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RESUMO

POTENCIAL ZOONOTICO DOS ROTAVIRUS: DIVERSIDADE GENETICA E
TRANSMISSAO INTERESPECIE

Rotavirus do grupo A (RVA) foi detectado em 19,1% (1181/6196) dos casos, com
menor frequéncia (19,5%) entre as criangas <5 anos quando comparado a criangas em
idade escolar (6-18 anos) (40,6%). Os gendtipos de RVA mostrou distribuicao diferente
a cada ano: G2P[4] em 2007-2010, G9P[8] em 2011 e G12P[8] em 2012. O pico de
incidéncia das infec¢cbes causadas por RVA deslocou de junho-agosto para setembro.
A vacinacdo em massa pode reduzir o numero de individuos susceptiveis, retardando o
tempo de atividade do RVA e alterando seu padrdo sazonal em todo o pais. A
tendéncia do RVA em infectar criangcas mais velhas apos a implantagéo da vacina tem
sido observada em todo o mundo, provavelmente devido a imunidade coletiva. A
emergéncia de G2P[4] segue uma tendéncia mundial ditada pelas flutuacbes
oscilatorias dos gendtipos de RVA e, provavelmente, ndo esta relacionada a vacinacao.
Aparentemente, G12 estad emergindo na populacéo brasileira, assim como o observado
em todo o mundo. Em 2009, cepas incomuns de RVA G8P[6] (IAL- RN376 e IAL-
RN377) foram detectadas em criancgas indigenas. A sequéncia G8 da cepa IAL-RN376
compartilha um clado com cepas bovinas e humanas, exibindo maior identidade de
nucleotideos com as cepas humanas africanas DRC86 (98,9% nt; 99,6% aa) e DRC88
(98,7% nt; 99,3% aa), seguido pela cepa bovina africana NGRBg8 (95,7% nt; 97% aa).
As sequéncias P[6] das cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 exibiram maior identidade
genbmica com a cepa humana R330 (99,4-99,6% nt; 98,4-99,2% aa) detectada na
Irlanda e uma relacdo genética proxima com a cepa RVA de morcego africano
KE4852/07 (94,6-94,7% nt; 94,2-95% aa). Estes dados sugerem que um rearranjo
entre cepas de RVA de origem bovina e de quirdpteros poderia ter ocorrido em
hospedeiro(s) animai(s) antes de sua transmissdo para os seres humanos. A cepa
incomum de RVA G3PJ[3] (IAL-R2638) foi detectada em uma crianca de 1 ano de idade
em 2011. O gene VP7 da cepa IAL-R2638 apresentou maior identidade de
nucleotideos com as cepas caninas A79-10 (96,3% nt; 98,8% aa) e CU-1 (95,8% nt;



98,8% aa) isoladas nos EUA. A sequéncia VP4 apresentou maior identidade de
nucleotideos com a cepa canina P[3] RV52/96 isolada na lItalia (94,2% nt; 96,8% aa).
Esses dados reforcam a hipétese de que cepas de RVA de origem animal sdo capazes
de atravessar a barreira entre as espécies. Em 2012, uma cepa incomum de RVA
G10P[?] (IAL-R2803) foi detectada em um paciente de 3 anos de idade, na cidade de
Presidente Prudente. O gene VP7 da cepa IAL-R2803 apresentou maior identidade de
nucleotideos com a cepa bovina DQ-75, isolada na China em 2008 (94,6% nt; 98,9%
aa). Nao seria surpresa que uma cepa G10, sabidamente circulante em rebanhos
bovinos, fosse detectada em uma crianca habitante da mesma regido. No entanto,
também € possivel que um ou mais dos seus outros segmentos sejam derivados de
cepas humanas de RVA, originando um recombinante humano-animal. O rotavirus
grupo C (RVC) foi detectado em 0,2% (15/6196) dos casos. Este estudo adiciona mais
evidéncias de que o RVC é um agente etiologico pouco relacionado a gastroenterite
aguda em criancas no Brasil e n&do sugere que possa assumir importancia
epidemiologica no futuro, mesmo apoés a introducdo da vacina contra RVA. Todas as
cepas de RVC analisadas no presente estudo foram caracterizadas como pertencentes
ao genotipo humano (G4-P[2]-E2) e n&o apresentaram nenhuma evidéncia de
ancestralidade animal. Todos os quatro genes (VP7, VP4, VP6 e NSP4) das cepas de
RVC isoladas em 2007-2008 exibiram estreita relacdo filogenética com cepas humanas
de RVC isoladas na China e no Japao, sugerindo que as mesmas estdo geneticamente
relacionadas e que um fluxo génico pode estar ocorrendo entre estes paises asiaticos e
o Brasil. A arvore filogenética do gene NSP4 permitiu a identificacdo de dois grupos
geneticamente diferentes. Um grupo € formado exclusivamente por cepas humanas de
RVC brasileiras detectadas em 1997 e 2003-2004, nos Estados do Rio de Janeiro,
Bahia e Rio Grande do Sul (Subgrupo Il), as quais apresentam baixa identidade
nucleotidica quando comparadas a outras cepas humanas, incluindo as cepas de RVC
detectadas no Estado de Sdo Paulo e analisadas no presente estudo (Subgrupo ).
Estes dados sugerem a existéncia de dois perfis genéticos distintos do gene NSP4

circulando no Brasil.



ABSTRACT

ZOONOTIC POTENTIAL OF ROTAVIRUS: GENETIC DIVERSITY AND
INTERSPECIES TRANSMISSION

Group A Rotavirus (RVA) was detected in 19.1% (1181/6196); incidence peaked in
September. RVA was detected less frequently (19.5%) among children <5 years than in
older children (6-18 years) (40.6%). RVA Genotype distribution showed a different
profile for each year: G2P[4] from 2007 to 2010, G9P[8] in 2011, and G12P[8] in 2012.
The peak of RVA infections moved from June-August to September. Widespread
vaccination may reduce the number of susceptible individuals, delaying the timing of
RVA activity and altering its seasonal pattern across the country. A tendency of RVA-
related cases to affect older children after vaccine implementation has been observed
worldwide, probably due to herd immunity. G2P[4] emergence most likely follows a
global trend dictated by the oscillatory fluctuations of RVA genotypes seemingly
unrelated to vaccination. G12 apparently is emerging in Brazilian population as
observed worldwide. In 2009, unusual strains of RVA G8P[6] (IAL-RN376 and IAL-
RN377) genotype were detected in Brazilian indians children. IAL-RN376 G8 sequence
shares a clade with bovine and human strains, displaying highest nucleotide identity to
African human strains DRC86 (98.9% nt; 99.6% aa) and DRC88 (98.7% nt; 99.3% aa),
and following by African bovine NGRBg8 strain (95.7% nt; 97% aa). IAL-RN376 and
IAL-RN377 P[6] sequences showed highest identity to human R330 strain (99.4-99.6%
nt; 98.4-99.2% aa) from Ireland, and closely genetic relationship to African fruit bat RVA
strain KE4852/07 (94.6-94.7% nt; 94.2-95% aa). These data suggests that a
reassortment between bovine and bat RVA strains could have occurred in animal
host(s) preceding the transmission to human. The unusual RVA G3P[3] (IAL-R2638)
strain was detected from a 1-year-old child patient in 2011. The VP7 gene of the IAL-
R2638 strain displayed the highest nucleotide identity to the canine strains A79-10
(96.3% nt; 98.8% aa) and CU-1 (95.8% nt; 98.8% aa) isolated in USA. The VP4
sequence showed the highest nucleotide identity to P[3] canine RVA strain RV52/96
isolated in Italy at 94.2% nt (96.8% aa). These data reinforces the hypothesis that



animal’s RVA might be able to cross the species barriers. In 2012, an unusual RVA
G10P[?] (IAL-R2803) strain was detected from a 3-year-old patient in the city of
Presidente Prudente. The VP7 gene of IAL-R2803 showed highest nucleotide identity to
the bovine strain DQ-75, isolated in China in 2008 (94.6% nt; 98.9% aa). It was not
surprising that G10 strain, known to circulate in bovine herds, was detected in a
Brazilian child living in this region. Nevertheless it is also possible that one or more of its
other segments were derived from human RVA strains making it a human-animal
reassortant. Group C rotavirus (RVC) was detected in 0.2% (15/6196). This study adds
further proof that RVC is a minor cause of acute childhood gastroenteritis in Brazil, and
does not suggest that RVC may be assume epidemiological importance in the future,
even after the RVA vaccine introduction. All RVC strains analyzed in the present study
grouped into human genotype (G4-P[2]-E2), and did not show any evidence of animal
ancestry. All four genes (VP7, VP4, VP6 and NSP4) of RVC strains isolated in 2007-
2008 exhibited close phylogenetic relationship with human RVC strains isolated in
China and Japan, suggesting that they are genetically linked, and that a gene flow could
be occurring between this Asian countries and Brazil. We identified two distinct clusters
in the NSP4 phylogenetic tree. One cluster formed exclusively by human Brazilian
strains detected in 1997 and 2003-2004 in the states of Rio de Janeiro, Bahia, and Rio
Grande do Sul (Subgroup 1), that displayed low sequence identities to other human
strains, including the Sdo Paulo RVC strains analyzed in the present study (Subgroup
). These data suggests the circulation of two genetic profiles of the NSP4 gene in

Brazil.
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Figura 20. Matriz de identidade das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP7 de
RVA genétipo G8 gerada com o software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). A cepa IAL-
RN376 foi detectada em uma crianca de 6 meses de idade apresentando gastroenterite
aguda proveniente de uma comunidade indigena localizada na cidade de Dourados,
Estado do Mato Grosso do Sul (MS), Brasil. Sequéncias G8 de referéncia foram obtidas
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Figura 21. Figura 21. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia
nucleotidica parcial gene VP7 de RVA gendtipo G8 da cepa IAL-RN376 (retangulo
vermelho) gerada com o software MEGA 4.0. A cepa IAL-RN376 foi detectada em uma
crianca de 6 meses de idade apresentando gastroenterite aguda proveniente de uma
comunidade indigena localizada na cidade de Dourados, Estado do Mato Grosso do
Sul (MS), Brasil. Sequéncias G8 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. O
retangulo verde destaca as cepas de RVA com maior percentual de similaridade em
relacdo a cepa IAL-RN376. Os numeros romanos de | a VI representam 6 linhagens
geneticamente distintas.As espécies e 0s numeros de acesso de cada cepa estéao
indicados. As siglas dos paises de cada cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala
indica a diversidade genética. Percentuais dos valores de bootstrap estdo localizados
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Figura 22. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia
de nucleotideos do gene VP7 entre a cepa G8 IAL-RN376 e as cepas protoétipos. As
regides hipervariaveis A-F estdo indicadas. Os sitios de glicosilacdo N (aminoacidos 69
e 238) estdo indicados por asteriscos. As abreviacdes referentes aos aminoacidos
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Figura 23. Matriz de identidade das sequéncias deduzidas de aminoacidos a partir das
sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP7 de RVA genétipo G8 gerada com o
software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). A cepa IAL-RN376 foi detectada em uma
crianca de 6 meses de idade apresentando gastroenterite aguda proveniente de uma
comunidade indigena localizada na cidade de Dourados, Estado do Mato Grosso do
Sul (MS), Brasil. Sequéncias G8 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank....176

Figura 24. Arvore genealdogica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia
aminoécidos deduzida a partir da sequéncia nucleotidica parcial do gene VP7 de RVA
genotipo G8 da cepa IAL-RN376 (retangulo vermelho) gerada com o software MEGA
4.0. A cepa IAL-RN376 foi detectada em uma crianca de 6 meses de idade
apresentando gastroenterite aguda proveniente de uma comunidade indigena
localizada na cidade de Dourados, Estado do Mato Grosso do Sul (MS), Brasil.
Sequéncias G8 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. As espécies e 0s
numeros de acesso de cada cepa estdo indicados. As siglas dos paises de cada cepa
estdo descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade proteica. Percentuais dos
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Figura 25. Matriz de identidade das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP4 de
RVA gendtipo P[6] gerada com o software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). As cepas
IAL-RN376 e IAL-RN377 foram detectadas em criancas de 6 e 3 meses de idade,
respectivamente, apresentando gastroenterite aguda provenientes de comunidades
indigenas localizadas na cidade de Dourados, Estado do Mato Grosso do Sul (MS),

Brasil. Sequéncias P[6] de referéncia foram obtidas a partir do GenBank.................. 182

Figura 26. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia nucleotidica
parcial do gene VP4 de RVA gendtipo P[6] das cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 gerada
com o software MEGA 4.0. As cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 foram detectadas em
criancas de 6 e 3 meses de idade, respectivamente, apresentando gastroenterite aguda
provenientes de comunidades indigenas localizadas na cidade de Dourados, Estado do

Mato Grosso do Sul (MS), Brasil. Sequéncias P[6] de referéncia foram obtidas a partir



do GenBank. O retangulo verde destaca as cepas de RVA com maior percentual de
similaridade em relac@o as cepas IAL-RN376 e IAL-RN377. O retangulo azul destaca
as cepas de RVA com maior percentual de similaridade em relacéo a cepa de morcego
KE4852/07. Os numeros romanos de | a V representam 5 linhagens geneticamente
distintas.As espécies e 0s numeros de acesso de cada cepa estao indicados. As siglas
dos paises de cada cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade
genética. Percentuais dos valores de bootstrap estdo localizados nos nos dos

Figura 27. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia
de nucleotideos do gene VP4 entre as cepas P[6] IAL-RN376 e IAL-RN377 e as cepas
prototipos. Os residuos conservados de cisteinas (V¥), prolinas (e), argininas (m) € a
regiao hipervariavel estédo indicadas. As abreviagdes referentes aos aminoacidos estao
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Figura 28. Matriz de identidade das sequéncias deduzidas de aminoacidos a partir das
sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP4 de RVA genotipo P[6] gerada com o
software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). As cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 foram
detectadas em criancas de 6 e 3 meses de idade, respectivamente, apresentando
gastroenterite aguda provenientes de comunidades indigenas localizadas na cidade de
Dourados, Estado do Mato Grosso do Sul (MS), Brasil. Sequéncias P[6] de referéncia

foram obtidas a partir do GENBANK..............uuuiiiiiiiiiii e 185

Figura 29. Arvore genealdogica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia
aminoacidos deduzida a partir da sequéncia nucleotidica parcial do gene VP4 de RVA
gendtipo P[6] das cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 (retangulo vermelho) gerada com o
software MEGA 4.0. As cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 foram detectadas em criancas
de 6 e 3 meses de idade, respectivamente, apresentando gastroenterite aguda
provenientes de comunidades indigenas localizadas na cidade de Dourados, Estado do
Mato Grosso do Sul (MS), Brasil. Sequéncias P[6] de referéncia foram obtidas a partir

do GenBank. O retangulo azul destaca as cepas de RVA com maior percentual de



similaridade em relacdo a cepa de morcego KE4852/07. Os numeros romanos de | a V
representam 5 linhagens geneticamente distintas.As espécies e 0s humeros de acesso
de cada cepa estdo indicados. As siglas dos paises de cada cepa estao descritas no
Anexo 1. A escala indica a diversidade genética. Percentuais dos valores de bootstrap

estao 10calizados NOS NOS OS FAMOS. .. ...cee et 186

Figura 30. Matriz de identidade das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP7 de
RVA gendétipo G3 gerada com o software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). A cepa IAL-
R2638 foi detectada em uma crianca de 1 ano de idade apresentando gastroenterite
aguda proveniente de uma creche localizada na cidade de Guarulhos, Estado de Séao
Paulo (SP), Brasil. Sequéncias G3 de referéncia foram obtidas a partir do
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Figura 31. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia nucleotidica
parcial do gene VP7 de RVA gendtipo G3 da cepa IAL-R2638 (retangulo vermelho)
gerada com o software MEGA 4.0. A cepa IAL-R2638 foi detectada em uma crianca de
1 ano de idade apresentando gastroenterite aguda proveniente de uma creche
localizada na cidade de Guarulhos, Estado de Sédo Paulo (SP), Brasil. Sequéncias G3
de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. O retangulo verde destaca as cepas
de RVA com maior percentual de similaridade em relacdo a cepa IAL-R2638. A e B
representam dois grupos geneticamente diferentes. As espécies e 0s numeros de
acesso de cada cepa estdo indicados. As siglas dos paises de cada cepa estédo
descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade genética. Percentuais dos valores

de bootstrap estéo localizados NOS NOS AOS rAMOS..........eiieeeeriieeiiiiiiiirr e e e e eeeae 191

Figura 32. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia
de nucleotideos do gene VP7 entre a cepa G3 IAL-R2638 e as cepas prototipos. As
regides hipervariaveis A-F estédo indicadas. O sitio de glicosilagdo N (aminoacido 69)
estd indicado por asteriscos. As abreviagdes referentes aos aminoacidos estéo listadas
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Figura 33. Matriz de identidade das sequéncias deduzidas de aminoacidos a partir das
sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP7 de RVA genoétipo G3 gerada com o
software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). A cepa IAL-R2638 foi detectada em uma
crianca de 1 ano de idade apresentando gastroenterite aguda proveniente de uma
creche localizada na cidade de Guarulhos, Estado de S&o Paulo (SP), Brasil.
Sequéncias G3 de referéncia foram obtidas a partir do GenBanK.............cccccccceenneenn. 194

Figura 34. Arvore genealogica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia
aminoécidos deduzida a partir da sequéncia nucleotidica parcial do gene VP7 de RVA
genotipo G3 da cepa IAL-R2638 (retangulo vermelho) gerada com o software MEGA
4.0. A cepa IAL-R2638 foi detectada em uma crianca de 1 ano de idade apresentando
gastroenterite aguda proveniente de uma creche localizada na cidade de Guarulhos,
Estado de Sao Paulo (SP), Brasil. Sequéncias G3 de referéncia foram obtidas a partir
do GenBank. O retangulo verde destaca as cepas de RVA com maior percentual de
similaridade em relacdo a cepa IAL-R2638. A e B representam dois grupos
geneticamente diferentes. As espécies e 0s numeros de acesso de cada cepa estao
indicados. As siglas dos paises de cada cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala
indica a diversidade protéica. Percentuais dos valores de bootstrap estdo localizados
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Figura 35. Matriz de identidade das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP4 de
RVA genotipo P[3] gerada com o software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). A cepa
IAL-R2638 foi detectada em uma crianca de 1 ano de idade apresentando
gastroenterite aguda proveniente de uma creche localizada na cidade de Guarulhos,
Estado de Sao Paulo (SP), Brasil. Sequéncias P[3] de referéncia foram obtidas a partir
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Figura 36. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia nucleotidica
parcial do gene VP4 de RVA gendétipo P[3] da cepa IAL-R2638 (retangulo vermelho)
gerada com o software MEGA 4.0. A cepa IAL-R2638 foi detectada em uma crianca de

1 ano de idade apresentando gastroenterite aguda provenientes de uma creche



localizada na cidade de Guarulhos, Estado de Sao Paulo (SP), Brasil. Sequéncias P[3]
de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. C e D representam dois grupos
geneticamente diferentes. As espécies e 0s numeros de acesso de cada cepa estao
indicados. As siglas dos paises de cada cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala
indica a diversidade genética. Percentuais dos valores de bootstrap estédo localizados
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Figura 37. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia
de nucleotideos do gene VP4 entre a cepa P[3] IAL-R2638 e as cepas prototipos. Os
residuos conservados de cisteinas (V¥), prolinas (e), argininas (m) e a regido
hipervariavel estdo indicadas. As abreviagOes referentes aos aminoacidos estao
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Figura 38. Matriz de identidade das sequéncias deduzidas de aminoacidos a partir das
sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP4 de RVA genotipo P[3] gerada com o
software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). A cepa IAL-R2638 foi detectada em uma
crianca de 1 ano de idade apresentando gastroenterite aguda proveniente de uma
creche localizada na cidade de Guarulhos, Estado de Séo Paulo (SP), Brasil.

Sequéncias P[3] de referéncia foram obtidas a partir do GenBank..................ccccovuuee 203

Figura 39. Arvore genealdogica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia
aminoacidos deduzida a partir da sequéncia nucleotidica parcial do gene VP4 de RVA
gendtipo P[3] da cepa IAL-R2638 (retangulo vermelho) gerada com o software MEGA
4.0. A cepa IAL-R2638 foi detectada em uma crianca de 1 ano de idade apresentando
gastroenterite aguda proveniente de uma creche localizada na cidade de Guarulhos,
Estado de Sao Paulo (SP), Brasil. Sequéncias P[3] de referéncia foram obtidas a partir
do GenBank. C e D representam dois grupos geneticamente diferentes. As espécies e
0S numeros de acesso de cada cepa estdo indicados. As siglas dos paises de cada
cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade genética. Percentuais

dos valores de bootstrap estéo localizados Nos NGS dOS ramOoS..........c.ceeeevveeeeeeevvnnnns 204



Figura 40. Matriz de identidade das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP7 de
RVA gendétipo G10 gerada com o software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). A cepa
IAL-R2803 foi detectada em uma criangca de 3 anos de idade apresentando
gastroenterite aguda proveniente da cidade de Presidente Prudente, Estado de Séo
Paulo (SP), Brasil. Sequéncias G10 de referéncia foram obtidas a partir do
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Figura 41. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia nucleotidica
parcial do gene VP7 de RVA gendtipo G10 da cepa IAL-R2803 (retangulo vermelho)
gerada com o software MEGA 4.0. A cepa IAL-R2803 foi detectada em uma crianca de
3 anos de idade apresentando gastroenterite aguda provenientes da cidade de
Presidente Prudente, Estado de S&o Paulo (SP), Brasil. Sequéncias G10 de referéncia
foram obtidas a partir do GenBank. O retangulo verde destaca as cepas de RVA com
maior percentual de similaridade em relacéo a cepa IAL-R2638. E e F representam dois
grupos geneticamente diferentes. Os nameros romanos de | a VIII representam 8
linhagens geneticamente distintas. As espécies e 0s numeros de acesso de cada cepa
estdo indicados. As siglas dos paises de cada cepa estdo descritas no Anexo 1. A
escala indica a diversidade genética. Percentuais dos valores de bootstrap estdo
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Figura 42. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia
de nucleotideos do gene VP7 entre a cepa G10 IAL-R2803 e as cepas protétipos. As
regides hipervariaveis A-D estado indicadas. O sitio de glicosilacdo N (aminoacidos 69)
esta indicado por asteriscos. As abreviacfes referentes aos aminoacidos estao listadas
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Figura 43. Matriz de identidade das sequéncias deduzidas de aminoacidos a partir das
sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP7 de RVA gendtipo G10 gerada com o
software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). A cepa IAL-R2803 foi detectada em uma
crianca de 3 anos de idade apresentando gastroenterite aguda proveniente da cidade

de Presidente Prudente, Estado de S&o Paulo (SP), Brasil. Sequéncias G10 de



referéncia foram obtidas a partir do GenBanK.............coooeiiiiiiiiiiiii e 212

Figura 44. Arvore genealdogica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia
aminoécidos deduzida a partir da sequéncia nucleotidica parcial do gene VP7 de RVA
genotipo G10 da cepa IAL-R2803 (retédngulo vermelho) gerada com o software MEGA
4.0. A cepa IAL-R2803 foi detectada em uma crianca de 3 ano de idade apresentando
gastroenterite aguda proveniente de cidade de Presidente Prudente, Estado de Séo
Paulo (SP), Brasil. Sequéncias G10 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. O
retangulo verde destaca as cepas de RVA com maior percentual de similaridade em
relacdo a cepa IAL-R2803. E, F e G (destacado em azul) representam trés grupos
geneticamente diferentes. Os numeros romanos I-IV, VI e VIII representam linhagens
geneticamente distintas. As espécies e 0s numeros de acesso de cada cepa estéao
indicados. As siglas dos paises de cada cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala
indica a diversidade proteica. Percentuais dos valores de bootstrap estdo localizados
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Figura 45. Matriz de identidade das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP6 de
RVC gerada com o software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). As cepas IAL-RCO01, IAL-
RCO09, IAL-RC12, IAL-RC22, IAL-RC28-31, IAL-RC33-36 e IAL-RC59 foram detectadas
em pacientes apresentando gastroenterite aguda proveniente da vigilancia nacional dos
RV entre Junho de 2007 e Junho de 2012. As cepas IAL-RC26 e IAL-RC27 foram
detectadas em pacientes apresentando gastroenterite aguda proveniente de um surto
na cidade de Valentim Gentil, Estado de Sdo Paulo, em 1993. A cepa IAL-RC76 foi
detectada em um paciente apresentando gastroenterite aguda na cidade de S&o Paulo,
Estado de Sdo Paulo, em 1988. Sequéncias VP6 de referéncia foram obtidas a partir
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Figura 46. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) das sequéncias
nucleotidicas parciais do gene VP6 de RVC das cepas IAL-RC gerada com o software
MEGA 4.0. As cepas IAL-RC foram detectadas nos anos de 1988, 1993 e 2007-2008

em pacientes apresentando sintomas de gastroenterite aguda provenientes da



vigilancia nacional dos RV. Sequéncias RVC VP6 de referéncia foram obtidas a partir
do GenBank. H e | representam dois grupos geneticamente diferentes. As espécies e
0s numeros de acesso de cada cepa estdo indicados. As siglas dos paises de cada
cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade genética. Percentuais
dos valores de bootstrap estédo localizados Nos NGS dOS ramos..............eevvvveeeeeeennnen. 228

