do de sua interrupcdo no estudo ndo temos informacgdes
posteriores a respeito de seu quadro organico.

Embora ndo significativo, foi observado maior detec¢do de Rotavirus A nas
criangas do género masculino. indice maior de detecgdo do virus em criangas do género
masculino tem sido relatado (Chakravarti et al. 1992, Espinoza et al. 1997) embora
outros autores ndo tenham observado diferenca significante na freqiiéncia entre os
géneros (Brandt et al. 1979, Pérez-Schael et al. 1999), o que concorda com o resultado
do presente estudo, muito embora o pequeno numero de criangas positivas.

Estudos mostram que em paises de clima temperado, ha maior ocorréncia de
Rotavirus A no inverno (Barnes 1998, Inouye et al. 2000), enquanto nas regides de
clima tropical (Nakata et al. 1999), inclusive nas regides Norte ¢ Nordeste do Brasil
(Linhares et al. 1989, Stewien et al. 1993), estes virus ocorrem durante todo o ano. Por
outro lado, na regido Centro-Oeste do Brasil, em Goidnia-GO, o clima ¢ subtropical, e
tem sido observada sazonalidade para o agente no periodo de abril-agosto que
corresponde ao periodo de seca na Regido (Cardoso et al. 1992, 2003).

Neste estudo, das quatro amostras positivas, apenas uma foi detectada no
periodo de maior incidéncia muito embora outras duas tenham sido detectadas nos

meses limitrofes, margo e setembro, o que pode sugerir, localmente, o inicio e término
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do ciclo de Rotavirus A. Por outro lado, com ja referido, uma amostra foi detectada no
més de janeiro, periodo de extrema escasses do agente na Regido. De qualquer modo, o
numero de amostras positivas e de criangas seguidas prospectivamente ¢ pequeno para
que conclusdes definitivas venham a ser aceitas a respeito da mudanga de sazonalidade
para o virus na Regido.

Das quatro amostras positivas, duas foram detectadas pela EGPA e todas pelo
EIERA. Consideramos que a negatividade das duas amostras negativas por EGPA possa
ter ocorrido em funcdo da ndo existéncia de virus intacto na amostra fecal o que
facilitaria a degradacdo do dsRNA, muito embora este seja mais resistente a nucleases
que o ssRNA (Cardoso et al. 1992). Por outro lado, muito embora também a labilidade
protéica, a VP6 que define antigeno de grupo para rotavirus, situa-se mais internamente
e dessa forma pode estar mais preservada nas particulas com tripla camada.

As duas amostras positivas pela EGPA mostraram um mesmo padrao
eletroferotipico (bbea). Estas eram padrdo longo, condizente com amostra de subgrupo
II e sorotipo/genotipo G1, G3, G4 (Espinoza et al. 1997). Adicionalmente estas foram
detectadas nos meses de agosto e setembro de 2004, o que sugere fortemente um mesmo
tipo de amostra circulante naquela populagao.

Nenhuma das quatro amostras positivas puderam ser genotipadas seja para
genotipo G ou P. Se considerarmos que duas amostras eram EGPA negativas, podemos
aceitar que ndo tivessem dsRNA integro que permitisse a amplificagdo e genotipagem.
Por outro lado, duas amostras tinham o dsRNA visivel a eletroforese e, dessa forma, a
possibilidade ¢ de que alguma substancia inibidora ndo houvesse sido suficientemente
retirada da suspensdo fecal. Este hipdtese parece pouco plausivel considerando o
método de extragdo utilizado, que tem sido considerado ideal para extracdo e

clarificagdo de acido nucléico (Boom et al. 1990). Ademais, consideramos que, talvez,
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alguma alteracdo gendmica possa ter ocorrido no dsRNA, suficiente para o ndo
reconhecimento pelos iniciadores utilizados nas reacdes de R7-PCR e nested-PCR
(Gouvea et al. 1990, Gentsch et al. 1992, Das et al. 1994).