Figura 47. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia
de nucleotideos do gene VP6 de RVC entre as cepas IAL-RCO01, IAL-RC09, IAL-RC12,
IAL-RC22, IAL-RC26-31, IAL-RC33-36, IAL-RC59 e IAL-RC76 e as cepas prototipos.
As regifes altamente conservadas I-VIl estdo indicadas. As abreviagdes referentes aos
aminoAcidos estao liStadas NO ANEX0O 2.........uueeruuuuuiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 232

Figura 48. Matriz de identidade das sequéncias deduzidas de aminoacidos a partir das
sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP6 de RVC gerada com o software BioEdit
(Ibis Therapeutics, EUA). As cepas IAL-RCO01, IAL-RC09, IAL-RC12, IAL-RC22, IAL-
RC28-31, IAL-RC33-36 e IAL-RC59 foram detectadas em pacientes apresentando
gastroenterite aguda proveniente da vigilancia nacional dos RV entre Junho de 2007 e
Junho de 2012. As cepas IAL-RC26 e IAL-RC27 foram detectadas em pacientes
apresentando gastroenterite aguda proveniente de um surto na cidade de Valentim
Gentil, Estado de S&o Paulo, em 1993. A cepa IAL-RC76 foi detectada em um paciente
apresentando gastroenterite aguda na cidade de Sao Paulo, Estado de Sao Paulo, em

1988. Sequéncias VP6 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank................... 234

Figura 49. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) das sequéncias de
aminoacidos deduzidas a partir das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP6 de
RVC das cepas IAL-RC gerada com o software MEGA 4.0. As cepas IAL-RC foram
detectadas nos anos de 1988, 1993 e 2007/2008 em pacientes apresentando sintomas
de gastroenterite aguda provenientes da vigilancia nacional dos RV (retangulos
vermelhos). Os retangulos verdes destacam as cepas de RVC com maior percentual de
similaridade em relacdo as cepas IAL-RC. Sequéncias RVC VP6 de referéncia foram

obtidas a partir do GenBank. |11 a 13 representam o0s genétipos identificados. H e |



representam dois grupos geneticamente diferentes. As espécies e 0s numeros de
acesso de cada cepa estdo indicados. As siglas dos paises de cada cepa estdo
descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade genética. Percentuais dos valores

de bootstrap estao localizados NOS NOS dOS raAMOS.........ccceeeeiiiiiiii i 235

Figura 50. Matriz de identidade das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP7 de
RVC gerada com o software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). As cepas IAL-RCO01, IAL-
RCO09, IAL-RC12, IAL-RC22, IAL-RC29-36, IAL-RC43 e IAL-RC59 foram detectadas em
pacientes apresentando gastroenterite aguda proveniente da vigilancia nacional dos RV
entre Junho de 2007 e Junho de 2012. As cepas IAL-RC24, IAL-RC26, IAL-RC27 e
IAL-RC37 foram detectadas em pacientes apresentando gastroenterite aguda
proveniente de um surto na cidade de Valentim Gentil, Estado de S&o Paulo, em 1993.
A cepa IAL-RC76 foi detectada em um paciente apresentando gastroenterite aguda na
cidade de Sao Paulo, Estado de Sao Paulo, em 1988. Sequéncias VP7 de referéncia

foram obtidas a partir do GENBANK..............uuiiiiiiiiiii e 240

Figura 51. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) das sequéncias
nucleotidicas parciais do gene VP7 de RVC das cepas IAL-RC gerada com o software
MEGA 4.0. As cepas IAL-RC foram detectadas nos anos de 1988, 1993 e 2007/2008
em pacientes apresentando sintomas de gastroenterite aguda provenientes da
vigilancia nacional dos RV (retangulos vermelhos). Os retangulos verdes destacam as
cepas de RVC com maior percentual de similaridade em relacdo as cepas. Sequéncias
RVC VP7 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. G1 a G6 e G8 representam
0S genotipos identificados. As espécies e 0s numeros de acesso de cada cepa estao
indicados. As siglas dos paises de cada cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala
indica a diversidade genética. Percentuais dos valores de bootstrap estdo localizados
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Figura 52. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia
de nucleotideos do gene VP7 de RVC entre as cepas IAL-RCO01, IAL-RCO09, IAL-RC12,
IAL-RC22, IAL-RC24, IAL-RC26, IAL-RC27, IAL-RC29-37, IAL-RC43, IAL-RC59 e IAL-



RC76 e as cepas protétipos. As regides variaveis de VR-1 a VR-8 estéo indicadas. Os
trés sitios de glicosilacdo N (Asn-X-Ser/Thr) localizados nos aminoacidos 67-69, 152-
154 e 225-227 estédo indicados por asteriscos. Os residuos conservados de cisteina
(V) estédo indicados. As abreviagdes referentes aos aminoacidos estdo listadas no
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Figura 53. Matriz de identidade das sequéncias deduzidas de aminoacidos a partir das
sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP7 de RVC gerada com o software BioEdit
(Ibis Therapeutics, EUA). As cepas IAL-RCO1, IAL-RC09, IAL-RC12, IAL-RC22, IAL-
RC29-36, IAL-RC43 e IAL-RC59 foram detectadas em pacientes apresentando
gastroenterite aguda proveniente da vigilancia nacional dos RV entre Junho de 2007 e
Junho de 2012. As cepas IAL-RC24, IAL-RC26, IAL-RC27 e IAL-RC37 foram
detectadas em pacientes apresentando gastroenterite aguda proveniente de um surto
na cidade de Valentim Gentil, Estado de S&o Paulo, em 1993. A cepa IAL-RC76 foi
detectada em um paciente apresentando gastroenterite aguda na cidade de S&o Paulo,
Estado de S&o Paulo, em 1988. Sequéncias VP7 de referéncia foram obtidas a partir
(o [0l CT=T ] = 7= | PP P TP 247

Figura 54. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) das sequéncias de
aminoacidos deduzidas a partir das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP7 de
RVC das cepas IAL-RC gerada com o software MEGA 4.0. As cepas IAL-RC foram
detectadas nos anos de 1988, 1993 e 2007/2008 em pacientes apresentando sintomas
de gastroenterite aguda provenientes da vigilancia nacional dos RV (retangulos
vermelhos). Sequéncias RVC VP7 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. G1
a G6 e G8 representam os genotipos identificados. As espécies e 0s numeros de
acesso de cada cepa estdo indicados. As siglas dos paises de cada cepa estédo
descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade genética. Percentuais dos valores

de bootstrap estéo localizados NOS NOS dOS rAMOS........cceeeeeeiiiiiiiiiiiiee e e e 248

Figura 55. Matriz de identidade das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP4 de
RVC gerada com o software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). As cepas IAL-RCO09, IAL-



RC12, IAL-RC22, IAL-RC30, IAL-RC31, IAL-RC33, IAL-RC34, IAL-RC36, IAL-RC43 e
IAL-RC59 foram detectadas em pacientes apresentando gastroenterite aguda
proveniente da vigilancia nacional dos RV entre Junho de 2007 e Junho de 2012. As
cepas IAL-RC26 e IAL-RC27 foram detectadas em pacientes apresentando
gastroenterite aguda proveniente de um surto na cidade de Valentim Gentil, Estado de
Séo Paulo, em 1993. Sequéncias VP4 de referéncia foram obtidas a partir do
(€72 ] = 7T o 253

Figura 56. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) das sequéncias
nucleotidicas parciais do gene VP4 de RVC das cepas IAL-RC gerada com o software
MEGA 4.0. As cepas IAL-RC foram detectadas nos anos de 1993 e 2007/2008 em
pacientes apresentando sintomas de gastroenterite aguda provenientes da vigilancia
nacional dos RV (retangulos vermelhos). Os retangulos verdes destacam as cepas de
RVC com maior percentual de similaridade em relacdo as cepas IAL-RC. Sequéncias
RVC VP4 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. P[1] a P[3] representam os
gendtipos identificados. J e L representam dois grupos geneticamente diferentes. As
espécies e 0s numeros de acesso de cada cepa estéo indicados. As siglas dos paises
de cada cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade genética.

Percentuais dos valores de bootstrap estédo localizados nos nés dos ramos............ 254

Figura 57. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia
de nucleotideos do gene VP4 de RVC entre as cepas IAL-RC09, IAL-RC12, IAL-RC22,
IAL-RC26, IAL-RC27, IAL-RC30, IAL-RC31, IAL-RC33, IAL-RC34, IAL-RC36, IAL-
RC43 e IAL-RC59 e as cepas prototipos. Os residuos de lisina (k) localizados nos
aminoacidos 231, 239, 244, 247 e 248 estdo indicados por asteriscos. O dominio de
clivagem esta indicado pelo retangulo preto. Os retangulos vermelhos indicam a
localizacdo das delecBes observadas nas cepas de RVC VP4 animais. As abreviacdes

referentes aos aminoacidos estao listadas N0 ANEX0 2....c..ee i, 257

Figura 58. Matriz de identidade das sequéncias deduzidas de aminoacidos a partir das

sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP4 de RVC gerada com o software BioEdit



(Ibis Therapeutics, EUA). As cepas IAL-RC09, IAL-RC12, IAL-RC22, IAL-RC30, IAL-
RC31, IAL-RC33, IAL-RC34, IAL-RC36, IAL-RC43 e IAL-RC59 foram detectadas em
pacientes apresentando gastroenterite aguda proveniente da vigilancia nacional dos RV
entre Junho de 2007 e Junho de 2012. As cepas IAL-RC26 e IAL-RC27 foram
detectadas em pacientes apresentando gastroenterite aguda proveniente de um surto
na cidade de Valentim Gentil, Estado de Sao Paulo, em 1993. Sequéncias VP4 de
referéncia foram obtidas a partir do GenBanK.............coooviiiiiiiiiiiiiie e 258

Figura 59. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) das sequéncias de
aminoacidos deduzidas a partir das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP4 de
RVC das cepas IAL-RC gerada com o software MEGA 4.0. As cepas IAL-RC foram
detectadas nos anos de 1993 e 2007/2008 em pacientes apresentando sintomas de
gastroenterite aguda provenientes da vigilancia nacional dos RV (retangulos
vermelhos) apresentando sintomas de gastroenterite aguda provenientes da vigilancia
nacional dos RV (retangulos vermelhos). Os retangulos verdes destacam as cepas de
RVC com maior percentual de similaridade em relacdo as cepas IAL-RC. Sequéncias
RVC VP4 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. P[1] a P[3] representam os
gendtipos identificados. As espécies e 0s numeros de acesso de cada cepa estao
indicados. As siglas dos paises de cada cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala
indica a diversidade genética. Percentuais dos valores de bootstrap estdo localizados

NOS NOS UOS FAIMOS. .. eee e ettt e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e eenaees 259

Figura 60. Matriz de identidade das sequéncias nucleotidicas parciais do gene NSP4
de RVC gerada com o software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). As cepas IAL-RCO01,
IAL-RC09, IAL-RC12, IAL-RC22, IAL-RC30-36, IAL-RC43 e IAL-RC59 foram
detectadas em pacientes apresentando gastroenterite aguda proveniente da vigilancia
nacional dos RV entre Junho de 2007 e Junho de 2012. As cepas IAL-RC26 e IAL-
RC27 foram detectadas em pacientes apresentando gastroenterite aguda proveniente
de um surto na cidade de Valentim Gentil, Estado de Sdo Paulo, em 1993. Sequéncias

NSP4 de referéncia foram obtidas a partir do GenBankK...............cccccccvieieiieeeeeeeeeeeeeee, 264



Figura 61. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) das sequéncias
nucleotidicas parciais do gene NSP4 de RVC das cepas IAL-RC gerada com o software
MEGA 4.0. As cepas IAL-RC foram detectadas nos anos de 1993 e 2007/2008 em
pacientes apresentando sintomas de gastroenterite aguda provenientes da vigilancia
nacional dos RV (retangulos vermelhos). Os retangulos verdes destacam as cepas de
RVC com maior percentual de similaridade em relacdo as cepas IAL-RC. Sequéncias
RVC NSP4 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. E1 a E3 representam 0s
genotipos identificados. M e N representam dois grupos geneticamente diferentes. | e |l
representam dois subgrupos geneticamente distintos. As espécies e 0s numeros de
acesso de cada cepa estdo indicados. As siglas dos paises de cada cepa estdo
descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade genética. Percentuais dos valores

de bootstrap estéo localizados NOS NOS dOS rAMOS.........vvieeeerreieiiiiiiiae e e e e eeeeeeeeeens 265

Figura 62. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia
de nucleotideos do gene NSP4 de RVC entre as cepas IAL-RCO01, IAL-RCO09, IAL-
RC12, IAL-RC22, IAL-RC26, IAL-RC27, IAL-RC30-36, IAL-RC43 e IAL-RC59 e as
cepas prototipos. Os dominios hidrofébicos H2 e H3 estéo indicados. Os cinco sitios de
glicosilacéo N localizados nos aminoacidos 5-7 (NQT), 32-34 (NGS), 65-67 (NNS), 70-
72 (NTT) e 134-136 (NDT) estao indicados por asteriscos. As abreviacdes referentes

a0s aminoacidos estao liIStadas NO ANEXO 2......eeneeneee e 266

Figura 63. Matriz de identidade das sequéncias deduzidas de aminoacidos a partir das
sequéncias nucleotidicas parciais do gene NSP4 de RVC gerada com o software
BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). As cepas IAL-RCO01, IAL-RC09, IAL-RC12, IAL-RC22,
IAL-RC30-36, IAL-RC43 e IAL-RC59 foram detectadas em pacientes apresentando
gastroenterite aguda proveniente da vigilancia nacional dos RV entre Junho de 2007 e
Junho de 201. As cepas IAL-RC26 e IAL-RC27 foram detectadas em pacientes
apresentando gastroenterite aguda proveniente de um surto na cidade de Valentim
Gentil, Estado de Sao Paulo, em 1993. Sequéncias NSP4 de referéncia foram obtidas a
PArtir O GENBANK........cii i e 267



Figura 64. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) das sequéncias de
aminoacidos deduzidas a partir das sequéncias nucleotidicas parciais do gene NSP4
de RVC das cepas IAL-RC gerada com o software MEGA 4.0. As cepas IAL-RC foram
detectadas nos anos de 1993 e 2007/2008 em pacientes apresentando sintomas de
gastroenterite aguda provenientes da vigilancia nacional dos RV (retangulos
vermelhos). Os retangulos verdes destacam as cepas de RVC com maior percentual de
similaridade em relacéo as cepas IAL-RC. Sequéncias RVC NSP4 de referéncia foram
obtidas a partir do GenBank. E1 a E3 representam o0s genotipos identificados. M e N
representam dois grupos geneticamente diferentes. | e Il representam dois subgrupos
geneticamente distintos. As espécies e 0s numeros de acesso de cada cepa estao
indicados. As siglas dos paises de cada cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala
indica a diversidade genética. Percentuais dos valores de bootstrap estdo localizados
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1. INTRODUCAO

A doenca diarreica aguda (DDA) € uma sindrome causada por diferentes
agentes etiologicos (bactérias, virus e parasitas), cuja manifestacdo predominante € o
aumento do numero de evacuagbes, com fezes aquosas ou de pouca consisténcia
(Waldman et al., 1997). A DDA ou gastroenterite € a doenga mais comum em todo o
mundo (Kapikian et al., 2001) e a principal causa de mortalidade entre criangas
menores de 5 anos de idade (Black et al.,, 2010). A DDA afeta de maneira
desproporcional as criancas que habitam paises de baixa e média renda, as quais
exibem uma taxa de incidéncia maior devido, principalmente, & ma qualidade da agua
potavel, saneamento inadequado e fatores de risco nutricionais, como a amamentacao
sub-6tima e a deficiéncia de zinco e vitamina A (Beaton et al., 1993; Brown et al., 2009;
Lamberti et al., 2011).

Durante Cupula do Milénio da Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) ocorrida
em 2000, os lideres mundiais dos paises desenvolvidos e em desenvolvimento se
comprometeram a cumprir um conjunto de oito metas (Millennium Development Goals
— MDG), visando acabar com a pobreza extrema no mundo até 2015

(http://www.endpoverty2015.org/en/goals). O cumprimento das metas MDG 1 “Erradicar

a pobreza extrema e a fome”, MDG 4 “Reduzir a mortalidade infantil” e MDG 7 “Garantir
a sustentabilidade ambiental” diminuira drasticamente a incidéncia de DDA.

Tendo em vista o cumprimento das MDGs, atualizacbes sobre a mortalidade
total em criancas <5 anos séo publicadas todos os anos, sendo a estimativa mais
recente datada de 2008 (Black et al., 2010). O namero de mortes devido a DDA em
criancas dessa faixa etaria estimado para 2008 foi de 1.336.289 milhdes, sendo que o
Brasil responsavel por 3.543 mil mortes (Black et al., 2010). A taxa de incidéncia da
DDA diminuiu, partindo de 3,4 episodios/ano em 1990 para 2,9 episodios/ano em 2010;
sendo esta reducdo fortemente correlacionada com o declinio geral das taxas de
mortalidade observadas para o mesmo grupo (Fischer Walker et al., 2012).

No Brasil, um pais de dimensdes continentais e com grande heterogeneidade
socioeconémica, os dados do monitoramento das DDA entre os anos de 2000 e 2011

contabilizaram um total de 33.397.413 de casos notificados (http://portal.saude.gov.br).
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Diversos estudos documentam de forma evidente a diminuigéo significativa das taxas
de morbidade e mortalidade associadas a DDA, em acordo com os dados mundiais
(Victora et al., 1996; Barros et al., 2010; do Carmo et al., 2011).

Como citado anteriormente, a gastroenterite em criangcas pode ser causada por
uma gama de enteropatdgenos; entretanto a DDA é mais comumente associada ao
rotavirus (RV). Este patdgeno viral foi descrito ha menos de 40 anos e, rapidamente, foi
reconhecido como a principal causa de mortalidade e morbidade associada a diarreia
(Kang, 2006). Virtualmente, toda crianga no mundo, tanto nos paises desenvolvidos
guanto em desenvolvimento, serd infectada por RV nos primeiros 5 anos de idade
(Lanzieri et al., 2011). No mundo, a DDA causada por RV é responsavel por 1/3 das
1.34 milhdes de mortes e por 9 milhdes de internagcbes hospitalares entre criancas <5
anos (Parashar et al., 2009; Black et al., 2010).

Em 2006, o Brasil foi um dos primeiros paises da América Latina a realizar a
vacinacao contra RV, juntamente com El Salvador, México, Nicaragua, Panama e
Venezuela (CDC, 2011). Antes da introducdo dessa vacina no Programa Nacional de
Imunizacdo (PNI), a infeccdo por RV causava a cada ano cerca de 3,5 milhdes de
episédios de diarreia, 655.853 mil visitas ambulatoriais, 92.453 mil hospitalizacdes e
850 mortes em criancas <5 anos (Sartori et al., 2008). Um estudo conduzido por do
Carmo et al. (2011) monitorou a DDA por um periodo de trés anos apoés a introducéo
da vacina contra o RV no Brasil (2007 a 2009). A cobertura vacinal estimada entre
2007 e 2009 variou de 80% a 84% para criancas que receberam duas doses de vacina
contra RV. Este estudo evidenciou uma reducéo de ~1.500 mortes associadas a DDA e
menos de 130.000 mil admissBes hospitalares em criancas <5 anos (do Carmo et al.,
2011).

Frente a esses resultados promissores no Brasil e em outros paises, em julho de
2009, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomendou a introducdo de vacinas
contra RV nos PNIs de todos os paises do mundo, a fim de se controlar a DDA
causada por esse patdégeno, principalmente em paises onde a DDA é responsavel por
>10% das mortes em criancas <5 anos (WHO, 2009). Em Junho de 2011, a vacina
contra RV foi incluida nos PNIs de 14 (44%) dos 32 paises que compdem a América

Latina e Caribe (CDC, 2011). A vacinacdo sera introduzida nos paises africanos e
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asiaticos nos proximos 3-5 anos. Um total de 16 paises, sendo 12 na Africa e 4 na
Asia, incluird a vacina em 2012 e 2013 devido a um plano de financiamento
assegurado pela GAVI Alliance (Global Alliance for Vaccines and Immunization) (CDC,
2011).

Entretanto, especula-se que essas vacinas disponiveis comercialmente terdo de
enfrentar um grande desafio, pois sdo compostas por virus geneticamente estaveis
(fixos) que se replicam com dificuldade em humanos e tém o dever de atuarem contra
RV geneticamente diversos, evolutivamente dindmicos e que podem ser eliminados
para 0 ambiente em titulos elevados por uma crianca doente. Do ponto de vista
molecular, serd um feito notadvel as cepas vacinais conseguirem manter o dominio
sobre um cenario tao diverso, evitando o aparecimento de novas cepas (Patton, 2012).

O RV também configura como principal agente viral associado a gastroenterite
em animais, sendo isolado em diversas espécies de mamiferos domésticos e
selvagens, incluindo mamiferos aquaticos e alados (Dunn et al., 1994; Ciarlet et al.,
1995; Ciarlet et al., 1997a; Lee et al., 2003; Elschner et al., 2005b; Coria-Galindo et al.,
2009; Abe et al., 2010; Esona et al., 2010a; Badaracco et al., 2012; Gazal et al., 2012;
Tupler et al., 2012), aléem das aves (Elschner et al., 2005a; Asano et al., 2011; Silva et
al., 2012). Pesquisas sobre a prevaléncia de anticorpos contra RV em animais de
zoolégico e em mamiferos selvagens capturados revelaram soropositividade em uma
grande gama de animais, indicando a susceptibilidade generalizada a infeccdo por RV
(Petric et al., 1981; Baumeister et al., 1983; Puntel et al., 1999; Coria-Galindo et al.,
2009; Abe et al., 2010).

A infeccdo por RV é considerada a principal causa de diarreia em novilhos no
mundo (Saif et al., 1994; Martella et al.,, 2010) e € o agente viral mais comumente
associado a diarreia em leitbes (Kapikian e Chanock, 1996) e potros (Conner e
Darligton, 1980). Essas infeccdes geram perdas econdmicas importantes entre
criacdes de bovinos, suinos e equinos, devido aos custos com o tratamento e a perda
de peso dos animais afetados (Saif e Fernandez, 1996; Martella et al., 2010). No
mercado, existem diversas vacinas contra RV comercialmente disponiveis para esses
trés grupos de animais ha varios anos (Martella et al., 2010).

De modo interessante, 0 RV ndo esta entre os principais patégenos entéricos
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gue acometem caes e gatos, sendo detectados em baixa frequéncia tanto em animais
sintomaticos quanto assintomaticos (Marshall et al., 1987; Ruiz et al., 2009b). Os RV
identificados em aves parecem ser geneticamente heterogéneos e, salvo raras
excecdes (Asano et al., 2011), ndo estéo relacionados aos RV isolados em mamiferos
(Ito et al., 2001; Matthijnssens et al., 2008b).

Evidéncias de transmissdo interespécie e de rearranjos entre RV humanos e
animais vém se acumulando na literatura (Gabbay et al., 2008; Esona et al., 2010a).
Algumas espécies em particular, caes, gatos, porcos e bois, parecem contribuir de
maneira mais incisiva e frequente para a diversidade genética encontrada em humanos
(Martella et al.,, 2011). Acredita-se que essa frequéncia seja devida as interacfes
proximas entre os humanos e esses animais, resultante de forgas econOmicas e
culturais. As cepas mistas de RV (com genoma derivado de RV humano e animal)
parecem ter maior sucesso evolutivo na populacdo humana quando comparadas as
cepas heterdlogas (com genoma exclusivamente animal). Atualmente, existe a
preocupacao se a recente introducdo de vacinas contra 0 RV em criancas poderia
alterar as forcas e o equilibrio que regem a evolucdo dos RV nas diferentes espécies

animais (Martella et al., 2010).

1.1 Histo6rico

A primeira evidéncia da participacdo dos RV em gastroenterites ocorreu ao se
reproduzir experimentalmente um quadro de diarreia em bezerros saudaveis utilizando
filtrado de material fecal (livre de bactérias) proveniente de animais doentes. Essas
particulas virais observadas por microscopia eletrénica no material fecal oriundo dos
bezerros foram denominadas Nebraska Calf Diarrhea Virus (NCDV) (Lu et al., 1995).
White et al. (1970) relatou a presenca desse mesmo virus em surtos de diarreia entre
bovinos, enquanto Welch (1971) e Fernelius et al. (1972) verificaram a analogia do
NCDV com particulas semelhantes a reovirus (Reovirus-like particles), renomeando-o
como Neonatal Calf Diarrhea Reovirus-like (NCDR).

Nos humanos, Bishop et al. (1973) identificou particulas virais de

aproximadamente 70nm utilizando microscopio eletrénico em cortes histoldgicos de
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mucosa duodenal associadas a um quadro de diarréia aguda em criancas. Ainda em
1973, Flewett et al. (1974b) identificou, através de microscopia eletrénica, particulas
virais semelhantes a reovirus em amostras fecais de criancas com diarreia.

Flewett et al. (1974a) verificou que as particulas virais presentes em material
fecal de criancas com gastroenterite aguda e de bezerros com quadro clinico de
diarreia eram morfologicamente idénticas quando observadas por microscopia
eletrdnica. Baseando-se na identidade antigénica apresentada por essas particulas
semelhantes a reovirus nas reacfes de imunofluorescéncia e imunomicroscopia
eletrOnica, realizadas em soro de criangas convalescentes e na sua morfologia similar a
roda (em latim “rota”) foi proposta a denominagao de Rotavirus (Figura 1).

Apés essas descobertas iniciais, em um curto periodo de tempo, inumeros
estudos em diversos paises relataram a identificacdo de Reovirus-like particles ou
rotavirus em amostras fecais de criancas com quadro clinico de gastroenterite aguda
(Cruickshank et al., 1974; Holmes et al.,, 1974; Kapikian et al., 1974). Em 1978, o
Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV — International Committe on
Taxonomy of Viruses) incluiu pela primeira vez o género Rotavirus na familia
Reoviridae, classificacdo esta, mantida até hoje (Matthews, 1979).

No Brasil, os primeiros relatos da presenca de RV em humanos ocorreram no
final da década de 70, sendo identificado por microscopia eletrbnica e
contraimunoeletroforese em amostras fecais de criancas com diarreia (Linhares et al.,
1977; Candeias et al., 1978).

Fonte:http://en.wikipedia.org/wiki/File:Group_C_Rotavirus.jpg

Figura 1. Particulas de RV observadas ao microscopio eletrénico. A barra representa 100 nm (1.000 A).
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1.2 Estrutura dos Rotavirus

Os RV pertencem ao género Rotavirus e a familia Reoviridae. As particulas
virais integras dos RV sdo esféricas, apresentam aproximadamente 70-100nm de
didmetro, possuem capsideo com simetria icosaédrica e sem envoltério. O capsideo é
formado por trés camadas proteicas: capsideo interno, intermediario e externo. O
capsideo externo apresenta 60 espiculas distribuidas em sua superficie e sua
integridade é dependente da presenca de célcio. O capsideo interno ou core contem o
genoma viral e apresenta um diametro de aproximadamente 37nm (Estes, 2001; Estes
e Kapikian, 2007; Greenberg e Estes, 2009).

O genoma viral é constituido por 11 segmentos de RNA de fita dupla (RNAd)
com pesos moleculares que variam de 663 a 3.302 pares de bases (pb). No total o
genoma dos RV possui 18.550pb (Fauquet et al., 2007). Cada segmento codifica para
uma proteina viral especifica, sendo 6 proteinas estruturais, denominadas VP (viral
protein — VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7), e 6 proteinas ndo estruturais denominadas
NSP (non structural protein — NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5, NSP6). Os segmentos
do RV sao monocistromicos, com exce¢ao do segmento 11, o qual codifica para duas
proteinas (NSP5 e NSP6) (Ramig, 2004; Estes e Kapikian, 2007; Matthijnssens et al.,
2008b) (Figura 2). O RNAdf viral ndo é infectivo sem a presenca das proteinas do

capsideo externo (Estes e Kapikian, 2007).
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Fonte: http://www.reoviridae.org/dsRNA_virus_proteins/rotavirus%20figure.htm

Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura da particula de RV simio (SA11). A figura mostra a
correspondéncia entre os segmentos de RNAdf (a esquerda), o diagrama esquematico (a direita no alto)

e a estrutura tridimensional do virus por criomicroscopia (a direita abaixo).

A estrutura tridimensional dos RV tem sido revelada por criomicroscopia
eletrbnica associada a programas de computador que realizam processamento de
imagens (Dormitzer et al., 2004). Esses estudos elucidam quais as estruturas
moleculares envolvidas nos mecanismos virais de adsorcdo, penetracao, replicacéo,
liberacdo e neutralizacdo viral, contribuindo para o conhecimento dos aspectos
funcionais dessas estruturas (Prasad e Chiu, 1994).

O fato de os RV serem formados por triplo-capsideo implica na observacao de
trés tipos diferentes de particulas em microscépio eletrénico. A particula completa é
infectiva e chamada de “particula com tripla camada” (TLP — triple-layered particle). A
particula desprovida do capsideo externo € chamada de “particula com dupla camada”
(DLP — doble-layered particle). Na DLP é possivel observar o capsideo intermediario

formado por trimeros da proteina estrutural VP6. A DLP também é chamada de
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“particula rugosa” devido as projegdes proteicas do capsideo interno. O terceiro tipo de
particula € formado exclusivamente pelo capsideo interno sendo denominada “particula
de camada simples” (SLP — single-layered particle) e esta associada ao genoma viral
(Estes e Kapikian, 2007) (Figura 3).

Fonte: Baker et al., 1999

Figura 3. Criomicrografia eletrbnica de uma amostra fecal contendo particulas de RV com tripla e dupla
camada (TLP e DLP). As TLPs sdo maiores e apresentam uma suave aparéncia circular, enquanto as
DLPs sdo menores e exibem perfis pontiagudos. Os quadros na parte inferior da figura mostram imagens
ampliadas de duas TLPs (a esquerda) e duas DLPs (a direita). A barra representa 100 nm (1.000 A).

O core viral € formado pelas proteinas VP1, VP2 e VP3, codificadas
respectivamente pelos segmentos 1, 2 e 3 de RNAdf. O core apresenta-se dividido em
duas camadas: a proteina VP2 forma a camada que engloba o sub-core; e este é
constituido pelas proteinas VP1 (enzima polimerase viral - Pol) e VP3 (enzimas
guanilio-transferase e metil-transferase - Cap), as quais estdo associadas ao genoma
viral (Shaw et al., 1993; Prasad e Chiu, 1994). A proteina VP2 esta organizada em 60
dimeros, medindo 51nm de diametro, 3,5nm de espessura e apresenta simetria
icosaédrica T=2 (Venkataram et al., 2001). Este conjunto forma uma estrutura de 12

complexos enziméticos diretamente ligados ao genoma viral (Shaw et al., 1993; Prasad
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et al., 1996; Estes e Kapikian, 2007) (Tabela 1).

O core é envolvido pelo capsideo intermedidrio composto por 780 moléculas de
VP6 arranjada em 260 trimeros. A proteina VP6 € codificada pelo segmento 6 de
RNAdf (Estes e Kapikian, 2007). Esta camada forma a parte externa das DLPs e mede
~70,5nm de didmetro. A associacdo do capsideo intermediario formado pela proteina
VP6 com o core viral formado pela proteina VP2 confere a particula maior
homogeneidade morfolégica e estabilidade em longo prazo. Acredita-se que a proteina
VP6 seja a responsavel pela integridade da particula de RV (Zeng, 1994) (Tabela 1).

O capsideo intermediario é envolvido pelo capsideo externo, o qual € composto
pelas proteinas VP7 e VP4, sendo que ambas exercem papel importante na
infectividade viral. A VP7 é formada por 780 moléculas proteicas dispostas em 260
trimeros agrupados em pentameros ou hexameros que interagem com o apice dos
trimeros da VP6. A camada de VP7 apresenta um diametro de ~75nm. A VP7 é
codificada pelos segmentos 7, 8 ou 9 do RNAdf dependendo da cepa viral e é indutora
de anticorpos neutralizantes (Prasad e Chiu, 1994). Ainda, no capsideo externo
encontram-se 60 espiculas compostas por dimeros de VP4 (Prasad et al., 1990). Essas
espiculas medem ~20nm, sendo que 12nm delas se projetam da superficie do
capsideo externo, conferindo a particula dos RV um diametro total de 100nm (Shaw et
al., 1993; Fauquet et al., 2007). Os 8nm restantes da espicula se estendem para o
interior da particula viral, interagindo com as proteinas VP7, VP6 e, muito
provavelmente, com a VP2, sendo de vital importancia para a manutencdo de sua
caracteristica estrutura em triplo capsideo (Dormitzer et al., 2004) (Figura 4, Tabela 1).

A proteina VP4 é sintetizada pelos segmentos 3 e 4 dependendo da cepa viral
(Prasad e Chiu, 1994; Estes e Kapikian, 2007). Apesar de ser um componente em
menor quantidade no capsideo externo, desempenha funcdes importantes: esta
envolvida no processo de entrada do RV nas células hospedeiras, na inducdo de
anticorpos neutralizantes, exibe atividade hemaglutinante (similar a proteinas de fusao
celular) e funciona como sitio de ativacdo da infecciosidade através de clivagem
proteolitica (Both et al., 1994; Prasad e Chiu, 1994; Estes e Kapikian, 2007). A
clivagem proteolitica divide a VP4 em duas subunidades: VP5* e VP8*. A VP5* esta

associada a neutralizacdo heterotipica, enquanto a VP8* esta associada a
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neutralizacdo homotipica (Estes e Kapikian, 2007) (Tabela 1).

A camada externa do RV é extremamente l4bil, sendo sua estabilidade
dependente de célcio (Hoshino e Kapikian, 1994). A presenca de ions célcio é
necessaria para manter a integridade e infectividade da particula viral (Estes e Cohen,
1989).

Fonte: Libersou et al., 2008

Figura 4. Reconstrucdo em 3-D de particulas de RV. As reconstrucdes em 3-D possuem uma resolucdo
de ~2,5nm e mostram a estrutura em camadas das particulas virais. A reconstrucdo da esquerda
representa uma DLP composta por duas camadas protéicas, sendo a interna formada pela proteina VP2
(em amarelo) e a externa formada pela proteina VP6 (em vermelho). A reconstrugdo da direita
representa uma TLP composta por trés camadas. O core (amarelo) néo visivel esta localizada dentro da
camada intermediaria formada pela proteina VP6 (vermelho). A camada mais externa é composta pelas

proteinas VP7 (em azul) e VP4 (em verde). A barra representa 100 nm (1.000 A).

A proteina NSP1 é codificada pelo segmento 5 e produzida logo no inicio da
infeccéo viral. Acredita-se que esta proteina esteja envolvida na replicagcdo do genoma
viral (Estes e Kapikian, 2007). A proteina NSP2 possui atividade de replicase,
interagindo com a RNA polimerase RNA-dependente. A NSP2 é codificada pelos
segmentos genémicos 7, 8 ou 9, dependendo da cepa viral e também se associa a VP1
na formacdo do viroplasma, recebendo a denominacdo de matriz proteica do
viroplasma (VIP) (Patton et al., 2006; Estes e Kapikian, 2007). A NSP3 é detectada em
grande quantidade associada ao core durante os Ultimos estagios de montagem da

particula viral e liga-se a extremidade 3'do RNA mensageiro (RNAm) viral. Pode ser
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codificada pelos segmentos 7, 8 ou 9 dependendo da amostra de RV (Estes e
Kapikian, 2007) (Tabela 1).

A proteina NSP4 é codificada pelo segmento 10 e exerce papel importante na
viruléncia, uma vez que exibe fungdo de enterotoxina viral, indispenséavel a infeccao.
Durante a replicacdo viral, a NSP4 permanece como uma glicoproteina
transmembranica do Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER), exercendo papel
importante na morfogénese viral, sendo sua glicosilacdo necesséria para a montagem
da particula viral. Ao se ligar ao receptor celular do epitélio intestinal, a NSP4 promove
a elevacao dos niveis de calcio, aumentando a permeabilidade da membrana
plasmatica e permitindo a secrecédo do cloreto, induzindo a diarreia (Huang et al., 2001;
Estes e Kapikian, 2007) (Tabela 1).
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Tabela 1. Segmentos genémicos dos RV, as proteinas virais codificadas e suas respectivas funcoes.

Segmento Pares de Proteina Localizacéo Funcéo
base (pb)
1 3302 VP1 (Pol) Core RNA polimerase RNA-dependente
2 2690 VP2 (T2) Core Proteina ligante ao RNA
3 2591 VP3 (Cap) Core Guanil-transferase
4 2362 VP4 Capsideo externo  Espicula de superficie
VP5* Antigeno de neutralizacdo (P)
VP8g* Proteina de adsorcdo a célula
hospedeira
Clivada por tripsina em VP5* e VP8*
Responsavel pela infectividade viral
5 1611 NSP1 N&o estrutural Componente do subcore
Alta diversidade intraespecifica
Possivel papel como fator de
virulénica
6 1356 VP6 (T3) Capsideo Proteina hidrofébica
intermediario Determina antigeno de grupo e
subgrupo
7 1104 NSP3 N&o estrutural Associada ao citoesqueleto
Atua de forma semelhante a proteina
de ligacéo poli(A) celular
Inibe a sintese de proteina celular
8 1059 NSP2 (VIP) N&o estrutural Possivel papel na replicacéo viral
Associada a VP1
Envolvida na formacéo do
viroplasma
9 1062 VP7 (1) Capsideo externo  Antigeno de neutralizacéo
VP7 (2) Sitio de ligacéo para ions célcio
Gene bicistrénico
10 751 NSP4 N&o estrutural Glicoproteina transmembrénica do
RER
Papel na morfogénese
Enterotoxina
Sitio de ligacéo para ions célcio
11 667 NSP5 Nao estrutural
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Segmento Pares de Proteina Localizacéo Funcéo

base (pb)
Interage com NSP2
Sofre fosforilacédo
Ligada ao RNAdf
Gene bicistrénico
11 667 NSP6 N&o estrutural Atua na formacao do viroplasma

Interage com NSP5
Sofre fosforilacdo
Ligada ao RNAdf

Gene bicistrénico

Fonte: Estes, 2001 modificada pelo autor

As proteinas NSP5 e NSP6 séo codificadas pelo segmento 11. A NSP5 € uma
proteina quinase que sofre fosforilagdo na célula infectada. Acredita-se que esteja
envolvida com a replicacdo do genoma, montagem do core e interage com a NSP2 e a
NSP6 no viroplasma (Estes e Kapikian, 2007). A NSP6 esta presente no viroplasma
interagindo com a NSP5 (Estes e Kapikian, 2007) (Figura 2, Tabela 1).

1.3 Organizacao do Genoma

O genoma completo dos RV contem ~18.552pb com peso molecular de 2,0x10°
a 2,0x10° Daltons (Estes e Kapikian, 2007). Os segmentos de RNAdf sdo compostos
por uma fita de polaridade positiva e outra negativa que se pareiam de ponta a ponta,
garantindo maior estabilidade. A amostra padrdo SiRV/SAL11l foi a primeira amostra a
ter seu genoma totalmente sequenciado. Atualmente, diversas amostras de RV
provenientes de humanos e animais possuem as sequéncias de nucleotideos dos seus
11 segmentos integralmente determinadas. Essas sequéncias diversas evidenciam
caracteristicas gerais da estrutura de cada um dos segmentos do genoma comum a
todos os RV (Estes, 2001).

O genoma dos RV é rico em adenina e uracila (58-67%), sendo esta

caracteristica compartilhada com muitos genes eucariéticos e virais (Estes e Kapikian,

62



2007). Os segmentos de RNAdf sédo pareados de ponta a ponta, sendo que a fita
positiva contem na extremidade 5" um Cap formado pela sequéncia m’GpppG™GPy.
Caracteristicas semelhantes nas porgfes terminais do RNA dos RV (e.g. Cap na
extremidade 5' e sequéncias conservadas na extremidade 3') também s&o encontradas
nas estruturas priméarias do genoma de outros virus segmentados, como 0s reovirus e
os orbivirus, ambos pertencentes a familia Reoviridae, assim como em genomas
segmentados de virus pertencentes a outras familias (e.g. Orthomyxoviridae,
Arenaviridae e Bunyaviridae) (Estes, 2001).

A fita de RNA de polaridade positiva inicia-se com uma guanidina na por¢édo 5°,
seguida por um grupo de sequéncias conservadas nao-codificadora. Em seguida,
segue-se 0 codon de iniciacdo, a regiao aberta de leitura (ORF — Open Reading Frame)
(que codifica para ao menos uma proteina) e o codon de parada (stop codon). No final
de cada segmento ha outro grupo de sequéncias conservadas ndo codificadora,
finalizando com uma cisteina na extremidade 3". Todos os segmentos gendmicos
possuem pelo menos uma ORF ap0s o codon iniciador. Virtualmente, todos os
segmentos de RNAdf dos RV sdo monocistrdmicos. O gene 9 € bicistrénico,
codificando para uma proteina VP7 imatura e outra clivada e madura. O gene 11 possui
duas ORFs, presentes em todas as amostras de RV, as quais codificam para a NSP5 e
NSP6 (Chan et al., 1986; Estes e Cohen, 1989; Campagna et al., 2005).

Andlises comparativas revelaram que o0s segmentos de RV compartilham
homologia apenas nas extremidades 5 e 3, sendo a sequéncia consenso da
extremidade 5 formada por 5 GGCAUAUUAUAAUAUAGCC 3 e a extremidade 3’
formada por 5 AUUGUUGGUAGCC 3’ (Desselberger e McCrae 1994). O comprimento
dessas sequéncias nao codificadoras das regifes 3" e 5° € consideravelmente diverso,
variando de 9-49pb na extremidade 5’ e, de 17-182pb na extremidade 3’ (Patton, 1995)
(Figura 5).
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Figura 5. Representacdo esquematica da estrutura dos segmentos dos RV. A regido aberta de leitura
(ORF — Open Reading Frame) do genoma € limitada em ambas as extremidades por sequéncias néo
codificadoras de tamanhos variaveis. A Unica homologia entre os 11 segmentos dos RV encontra-se nas

sequéncias curtas localizads nas extremidades 5’ e 3’ (evidenciadas na figura).

Essas sequéncias homologas sdo extremamente conservadas, sugerindo que
possuem informacdes importantes para a replicacdo, transcricdo, transporte e
empacotamento do RNA, montagem da particula viral e regulacdo da expressao
génica. Além das sequéncias primarias, as estruturas secundarias existentes nas
regides ndo codificadoras também podem atuar como componentes sinalizadores para
a ligacdo de proteinas (Patton, 1995; Patton et al.,, 1999; Estes e Kapikian, 2007)
(Figura 6).
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Figura 6. Representacdo esquemética das estruturas secundéarias formadas pelas regides néao
codificadoras das extremidades 5’ e 3’ do segmento 8 do RV SA11l. (a) Representagdo da cauda poli U —
poli A comum a todas as regides nao codificadoras da extremidade 5’ dos 11 segmentos de RV, as quais
podem formar uma estrutura em forma de haste imediatamente apds os residuos GGC 5’ terminal. (b)
Representacdo esquematica das 28pb localizadas na regido 3’ terminal do gene 8 dos RV. Essa porgao
iclui a regido promotora essencial para a replicase viral (core de reconhecimento da polimerase), o sitio
de ligagcdo para a proteina NSP3 e uma regido rica em purina. O cédon de parada e o triplex de AUG

também estao representados na figura.

Durante a replicacao a fita de RNA de polaridade positiva atua de duas formas:
() como RNAmM para a sintese direta de proteinas e (ii)) como molde para a sintese de
fitas de polaridade negativa para produzir novos segmentos de RNAdf (Chen et al.,
1994). Quando comparado com a maioria dos RNAm celulares, 0 RNAmM dos RV sao
Unicos, pois possuem o Cap na extremidade 5°, entretanto ndo possuem a cauda poli A

na extremidade 3" (Imai et al., 1983).
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Trés proteinas estruturais dos RV (VP4, VP6 e VP7) sédo extensivamente
estudadas devido a sua importancia antigénica, bioquimica e biolégica na montagem e
replicacdo dos RV. O gene VP4 possui 2359 pb de tamanho, com regides 5" e 3" ndo
codificadoras de 9 e 25 nucleotideos, respectivamente. O gene VP4 contem uma longa
ORF de 2325 pb de tamanho capaz de codificar uma proteina de 775 aminoéacidos
(Taniguchi et al., 1989). A andlise da sequénica de amino&cidos revelou os sitios de
clivagem da VP4 em duas subunidades, chamadas de VP5* e VP8* pela acdo da
tripsina. A subunidade VP5* apresenta peso molecular de 60kDa e contém 529
aminoacidos, enquanto a subunidade VP8* apresenta peso molecular de 28kDa e
contem 247 aminoacidos (Gorziglia et al., 1988; Taniguchi et al., 1989; Li et al., 1993).
Dois sitios de clivagem estédo localizados nas argininas 241 e 247, sendo este ultimo o
sitio preferencial de clivagem. Eventualmente, ocorre uma terceira clivagem na arginina
de numero 231. As argininas 241 e 247 estdo conservadas em todas sequéncias de
VP4 analisadas até o momento, sendo que a arginina 247 esta correlacionada com o
aumento da infectividade (Estes, 2001; Martella et al.,, 2003). Entre os sitios de
clivagem de arginina, encontra-se o pepitideo conector (connecting peptide) (Gorziglia
et al., 1988). Quatro cisteinas (aminoacidos 215, 317, 379 e 773) estdo conservadas
em todas as cepas de RV sequenciadas, com excecdo da cepa de RV bovina B223
(Gorziglia et al., 1988). Uma cisteina adicional esta presente na posi¢cao 266 na cepa
de RV humana M37 e na posicdo 203 nas cepas SAll (simia), 486 (bovina) e RV
rhesus (Estes, 2001). Vinte e trés residuos de prolina estdo conservados em todas as
cepas analisadas (Gorziglia et al., 1988), destacando-se os residuos de numero 68, 71,
225 e 226 (Martella et al., 2003). Serina € o aminoacido mais abundante da proteina
VP4 e 56 residuos estdo conservados em todas as cepas analisadas. A regido com
maior numero de serinas conservadas encontra-se entre os aminoacidos 561 e 617
(Gorziglia et al., 1988).

As sequéncias do segmento 4 (codifica para a VP4) de RV pertencentes a
diferentes sorotipos foram comparadas a fim de identificar regibes de divergéncia,
entretanto a variacdo das sequéncias nao sao uniformemente distribuidas (Estes,
2001). Nove regides de divergéncia foram identificadas (Kapikian et al., 2001). A maior

variacado encontra-se entre os aminoacidos 71 e 204 na proteina VP8* (Estes, 2001), a

66



qual também contem a maioria dos sitios antigénicos (Kapikian et al., 2001). A proteina
VP5* possui atividade de neutralizacdo heterotipica com 3 epitopos neutralizantes:
epitopo | localizado entre os aminoacidos 296 e 313 (aminoacido critico numero
305/306 - Leu); epitopo Il localizado entre os aminoacidos residuais 380 e 400
(aminoécido critico numero 392 — Ala) e o epitopo Il localizado entre os amino&cidos
428 e 447 (aminoé&cido critico nimero 434 — Glu) (Taniguchi et al., 1989). A VP8*
possui 5 epitopos neutralizantes: M1-L10, 135-R44, 155-D66, V115-G123 e L223-P234
(Gorziglia et al., 1988; Taniguchi et al., 1989; Li et al., 1993; Padilla-Noriega et al.,
1995; Kirkwood et al., 1996; da Silva et al., 2011).

A VP6 é a principal proteina estrutural dos RV e exerce um papel central na
estrutura dos virions devido a sua interacdo tanto com as proteinas que formam o
capsideo externo (VP4 e VP7) quanto com a VP2, componente do core. Os residuos
de aminoacidos nas posi¢oes 305 (Ala) 310 (Asn), 315 (Glu), 339 (Ser) e 342 (Met) séo
importantes no reconhecimento do epitopo que determina o subgrupo | (SG I) nos RV
do grupo A (Estes, 2001; Kapikian et al., 2001; Martella et al.,, 2003). Locais
imunodominantes da VP6 estdo localizadas em 4 regides: entre os aminioacidos 32-64,
155-167, 208-294 e 380-397 (Kapikian et al., 2001).