Como um todo, admitimos que os resultados do presente estudo somam-se ao
conhecimento a respeito de Rotavirus A na regido, no Brasil e no mundo e considerando
o aspecto atual da prevengdo para o agente entendemos que estes também sirvam de

subsidios para o processo de vacinagdo em pauta.
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7. CONCLUSOES

* Nas condigoes do presente estudo, sugere-se que Rotavirus A faz infecgdo
primdria a partir de 3 meses de idade em criangas seguidas prospectivamente na
cidade de Goiania-GO;

* A infecgdo por Rotavirus A em criangas seguidas prospectivamente ocorreu em
mais de um periodo do ano na Regiao;

 Pela EGPA duas amostras mostraram-se idénticas sugerindo uma mesma
amostra circulante;

* A ndo genotipagem das amostras parece sugerir mudanca nucleotidica no
dsRNA viral o que ndo permitiu reconhecimento pelos iniciadores utilizados nas
reacoes.

* Criangas seguidas prospectivamente mostraram mais de um episddio diarréico

ao ano.
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9. ANEXOS

9.1. ANEXO 1 — Modelo de Ficha Epidemiologica utilizada no estudo

PROTOCOLO DE INVESTIGACAO

Doenca Diarréica por Rotavirus

69

IPTSP / UFG / USP — Prof*. Joana Ambrosina / Prof*. Divina Cardoso

- Diarréia - Controle Local de Coleta:

IDENTIFICACAO
Nome: Sexo: M F; Data
Coleta: / /
Nascimento: / / Idade: 15d; 30d; 60d; 90d; 120d; 150d;

180d; 210d; 240d; 270d; 300d; 330d; 360d.
Pai: ; Mae :
Endereco:
Telefones de Contato: Falar com:
Profissao Pai: ; Profissdo Mae:
Previdéncia: SUS  Convénios
Habitacdo: Casa Propria; Alugada; Invasdo; Outros
HISTORIA CLINICA
Febre:

Sim; Nado
Inicio ha dias
T° maxima = °C
Diarréia:

Sim; Nao
Inicio ha dias
Numero de evacuagdes = por dia

- Liquida - Semi — Liquida
Duracao Total de dias .
Outros Sintomas:
Vomitos: - Nao - Sim ( vezes ao dia )

Duragao total de dias

Dor abdominal: - Nao - Sim
Coleta

de Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120 |[Dia 150 |[Dia 180
Material | / / /] /] /] /] /] /] /]
(Fezes) |Dia210 [Dia240 |Dia270 |Dia300 |Dia330 |Dia360

/] /] /] /] /] /]
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9.2. ANEXO 2 — Modelo de Termo de Consentimento utilizado no estudo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

TERMO DE CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO

SUJEITO DA PESQUISA
Eu, , RG: , CPF: n’ de
prontudrio: n° de matricula: abaixo assinado, concordo em

participar do estudo: Estudo prospectivo de Rotavirus A em neonatos na cidade de
Goiania-Goidas, como responsavel pelo sujeito. Fui devidamente informado (a) e
esclarecido (a) pela pesquisadora Prof* Joana Ambrosina do Carmo sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos € beneficios decorrentes
de minha participacdo. Foi me garantido que posso retirar meu consentimento a
qualquer momento, sem que isso leve a qualquer penalidade ou interrupcao de meu

acompanhamento/ assisténcia/ tratamento.

Goiania,

Nome e Assinatura do (a) responsavel:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e aceite

do sujeito em participar.

Testemunhas: (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:

Nome: Assinatura:

Observacoes complementares:
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10. APENDICE

10.1. REAGENTES E SOLUCOES

Solucio utilizada para o preparo das suspensoes fecais

1. Tampao salina fosfato (PBS) —pH 7,4

2 ] SRR 8¢
NaHPOs . 12H20 . ettt 2,89 ¢g
KIHP Ottt ettt ettt et e sttt e esneebeenteeneenteas 0,2¢g
Cloreto de potassio (KCI)....ouuiiiiiieiiieeieeeee e 02¢g
Agua destilada @StETTL QuS.Pue..veeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eneen 1000 mL