A comparacdo de sequéncias de aminoacidos de diferentes cepas de VP7
indicou a existéncia de 9 regifes altamente divergentes. Cada uma dessas regides
apresenta-se extremamente conservada nas cepas de RV pertencentes ao mesmo
sorotipo (Kapikian et al., 2001). Em relacdo aos epitopos neutralizantes da VP7, 6
regides hipervariaveis foram estabelecidas, designadas como: regido antigénica A
(localizada entre os aminoacidos 39 e 50), regido antigénica B (localizada entre os
aminoéacidos 87 e 101), regido antigénica C (localizada entre os aminoacidos 120 e
130), regido antigénica D (localizada entre os aminoacidos 143 e 152), regido
antigénica E (localizada entre os aminoacidos 207 e 220) e regido antigénica F
(localizada entre os aminoacidos 233 e 242) (Dyall-Smith et al., 1986; Gouvea et al.,
1990; Ciarlet et al., 1997b; Trinh et al., 2007; Kapikian et al., 2001, Martella et al., 2003)
(Figura 7).
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Figura 7. Representacdo esquematica do gene 9 (ou gene 8) dos RVA que codifica para a glicoproteina
VP7. Os quadadros brancos representam a regides hipervariaveis do genoma (A-F); AA representa a

posicao dos aminoacidos; NA representa a posi¢do dos nucleotideos.

1.4 Caracteristicas Fisico-Quimicas

A particula infecciosa completa dos RV tem densidade de 1,36g/cm® em CsCl e
sedimenta a 520-530 S em sacarose. Os RV permanecem estaveis tanto em ambientes
com baixa quanto com alta umidade relativa do ar e em pH variando de 3 a 9. Os RV
também sdo termoestaveis entre 50°C e 56°C. Ainda, os RV podem ser destruidos por
ciclos repetitivos de congelamento e descongelamento (Sattar et al., 1984; Murphy et
al., 1999; Estes, 2001; Kapikian et al., 2001; Steele et al., 2004).

RV néo sao inativados na presenca de éter, cloroférmio, aménia ou hipoclorito
(Steele et al., 2004). Contudo, a infecciosidade dos RV diminui significativamente apos
incubacdo a 50°C por 15 minutos (inativacdo), pela acdo de agentes quelantes como
acidoetilenodiaminotetraacético (EDTA) em pH acima de 10, pelo tratamento com
duodecil sulfato de sédio (SDS) e por radiacdo ultravioleta (UV) (Ward e Ashley, 1980;
Kapikian, 2001). Etanol, fenol, formalina e lisol sdo desinfetantes convenientes (Steele
et al., 2004). Etanol a 95% é um desinfetante bastante efetivo na inativacdo de RV,
uma vez que tem a capacidade de remover o capsideo externo da particula viral
(Kapikian et al.,, 2001). Formaldeido 37% (1:10), hexaclorofeno 0,75% (1:3) e

cloramina-T 67% (1:5) séo efetivamente capazes de destruir o RV (Steele et al., 2004).
1.5 Replicacéao viral

Os RV infectam, preferencialmente, os enterécitos do intestino delgado
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(Greenberg e Estes, 2009), entretanto uma ampla variedade de células pode ser
infectada (Crowford et al., 2006; Fenaux et al., 2006). Os estudos iniciais sobre a
replicacdo dos RV foram realizados utilizando-se linhagens celulares continuas de rim
de macaco (MA-104) analisadas por microscopia eletronica (Estes, 2001; Estes e
Kapikian, 2007). Outras informag6es foram obtidas com estudos em células polarizadas
do epitélio intestinal e através de investigacdes sobre etapas especificas do ciclo de
replicacdo utilizando expressdo génica e interacdo proteica em ensaios in Vvitro.
Estudos envolvendo RNA de interferéncia (RNAIi) também tem sido muito utilizados
(Arias et al., 2004; Campagna et al., 2005). De modo geral, os aspectos que envolvem
a replicacao dos RV sdo complexos e unicos (Greenberg e Estes, 2009).

O ciclo replicativo dos RV inicia-se com a adsor¢cao da particula viral completa
(TLP) & membrana plasmatica da célula hospedeira. O processo de adsorcao dos RV é
complexo, envolve diferentes proteinas e ainda ndo foi completamente elucidado.
Sabe-se que € dependente de sodio, que pode ocorrer entre pH 5,5 a 8,0 e a baixas
temperaturas (4°C). Ainda, conhece-se a existéncia de mais de um receptor de
membrana envolvido no processo, sendo um localizado na regido apical da célula
hospedeira e dependente de &cido sialico e outro localizado na regido basolateral da
célula e independente de acido sialico. Em células MA-104 o processo de adsorgao
dura 10-12 horas a temperatura de 37°C (Estes, 2001; Ramig, 2004; Estes e Kapikian,
2007; Guerrero e Moreno, 2012).

A adsorcédo ocorre pela ligacéo entre as espiculas virais do capsideo externo dos
RV, formadas pela proteina VP4 e receptores especificos presentes na membrana
plasmatica da célula alvo. Durante o processo de adsorcéo, a proteina VP4 é clivada
em VP5* e VP8* pela acdo da tripsina pancredtica. A ligacdo da proteina VP5* a
receptores de membrana € independente de &acido sialico. A forma glicosilada da
proteina VP7 também parece estar envolvida no processo de adsorcao, sendo acido-
sialico dependente. Ja foi demonstrado que a VP7 se liga a proteina de choque térmico
cognato 70 (Heat shock cognate protein 70 — Hsc70) e a integrinas (Estes, 2001;
Ramig, 2004; Estes e Kapikian, 2007; Guerrero e Moreno, 2012; Trask et al., 2012)
(Figura 8).

ApOs a adsorcdo, a penetragdo viral pode seguir dois processos distintos:

69



penetracdo direta ou endocitose (indireta). Na penetracdo direta, ocorre a perda do
capsideo externo apds a adsorcdo e a DLP é translocada para dentro do citoplasma
como resultado da clivagem da VP4 em VP5* e VP8* pela acdo da tripsina, a qual
altera a permeabilidade da membrana plasmatica, associado a acdo de enzimas
proteoliticas de provavel origem pancreatica (Graham e Estes, 1980; Bass et al., 1992;
Estes, 2001; Estes e Kapikian, 2007). Na endocitose nao ocorre a agcao das enzimas
proteoliticas e o TLP permanece aprisionado dentro do endossomo. O endossomo se
funde a lisossomos e, aparentemente, ndo ocorre a replicacdo viral, mas sim, a
degradacdo do RV. Esta observacédo sugere que ndo ha desenvolvimento de infeccéo
produtiva quando a penetragéo ocorre por endocitose (Estes, 2001; Venkataram et al.,
2001; Estes e Kapikian, 2007; Santos e Soares, 2008; Trask et al., 2012) (Figura 8).

Outros estudos demonstram que na penetragcao direta a baixa concentracédo de
calcio intracelular é o fator responsavel pelo desnudamento da particula, liberando a
DLP no citoplasma. Ainda, sobre o papel do calcio no processo da penetracdo viral,
alguns trabalhos sugerem que no processo de endocitose a baixa concentracdo de
célcio dentro das vesiculas endociticas solubiliza as proteinas do capsideo externo e
promovem a lise da mesma, liberando a DLP no citoplasma (Chemello et al., 2002;
Pando et al., 2002; Ruiz et al., 2009a; Trask et al., 2012). Experimentos com células
MA-104 demonstraram que a penetracdo sé ocorre quando o sistema esta a 37°C (ao
contrario da adsorc¢éo), pois se faz necessario que a célula hospedeira esteja com suas
atividades metabdlicas ativas (Estes, 2001; Chemello et al., 2002).

Uma vez liberada no citoplasma, a DLP inicia o processo de replicacao viral. A
DLP se mantém integra estruturalmente durante a replicacdo, contendo todas as
enzimas necessarias para a sintese do RNAm, atividades de transcriptase,
nucleotideo-fosforilase, guanililtransferase e metilase. A sintese do RNAm viral é
mediada pela VP1 (RNA polimerase RNA-dependente). A VP1 se mantém inativa na
TLP e passa a desempenhar suas atividades apenas na DLP. Para que a VP1
permaneca ativa € necessario que continue associada a VP6. Provavelmente, a VP6
mantém interacdo conformacional com a VP1, uma vez que sua remocao torna a VP1
inativa (Lawton et al., 2000; Estes, 2001; Ramig, 2004; Estes e Kapikian, 2007; Santos
e Soares, 2008) (Figura 8).
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O RNA gendmico de polaridade negativa serve de molde para a transcricdao dos
RNAmM(s). Estudos demonstram que a transcri¢cdo ocorre dentro do subcore viral, pois é
onde se localiza o complexo enzimatico VP1+VP3. Os RNAmM(s) recém-produzidos
deixam o core através de canais formados pela proteina VP2. Multiplos RNAmM(s)
podem ser liberados simultaneamente. Os RNAmM(s) servem tanto para o processo de
traducdo e sintese de proteinas, quanto de molde para a sintese do RNAdf, dando
origem ao genoma da progénie viral (Lawton et al., 2000; Estes e Kapikian, 2007).

Com excecao da VP7 e da NSP4, todas as VPs e NSPs séo sintetizadas nos
ribossomos livres do citoplasma. A VP7 e NSP4 s&o sintetizadas pelos ribossomos
aderidos ao RER, onde a VP7 é inserida na membrana do RER orientada para o
limen, enquanto a NSP4 é orientada para o citoplasma. A NSP5 € sintetizada por
ribossomos livres, entretanto é glicosilada pelo RER. O processo de traducdo dos
RNAmM(s) € auxiliado pela NSP3 e nao ha participacdo do Complexo de Golgi no
processo de glicosilacdo das proteinas virais (Estes e Kapikian, 2007; Maruri-Avidal et
al., 2008; Santos e Soares, 2008).

A montagem da particula viral ocorre dentro dos viroplasmas, que sao estruturas
especializadas e eletrodensas caracteristicas da replicacdo dos RV. Os mecanismos
envolvidos na montagem da particula viral ainda nao foram completamente
desvendados. O viroplasma contém: o RNAdf sintetizado durante a replicacdo que
permanece complexado as proteinas do core (VP1, VP2 e VP3), VP6, NSP2 e NSP5.
Dessa forma, a DLP é formada dentro do viroplasma. Os viroplasmas contendo DLPs
migram para o RER, onde estdo a VP7 e a NSP4. As demais proteinas ndo-estruturais
(NSP1, NSP3, NSP6) e a proteina estrutural VP4, sintetizadas nos ribossomos livres do
citoplasma, também migram para o RER. A replicacdo do RNAdf ocorre
exclusivamente no interior das DLP e, portanto, nunca sdo encontrados RNAdf livres no
citoplasma celular (Estes, 2001; Silvestri et al., 2004; Campagna et al., 2005; Estes e
Kapikian, 2007; Maruri-Avidal et al., 2008; Trask et al., 2012) (Figura 8).

As DLP montadas no interior dos viroplasmas brotam para o interior do RER,
levando consigo parte da membrana e permanecendo transitoriamente com envoltorio.
A medida que migram pelo interior do RER, recebem as proteinas que irdo formar o

capsideo externo (VP7 e VP4). Acredita-se que a VP4 é acrescentada a particula viral

71



antes desta entrar no RER, uma vez que a maturacao final das particulas ocorre no
interior da organela e é dependente de altas concentracdes de célcio. Dentro do RER,

7

o envoltério € removido, provavelmente por um processo controlado pela NSP4. O
ultimo passo desse processo € a adi¢do da VP7, originando a TLP. A TLP migra pelo
citoplasma e € liberada por lise celular no limen do intestino delgado (Estes, 2001,
Ramig, 2004; Silvestri et al., 2004; Estes e Kapikian, 2007; Maruri-Avidal et al., 2008;

Santos e Soares, 2008) (Figura 8).
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Figura 8. Esquema de replicagédo dos RV.
1.6 Patogénese

A transmissdo do RV é, classicamente, pela via fecal-oral. A infeccdo causa
alteracdes no epitélio do intestino delgado, principalmente no jejuno, resultando em
diarreia (Ramig, 2004; Santos e Soares, 2008). O mecanismo pelo qual o RV causa
diarreia ainda nado foi completamente esclarecido, entretanto inUmeros aspectos
envolvendo a patogénese das infeccbes causadas por RV foram revelados através de
estudos utilizando modelos animais e cultura de células (Barnes e Townley, 1973;
Davidson e Barnes, 1979; Lundgren e Svensson, 2001; Ramig, 2004; Greenberg e

Estes, 2009). Esses trabalhos levam a crer que a diarreia causada por RV dificilmente
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podera ser explicada pela acdo de um Unico processo, mas sim, pela acdo conjunta de
diferentes mecanismos atuando simultaneamente (Anderson e Weber, 2004).

Entre as células que compdem o intestino delgado encontram-se 0s enterdcitos
e as células da cripta. Os enterdécitos sao células maduras (apicais) e ndo proliferativas
gue recobrem as vilosidades; atuam na absor¢cdo dos nutrientes e sintetizam enzimas,
contribuindo para a digestdo dos alimentos. A absor¢cdo dos nutrientes ocorre tanto
pela acdo de mecanismos de difusdo passiva de solutos (e.g. gradiente osmético),
guanto por transporte ativo (Santos e Soares, 2008). As células da cripta (basais) sdo
as células precursoras dos enterdcitos; ndo apresentam capacidade de absorcéo e
secretam ions cloro (CI) no limen intestinal. A atuacdo em conjunto das células da
cripta e dos interceptos estabelece o fluxo bidirecional de eletrélitos através do epitélio
intestinal: absorgdo dos nutrientes pelos enterécitos e secrecdo de Cl™ pelas células da
cripta (Santos e Soares, 2008).

Os RV tem tropismo pelas células apicais que recobrem as vilosidades do
intestino delgado, dessa forma, apds sua ingestdo, o RV é carregado para esta
localidade, onde infecta os enterdcitos maduros (Holmes et al., 1975; Ramig, 2004;
Lopez e Arias, 2006). Ao se propagar nos enterocitos, o RV provoca a descamacao
dessas células (Venkataram et al., 1997; Ramig, 2004). O virus ndo é replicado nas
células da cripta, entretanto com a destruicdo dos enterdcitos, a migracdo dessas
células para as vilosidades é acelerada, provocando a perda temporaria da capacidade
absortiva do intestino e levando ao quadro de diarréia (Venkataram et al., 1997; Ramig,
2004; Santos e Soares, 2008).

Como descrito no item anterior, a internalizacdo do RV nos enterdcitos pode
ocorrer tanto por penetracdo direta quanto por endocitose (Lundgren e Svensson,
2001). Apos a replicacdo citolitica do RV dentro dos enterécitos maduros, as novas
particulas virais podem infectar as por¢cfes mais distais do intestino delgado e/ou
serem excretadas pelas fezes. Durante a infeccdo, cerca de 10'°-10"! particulas virais
por grama de fezes séo excretadas (Desselberger, 1999).

As lesdes causadas pelo RV durante sua replicacdo variam de leves, como
vacuolizacdo e lise dos enterécitos, até graves, como hiperplasia da cripta,

encurtamento e atrofia das vilosidades e formacéo de microvilosidades esparsas e
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irregulares ao longo do epitélio intestinal (Bishop et al., 1973; Ramig, 2004). Entretanto,
0 quadro sintomético da infeccdo por RV néo esta relacionado somente as lesdes
histologicas observadas e possui tanto componentes mal absortivos quanto secretérios
(Ramig, 2004; Lorrot e Vasseur, 2007).

A mé absorcdo é consequéncia da ndo digestdo dos carboidratos, gorduras e
proteinas no lumen intestinal, os quais impedem a absorcdo normal de agua por
osmose (diarreia osmotica) (Lorrot e Vasseur, 2007; Hagbom et al., 2012). Estudos
recentes apontam que a proteina NSP4 exerce papel crucial no desenvolvimento do
guadro diarreico causado por RV, uma vez que exibe funcdes de enterotoxina (Lorrot e
Vasseur, 2007). A NSP4 funciona como mediadora da desrregulacdo da homeostase
de célcio (Ca®") induzida pelo RV. A NSP4 é sintetizada pelos ribossomos aderidos ao
RER e permanece inserida na membrana do mesmo até a formagdo das DLPs.
Durante a migracdo das DLPs pelo RER e formacédo das TLPs, a NSP4 promove a
desestruturacdo de sua membrana plasmatica e o consequente efluxo Ca?* para o
citosol da célula infectada. A alta concentracdo de Ca®" no citosol inibe os sistemas de
co-transporte de sodio (Na') e outros solutos, promovendo a degeneracdo do
citoesqueleto que sustenta as microvilosidades. A destruicdo do citoesqueleto atrofia e
degenera as microvilosidades, além de diminuir a secrecao de dissacarideos e enzimas
digestivas para o limen, acarretando em necrose e descamacado (Ramig, 2004; Lorrot
e Vasseur, 2007) (Figura 9). Ainda, a infeccdo por RV induz um aumento na
concentragido de Na® e diminuicdo da concentracdo de potassio (K*) citoplasmatico
(decorrente da inibicdo dos sistemas de co-transporte). Essas alteracfes intracelulares
de Na* e K também comprometem a absorgéo de cloreto de sédio (NaCl) e nutrientes,
contribuindo para a perda de fluido (Lorrot e Vasseur, 2007; Hagbom et al., 2012).

A NSP4 também parece estar envolvida na destruicdo dos desmossomos,
alterando a permeabilidade paracelular. Essa alteracao libera agua e eletrélitos para o
espaco intersticial e contribui para a diarreia osmética (Ramig, 2004; Lorrot e Vasseur,
2007). Acredita-se ainda que a NSP4 tenha efeito paracrino nas células ndo infectadas,
alterando a fosfolipase C-inositol 1,3,5 trifosfato (PLC-IP3) e liberando Ca* do RER no
citosol (Ramig, 2004).

O componente secretorio da diarreia por RV parece ser secundario a mal
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absorcdo, mas também requer o envolvimento da NSP4 (Santos e Soares, 2008). A
funcdo exata dessa proteina nesse componente ainda ndo esta completamente
definida. A NSP4 atua nas células da cripta, induzindo o aumento da concentracao de
Ca?* no citosol e, consequentemente, promovendo a secrecdo de ClI” no limen
intestinal. A secregao de CI" pode ser decorréncia da NSP4 atuando diretamente como
canal de CI" ou decorréncia da NSP4 ativar um canal de ClI" - Ca?* dependente. Essas
alteracfes culminam com a liberacao de dgua (Ramig, 2004; Lorrot e Vasseur, 2007). A
NSP4 também parece contribuir para o componente secretdrio da diarreia através da
estimulacdo direta do Sistema Nervoso Entérico (SNE), localizado logo abaixo das
vilosidades (Lundgren et al., 2000; Lorrot e Vasseur, 2007).
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Fonte: Ramig, 2004 adaptado pelo autor

Figura 9. Principais eventos da patogenia da infec¢do por RV no epitélio intestinal. As células em cinza
representam enterocitos e a célula em laranja a célula da cripta. Vi: viroplasma; triangulo vermelho:
NSP4; ENS: sistema nervoso entérico.

Estudos recentes sugerem que a infeccdo por RV pode se disseminar pelo
organismo hospedeiro e resultar em uma infeccdo sistémica (Ramig, 2004; Candy,
2007; Medici et al., 2011). Em modelos animais, RV ja foi detectado em Placas de
Peyer, nddulos linfaticos mesentérios, pulmdes, figado, rins e ducto biliar (Ramig,
2004). Manifestacbes neurologicas associadas a infeccdo por RV também séo
relatadas e ocorrem em aproximadamente 2-5% dos casos, variando de convulsdes

benignas a encefalites letais (Takanashi et al., 2010; Medici et al., 2011). Entretanto
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ainda ndo esta claro se o RV permanece ativo e replicando nos sitios extra-intestinais
ou se € apenas transferido passivamente pela corrente sanguinea (Ramig, 2004).
Esses dados juntos sugerem que a patogenia causada por RV pode ser ainda mais

complexa do que é considerada atualmente.

1.7 Classificacdo dos rotavirus

O género Rotavirus engloba virus que infectam somente vertebrados (aves e
mamiferos) (Van Regenmortel et al., 2005). Os RV sao classificados em grupos,
subgrupos, sorotipos e genoétipos de acordo com suas caracteristicas antigénicas e
moleculares. Este critério permite a classificagdo de multiplos grupos e subgrupos e a
existéncia de inumeros sorotipos dentro de cada grupo (Kapikian e Chanock, 1996).

Estudos utilizando técnicas sorolégicas, imunofluorescéncia, ensaios
imunoenzimaticos e microscopia eletrénica, revelaram que os RV possuem um
antigeno comum, a proteina VP6, presente no capsideo intermediario. Esse antigeno
comum foi denominado antigeno de grupo (Estes, 2001). De acordo com o 9° Informe
do Comité Internacional de Taxonomia Viral (9th Report of the International Committee
on Taxonomy of Viruses — ICTV 2012), os determinantes antigénicos de grupo
conferidos pela VP6 permitem a classificacdo dos RV em 5 espécies soroldgicas:
Rotavirus A (RVA), Rotavirus B (RVB), Rotavirus C (RVC), Rotavirus D (RV) e
Rotavirus E (RVE) (http://ictvonline.orq), além de 3 tentativas adicionais de espécies:
Rotavirus F (RVF), Rotavirus G (RVG) e Rotavirus H (RVH) (Van Regenmortel et al.,
2005; Estes, 2001; Ball, 2005; Johne et al 2011; Matthijnssens et al., 2011; Wakuda et

al., 2011; Patton, 2012). Essas espécies de RV sdo comumente chamadas de grupos
de RV (Matthijnssens et al., 2011).

Recentemente, Kindler et al. (2012) realizaram o sequenciamento do genoma
completo de RVF (cepa 03V0568) e RVG (strain 03V0567). Ambos RV possuem as
ORFs que codificam para as proteinas estruturais de VP1 a VP7 e para as proteinas
nao-estruturais de NSP1 a NSP5, localizadas em seus 11 segmentos. A identidade da
sequéncia de nucleotideos comparada com 0s outros grupos de RV varia de 29,8% a

61,7% para RVF e, de 29,3% a 65,9% para RVG, confirmando as suas respectivas
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classificacdes em espécies distintas.

RVA, RVB e RVC estdo associados a gastroenterites agudas em humanos e
animais, sendo o RVA epidemiol6gicamente importante em humanos, bovinos e outros
animais. O RVB foi detectado em humanos, bovinos, carneiros, suinos, cabras e ratos;
RVC infecta suinos, humanos, bovinos, caes e furdes (ferrets) (Estes, 2001). Os RVD,
RVE, RVF e RVG foram detectados somente em animais (Kapikian et al, 2001;
Kapikian e Estes, 2002; Ball, 2005; Matthijnssens et al., 2011). RVD, RVF e RVG
afetam apenas aves, sendo que o RVD foi detectado em frangos, faisdes e perus; RVF
em frangos e faisoes e RVG em frangos. O RVE foi detectado apenas em suinos
(Estes, 2001; Steele et al., 2004; Villarreal et al., 2006; Dhama et al., 2009). RVH
(cepas J19, B219 e ADRV-N) foi detectado em humanos na China (Jiang et al., 2008;
Nagashima et al., 2008; Johne et al., 2011) e Bangladesh (Alam et a., 2007) e, mais
recentemente, em suinos no Japao (cepa SKA-1) (Wakuda et al., 2011) e no Brasil
(cepas BR60, BR63 e BR59) (Molinari et al., 2014). Os RV mais prevalentes, tanto em
humanos quanto em animais, sdo os RVA (Matthijnssens et al., 2011). Dessa forma, os
demais grupos de RV podem ser comumente denominados de RV do grupo néao-A.

O padréo de migracdo dos 11 segmentos de RNAdf em eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA) também pode ser utilizado como ferramenta alternativa na
classificacdo presuntiva dos grupos de RV (Ciarlet e Estes, 2002; Martella et al.,
2007a). Baseando-se nessa propriedade caracteristica dos RV e considerando aqueles
RV capazes de infectar tanto humanos quanto animais, 0 RVA apresenta padrdo de
migracado 4-2-3-2; o RVB apresenta padrdo de migracdo 4-2-2-3 e o RVC apresenta
padrdo de migracao 4-3-2-2 (Snodgrass et al., 1984; Gouvea et al., 1991; Saif e Jiang,
1994; Ciarlet e Estes, 2002; Steele et al., 2004; Dhama et al., 2009) (Figura 10).

1.8 Rotavirus do grupo A
Os trés grupos de RV que infectam humanos (A, B e C) tém caracteristicas
epidemioldgicas e importancia em saude publica marcadamente distintas (Meleg et al.,

2008). O RVA é mundialmente reconhecido como o principal enteropatégeno causador

de gastroenterite grave em criangas e animais (Estes e Kapikian, 2007; Matthijnssens
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et al., 2008b).

Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/File:Rotavirus_A,_B_C_PAGE.jpg

Figura 10. Eletroforese em gel de poliacrilamida evidenciando o padrao de migragdo caracteristico dos
11 segmentos de RNAdf dos RVA, RVB e RVC.

1.8.1 Classificacao dos rotavirus do grupo A

O RVA ¢é classificado utilizando diferentes abordagens, incluindo: (i)
propriedades antigénicas da VP6, VP7 e VP4 (subgrupos, sorotipos G e sorotipos P,
respectivamente); (i) padrdo de migracdo dos 11 segmentos de RNAdf em EGPA
(longo, curto, super-curto ou atipico); (iii) padrdo de hibridizacdo do genoma completo
de RNA (genogrupos) e (iv) andlise das sequéncias nucleotidicas (genotipos) (Estes e
Kapikian, 2007; Matthijnssens et al., 2011).

1.8.1.1 Genogrupos de rotavirus grupo A

A relacdo genética de parentesco entre segmentos homologos do genoma
RNAdf dos RVA é avaliada através de ensaios de hibridacdo RNA-RNA (Nakagomi et
al., 1989) e, mais recentemente, através de comparacdes diretas de sequéncias de
nucleotideos (Matthijnssens et al.,, 2008b). A hibridizacdo RNA-RNA forneceu

evidéncias moleculares que mostram a relacdo genética proxima existente entre cepas

78



de RVA humanas e animais (Matthijnssens et al., 2008b).

A utilizacdo dessas metodologias permitiu que trés genogrupos humanos fossem
estabelecidos para os RVA humanos, representados pelas amostras de referéncia Wa
(G1P[8]), DS-1 (G2P[4]) e AU-1 (G3P[9]) (Nakagomi et al., 1989; Matthijnssens et al.,
2008b). Diversos genogrupos animais também foram identificados, entretanto a relacao
genética entre eles e destes com o0s genogrupos humanos ainda nédo foi

completamente elucidada (Nakagomi et al., 1991).

1.8.1.2 Subgrupos de rotavirus grupo A

Historicamente, a VP6 foi a primeira proteina a ser usada na classificacdo do
RVA, uma vez que apoés a infecgao, anticorpos contra VP6 sdo facilmente detectados
(Svensson et al., 1987; Ciarlet e Estes, 2002). Os ensaios diagnoésticos imunologicos
mais sensiveis também sao baseados nessa proteina (Matthijnssens et al., 2008b).

A VP6 apresenta epitopos diferentes, os quais permitem classificar o RVA em
subgrupos (SG) distintos: SG | (comum em animais e pouco frequente em humanos),
SG Il (comum em humanos e pouco frequente em animais), SG I+ll (pouco frequente
em humanos e animais) e SG nao-l ndo-Il (comum em aves e pouco frequente em
humanos e animais). Esses SG séo identificados de acordo com a reatividade que o
RVA apresenta contra anticorpos monoclonais (MAbs) (Hoshino e Kapikian, 1994;
Estes e Kapikian, 2007; Matthijnssens et al., 2008b). Mais recentemente, com base em
caracterizacado molecular, somente 2 grupos (também denominados genogrupos) foram
diferenciados entre os RVA: o genogrupo |, formado pelo SG [; e o genogrupo Il que
contém os SG Il, SG I+l e SG ndo-I ndo-Il (Iturriza-Gomara et al., 2002; Matthijnssens
et al., 2008b).

1.8.1.3 Perfil eletroforético dos rotavirus do grupo A
Como citado anteriormente, os 11 segmentos de RNAdf do RVA apresentam o

padrdo de migragao eletroforético 4-2-3-2. Esse padréo é dividido em 4 classes: Classe

| composta pelos segmentos 1, 2, 3 e 4; Classe |l composta pelos segmentos 5 e 6;
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Classe lll composta pelos segmentos 7, 8 e 9 e Classe IV composta pelos segmentos
10 e 11 (Figura 11) (Lourenco et al., 1981).

Os genes 10 e 11 (que compdem a Classe V) apresentam posicoes diferentes
gue variam de acordo com maior ou menor velocidade de migragéo, caracterizando os
padrdes eletroforéticos “longo”, “curto” e “super-curto” (Lourengo et al., 1981). Na
maioria das vezes, as amostras de RVA com perfil eletroforético “longo” pertencem ao
SGll, enquanto aquelas que apresentam perfil eletroforético “curto” pertencem ao SGI
(Estes e Kapikian, 2007).

1 2 3
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1.2.:3:4 —
—dl
~
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10 L—
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Fonte: Urbina et al., 2004 modificado pelo autor

Figura 11. Eletroforese em gel de poliacrilamida evidenciando o padrédo de migragdo caracteristico dos
11 segmentos de RNAdf de RVA. Os numeros a esquerda indicam os segmentos de RNAdf referentes
as quatro regides variaveis do genoma e suas respectivas classes. As linhas 1 e 2 evidenciam amostras
de RVA que apresentam padrdo longo de migracdo eletroforética, enquanto a linha 3 evidencia amostra

de RVA gque apresenta padrao curto de migracéo eletroforética.

1.8.1.4 Sistema binario de classificacdo dos rotavirus do grupo A

Em 1989, um sistema binario de classificacdo (derivado do sistema de
classificacdo utilizado para os virus influenza) foi estabelecido para RVA, sendo
baseado em reac¢des imunoldgicas e na estrutura dos genes das duas proteinas que

compdem o capsideo externo, VP7 e VP4, as quais, independentemente, estimulam a
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producao de anticorpos neutralizantes (Ciarlet e Estes 2002). Dessa forma, as cepas
de RVA séo classificadas em VP4 ou “sorotipos P” (P refere-se a sensivel a protease —
protease sensitive) e VP7 ou “sorotipos G” (G refere-se a glicoproteina - glycoprotein)
(Estes e Kapikian, 2007; Matthijnssens et al., 2008b).

A classificacdo dos RVA em sorotipos VP7 e VP4 é realizada por ensaios de
neutralizacdo cruzada utilizando soros hiperimunes. Essa técnica é demorada, requer
colecBes virais, reagentes imunoldgicos apropriados e esta disponivel em poucos
laboratérios de pesquisa. Com o advento da biologia molecular, principalmente a
reacdo em cadeia pela polimerase e o0 sequenciamento genético, a classificacdo
antigénica vem sendo gradualmente substituida pelo sistema de classificagdo das
proteinas VP4 e VP7 em “gendtipos” com base na identidade entre as sequéncias dos
segmentos de genes cognatos de RVA (Matthijnssens et al., 2008b). O gene 9 que
codifica para a proteina VP7 contem 6 regides sorotipo-especificas (hipervariaveis)
nomeadas de A a F. Essas regifes sédo constituidas de aminoacidos altamente
conservados entre as cepas do mesmo sorotipo, porém com variacdes entre cepas de
sorotipos diferentes (Trinh et al., 2007). A proteina VP4 é clivada em duas subunidades
proteicas indicadas com asterisco: VP5* e VP8*. A VP8* possui os sitios sorotipos-
especificos localizados na regido hipervariavel entre o0 aminoacidos 71 e 204 (Gorziglia
et al., 1988; Taniguchi et al., 1989; Li et al., 1993).

Até o momento, 27 genodtipos G e 37 genotipos P foram descritos em RVA
provenientes de humanos e animais (Matthijnssens et al., 2011; Trojnar et al., 2013).
Os ensaios de neutralizacdo e os de biologia molecular revelam resultados
concordantes quanto a classificacdo da VP7 e, dessa forma, os RVA sado designados
guanto ao sorotipo/gendtipo G por um Unico numero arabico (e.g. G1, G2, G3, e assim
por diante). Entretanto, 0 mesmo néo ocorre com a classificacdo da VP4, a qual exibe
resultados discordantes, existindo um sistema duplo para a tipagem P. Os sorotipos P
(quando conhecidos) sao designados por numeros arabicos, eventualmente seguidos
por uma letra maiuscula (e.g. P1A, P2C, P6), enquanto os genétipos P séo designados
por nameros arabicos entre colchetes (e.g. P[8], P[4]). Quando a classificacao
sorotipica e genotipica de P sdo conhecidas, a VP4 pode ser representada por ambas
as designacbes (e.g. P1A[8], P1B[8], P2C[6], P4[10]). A classificagdo de P em
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gendtipos € o método mais utilizado, devido a grande dificuldade em se padronizar os
ensaios para determinacéo de sorotipos VP4 (Estes e Kapikian, 2007; Matthijnssens et
al., 2008b; Greenberg e Estes, 2009).

1.8.1.5 Nomenclatura dos rotavirus do grupo A

A nomenclatura das amostras de RV pertencentes aos diferentes grupos segue
as normas estabelecidas pelo ICTV. Entretanto, esta nomenclatura é mais amplamente
empregada para os RVA, devido & sua reconhecida importancia epidemiolégica nas
diferentes espécies animais, incluindo os humanos, e sua complexa diversidade
genética (Matthijnssens et al., 2011).

O ICTV sugere que a amostra de RV seja identificada da seguinte forma: “Grupo
ou espécie de RV/espécie de origem/pais de origem/nome comum/ano de
identificacdo/Tipo-G e tipo-P”, onde: (a) O grupo ou espécie de RV refere-se aos RVA,
RVB, RVC, etc; (b) A espécie de origem contém dois componentes. O primeiro
componente considera 3 fatores: (i) animal onde o RV foi detectado (e.g. humana,
bovina, suina); (i) se a amostra foi detectada no ambiente (e.g. esgoto, solo, rio), a
abreviacdo “Env’ deve ser utilizada e (iii) se a espécie for desconhecida, a
denominagéao “X” devera ser empregada. O segundo componente se refere a utilizacéo
de “-wt” para tipo selvagem (wild type); “-tc” para adaptado de cultura de tecido (tissue
culture-adapted) e “-lab” para amostra gerada em laboratério (laboratory-generated); (c)
O pais de origem € identificado por trés letras de acordo com

https://www.cia.gov/library/publications/the-world-factbook/appendix/appendix-d.html; (d) O nome

comum se refere a identificagdo da amostra, sendo nomeada pelos investigadores ou
laboratoério que a identificou; (e) O ano de identificac&o utilizando o formato “yyyy”; se o
ano for desconhecido devera ser representado por “XXXX”; (f) O Tipo-G identificado
pelo seu numero arabico correspondente (e.g. G1, G2); se o gendtipo for desconhecido
devera ser representado por “GX”; (g) O Tipo-P identificado por “Py[z]", onde y
representa o numero do seu sorotipo e z (entre colchetes) o nimero de seu gendtipo;
se o sorotipo de P for desconhecido, utiliza-se somente o gendtipo “P[z]”; se 0 gendtipo

P for desconhecido utiliza-se “Py[X]” ou “P[X]". Dessa forma, uma amostra padrao de
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RVA é descrita como “RVA/Simian-tc/USA/RRV/1975/G3P[3]” (Van Regenmortel et al.,
2005; Matthijnssens et al., 2011).

1.8.1.6 Sistema de classificacdo do genoma completo de rotavirus do grupo A:
constelacéo de gendtipos

Em abril de 2008, um sistema de classificacdo baseado na andlise nucleotidica
do genoma completo foi proposto para o RVA (Matthijnssens et al., 2008b;
Matthijnssens et al., 2011). Esse sistema atribui um genétipo especifico para cada um
dos 11 segmentos de RNAdf com base na identidade nucleotidica e percentuais de cut-
off (Matthijnssens et al., 2008b), onde os genes VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-
NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 das cepas de RVA séo descritos utilizando as abreviacdes
Gx-P[x]-1x-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx (x representa o numero arabico iniciando-se a
partir do 1), respectivamente (Matthijnssens et al., 2008b; Matthijnssens et al., 2011).
Dessa forma, a cepa RVA/Horse-tc/GBR/L338/1991/G13P[18] é classificada como
“G13-P[18]-16-R9-C9-M6-A6-N9-T12-E14-H11” (Tabela 2) (Matthijnssens et al., 2012).

Os valores percentuais de cut-off para cada um dos 11 segmentos do genoma
de RVA foram calculados com base nas sequéncias das ORFs completas. Se apenas
uma sequéncia parcial da ORF proveniente de um determinado segmento do genoma
estiver disponivel, ndo é possivel atribuir o gendtipo de forma correta, uma vez que a
diversidade genotipica ha ORF completa ndo € constante. Algumas regifes da ORF
podem ser altamente variaveis, enquanto outras podem ser mais conservadas. Aplicar
estas percentagens de cut-off para apenas uma parte da ORF, pode levar a conclusdes
erradas. Uma sequéncia parcial do gene podera ser utilizada para atribuir um genotipo
de RVA guando pelo menos 50% da sequéncia da ORF for determinada, sendo que a
sequéncia deve ter tamanho =2500pb. Ainda, a identidade da cepa a ser determinada
(quando comparada a cepa pertencente a um genotipo estabelecido) devera ser de
pelo menos 2% superior ao valor de cut-off determinado (Tabela 2) (Matthijnssens et
al., 2008b).
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Tabela 2. Classificacdo dos gendtipos dos 11 segmentos de RNAdf de RVA de acordo com o percentual
de identidade nucleotidica (cut-off).

Proteina Percentual de Nimero de genbtipos Nome dos genétipos
identidade (valor de
cut-off)

VP7 80% 26G Glicoproteina

VP4 80% 35P[z] sensivel a Protease

VP6 85% 16l capsideo Intermediario

VP1 83% 9R RNA polimerase - RNA
dependente

VP2 84% 9C proteina do Core

VP3 81% 8M Metiltransferase

NSP1 79% 162 Antagonista a interferon

NSP2 85% 9N NTPase

NSP3 85% 12T Translation Enhancer

NSP4 85% 14E Enterotoxina

NSP5 91% 11H pHosphoprotein

Fonte: Matthijnssens et al., 2008b; Matthijnssens et al., 2011 modificado pelo autor

A analise da sequéncia completa do genoma do RVA aumentou
significativamente a capacidade de reconhecer as relacbes genéticas entre as cepas
humanas e animais (Matthijnssens et al., 2011). Visando a manutencao, avaliacao e
desenvolvimento do sistema de classificacdo dos RV, foi criado o Grupo de Trabalho
para Classificacdo dos Rotavirus (Rotavirus Classification Working Group — RCWG)
composto por pesquisadores do mundo todo (Matthijnssens et al., 2011).

O RCWG também atua junto ao National Center for Biotechnology Information
(NCBI) no desenvolvimento de um banco de dados especifico para depositar as
sequéncias de RV. Esse banco ira conter sequéncias genbmicas completas e anotadas
utilizando a ferramenta VIGOR (Viral Genome ORF Reader), assim como diversos tipos
de metadados (e.g. clinicos e epidemioldgicos), os quais irdo prover informacfes
adicionais importantes aos investigadores. O novo banco de dados de RVA sera
semelhante ao banco de dados disponivel para o virus influenza (Influenza Virus

Resource) e pretende normatizar a nomenclatura das cepas para RVA (Wang et al.,
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2010; Matthijnssens et al., 2011).

1.8.2 Imunidade contra rotavirus do grupo A

Embora muitos estudos tenham sido realizados visando compreender a resposta
imune resultante da infecgdo por RVA em humanos e animais, 0s mecanismos que
conferem essa protecédo ainda ndo estéao totalmente desvendados (Linhares e Bresee,
2000). Acredita-se que a protecao contra os RVA envolva anticorpos locais (mucosas),
sisttmicos e a resposta imune celular (Bishop et al.,, 1983; Offit et al., 1986).
Investigacdes sobre o papel da imunidade celular na infecgdo por RVA séo realizadas
principalmente utilizando modelos animais e cultura de células (Offit, 1996; Angel et al.,
2012), entretanto, entre os modelos animais, somente coelhos, camundongos lactentes
e leitbes gnotobidticos mimetizam a infecgdo de RVA em criangas (Molyneaux, 1995).

A inducédo do sistema interferon (INF) proveniente da defesa celular inata é
crucial no controle das infec¢des virais em geral, e 0 RVA ndo é uma excecdo. O RVA
€ reconhecido pelas células do sistema imune, as quais evocam a cascata de eventos
gue conduzem a ativacdo de fatores de transcricdo, fator regulatorio de INF 3 (IFN
regulatory factor 3 - IRF3) e fator nuclear Kappa B (Nuclear Factor-KappaB - NF-kB).
Esses fatores, por sua vez, induzem a liberacdo de INFs tipo | (INF-a e INF-b) (Wilkins
e Gale, 2010; Lopez e Arias, 2012). Estudos recentes revelaram que o RVA utiliza
diferentes estratégias para evadir a resposta imune celular; sendo que cada estratégia
parece ser especifica para o tipo de cepa de RVA e tipo celular utilizados (Lopez e
Arias, 2012).

O RNAdf parece ser o principal mediador envolvido na inducdo de INF em
resposta a infeccao viral. Sensores celulares detectam a presenca do RNAdf e ativam
uma cascata de eventos que promove a inibicdo da sintese de proteinas celulares e a
transcricdo dos genes que codificam para INF e citocinas, induzindo a morte celular
(Rehwinkel e Reis e Sousa, 2010; Lépez e Arias, 2012). Acredita-se que o RNAdf dos
RVA permaneca escondido do sistema INF, uma vez que a replicacdo viral ocorre
dentro dos viroplasmas (McDonald e Patton, 2011). Entretanto, alguns estudos

demonstram que o RNAdf dos RVA pode ser detectado no citoplasma fora dos
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viroplasmas em células infectadas (Rojas et al., 2010).

A infeccdo natural por RVA confere protecdo clinica significativa durante uma
evetual reinfeccdo (Linhares e Bresee, 2000; Angel et al, 2012). Estudos de coorte
conduzidos no México e em Guiné-Bissao mostraram que episédios recorrentes de
infecgdo por RVA séo significativamente mais brandos que o primeiro. Um episédio de
infeccdo por RVA apresenta uma eficacia protetora contra uma segunda infeccdo de
70% e 77% em Guiné-Bissao e México, respectivamente (Velazquez et al., 1996;
Fischer et al., 2002). Entretanto, essa protecdo pode ser de curta duracdo, incompleta
(Bishop et al., 1983) ou idade-dependente (Ward et al., 2006). Por outro lado, um
estudo recente conduzido na India demonstrou que a gravidade da diarréia por RVA
nao diminuiu de forma significativa entre a primeira e a segunda infecgdo, mas sim,
entre a segunda e a terceira infeccao (Gladstone et al., 2011). Nessa coorte indiana
houve uma incidéncia de 53% de infeccdo por RVA afetando criancas de
aproximadamente 6 meses de idade, logo apos o declinio dos anticorpos maternos
adquiridos pela via transplacentaria (Gladstone et al.,, 2011; Angel et al., 2012).
Considerando-se que a capacidade de producédo de anticorpos é idade-dependente,
uma infeccado primaria por RVA tdo precoce pode nédo induzir de forma eficiente a
resposta protetora do sistema imune e, consequentemente, diminuir a eficacia da
infeccdo natural em induzir altos niveis de anticorpos protetores (Ward et al., 2006;
Angel et al., 2012). A ocorréncia desse evento pode ser justificada pelo fato dos RVA
apresentarem mdaltiplos grupos, subgrupos e sorotipos virais (Anderson e Weber,
2004).

Estudos conduzidos com adultos voluntarios, avaliando-se tanto infeccBes
naturais quanto ensaios vacinais, indicam que a presenca de anticorpos séricos pode
ser considerada um bom marcador de protecdo. O papel dos anticorpos intestinais
(considerando que o sitio de replicacdo do RVA é o intestino delgado) na protecédo da
infeccdo ainda ndo foi demonstrado de forma consistente, devido a dificuldade de
coleta de fluidos entéricos de criancas com diarreia, a instabilidade dos anticorpos no
intestino e a variacdo na sensibilidade dos métodos de deteccéo utilizados. Ainda, os
niveis das células Natural Killers (NK), linfécitos T citotoxicos (CTL) e citocinas, as

guais podem exercer efeitos reais na protecado contra a infeccdo por RVA, sdo muito
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dificeis de serem mensurados (Jiang et al., 2002).

Tanto infec¢des primarias quanto secundarias causadas por RVA sdo capazes
de promover a producdo de anticorpos das classes IgG, IgM e IgA no soro, saliva e
secrecdes intestinais (Richardson e Bishop, 1990; Bhan et al., 1993). A VP6 é
reconhecidamente a proteina mais imunogénica, estimulando a producdo de IgA,
principalmente, na mucosa do intestino delgado (Burns et al., 1996). A presenca de IgA
contra a VP6 em secrec0Oes reflete a habilidade de neutralizacdo viral pelo hospedeiro
e, consequentemente, imunidade de mucosa e resisténcia a reinfeccdo (Molyneaux,
1995).

Sabe-se que as proteinas VP7 e VP4 também sdo capazes de estimular a
producéo de anticorpos séricos neutralizantes, conferindo protecéo sorotipo-especifico
(homotipica) aos hospedeiros (Offit et al., 1986; Hoshino et al., 1988; Ward et al.,
1996). Embora a resposta imunologica classica dos RVA seja homotipica, também
existe uma limitada resposta heterotipica, reagindo de forma cruzada com os multiplos
sorotipos (Jiang et al., 2002). Estudos indicam que anticorpos contra RVA especificos
para VP7 ou VP4 precisam estar presentes na superficie da mucosa intestinal, a fim de
conferir protecdo contra a infeccdo, prevenindo a ligacdo viral com os enterdcitos ou
inativando o virus. Entretanto, parece nao fazer diferenca o tipo de anticorpo presente,
seja IgA ou IgG, contanto que sua producdo seja induzida em magnitude grande o
suficiente na superficie da mucosa entérica (Jiang et al., 2002).

O desenvolvimento da imunidade homotipica versus a heterotipica apos a
infeccdo natural (ou vacinacdo) € um fenbmeno complexo e ainda nao foi
completamente elucidado (Ward et al., 2010). Diversos estudos relatam a ocorréncia de
reinfeccdes pelos mesmos gendtipos G ou P. Esses estudos dao suporte a hipotese de
gue as infeccbes naturais por RVA realmente produzem uma protecdo incompleta
(O'Ryan et al., 1994). Como citado anteriormente, o hospedeiro pode sofrer varias
infeccbes por RVA durante a vida. Infeccdes repetidas por RVA induzem ambas as
respostas, homotipica e heterotipica (Parashar et al., 1998), sendo a presenca de
anticorpos séricos um componente critico no mecanismo de defesa do hospedeiro e
protecdo contra a diarréia por RVA (Jiang et al.,, 2002). Entre as possibilidades na

inducdo da resposta heterotipica estdo a producdo de anticorpos protetores contra
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epitopos heterotipicos presentes na VP4 ou VP7, acdo protetora dos anticorpos contra
antigenos comuns presentes na VP6 ou NSP1, ou ainda, reagdo cruzada protetora das
células T (Angel et al., 2012).

Considerando que a presenca de anticorpos no intestino delgado no momento
de exposicdo ao RVA é fundamental para a prevencao da infeccao, a presenca desses
anticorpos neutralizantes no colostro ou leite materno também deve ser importante
(Molyneaux, 1995). Embora anticorpos sorotipo-especificos tenham sido detectados no
leite materno, a funcéo do aleitamento na protec&do contra a gastroenterite infantil ainda
requer estudos adicionais (Kapikian et al., 2001). Assim, a imunidade passiva que
ocorre pela transferéncia de anticorpos através da placenta durante a gravidez e no
periodo de aleitamento parece proteger os neonatos da infeccdo por RVA (Yolken et
al., 1985; Offit e Clark, 1995). Entretanto, alguns estudos também demonstraram que
nao ha protecdo contra a infec¢cdo por RVA através da amamentacao (Clemens et al.,
1993). E importante ressaltar que existem fatores de confundimento (confundidor ou de
confus@o) nos estudos que analisam a relacdo entre infeccdo por RVA e aleitamento
materno, tais como classe social e maes fumantes, além da presenca de inibidores de
tripsina no leite materno (Molyneaux, 1995).