Solucbes utilizadas para a extracio do dsRNA para a realizacdo da EGPA

1. Duodecil sulfato de sédio (SDS) a 10%

Agua destilada SETTL GuS.Pu...vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeee e ee e 100 mL

2. Fenol saturado
FenO] P A e e e e a e e —————— 5mL

Agua destilada @SIETTL uS.Pue..vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e SmL

3. Fenol/Cloroformio (v/v)
FENOL SATUTAAO.......ooiii i e e e e e e e e e e enaaaaes 5 mL

CLOTOTOIINIO PLA .o e e e e e e e e e eae e e e e e e e e 5mL
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4. Cloreto de s6dio (NaCl) a 20%

Agua destilada SEIT] Q... vvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100 mL

5. Solu¢ao A (Acrilamida/Bisacrilamida)

ACTIAMIAA. ...ttt ettt et e et e e et e enbeeneeenbeens 50g
N, N’- Metileno-Bis-AcCrilamida.......ccccuveviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeiieeeeee et ee e 13g
Agua destilada SEIT] Q... vvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100 mL

6. Solucao B (Tris/HCI) — pH 8,8
TS DASE....veeneiieiieeiee ettt ettt ettt et eta e e bt e st eeabe e taeenbeenaaeenbeennaeenbeennas 18,17 g

Agua destilada SEIT] Q.S ..veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100 mL

7. Solugao C (Tris/HCI) — pH 6,8
TS DASE.. ettt ettt ettt et e et e et e e be et e e e e teeenbe e teeenbeesaeearean 6,06 g

Agua destilada SEIT] Q... vvveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100 mL
8. Solucao D (Persulfato de amonio a 10%)
Persulfato de amoONIO.........c.eeovieiiieiiiecieeiteee ettt es 10g

Agua destilada @SEIT] Q.S Pe...veveveeieeeeeeeeeeeeeeee oo 10 mL

9. N,N,N',N'-Tetrametiletilenodiamino (TEMED) a 50%
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10. Azul de bromofenol a 1%
Azul de bromofenol.........c.ooouiiiiiiiiieii e s lg

Agua destilada SEIT] Q... vvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100 mL

11. Mistura dissociante

UTIA PLA ettt ettt et sttt e st e e b e e eabeesbeeesbeensaeenseenseeenns 3g
SDS @ T0%0u ettt ettt sttt et b et 3mL
2-MerCaptOCLANOL........eeiuieeiieiieeiiesee ettt ettt ettt e et snbeebeeenbeenneas 0,5 mL
SOIUGAD €.ttt ettt e et e e e aa e e e aba e e eabeeeeareeeeaseeenreeans 1,25 mL
AZul de Bromofenol @ 120, . .uuuuiiiiiiiiiiieeeeee e 0,1 mL
Agua destilada eSEIT] Q.S Pe...veveveeieeeeeeeeeeeeeeeee e 10 mL

12. Tampao Tris/Glicina 4X

TTIS DASE... e ettt ettt ettt ettt et e st e e e e st e et e e e aae e b e e ntaeenbeentaeenbeenneeenrean 12¢g
GLICINA Lvtiieiiieite ettt ettt ettt e et e e teeeabeebeeesbeeseesnbeenseeesseeseesnseenseaans 57,6 g
Agua destilada SEIT] Q... vvveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 500 mL

Solucao de uso (Tampao Tris/Glicina 1X)

13. Gel de poliacrilamida a 7,5% (separador)

SOIUGAD Aottt et et e e et e e s ta e e e ae e e e abeeeeareeetreeeaneeas 3,4 mL
SOIUGAO B .ottt et e ar e nes 5,8 mL
Agua destilada eStETIL..............coovuveieeeeeeeeeeee e, 12,9 mL
Persulfato de amoOnio @ 10%0.......cooueriiriiiiiienieieeeseeee et I mL

TEMED 8 50%0..c.cciiuiiiiiiiiiiiicieececeee et 0,02 mL
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14. Gel de poliacrilamida a 3,5% (concentrador)