De modo interessante, a imunidade passiva conferida aos primatas, roedores e
coelhos neonatos ndo é observada em outros animais recém-nascidos, onde o pico de
susceptibilidade a infec¢cdo por RVA ocorre nos primeiros dias de vida, seguido de um
rapido desenvolvimento de imunidade (Molyneaux, 1995; Saif e Fernandez, 1996). Nos
ungulados (animais de cascos), como porcos e bezerros, a estrutura da placenta nao
permite a transferéncia de anticorpos via intrauterina (Snodgrass e Browning, 1993;
Saif e Fernandez, 1996). Estes animais nascem desprovidos de imunoglobulinas e as
adquirem unicamente através da ingestdo de colostro em até 48 horas apds o
nascimento (Saif e Fernandez, 1996; Parrefio et al., 2004). Essa condicdo também foi
observada em um estudo realizado com carneiros gnotobiéticos recém-nascidos
(Snodgrass e Wells, 1976).

Outra peculiaridade baseia-se no fato de que a imunoglobulina predominante no
leite de ruminantes é do tipo IgG, enquanto em humanos e suinos a principal

imunoglobulina secretada nesse fluido é a IgA. A IgA é produzida localmente dentro
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das glandulas mamarias por células oriundas do intestino e garante que 0s neonatos
recebam anticorpos capazes de protegé-los contra patdogenos entéricos endémicos na
populacdo. Entretanto, apenas uma pequena porcdo dessas IgA consegue ser
absorvida pelo sangue. O conhecimento dessas diferencas pode ser til para o
desenvolvimento de vacinas e estratégias de imuniza¢fes passivas (Saif e Fernandez,
1996; Parreiio et al., 2004).

1.8.3 Diagndstico dos rotavirus do grupo A

A deteccao de RVA pode ser realizada empregando-se diversas metodologias:
(i) isolamento viral utilizando células primarias das linhagens celulares AGMK (células
de rim macaco verde africano - African Green Monkey Kidney cells), MA-104 (células
de linhagem de rim fetal de macaco Rhesus), MDBK (Madin and Darby Bovine Kidney
cells) e PK-15 (células de rim suino) (Ward et al., 1984; Aboudy et al., 1989); (ii)
microscopia eletrénica; (iii) eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA); (iv) ensaios
imunoenzimaticos (EIAs); (v) dot-immunoblotting; (vi) teste de imunofluorescéncia; (vii)
teste de imunoperoxidase; (viii) hemaglutinacdo passiva; (ix) teste de aglutinacdo em
latex e (x) hibridizacéo dot blot (Chauhan e Singh, 1996; Murphy et al., 1999; Malik et
al., 2005; Dhama et al., 2009).

Atualmente, tanto o diagnéstico quanto a tipagem molecular dos RVA é
realizada utilizando transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase
(RT-PCR); nested/multiplex RT-PCR e; Polimorfismo de Fragmentos de DNA/RNA
obtidos por Enzimas de Restricao (Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP)
(Alfieri et al., 2004; Steele et al., 2004). Métodos de sequenciamento genético,
hibridizacdo RNA-RNA e microarray, bastante sensiveis e capazes de discriminar
infeccbes mistas por RVA, também estdo sendo desenvolvidos e empregados (Dhama
et al., 2009).

O método de diagnéstico laboratorial mais amplamente utilizado € o EIA, o qual
detecta o antigeno de grupo dos RVA (VP6) diretamente nas fezes (Cortese e
Parashar, 2009). RVA é excretado em grande quantidade pelas fezes durante os

episodios de diarréia e pode ser detectado por EIA até uma semana apos a infecgédo
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ou, até 30 dias, no caso de pacientes imunocomprometidos (Parashar et al., 1998).
Diversos kits comerciais de EIA estao disponiveis no mercado. Esses kits sao rapidos,
altamente sensiveis e faceis de utilizar, tornando-os muito apropriados para o

diagnéstico clinico e vigilancia dos RVA (Cortese e Parashar, 2009).

1.8.4 Epidemiologia dos rotavirus do grupo A

A infecc@o por RVA € ubiqua, afetando humanos e animais de todas as idades
(de Castro et al., 1994; Timenetsky et al., 1996; Parashar et al., 1998). Cerca de 95%
das criancas em todo o mundo sofrem infecgcdo por RVA entre 3 e 5 anos de idade
(Parashar et al., 1998). RVA é a causa mais comum de diarreia em criangas <3 anos
ao redor do mundo, atingindo pico de incidéncia entre criancas nas idades de 4 a 36
meses, as quais sao mais susceptiveis a hospitalizacdes, principalmente devido a
desidratacédo (Gouvea et al., 1991; Parashar et al., 1998); além do significativo impacto
econdmico (Afonso e Antunes, 2007). RVA é a principal causa de mortalidade e
morbidade relacionada a diarreia na América Latina e Caribe, onde se estima que
ocorra 8.000 mortes em <5 anos anualmente (Tate et al., 2012).

Infeccbes em neonatos sdo frequentemente assintomaticas, provavelmente
devido a transferéncia passiva de anticorpos maternos. Quando ocorrem infeccfes
sintomaticas em neonatos, geralmente estdo associadas a cepas nao usuais de RVA
(Parashar et al., 1998). As infeccfes sintomaticas acometem principalmente criancas
na faixa etaria de 6 meses a 2 anos de idade, e 0 RVA é um dos principais patégenos
envolvidos em surtos de diarreia hosocomial em creches e pré-escolas (de Castro et
al., 1994; Timenetsky et al., 1996; Timenetsky et al., 2004; Leung et al., 2005).

Infeccbes por RVA em adultos sdo geralmente assintomaticas ou subclinicas
devido a presenca de anticorpos neutralizantes, os quais foram adquiridos durante
infeccbes naturais primarias e/ou secundarias. Quando a doenca diarreica acomete
jovens e adultos, geralmente, esta associada a surtos esporadicos em ambientes
fechados como escolas, locais de trabalho e hospitais. Ocasionalmente, o RVA pode
causar doenga nos pais de criangas doentes, imunocomprometidos (incluindo aqueles

pacientes com HIV), idosos e viajantes (de Castro et al., 1994; Timenetsky et al., 1996;
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Parashar et al., 1998; Timenetsky et al., 2004; Leung et al., 2005; Morillo et al., 2010a).

Uma caracteristica chave na epidemiologia dos RVA €é o0 seu padrdo
marcadamente sazonal (Turcios et al., 2006), entretanto, 0(S) mecanismo(s)
responsavel(s) por esse padrdo de sazonalidade ainda ndo esta(do) claro(s) (e.g.
umidade relativa, temperatura média, densidade populacional) (Parashar et al., 1998;
Greenberg e Estes, 2009). Em climas temperados, a infeccdo por RVA ocorre nos
meses mais frios e secos do ano (outono e inverno) e, em climas tropicais, as taxas
tendem a ser igualmente distribuidas ao longo do ano (Parashar et al.,, 1998;
Greenberg e Estes, 2009).

Por outro lado, uma revisdo sistematica conduzida por Levy et al. (2009)
demonstrou que um maior numero de infec¢cdes por RVA também ocorre nos meses
mais frios e secos do ano mesmo em paises tropicais. No Brasil, a sazonalidade do
RVA é variavel, com aumento de incidéncia entre os meses de maio a setembro
(periodo mais frio e seco) nos Estados das regides Central, Sul e Sudeste. Nas regides
Norte e Nordeste do pais, a ocorréncia de RVA se distribui de maneira uniforme
durante o ano todo (Pereira et al., 1993).

A vigilancia epidemiolégica intensiva e continuada de RVA é realizada no Brasil
desde a década de 80, quando foi implantada uma rede de laboratérios em oito
Estados (Goias, Santa Catarina, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Pernambuco, Maranhdo e Para) e no Distrito Federal (Timenetsky et al., 1993;
Timenetsky et al., 1996; Timenetsky et al., 2004).

Nos animais, a infeccdo por RVA é a principal causa de diarreia em gado em
todo o mundo (Saif et al., 1994). Bezerros sdo bastante susceptiveis a infeccao por
RVA nas 2-3 primeiras semanas de idade (Murphy et al., 1999; Steele et al., 2004;
Dhama et al., 2009), resultando em perdas econdémicas significativas relacionadas aos
custos de tratamento e reducdo no ganho de peso dos animais (Saif et al., 1994). Apos
os 3 meses de idade, os bezerros, geralmente, ndo sdo mais infectados (Dodet et al.,
1997). Entretanto, em bezerros de bufalos, a infeccdo por RVA é observada até os 6
meses de idade (Muniappa et al., 1987). Segundo a literatura internacional, a incidéncia
e prevaléncia da infeccdo por RVA em bezerros apresentam-se de forma inconstante,
variando de 7% em Bangladesh (Selim et al., 1991) a 98% nos EUA (Schlafer e Scott,
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1979), com média de 30-40% (Dhama et a., 2009). Vale ressaltar, que esses estudos
foram conduzidos em diferentes paises, sob diferentes condigbes ambientais e
epidemioldgicas, além da utilizagc&o de distintos métodos (e.g. EGPA, ELISA, RT-PCR).
A mortalidade em bezerros devido a infeccdo por RVA pode chegar a 80%, entretanto,
a maioria dos estudos reporta uma taxa de mortalidade variando de 5 a 20% (Chauhan
e Singh, 1996; Dhama et al., 2009).

Em equinos, a gastroenterite causada por RVA representa um grande desafio
para os profissionais que estado envolvidos nos programas de melhoramento intensivo
de cavalos (Dhama et al., 2009). RVA séo a principal causa de diarreia em potros até 3
meses de idade, causando graves perdas econdmicas devido a morbi-mortalidade
(Conner e Darlington, 1980).

Os suinos também sofrem com a diarreia associada aos RV (Will et al., 1994;
Dhama et al., 2009). A infeccdo por RV €& comumente observada em leitbes
desmamados e com 1-8 semanas de vida (Saif et al., 1994; Dhama et al., 2009). A
diarreia associada a RV em suinos parece ter distribuicdo global (Teodorff et al., 2005;
Dhama et al., 2009) e pode ser causada por diferentes grupos: RVA, RVB, RVC e RVE
(Dhama et al., 2009). Entretanto, 0 RVA € o mais prevalente (Martella et al., 2007a;
Dhama et al., 2009). Os suinos também sdo comumente afetados por outros virus
causadores de diarreia, tais como coronavirus e astrovirus e, dessa forma, a
investigacdo de gastroenterite associada a RVA é considerada como diagnostico
diferencial (Holland, 1990; Dhama et al., 2009). Em leitbes >1 més de idade e na idade
adulta, o RVA raramente causa doenca clinica (Dhama et al., 2009).

Em ovinos, o RVA é reconhecido por causar diarreia principalmente em
cordeiros (Wani et al., 2004). A diarréia causada por RVA em caprinos entre 2-3 dias
de vida € amplamente reportada (Mendes et al., 1994; Dhama et al., 2009). Animais de
estimacdo, como cdes e gatos, também sofrem com diarreia causada por RVA,
entretanto h& poucos relatos, provavelmente devido a ocorréncia de infeccbes
subclinicas (Dhama et al., 2009).

Infeccdo por RV também é a principal causa de gastroenterite em diversas
espécies de aves, incluindo galinhas, perus, faisées, perdizes e pombos (Legrottaglie et
al., 1997; Battilani et al., 2003; Silva et al., 2012; Asano et al., 2011). Recentemente, foi
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sugerido que a infec¢do por RV pode causar a Sindrome de Perda de Peso e Nanismo
(Runting and Stunting Syndrome) em aves (Otto et al., 2006). Classicamente 0S grupos
RVD, RVF e RVG estdo associados a gastroenterite em aves, entretanto o RVA é
considerado o grupo de maior importancia epidemioldgica (Villarreal et al., 2006). Em
contraste ao que ocorre com 0S outros animais, aves adultas também sdo susceptiveis
a infeccdes por RVA. Ainda, perus parecem ser mais predispostos a infeccdo do que
frangos (Yason e Schat, 1987).

1.8.5 Distribuicdo das cepas de rotavirus do grupo A

A diferenciacdo das cepas de RVA determinada pela combinacéo dos tipos G e
P é amplamente utilizada em estudos epidemiolégicos (Kapikian et al., 2001), onde
genotipos e sorotipos sao peculiarmente distribuidos entre as varias espécies animais
(Martella et al., 2010). Devido a caracteristica segmentada do genoma dos RV, o0s
genes que codificam para VP7 e VP4 podem, em teoria, segrega-se de forma
independente, acarretando em uma diversidade sorotipica bastante grande (Greenberg
e Estes, 2009). As combinacdes G1P[8], G2P[4], G3P[8] e G4P[8] sdo consideradas,
historicamente, como as mais prevalentes em humanos em todo o mundo. Entretanto,
no decorrer dos ultimos 10 anos, cepas G9 foram frequentemente detectadas e,
geralmente, associadas a P[8]. Dessa forma, atualmente, G9P[8] é considerado o
quinto gendtipo mais prevalente em humanos (Timenetsky et al., 1996; Santos e
Hoshino, 2005; Carmona et al., 2006; Matthijnssens et al., 2008b; Parra, 2009; Morillo
et al., 2010a; Morillo et al., 2010b; Cilli et al., 2011; Patton, 2012).

Diversos estudos indicam que a predominancia dos genotipos de RVA na
populacdo humana varia com o tempo. Uma determinada cepa dominante por um ou
dois anos pode ser substituida por outra cepa emergente (Beards et al., 1989; Linhares
et al., 1989; Gomez et al., 1990; Carmona et al., 2006; Parra, 2009). Recentemente,
G12 foi reconhecido como um genétipo emergente e parece estar se expandindo
globalmente (Rahman et al., 2007). Outras cepas podem ser periodicamente ou
localmente importantes como G5P[8] no Brasil durante a década de 80 (Gouvea et al.,
1994a; Timenetsky et al., 1997) e o G8 na Africa (Cunliffe et al., 2001).
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A partir do ano de 2007, observou-se no Brasil um aumento na deteccéo de
G2P[4] (Gurgel et al., 2008; Morillo et al., 2010a; Cilli et al., 2011). Alguns autores
sugeriram que essa prevaléncia estaria associada a presséo vacinal, onde a introducéo
de uma vacina monovalente G1P[8] poderia ter criado condicdes para que a cepa
G2P[4] adquirisse vantagens sobre as demais (que compartilham o genétipo P[8]) na
competicdo pela infeccdo de hospedeiros susceptiveis (Gurgel et al., 2008). Por outro
lado, a periodicidade temporal na circulacdo de gendtipos de RVA é fato documentado.
No Brasil, G2P[4] apresenta um padréo ciclico de ~10 anos (Carmona et al., 2006), o
gual deve ser considerado como uma explicacdo alternativa para o aumento na
deteccdo de G2P[4] apds 2007 (Morillo et al., 2010a; Cilli et al., 2011). Uma elevada
frequéncia de deteccédo de G2P[4] também € observada em populacdes ndo vacinadas
da Europa e da América do Sul, sugerindo ser realmente um evento decorrente da
flutuacdo normal dos genotipos de RVA circulantes (Desselberger et al., 2006; Ferrera
et al., 2007; Antunes et al., 2009).

As mudancas sazonais das cepas predominantes de RVA em uma
determinada regido geografica e sua migracdo devido aos movimentos populacionais
sdo estudadas extensivamente (Parra, 2009); entretanto, a base epidemiologica da
ciclagem genotipica observada nos RVA ainda néo esta clara (Patton, 2012). Acredita-
se gue a troca sazonal de cepas de RVA possa ser um mecanismo utilizado pelo virus
para escapar da imunidade de grupo adquirida através de infec¢des anteriores e, dessa
forma, persistir na populacdo humana (Parra, 2009).

Nos paises desenvolvidos, as cepas G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] e G9P[8]
(mais comuns mundialmente) sdo detectadas em aproximadamente 100% das
infeccbes causadas por RVA. Nos paises em desenvolvimento, além das cepas
comumente detectadas, combina¢des incomuns de RVA (geralmente devido a
rearranjos com cepas animais) também sdo detectadas e exibem ampla variacdo de
uma regido para outra. Um programa de vigilancia conduzido pela WHO em 2010
evidenciou que as cepas incomuns mais predominantes eram: G12P[8] e G12P[6] no
sudeste asiatico; G2P[6], G3P[6] e G1P[6] na Africa Sub-Saariana; G1P[4] e G2P[8] no
Pacifico Oeste e G9P[4] nas Américas (WHO, 2011; Patton, 2012).

Existe uma grande variedade de cepas de RVA circulante nos animais. Os
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gendtipos G3, G5, G10 e G14 sdo comumente encontrados em equinos, sendo que a
maioria das cepas pertencentes aos genoétipos G3 e G14 estdo associadas a P[12]
(Tsunemitsu et al., 2001; Dhama et al., 2009; Matthijnssens et al., 2012). Ainda,
genotipos atipicos também foram identificados, como G13P[18] em 1991 no Reino
Unido (Browning et al., 1991) e G16 entre 2003-2005 na india (Gulati et al., 2007;
Matthijnssens et al., 2012). Algumas cepas de origem bovina (e.g. G8P[1], G10 P[11]),
felina (e.g. G3P[3]) e porcina (e.g. G5P[7]) também ja foram detectadas em cavalos
(Matthijnssens et al., 2012) (Tabela 3).

Os RVA que infectam bovinos estédo relacionados aos gendtipos G1, G6-G8,
G10, G11, G15, G18 e G21 e, P[1], P[5], P[11], P[14], P[17], P[21] e P[29]; sendo G86,
G8 e G10 associados a P[5], P[11] e P[1], os mais prevalentes (Ciarlet et al., 1997c;
Alfieri et al., 2004; Steele et al., 2004; Dhama et al., 2009; Badaracco et al., 2012). G6 &
frequentemente detectado em gado de corte e G10 em rebanho leiteiro. Na india, G10
€ mais prevalente que G6, provavelmente devido a peculiaridade de sua associacao
com gado leiteiro (Varshney et al., 2002). Recentemente, novos genotipos, como G3 e
G5, foram isolados em bovinos (Ghosh et al., 2007a; Dhama et al., 2009; Badaracco et
al.,, 2012). De modo muito interessante, da mesma forma que ocorre em humanos,
também foram observadas variacdes ciclicas nos gendtipos detectados em bovinos no
Japao: G10 (1995), G8 (1996) e G6 (1997) (Fukai et al., 2002) (Tabela 3).

Inimeros genatipos ja foram descritos em suinos: G1-G6, G8-G12, P[1], P[5-8],
P[11], P[13], P[19], P[21-27] e P[32] (Miyazaki et al., 2011). Os gendtipos GIP[13] e
G9P[23] sdo mais prevalentes em porcos jovens, principalmente no Japéao (Teodoroff et
al., 2005). As cepas de RVA isoladas em cordeiros pertencem aos genotipos G1, G3,
G5, G6, G8, G9 e G10, sendo que os genodtipos G3, G6 e G10 encontram-se
comumente associados aos tipos P pertencentes a P[1], P[11] e P[14] (Holland, 1990;
Dhama et al., 2009). Em caprinos, o genétipo mais comum € o G6P[5] (Dhama et al.,
2009), entretanto outras cepas também ja foram descritas: G3P[3] na Coréia do Sul
(Lee et al., 2003), G6P[14] na Africa do Sul (Ghosh et al., 2010) e G6P[1] na Italia
(Pratelli et al., 1999) (Tabela 3).

Em animais domésticos, o gendtipo G3 € o mais prevalente, sendo mais

comumente associado a P[3] e P[5] em caes, e a P[3] e P[9] em gatos (Martella et al.,
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2001; Kang et al., 2007; Tsugawa e Hoshino, 2008; Dhama et al., 2009; Martella et al.,
2011). Ainda, G3 também é frequentemente detectado em coelhos, embora associado
a P[22] e P[14] (Martella et al., 2005). Existem informacdes limitadas quanto aos
genotipos circulantes em aves e os trabalhos reportam a deteccdo de G7 (McNulty,
2003), G23 (Ursu et al., 2009; Trojnar et al., 2013), G22 (Trojnar et al., 2013), G6
(Asano et al., 2011; Silva et al., 2012), G10 (Silva et al., 2012) e P[37] (Trojnar et al.,
2013). Entretanto, RVA detectado em aves parece ser geneticamente heterogéneo
guando comparado ao de mamiferos (Ito et al., 2001; Matthijnssens et al., 2008a). A
transmissao interespécie também é aventada para aves, uma vez que genétipos de
origem bovina (e.g. G6 e G10) ja foram identificados em tais animais (Asano et al.,
2011; Silva et al., 2012) (Tabela 3).

Os genotipos de RVA que circulam em animais selvagens sdo praticamente
desconhecidos. Existem relatos de deteccdo de G3P[9] em guaxinins (Nyctereutes
larvata) e ocelotes mascarados (Paguma larvata) no Japao (Abe et al., 2010); G25P[6]
em morcegos da fruta (Eidolon helvum) no Kénia (Esona et al., 2010a); G8P[14] em
vicunhas (Vicugna vicugna) na Argentina (Badaracco et al., 2013); G1P[7] em um
panda gigante na China (Guo et al., 2013); G3P[3] em morcego-de-ferradura
(Rhinolophus hipposideros) na China (He et al., 2013); G9P[23], G4P[23], G9P[13] e
G4P[6] em javalis (Sus scrofa) no Japao (Okadera et al., 2013) e G10P[11] em uma
girafa do zoologico de Dublin, Irlanda (O"Shea et al., 2014). Entretanto, ainda ndo é
possivel concluir se esses animais sdo comumente infectados por esses genotipos ou

se sdo resultantes de transmissfes interespécie e/ou rearranjos génicos (Tabela 3).
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Tabela 3. Resumo da distribuicdo das cepas de RVA que comumente infectam animais.

Animal Gendtipo G Gendétipo P
Equinos G3; G14 P[12]
Bovinos G6; G8; G10 P[1]; P[5]; P[11]
Suinos G9 P[23]
Ovinos G3; G6; G10 P[1]; P[11]; P[14]
Caprinos G6 P[5]
Caninos G3 P[3]; P[5]
Felinos G3 P[3]; PI9]
Leporideos (coelho) G3 P[14]; P[22]
Aves G6; G7; G10; G22; G23 P[37]
Procionideos (guaxinim) G8 P[9]
Quiropteros (morcego) G3; G25 P[3]; P[6]
Ursideos (Panda Gigante) G1 P[7]
Suinos selvagens (javalis) G4; G9 P[6]; P[13]; P[23]
Artiodactilos (vicunha e girafa) GS8; G10 P[11]; P[14]

1.8.6 Manifestacdes clinicas do rotavirus do grupo A

A infeccdo por RVA pode resultar em um quadro sintomatico ou assintomatico,
dependendo tanto de fatores virais quanto do hospedeiro (e.g. idade ou status
nutricional) (Greenberg e Estes, 2009). O periodo de incubacdo estimado € de
aproximadamente 48 horas (Davidson et al., 1975). Em condicfes experimentais,
adultos inoculados oralmente com RVA, apresentaram sintomas entre 1 e 4 dias
(Kapikian et al., 1983). Os episodios de diarreia podem variar de um quadro leve, com
diarreia liquida e duracéo limitada a quadros graves com febre, vomitos, desidratacéo,
desequilibrio eletrolitico, choque e morte (de Castro et al., 1994; Timenetsky et al.,
1996; Timenetsky et al., 2004; Leung et al., 2005).

A manifestacdo da doenca geralmente se inicia com febre (>39°C) e vomito e,
apo6s 24-48 horas, diarreia aquosa (Cortese et al., 2009). Os episodios de vomito tém
duragdes inferiores a 24 horas e 0s demais problemas gastrointestinais se resolvem em
3-7 dias (Cortese et al., 2009). A desidratacdo € uma complicagéo frequente, devido a

gravidade da diarreia associado aos episédios de vomitos (Leung et al., 2005). A
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terapia de reidratacao oral (TRO) e/ou intravenosa (TRI) para manutencdo do equilibrio
osmoético e de eletrdlitos permanece como base no tratamento das infecgbes por RVA
(Timenetsky et al., 2004; Leung et al., 2005).

Criancas e adultos imunocomprometidos (e.g. imunodeficiéncia congeénita,
transplantes de 6rgaos) infectados por RVA podem apresentar gastroenterite
prolongada (Cortese et al., 2009) e parece nado haver diferenca quanto a gravidade da
doenca diarreica entre crianc¢as infectadas ou ndo com o virus HIV (Steele et al., 2009),
inclusive no Brasil (Morillo et al., 2010a).

N&o existem antivirais especificos contra a infeccdo por RVA, contudo novos
medicamentos que possam atuar na reducdo da gravidade e duracdo da doenca
diarreica estdo sendo investigados. Rossignol e El-Gohary (2006) demonstraram que a
Nitazoxanida (comercializado no Brasil como Annita®) pode desempenhar um papel
importante no controle da gastroenterite viral em adultos, exibindo melhor efetividade
contra RVA quando comparado a outros enteropatdgenos virais. Kim et al. (2012)
evidenciou que analogos da triacsina C podem agir como antivirais potentes no
combate a infeccdo por RVA.

Recentemente, plantas medicinais brasileiras provenientes do cerrado do Estado
de Minas Gerais, tradicionalmente utilizadas para o tratamento de diarreia, foram
testadas quanto as suas possiveis atividades antivirais contra o0 RVA simio SA11 in
vitro. Entre as espécies estudadas, Byrsonima verbascifolia, Eugenia dysenterica,
Hymenaea courbaril e Myracrodruon urundeuva apresentaram atividade antiviral
potencial contra RVA (Cecilio et al., 2012).

Nos bezerros, a diarreia por RVA apresenta um periodo de incubacao curto
variando de 12 a 24 horas e, em alguns casos, de 18 a 96 horas (Chauhan e Singh,
1996; Steele et al., 2004). Geralmente, ndo se manifesta como doenca febril, a ndo ser
gue haja complicacbes devido a associacdo com outros patégenos (Dhama et al.,
2009). Os bezerros infectados apresentam diarreia grave, desidratacdo e inapeténcia,
além da relutdncia em se movimentar (Murphy et al., 1999; Dhama et al., 2009). As
fezes ndo apresentam sangue ou muco (Steele et al.,, 2004), contudo episodios
seguidos de diarreia dificultam a recuperacdo do animal e podem ocasionar morte

devido por desidratacdo grave (Murphy et al., 1999; Dhama et al., 2009). Bezerros
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recém-nascidos, devido a menor quantidade de reserva de fluidos corporais, sdo mais
vulneraveis a morte por desidratacéo (Murphy et al., 1999; Dhama et al., 2009).

A gravidade da doenca em bezerros pode ser influenciada por diversos fatores:
pouca ingestdo de colostro, idade, status imune do rebanho, grau de exposicao ao
virus, viruléncia da cepa e a presenca de patdgenos secundarios associados (Chauhan
e Singh, 1996; Steele et al., 2004; Dhama et al., 2009). Ainda, a gravidade da doenca
também pode ser modulada pelo grau de desidratacdo do animal, condicdes de
limpeza do ambiente, variacdes de temperatura e densidade populacional (Chauhan e
Singh, 1996; Dhama et al., 2009). De modo interessante, o principal fator de estresse
gue potencializa a gravidade da infeccdo por RVA em bovinos parece ser o clima frio e
as flutuacbes drasticas de temperatura entre dia e noite (Chauhan e Singh, 1996). O
emprego de antibioticos no controle das infecgbes bacterianas secundarias e a terapia
de reposicédo de fluidos e eletrolitos diminuem a taxa de mortalidade entre bezerros
(Murphy et al., 1999; Steele et al., 2004).

A infeccdo por RVA em suinos ocorre em individuos de todas as idades,
entretanto € mais comum em porcos <1 semana de idade e entre 3 a 6 semanas. Em
hospedeiros susceptiveis, 0 RVA tem um periodo curto de incubacéao e, geralmente,
causa infeccdo aguda, caracterizada por diarréia subita, anorexia, depressdo do
sistema nervoso central e, ocasionalmente, vomito. Leitdes desmamados apresentam
guadro de gastroenterite mais aguda e maior taxa de mortalidade quando comparados
a animais mais jovens. O agravamento do quadro diarreico e aumento da mortalidade
nessa faixa etaria, provavelmente, sdo decorrentes da diminuicdo da imunidade
conferida pelo aleitamento materno, aumento do estresse devido a mudanca
nutricional, desmame, local de acomodacédo e infeccbes mistas de RVA com outros
microorganismos (Holland, 1990; Dhama et al., 2009). RVA também é conhecido por
causar diarréia aguda acompanhada de desidratacdo, anorexia e prostracdo em
caprinos neonatos (Munoz et al., 1995; Dhama et al., 2009).

Considerando os animais domésticos, caes adultos e filhotes <3 meses de idade
sdo geralmente assintomaticos durante infeccdo por RVA (Kang et al., 2007; Dhama et
al., 2009). A infeccédo em filhotes pode promover diarreia aguda em 20-24 horas apds o

contagio. Recomenda-se que filhotes infectados por RVA recebam terapia de reposicao
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de fluidos, visando prevenir a desidratagéo causada pela diarreia (Dhama et al., 2009).
RVA pode causar tanto infec¢des sintomaticas quanto assintométicas em gatos. A
diarreia em felinos é leve e transitoria, geralmente observada em filhotes, entretanto
sua gravidade pode ser maior quando associado a infec¢des secundarias (Dhama et
al., 2009).

Nas aves domésticas, tanto em aves de corte (broiler birds) quanto em
produtoras de ovos (layer birds), RVA €& um patégeno que provoca diarreia,
desidratacdo, anorexia, perda de peso e ma absorcdo de nutrientes, acarretando em
consideraveis perdas econdmicas (Villarreal et al., 2006; Dhama et al., 2009). Para o
controle da infeccdo em aves € necessario verificar a ocorréncia de gastroenterite
secundaria causada por bactérias, pois a utilizacdo de antimicrobianos € essencial,
além de controlar a desidratacédo atraves de reposicao de fluidos e terapia eletrolitica
(Dhama et al., 2009).

1.8.7 Prevencéao contra infeccado por rotavirus do grupo A

Os RVA sao muito resistentes a varios métodos comuns de desinfeccéo,
dificultando a implementacéo de medidas preventivas adequadas (Dhama et al., 2009).
Normas de higiene também parecem ter pouco efeito sobre a reducédo das taxas de
infeccdo por RVA (Leung et al., 2005). Ainda, RVA s&do excretados em altas
concentraces (10* particulas virais/grama de fezes durante a infeccdo aguda) nas
fezes de criancas infectadas, varios dias antes e ap0s a manifestacdo clinica da
doenca (Bishop, 1996).

Mundialmente, a prevencéo efetiva da diarreia causada por RVA nos bezerros
€ gerenciada através de boas praticas de manejo e higiene, associada a vacinacao do
rebanho semanas antes do nascimento da prole (Steele et al., 2004, Dhama et al.,
2009). A ingestdo de colostro artificial (contendo imunoglobulinas contra RVA), soro de
leite e Oleos vegetais pelos bezerros séo estratégias alternativas de prevencao
(Murakami et al., 1986; Dhama et al., 2009). Existem relatos de que ovos de galinha
contendo imunoglobulinas podem ser eficientes na protecdo de bezerros recém-

nascidos contra a infeccdo por RVA (Dhama et al., 2009). Recentemente foi descrito

100



gue a ingestdo de um ovo hiperimune por dia por bezerros neonatos é capaz de reduzir
a gravidade da doencga diarreica causada por RVA (Bilbao et al., 2006). Ainda, a
suplementacdo com pro-bidticos também pode prevenir a diarreia causada por RVA em
bezerros jovens (Gill e Prasad, 2008).

Em equinos foi observado que a alimentacéo dos potros com colostro bovino
rico em imunoglobulinas contra RVA por 3-5 dias reduziu a morbidade da doenca
(Watanabe et al., 1993). Estratégias profilaticas efetivas, quarentenas, desinfeccdo e
condicdes de higiene rigorosas sao essenciais para a prevencao de diarreia em potros
(Dhama et al., 2009). Para uma prevencao efetiva da diarreia causada por RVA em
suinos, os fatores de estresse ambiental devem ser reduzidos ao minimo (Holland,
1990), assim como a execucao constante de procedimentos de limpeza e desinfeccao
dos chiqueiros, uma vez que o RVA apresenta elevada resisténcia ambiental (Dhama
et al., 2009).

Estudos sobre os genes que codificam para proteinas associadas a viruléncia,
tal como a NSP4, sdo extremante necessarios (Kuzuya et al., 2007), uma vez que
podem oferecer novas e importantes abordagens na prevencéo da doenca diarreica por

RVA tanto em humanos quanto em animais (Ball et al., 1996; Dhama et al., 2009).

1.8.7.1 Vacinas contra rotavirus do grupo A

Nos humanos, a doenca diarreica grave pode ser efetivamente controlada
através da vacinacdo universal contra o RVA (Leung et al., 2005). Pesquisas para o
desenvolvimento de vacinas foram iniciadas em meados da década de 70, quando
investigadores demonstraram em animais de laboratorio que a infeccéo prévia por RVA
de origem animal era capaz de protegé-los contra infeccdes causadas por RVA de
origem humana (Dennehy, 2008). Supunha-se que as cepas animais eram
naturalmente atenuadas para os humanos quando administradas oralmente e, talvez,
pudessem mimetizar a infeccdo natural e conferir protecdo imunoldgica contra a
doenca em criancas (Kang, 2006; Dennehy, 2008).

Trés vacinas com RVA animal de 12 geracdo foram avaliadas, sendo 2 bovinas
(RIT4237 - G6P6[1] e WC3 - G6P7[5]) e uma simia (Rhesus) (RRV — G3PJ[3]), as quais
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apresentaram eficicia variada nos testes clinicos. Em 2000-2001, a China introduziu a
vacina oral LLR em seu Programa Nacional de Imunizacdo. Esta vacina é composta
por uma cepa atenuada monovalente G10P[12] derivada de um RVA isolado em
cordeiro e foi desenvolvida e produzida pelo Lanzhou Institute of Biologicals Products.
A eficacia dessa vacina ndo é conhecida, uma vez que nao foi testada contra placebo
em testes clinicos controlados na fase Il (Kang, 2006; Dennehy, 2008).

A inconsisténcia na protecdo conferida por essas vacinas monovalentes
utilizando apenas cepas de origem animal, fez com que os esfor¢cos se concentrassem
no desenvolvimento de vacinas que utilizassem rearranjos naturais entre RVA de
origem humana e animal. As vacinas de 22 geracéo foram formuladas de maneira que
0 segmento génico que codifica para a proteina VP7 de origem humana fosse
combinado com outros 10 segmentos de origem animal. Em seguida, houve a incluséo
de mais de um genétipo G nos rearranjos, visando tanto a protecdo homotipica quanto
heterotipica. Essas vacinas combinadas foram denominadas “modified Jennerian”
(Kang, 2006; Dennehy, 2008; Cortese et al., 2009).

Finalmente, em agosto de 1998, o Advisory Commitee on Immunization
Practices (ACIP) recomendou o uso da vacina Rotashield® (RRV-T) (Wyeth Lederle
Vaccines and Pediatrics, Marietta, Pensylvania) em criancas nos EUA (Cortese et al.,
2009). Essa foi a primeira vacina oral atenuada combinada multivalente desenvolvida
(Dennehy, 2008). A Rotashield® é composta pelos gendtipos G1, G2 e G4 de origem
humana e G3 de origem simia (Rhesus) (RRV); administrada em 3 doses aos 2,4 e 6
meses de idade (CDC, 1999; Dennehy, 2008; Cortese et al., 2009). Nos ensaios
clinicos realizados nos EUA, Finlandia e Venezuela, a RRV-TV se mostrou altamente
eficaz, diminuindo significativamente a doenca diarreica aguda causada por RVA em
80-100% dos casos (Kang, 2006; Dennehy, 2008). Entretanto, apds apenas 14 meses
de aplicacdo, esta vacina foi retirada do mercado americano (em outubro de 1999)
devido a sua suposta associacdo com casos de intussuscepcéo (Dennehy, 2008).

A intussuscepcdo ou invaginacdo intestinal € uma condicdo em que um
segmento do intestino invagina-se no segmento imediatamente seguinte. A incidéncia
real desse evento adverso € muito dificil de ser avaliado e um grupo internacional de

pesquisadores sugeriu um risco de 1 a cada 10.000 criangas vacinadas (Kang, 2006;
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Dennehy, 2008). Por esse motivo, embora a RRV-TV continue licenciada nos EUA, ela
ndo foi testada ou licenciada em nenhum outro pais (Dennehy, 2008; Cortese e
Parashar, 2009).

As supostas complicacdes associadas ao uso da Rotashield®, fez com que o
Global Advisory Committee on Vaccine Safety (GACVS) orientasse a inclusao da
avaliacdo de risco de intussuscepcdo no desenvolvimento de novas vacinas contra
RVA (Cortese et al.,, 2009). Atualmente, existem duas vacinas licenciadas e
recomendadas pela WHO, as quais se mostraram seguras e eficientes (CDC, 2011). A
RotaTeq® (RV5) (Merck & Co. Inc., West Point, Pennsylvania) é uma vacina oral
atenuada pentavalente que contém cinco genotipos virais humanos e bovinos, G1 a
G4 + P[8], combinados através de rearranjos (reassortants) (Heaton e Ciarlet, 2007;
Matthijnssens et al., 2010a; CDC, 2011). A RotaTeq® deve ser administrada em 3
doses em criancas entre 1 e 2 meses de idade, sendo a 12 dose entre 6 a 12 semanas,
a 22 dose entre 4 e 10 semanas apos a 12 dose e, a 32 dose de 4 a 10 semanas apos a
22 dose, entretanto esta uUltima dose nao pode ultrapassar as 32 semanas de idade da
crianca (Dennehy, 2008; CDC, 2011).

A Rotarix® (RIXs14) (GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart, Bélgica) é uma
vacina oral atenuada monovalente composta pela cepa G1P1A[8], o qual representa o
gendtipo humano mais comum de RVA (Ruiz-Palacios et al., 2006; CDC, 2011). Duas
doses de aplicacdo de Rotarix® sdo recomendadas, sendo a 12 aos 2 meses e a 22 aos
4 meses de idade (Dennehy, 2008; Cortese et al., 2009). Em 2006, a vacina Rotarix®
foi incluida no PNI, prevenindo gastroenterite grave e induzindo uma reducao
significativa na frequéncia de deteccdo de RVA em criancas com gastroenterite (Gurgel
et al., 2008). A RotaTeq® também esta licenciada no Brasil e disponivel apenas nas
redes particulares de vacinacgao.

Apés a implantacdo da vacinacdo universal contra RVA, sistemas de vigilancia
foram estabelecidos no Brasil e no mundo, 0s quais precisam ser sensiveis e
especificos a fim de documentarem a efetividade dos programas de imunizagao
vigentes (Cortese et al., 2009; Morillo et al., 2010b). Laboratoérios sentinelas monitoram
a circulagcao das cepas de RVA, antes e depois da introducéo vacinal, visando detectar

tipos G(s) e P(s) raros ndo incluidos nas vacinas comercializadas e/ou vacinas
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candidatas (atualmente em ensaios clinicos) (Cortese et al., 2009; Morillo et al., 2010b;
Cilli et al., 2011). A vigilancia dos gendtipos de RVA é fundamental para se avaliar o
impacto e o sucesso da vacinagéo (Kang, 2006; Cortese et al., 2009).

Em bovinos, a vacinagdo do rebanho permite a transferéncia dos anticorpos
passivamente para a prole através da ingestdo do colostro, garantindo assim, um nivel
eficiente de imunidade intestinal (Agrawal et al., 2002; Steele et al., 2004; Dhama et al.,
2009). A transferéncia de anticorpos contra RVA através do colostro é uma ferramenta
crucial na protecéo dos bezerros neonatos (Saif e Fernandez, 1996; Dodet et al., 1997).
O refor¢o nos anticorpos maternos é conseguido através da imunizacdo do rebanho
poucas semanas antes do nascimento (Saif e Fernandez, 1996; Steele et al., 2004;
Dhama et al., 2009). Essa vacinagao é realizada de forma combinada utilizando tanto a
via intramuscular quanto a via intrauterina, aumentando significativamente o titulo de
anticorpos séricos e aqueles presentes no colostro (Saif e Fernandez, 1996).

Vacinas inativadas disponiveis comercialmente sdo bastante eficientes na
prevencao e controle da diarréia por RVA em equinos, reduzindo consideravelmente a
infeccdo de potros (Fukai et al., 2006; Dhama et al., 2009). Em suinos e ovinos, assim
como os bovinos, a vacinacao profilatica da vara ou rebanho semanas antes do parto e
a consequente transferéncia de imunidade através da ingestdo de colostro também é
muito utilizada (Holland, 1990; Dhama et al., 2009). Ndo existem vacinas disponiveis
para prevenir RVA em caes e gatos (Dhama et al., 2009).

A alta incidéncia de diarreia causada por RVA em bovinos e outros animais
domésticos tem impulsionado a comunidade cientifica a concentrar seus esforcos no
desenvolvimento de novas geracdes de vacinas (Dhama et al.,, 2009). Como
consequéncia, vacinas utilizando tecnologia de DNA recombinante, particulas
semelhantes a virus (virus-like particles — VLP) e a base de plantas comestiveis (plant-
based edible vaccines) estdo sendo projetadas (Dhama et al., 2008; Dhama et al.,
2009).

1.8.8 Transmisséao do rotavirus do grupo A

Infecgbes por RVA sao adquiridas principalmente por via fecal-oral, incluindo
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fomites e contato pessoa a pessoa ou com objetos contaminados (Timenetsky et al.,
2004; Leung et al., 2005; Cortese et al., 2009; Koroglu et al., 2011; Brassard et al.,
2012). A transmissdo de RVA através do consumo de agua ou alimentos contaminados
€ documentada, entretanto parece ser rara (Timenetsky et al., 2004; Cortese et al.,
2009). Embora os RVA tenham sido detectados em amostras de urina e no trato
respiratério superior, acredita-se que estes fluidos corporais ndo estdo comumente
associados a sua transmissao (Vollet et al., 1981; Zheng et al., 1991; Anderson e
Weber, 2004).

Pequenas por¢des de virus infectantes sdo capazes de infectar e causar doenca
em hospedeiros susceptiveis (Bishop, 1996). RVA se dissemina facilmente entre
familiares, sendo que 30-50% dos adultos que entram em contato com criancas
infectadas desenvolvem a doenca. Vale ressaltar, que a infeccdo por RVA em adultos é
geralmente assintomatica ou subclinica devido a existéncia de anticorpos
neutralizantes produzidos por exposicao prévia (Cortese et al., 2009).

RVA podem ser transmitidos para bovinos neonatos atraveés de leite, agua e
alimentos contaminados (Steele et al., 2004; Malik et al., 2005; Dhama et al., 2009). Os
animais infectados excretam altas concentracdes de virus nas fezes, sendo assim a
contaminacdo do ambiente pode causar uma infeccdo generalizada no rebanho
(Chauhan e Singh, 1996; Dhama et al., 2009). Ainda, a aglomeracéo de bovinos pode
acelerar a velocidade de transmissdo através do contato direto entre os animais
(Chauhan e Singh, 1996). Bois ou bufalos infectados nos estagios tardios de gestacao

podem excretar virus nas fezes e contaminar sua propria prole (Dhama et al., 2009).

1.8.8.1 Transmissdao interespécie e potencial zoonético do rotavirus do grupo A

A habilidade de transmissdo do RVA entre espécies de mamiferos €
demonstrada had muito tempo, principalmente através da analise de anticorpos e
estudos de desafio (Castrucci et al., 1985; Dhama et al., 2009). Na década de 70,
experimentos conduzidos com bezerros inoculados com RVA humano ou equino
demonstraram que os mesmos exibem protecdo quando s&o desafiados com cepas

bovinas, evidenciando a relagdo de proximidade (Woode et al., 1978; Dhama et al.,
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2009). A capacidade de RVA humano em infectar bezerros e leitdes também foi
relatada e notou-se que os leitbes eram capazes de excretar o virus sem apresentar
sintomas clinicos, enquanto os bezerros desenvolviam lesdes intestinais (Mebus et al.,
1977; Dhama et al., 2009).

Os estudos também sugerem que os RVA suinos, murinos, simios e equinos
estdo antigeneticamente relacionados (Castrucci et al., 1985; Dhama et al., 2009).
Anticorpos contra RVA humano foram detectados em leite de vaca (Yolken et al., 1985;
Dhama et al., 2009). Em um estudo conduzido por Castrucci et al. (1984), bezerros se
mostraram susceptiveis a RVA de coelhos e estes, também se infectaram com RVA
bovino. Esse mesmo grupo de investigadores também demonstrou que bezerros
podem se infectar com RVA de origem simia, porcina ou leporidea (Castrucci et al.,
1985). De modo semelhante, caes e gatos também podem excretar RVA de origem
bovina (Schwers et al., 1982) e a transmisséo de RVA de mamiferos para aves também
ja foi documentado (Wani et al., 2003).

Mais recentemente, os adventos da biologia molecular e do sequenciamento
genético permitiram a identificacdo em humanos de gendtipos G e P de RVA animais
em diferentes partes do mundo (Santos e Hoshino, 2005; Gentsch et al.,, 2005). O
sequenciamento do genoma completo de cepas de RVA humanas pertencentes ao
genodtipo G3P[3] (Ro1845 e HCR 3A) revelou que ambas as cepas estao intimamente
relacionadas tanto com RVA de linhagens caninas (CU-1; K9 e A79-10) quanto felinas
(Cat97) (Tsugawa e Hoshino, 2008). RVA de equinos parecem exibir uma relacao
genética intima com RVA derivados de humanos e suinos. A comparacdo de
sequéncias de nucleotideos da proteina NSP4 de cepas detectadas em equinos e
suinos representam um excelente exemplo de transmissao interespécie entre porcos e
cavalos (Ciarlet et al., 2001).

Cepas de RVA G3 (comum em gatos, cdes, porcos e cavalos); G5 (comum em
porcos e cavalos); G6, G8 e G10 (comum em gado) e G9 (comum em porcos e
cordeiros) foram identificados em popula¢cdes humanas em diferentes partes do mundo
(Timenetsky et al., 1997; Desselberger et al., 2001; Malik et al., 2005; Ramani e Kang,
2007). Gendtipos G4, G5, G6 e G8 de origem porcina foram encontrados circulando em

humanos, bezerros e camelos (Dhama et al., 2009). Esses dados sugerem que 0s
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suinos talvez configurem como o principal reservatério de RVA e a principal fonte
geradora de cepas emergentes, tanto em humanos quanto em outros animais (Parra et
al., 2008; Dhama et al., 2009). Na Hungria, cepas atipicas P[6] e P[9], com suposta
origem animal, foram detectadas em humanos (Banyai et al., 2003; Banyai et al., 2004),
evidenciando mais uma vez, que 0S animais apresentam potencial para atuar como
fonte viral e/ou de material genético. Frente a essas considera¢fes, os RVA devem ser
considerados como potenciais patégenos zoonoticos (Martella et al., 2010). De um
modo geral, a analise da sequéncia dos genes que codificam as duas proteinas
neutralizantes que formam o capsideo externo dos RVA (VP7 e VP4) parece ser uma
ferramenta muito Util na coleta de dados epidemioldgicos e no rastreamento da origem
de cepas incomuns de RVA.

O principal meio de transmissédo zoonadtica € o contato intimo entre humanos e
animais. O risco de transmissao zoonotica também esta presente na contaminacao de
reservatorios de agua ou alimentos por excrementos de animais infectados (Malik et al.,
2005; Dhama et al., 2009). Entretanto, existe uma limitacdo muito importante no estudo
das zoonoses causadas por RVA: a falta de vinculo epidemiolégico entre casos
humanos e animais. Dessa forma, o estudo do evento zoondético de uma cepa particular
de RVA é constatado apenas com evidéncias filogenéticas e dados disponiveis sobre a
frequéncia de deteccédo de um gendtipo especifico em um hospedeiro particular (Banyai
et al., 2010). Vigilancias epidemiolégicas que contemplem animais domeésticos, animais
de estimacdo e humanos sdo fundamentais para avaliar o potencial zoonoético das

cepas de RVA, principalmente em areas rurais (Badaracco et al., 2012).

1.8.9 Diversidade genética e evolucao dos rotavirus do grupo A

Os RVA se diversificam e evoluem através de dois mecanismos principais (Kang
et al., 2007). O primeiro mecanismo € a acumulacdo de mutacdes pontuais, as quais
dao origem as linhagens genéticas e levam ao surgimento de mutantes capazes de
escapar de anticorpos previamente existentes. O segundo mecanismo € o shift génico,

ocorrendo troca de material genético através de rearranjos (reassortants) dos
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segmentos genéticos durante a infeccdo de uma Unica célula por dois ou mais tipos
diferentes de RVA (Estes, 2001; Iturriza-Gomara et al., 2001).

Uma consideracdo importante € o fato de que rearranjos entre RVA de origem
animal e humano também podem ocorrer, gerando virus quimeéricos contendo
segmentos gendmicos de ambos. Acredita-se que quando o RVA atravessa a barreira
interespécie, 0 mesmo ndo € capaz de infectar e de se disseminar de forma eficiente
no novo hospedeiro. Entretanto, ao adquirir segmentos humanos, tais virus quiméricos
aumentariam suas chances de se difundir de forma eficiente entre a populagdo humana
(Martella et al.,, 2010). Dessa forma, a transmissdo zoondtica e 0 rearranjo de
segmentos génicos entre RVA de origem humana e animal contribuem efetivamente
para o aumento da diversidade de cepas que infectam humanos (Vesikari et al., 1984).