SOIUGAO Aot ettt et e e e te e e e ta e e s ae e e e taeeeeabeeetreeeaneeas 0,3 mL
SOIUGAD €.ttt et e e et e e e eta e e e eab e e e tae e s reeesasaeeeareeenareean 1 mL
Agua destilada eStEIL............ooovieeveeeeeeeeeeee e 2,5 mL
Persulfato de amoOnio @ 10%0...cccueeueiiiiiiiiieieeeieeee ettt 0,2 mL
TEMED @ 5090....uitiiiiiiiieeiee ettt et ettt et sttt e s s 0,02 mL

15. Solucgao fixadora

ELanol PLA ..ottt ettt et naeeane s 50 mL
ACIAO ACEHICO PLA ... SmL
Agua destilada SEIT] Q.S ..veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 500 mL

16. Solugao corante
Nitatro de Prata PLA . ....oooeie e 0,37 g

Agua destilada SEIT] Q... vvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 200 mL

17. Solugao reveladora

Hidroxido de s0dio (NAOH).........cccuiiiiiiiiiiie ettt I5¢g
Formaldeido @ 40%0.....couueeeeeiieeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt e e e e e et e e e e seeann 3,8 mL
Agua destilada SEIT] Q... vvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 500 mL

18. Solugdo para interromper a revelagdo dos géis
ACIAO ACEHCO PLA ..o 10 mL

Agua destilada SEIT] Q... vvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 200 mL
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Solugdes utilizadas para a extracio do dsRNA do Rotavirus A
1. Tampao Tris/HCI IM — pH 6,4
TS DASE....vieneieeiieeiie ettt ettt ettt et e et e et e st e et e e taeenbeesraeenbeenaaeenbeeneas 121,1 g

Agua destilada eSEIT] Q.S P .veeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000 mL

2. Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,2 M — pH 8,0

Agua bidestilada eStEIIL QuS.P.....vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000 mL

3. Silica
LD T [ (O3 (S 1 o7 TSRS 60 g

Agua bidestilada eStEIIL QuS.P... e vreeeeeeeeeeeeeee e eeee e e e eeean 500 mL

4. Tampao L6

Isotiocianato da guanidina (GUSCN).......ccccuieeiiieiiieeiee et e e e e 120 g
TrIton X-T00. ot 2,6 mL
EDTA 0,2 M = PH 8,0, ettt 22 mL
TriS/HCL 0,1 M = PH 6,4ttt 100 mL

5. Tampado L2
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Solugoes utilizadas para a corrida em gel de agarose

1. EDTA 0,5M —pH 8,0

EDT A ettt sttt ettt ettt b ettt et st beenees 186,1 g
J 210 ] = O STRRPPR 20g
Agua destilada eStEIT] Q.S Pu...v.veeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000 mL

2. Tampao Tris/Borato/EDTA (TBE) 10X — pH 8,4

3 o2 RPN 108 g
ACIAO DOTICO ...t een s 55¢g
EDTA 0,5 M = PH 8,0 . eetieieeieeeeee ettt e s 40 mL
Agua bidestilada ESEEITL Q.S Pev. e vveeeeeeeeeeeeeeeee oo eeeae 1000 mL

3. Solugao de brometo de etidio 0,5 mg/mL
Brometo de etidio 10 mg@/mL...........coooiiiiiiiiiie et 50 uL

Agua bidetilada ESEIL...........c.oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 950 uL

4. Tampao corante para amostras

Azul de bromofenol.........ccviiiiiiiiiicce e 25 mg
D G153 4 O I o3 F: 33 T | USRS 25 mL
GLICRIOL. ..ttt ettt ettt et e st e et e saeeeaeeas 3 mL

Agua bidestilada ESEEITL Q.S Pev. . vvereeeeeeeeeeeee e eeee e oo 7 mL
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5. Padrao de tamanho molecular (100 bp DNA ladder)

100 Bp DNA LAAAEF ..ottt ettt ennees 2 uL
Tampao TBE 1X ..ottt et et e st e st e e 7 uL
Tampao cOrante para AMOSIIAS. ......uueeeerruriieeiriiieeeeriieee e ettt e e e et e e e e st eesssbreeeesnaareeeens 1

pL
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