Na América Latina, o genotipo G5 foi primeiramente detectado no Brasil no inicio
da década de 80 em amostras de criancas e, subsequentemente, identificado na
Argentina e Paraguai (Gouvea et al., 1994a; Timenetsky et al., 1997; Coluchi-Mareco,
2001; Mascarenhas et al., 2002). A analise de hibridizacdo RNA-RNA e o
sequenciamento genético dessas cepas demonstraram que houve um rearranjo natural
entre RVA humano (linhagem Wa) e suino (Alfieri et al.,, 1996). Esses estudos
utilizando tecnologias de hibridizacdo e andlises de sequenciamento trazem amplas
evidéncias de transmissdo interespécie durante o processo de evolucdo dos RVA
(Palombo, 2002).

Um fator crucial para a geracédo de RVA rearranjados é a alta frequéncia de co-
infeccdo. Nos paises em desenvolvimento a taxa de co-infeccdo € maior (cerca de
20%) que nos paises desenvolvidos (cerca de 5%) (WHO 2011). Isso também pode
explicar porque a frequéncia de deteccdo de cepas atipicas € maior nos paises em
desenvolvimento (Patton, 2012).

Indicios de que tipos G e/ou P incomuns podem se tornar epidemiologicamente
importantes vem se acumulando ao redor do mundo (Gentsch et al., 2005; Santos e
Hoshino, 2005). Entretanto, é dificil prever quais cepas ou se de fato alguma cepa
conseguird se disseminar a fim de tornar-se globalmente comum. A cepa G9P[8]
representa um exemplo recente de que essa disseminacao € possivel, uma vez que foi

previamente considerada rara e, atualmente, assume uma posi¢do dominante entre as
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cepas circulantes no mundo (Patton, 2012). Mais recentemente, relatos provenientes
de paises desenvolvidos e em desenvolvimento evidenciam um aumento na frequéncia
de deteccéo do gendtipo G12, indicando que esta serd, provavelmente, a préxima cepa
a se tornar globalmente dominante (Rahman et al., 2007; Patton, 2012). Essas duas
cepas em particular, G9 e G12, provavelmente tiveram origem suina e passaram a
infectar humanos a partir de rearranjos génicos (Martella et al., 2010).

Estudos sobre as constelacbes genomicas que constituem os RVA foram
iniciados em 2008 e revelaram uma relacéo evolucionaria muito préxima entre a cepa
humana Wa-like e cepas porcinas e, entre a cepa humana DS-1-like e cepas bovinas,
sugerindo que estes dois principais genogrupos humanos talvez tenham origem
zoonotica (Matthijnssens et al.,, 2008a; Martella et al., 2010). A andlise das
constelagcbes gendmicas também suporta a hipotese de que os RVA humanos mantém
combinacdes preferenciais durante sua evolucdo (Matthijnssens et al.,, 2008a;
Matthijnssens et al., 2008b). Embora a diversidade genotipica dos RVA possa ser muito
grande (mais 40 combinacdes G/P ja foram descritas), algumas preferéncias parecem
ser mantidas na natureza (Santos e Hoshino, 2005; Greenberg e Estes, 2009).

Pressdes seletivas favorecem a manutencao de grupos de proteinas que atuam
de forma ideal na replicacdo viral. Por exemplo, a compatibilidade proteina-proteina
pode explicar porque a combinacdo G1P[8] e G2P[4] é tao frequente (Matthijnssens et
al., 2008a; Matthijnssens et al., 2008b; Matthijnssens et al., 2012; Patton, 2012). Ainda,
as duas grandes constelacfes de genotipos, Wa-like e DS-1-like, circulam entre os
humanos de todo o mundo. A constelacdo de gendtipos Wa-like composta por 11-R1-
C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 apresenta-se em combinacdo com P[8] e diferentes gendtipos
G, entre eles, G1, G3, G4, G9 e G12; enquanto a constelacdo DS-1-like composta por
12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2 apresenta-se em combinacdo com P[4] e G2 ou G8. O
aumento exponencial no numero de genomas completos de RVA sequenciados nos
altimos anos permitiu uma visdo mais completa da evolugcédo desses virus. Esses dados
moleculares indicam que a diversidade genética dos 9 genes, excluindo os segmentos
G e P, é extremamente limitada e restrita a essas duas constelacdes (Matthijnssens e
Van Ranst, 2012).
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Portanto, apesar dos RVA terem a capacidade de trocar genes pelo mecanismo
do rearranjo genético, o custo dessa troca parece ndo garantir vantagens
evolucionarias no sucesso de sua expansao entre as cepas virais circulantes
(Matthijnssens et al., 2008a; Matthijnssens et al., 2008b; Matthijnssens et al., 2012;
Patton, 2012). Cepas de RVA que possuem a constelacdo genotipica animal n&o
conseguem ser transmitidos de forma eficiente entre humanos, provavelmente devido a
falta da constelacdo genotipica adaptada para infectar e transmitir de forma eficiente
entre os humanos (Matthijnssens e Van Ranst, 2012).

Analises génicas também demonstraram que cepas que compartilham o mesmo
gendtipo (e.g. G3P[8]) podem apresentar diferencas alélicas, incluindo cepas coletadas
dentro de uma mesma estacdo epidémica. Esses dados indicam que distintas classes
de virus com o mesmo gendtipo podem co-circular numa Unica temporada (Patton,
2012).

A vigilancia dos tipos circulantes de G e P nas popula¢gbes humanas e animais
sdo considerados essenciais para a compreensdo da evolucdo dos RVA e,
ultimamente, para a avaliacdo da eficacia das vacinas comercializadas (Parra, 2009). A
diversidade genética, a capacidade dos RVA humanos evoluirem rapidamente e de
realizarem rearranjos sugere que as vacinas contra RVA devam ser capazes de prover
uma boa protecao heterotipica, a fim de serem efetivas nas diferentes regides do globo
(Kang et al., 2007). De fato, essa caracteristica peculiar dos RVA em realizar rearranjos
também é utilizada no desenvolvimento das vacinas (Parashar et al., 1998).

E importante considerar que a introduc&o de vacinas contra o RVA pode alterar
a selecdo natural que atua sobre o virus, impondo for¢cas evolucionérias que podem
acarretar em uma mudanca no cenario epidemiolégico mundial (Gentsch et al., 2005;
Santos e Hoshino, 2005). A pressdo seletiva vacinal pode levar muitos anos até
conseguir se tornar aparente, entretanto um estudo recente na Nicaragua, pais que
vacina exclusivamente com RotaTeq®, demonstrou que o RVA G1P[8] detectado nas
fezes de duas criancas com gastroenterite e previamente vacinadas, exibia NSP2 com
sequéncia nucleotidica idéntica ao virus vacinal (Bucardo et al., 2012; Patton, 2012).
Esses dados sugerem que segmentos genbmicos provenientes de vacinas poderdo ser

introduzidos no pool de RVA humanos circulantes através de rearranjos (Patton, 2012).
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Ainda, a pressao seletiva conferida pela vacinacdo pode ocasionar, em longo prazo,
uma reducéo da eficacia vacinal (Grant et al., 2011).

1.9 Rotavirus do grupo C

O RVC causa diarreia aguda em humanos e animais (Saif e Jiang, 1994; Estes e
Kapikian, 2007). RVC foi primeiramente identificado em suinos em 1980 (Saif et al.,
1980; Bohl et al.,, 1982) e originalmente descrito na literatura como “pararotavirus”
devido o seu padrdo de migracdo atipico em EGPA (Bridger et al., 1986). Em 1982,
Rodger et al. (1982) reportaram a deteccdo de um agente semelhante ao rotavirus
(rotavirus-like agent) em fezes de uma crianca com diarreia aguda. Em 1986, Bridger et
al. (1986) caracterizaram o RVC definitivamente como um patégeno humano. Além de
humanos e suinos, o RVC também foi detectado em outros mamiferos, tais como,
furdes (ferrets) (Torres-Medina, 1987; Wise et al., 2009), cdes (Otto et al., 1999) e
bovinos (Tsunemitsu et al., 1991; Chang et al., 1999; Mawatari et al., 2004).

1.9.1 Classificacao dos rotavirus do grupo C

O RVC nédo se replica facilmente em cultura celular e isso dificulta o
desenvolvimento e a utilizacdo de ensaios de neutralizacdo para sorotipa-lo (Oseto et
al., 1994). Os antissoros monoclonais especificos, existentes para RVA, ndo estao
disponiveis para RVC (Schnagl et al., 2004). Dessa forma, o estudo das relacGes de
parentesco dos RVC s6 pode ser inferido a partir da analise das sequéncias de seus

genes.
1.9.1.1 Subgrupos de rotavirus grupo C

Trés genogrupos diferentes de RVC foram propostos baseando-se na
diversidade genética da VP6 (codificada pelo segmento 5); sendo um genogrupo

humano, um bovino e um suino (Jiang et al., 1999; Rahman et al., 2005a; Abid et al.,

2007; Médici et al., 2010). Estudos genéticos recentes utilizando cepas bovinas e
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suinas demonstraram que parece haver uma maior variabilidade genética na sequéncia
do gene que codifica para a proteina VP6 do que se pensava anteriormente (Martella et
al., 2007b; Jeong et al., 2009; Médici et al., 2010; Park et al., 2011), sugerindo a

existéncia de mais de um genogrupo por espécie (Médici et al., 2010).

1.9.1.2 Perfil eletroforético dos rotavirus do grupo C

Existe uma tentativa de classificacdo dos RVC quanto ao seu padréo
eletroforético em EGPA, baseada na velocidade de migracdo dos segmentos de cepas
japonesas. Os RVC foram classificados em 3 padrdes distintos denominados | (cepa
OK118 — ET I), Il (cepa OK450 — ET 1I) e Il (cepa K9304 — ET IIl) (Kuzuya et al., 1996;
Kuzuya et al., 1998) (Figura 12). Esses isolados foram propagados de forma eficiente
em cultura de células CaCo-2 e podem ser Uteis na elaboracdo de uma classificacao

mais precisa dos tipos eletroforéticos de RVC (Kuzuya et al., 2007).

910N

Fonte: Kuzuya et al., 1998 modificado pelo autor

Figura 12. Comparacéo de perfis eletroforéticos de RVC em EGPA. Linha 6: cepa K9304 que exibe
padréo Ill; Linha 9: cepa OK118 que exibe padréo I; Linha 11: cepa OK450 que exibe padréo Il. Linhas 1-
5 7, 8 e 10 representam os perfis eletroforéticos de outros RVC isolados no periodo entre
novembro/1992 e abril/1993 a partir de pacientes com gastroenterite aguda proveniente de hospitais
localizados em 10 prefeituras diferentes no Japdo. Os nuimeros romanos a esquerda indicam os

segmentos de RNAdf referentes as quatro regides variaveis do genoma e suas respectivas classes.

1.9.1.3 Sistema Binério de Classificacdo dos Rotavirus do grupo C
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A comparacdo das sequéncias sugere que exista uma diversidade genética
entre cepas de RVC, da mesma forma que € encontrada em RVA. Dessa forma, um
sistema de classificagdo génica baseada em VP7 (G) e VP4 (P) também foi
estabelecido para RVC (Fielding et al., 1994; Tsunemitsu et al., 1996; Rahman et al.,
2005a). Entretanto, essa classificacdo ainda néo foi formalmente reconhecida (Médici
et al., 2010).

Como citado anteriormente, a variabilidade genética da proteina VP7 também
esta presente nos RVC (codificada pelo segmento 8), assim como é observada no
RVA. Entretanto, essa variacao fica evidente apenas quando cepas de RVC de origem
humana e animal sdo comparadas entre si e ndo € observada entre as cepas de
origem humana (Schnagl et al., 2004; Kuzuya et al., 2007). Todas as cepas de RVC
humanas analisadas até o momento apresentaram alto grau de conservacao em suas
sequéncias de VP7, ndo permitindo a diferenciacdo de genotipos G e sugerindo que 0s
RVC humanos detectados em todo o mundo pertencam a um unico genétipo (G4)
(Nilsson et al., 2000b; Schnagl et al., 2004; Khamrin et al., 2008). Até o momento, 9
gendtipos G (G1-9) foram sugeridos para RVC comparando cepas humanas e animais
utilizando sequenciamento genético e analises antigénicas da proteina VP7 (Martella et
al., 2007b; Marthaler et al. 2013).

Um alto grau de conservacdo também é observado no gene que codifica para a
proteina VP4 no RVC humanos (codificada pelo segmento 3). Entretanto, novamente,
uma grande diferenca € evidenciada entre cepas de origem humana e cepas bovinas e
suinas, permitindo a identificacdo de 3 gendtipos P distintos (Fielding et al., 1994;
Schnagl et al., 2004; Kuzuya et al., 2007; Khamrin et al., 2008).

1.9.1.4 Sistema de classificacdo do genoma completo de rotavirus do grupo C:

constelacéo de gendétipos

O sistema de classificacdo de RV esta limitado as cepas RVA, mas o RCWG
pretende desenvolver sistemas semelhantes para as cepas pertencentes aos demais
grupos de RV. Entretanto, isso sO sera possivel quando um numero maior de

sequéncias gendmicas completas estiverem disponiveis. Em relacdo as cepas de RVC,
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0 sequenciamento do genoma completo foi realizado em apenas 8 cepas: para a cepa
suina Cowden e para outras 7 cepas humanas detectadas no Reino Unido, Japdo,
China, Bangladesh e india (Bremont et al., 1992; Chen et al., 2002; Yamamoto et al.,
2011). No futuro, a andlise genética dessas e de outras cepas de RVC permitirdo
calcular os limites que irdo definir os novos genotipos (Matthijnssens et al., 2011).

1.9.2 Imunidade contra rotavirus do grupo C

Nenhum estudo visando compreender a resposta imune especifica resultante da
infeccdo por RVC foi realizado até o momento, seja em hospedeiros humanos ou
animais; entretanto devem seguir o mesmo padrédo de protecdo humoral e celular
exibido pelo RVA (Bishop et al., 1983; Offit et al., 1986;). Sabe-se que a infeccéo
natural por RVA confere protecdo clinica significativa durante uma re-infeccéo
(Linhares e Bresee, 2000) e esse mesmo tipo de protecdo também deve ser
desencadeado pelo RVC. Sugere-se que a infeccdo natural por RVA também possa
conferir protecdo cruzada contra RVC, uma vez que, estes ultimos parecem causar um
guadro sintomatico mais leve quando comparados ao causado por RVA (Jiang et al.,
1995; James et al., 1997; Sanchez-Fauquier et al., 2003). Estudos soroepidemiologicos
indicam uma maior prevaléncia de RVC, tanto nas populacdes humanas quanto
animais, do que a prevaléncia evidenciada pela deteccdo direta de RVC em amostras
fecais (Riepenhoff-Talty et al., 1997; Castello et al., 2000; Nilsson et al., 2000a).
Especula-se que essa diferenca nas prevaléncias também possa ser resultante de uma
possivel protecéo cruzada entre RVA e RVC.

Nos RVA, as proteinas do capsideo externo, VP7 (tipo-G) e VP4 (tipo-P),
estimulam a producdo de anticorpos séricos neutralizantes, conferindo protecéo
homotipica aos hospedeiros (Offit et al., 1986; Hoshino et al., 1988; Ward, 1996). A
mesma variabilidade genética esta presente nos RVC de origem porcina (Martella et
al., 2007b) e, portanto, esse tipo de protecéo sorotipo-especifico também deve ocorrer
nesses hospedeiros. Por outro lado, todas as cepas humanas de RVC analisadas até o

momento pertencem a um Unico genotipo G (G4), dificultando tal especulagao.
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1.9.3 Diagnostico dos rotavirus do grupo C

O diagndstico dos RVC é dificil, pois os EIAs disponiveis comercialmente ndo
reconhecem seu antigeno de grupo especifico (VP6) (Jiang et al., 1995; Kuzuya et al.,
1996). A deteccdo de RVC pode ser realizada através da identificacdo do padrdo de
migracao eletroforético caracteristico de seus segmentos de RNAdf em EGPA (Jiang et
al., 1995; Gabbay et al., 2008). EGPA é um método de diagndstico importante para a
deteccdo de RVC, entretanto é pouco sensivel, uma vez que requer genoma integro e
a presenca de pelo menos 10° a 10'° particulas virais para a obtencdo de um resultado
positivo (Jiang et al., 1995; Kuzuya et al., 1996; Gabbay et al., 2008).

RVC pode ser detectado por microscopia eletrénica (Bridger et al., 1986), mas o
fato de RVC compartilhar a mesma homologia com os RVA, desqualifica a microscopia
eletrénica como ferramenta diagndstica discriminatéria (Nilsson et al., 2000a). Métodos
de identificacdo sorologica de RVC através de imunomicroscopia eletronica utilizando
antissoros hiperimunes também foram desenvolvidos, visando auxiliar o diagnostico
desse agente viral. No entanto, ndo existe variabilidade disponivel de antissoros de
referéncia suficiente para monitorar todos os casos (Fuijii et al., 1992). Fujii et al. (1992)
desenvolveu um método de EIA do tipo sanduiche utilizando MAbs para a deteccéo
especifica de de RVC em suspenséo fecal.

Existe um teste de hemaglutinacdo passiva reversa (reverse passive
hemagglutination teste — RPHA) desenvolvido e comercializado no Japéo pela Denka
Seiken Co. Ltd. Nesse teste, hemacias sensibilizadas com anticorpos anti-RVC
purificados sdo fixadas em microplacas. Inoculos (sobrenadantes) preparados com
fezes dos pacientes sdo incubados por 2 horas nas microplacas, permitindo que o
antigeno de RVC presente nas fezes promova a hemaglutinacdo. O RPHA é um teste
rapido e simples usado rotineiramente para o diagnéstico de RVC nos hospitais e
clinicas japonesas, facilitando a triagem de amostras (Phan et al., 2004). Contudo,
segundo Phan et al. (2004), EGPA e a RT-PCR sao metodologias mais sensiveis que o
RPHA.

A RT-PCR utilizando primers especificos para a detecgdo dos RVC é a opcgao

mais sensivel (Gouvea et al., 1991), contudo ndo pode ser amplamente empregada
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devido ao seu alto custo e a dificuldade de ser utilizada como ferramenta diagnéstica
na investigacdo de grandes cole¢Oes fecais (Gabbay et al., 2008). Atualmente, a
ibridizacdo de DNA e o sequenciamento génico utilizando probes e primers especificos
para RVC sao as metodologias utilizadas na confirmacdo de amostras positivas para
RVC (Gabbay et al., 2008).

Recentemente, Clark et al. (2009) demonstraram a possibilidade de expressar
com sucesso as proteinas viras VP4, VP6 e VP7 de RVC em células de inseto e
desenvolveram um soro hiperimune especifico capaz de reagir tanto com RVA quanto
RVC, o que pode proporcionar o desenvolvimento de novas ferramentas diagnosticas.
Dados sobre as sequéncias génicas de RVC provenientes de diferentes partes do
mundo também poderdo contribuir para o desenvolvimento de ferramentas
diagnosticas mais sensiveis e especificas a serem utilizadas na investigacdo da

distribuicdo global do virus (Jeong et al., 2009).

1.9.4 Epidemiologia dos rotavirus do grupo C

Em humanos, as infecgcbes por RVC foram descritas associadas tanto a
episédios esporadicos quanto a grandes surtos de gastroenterite, acometendo todas as
faixas etarias e em diferentes regifes do mundo (Gabbay et al., 1989; Matsumoto et al.,
1989; Caul et al., 1990; Timenetsky et al., 1993; Jiang et al., 1996; Souza et al., 1998;
Gabbay et al.,, 1999; Rahman et al.,, 2005a; Abid et al., 2007). Os surtos de
gastroenterite por RVC parecem acometer principalmente adultos, criancas mais velhas
e surtos intrafamiliares (Maunula et al., 1992; Souza et al., 1998; Phan et al., 2004).
Curiosamente, RVC também ja foi associado a um caso de atresia biliar extra-hepatica
em crianca (Riepenhoff-Talty et al., 1996). O RVC apresenta-se globalmente distribuido
e € considerado como um patdégeno emergente (Kuzuya et al., 2007).

H& poucos trabalhos considerando as caracteristicas epidemioldgicas das
infeccbes por RVC em humanos, principalmente devido ao fato de ndo haverem
reagentes comerciais disponiveis para seu diagnéstico (Kuzuya et al., 2007). Por essa
razdo, o papel desse virus na etiologia das diarreias humanas ainda ndo é bem

compreendido (Médici et al., 2009). Muitas questdes ainda sdo levantadas sobre a
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patogénese do RVC, uma vez que estes agentes sao frequentemente encontrados em
co-infecgbes com outros patdgenos entéricos, especialmente bactérias, como Vibrio
cholerae e Shigella flexneri (Rahman et al., 2005a). Entretanto, a co-infec¢gdo de RVC
com outros patégenos virais (e.g. RVA e Norovirus) parece ser mais rara (Phan et al.,
2004).

Estudos epidemioldgicos retrospectivos conduzidos em populacdes de diversos
paises indicam que a idade de maior risco para infeccao por RVC séao individuos >4
anos, em contraste com os RVA, o qual exibe maior prevaléncia em <3 anos (Oishi et
al., 1993). Considerando o fato de que as infec¢cdes por RVC sdo menos agressivas e
atingem populacdes mais velhas, esse patégeno poderia permanecer ndo detectado,
uma vez que os adultos raramente buscam tratamento para doencas entéricas leves.
Dessa forma, a incidéncia de RVC pode ser maior do que €& descrita atualmente
(Bridger et al., 1986; Tsunemitsu et al., 1992a; Steyer et al., 2006). Essa suposi¢cao
também €& confirmada por estudos soroepidemiologicos, 0s quais revelaram na
populacdo humana uma prevaléncia de RVC variando de moderada a alta (30-66%) em
diferentes regides geograficas (Riepenhoff-Talty et al., 1997; Castello et al., 2000;
Nilsson et al., 2000a). O padrdo de sazonalidade dos RVC é desconhecido ou
inexistente e, aparentemente, podem ser detectados durante todo o ano (Sanchez-
Fauquier et al., 2003; Castello et al., 2009a).

Um estudo recente conduzido por Meleg et al. (2008) na Hungria investigou a
ecologia do RVC do ponto de vista da virologia ambiental, utilizando a tecnologia da
PCR em tempo real (RT-gPCR). RVC foi detectado em amostras de esgoto bruto,
sugerindo que o virus permanece em circulacdo. Entretanto ndo foi observado aumento
significativo no nimero de surtos ou casos esporadicos por RVC na mesma regiao
investigada (Meleg et al., 2008).

No Brasil a infeccdo por RVC foi identificada primeiramente por Pereira et al.
(1983). Desde entdo, infeccbes causadas por RVC foram identificadas
esporadicamente ou em surtos em varios momentos e localidades (Gabbay et al.,
1989; Timenetsky et al., 1993; Souza et al., 1998; Teixeira et al., 1998; Gabbay et al.,
1999). Um estudo soroepidemioldgico conduzido por Cox et al. (1998) no Brasil em

1990 revelou a presenca de 36% de anticorpos contra RVC na populacdo adulta,
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resultado similar aos encontrados em outros paises (Riepenhoff-Talty et al., 1997,
Nilsson et al., 2000a; Castello et al., 2002), sugerindo a mesma discrepéancia observada
mundialmente entre a maior prevaléncia soroldgica de RVC quando comparada com a
baixa deteccéo direta de RVC nas fezes.

O papel e a distribuicdo global dos RVC em animais permanecem obscuros,
principalmente devido ao limitado nimero de estudos realizados. Estudos sorolégicos
demonstraram que o RVC é prevalente na populacdo adulta bovina nos Estados
Unidos, Reino Unido e Japéo, variando de 24 a 56% (Bridger, 1987; Tsunemitsu et al.,
1992b). Entretanto, de modo semelhante ao que ocorre com a populagdo humana, a
taxa de deteccdo de RVC em amostras fecais de bovinos, apresentando sintomas ou
nao, € muito baixa (Chang et al., 1999). Experimentalmente, a co-infeccdo de bovinos
com RVA contribui para o aumento da excrecdo de RVC e a extensdo das lesdes
histolégicas no intestino delgado (Chang et al., 1999). Esse dado sugere que 0 curso
clinico da infeccdo por RVC em gado poder ser alterado pela co-infeccdo com outros
patogenos (Park et al., 2010). Outros estudos sugerem que a diarreia causada por RVC
se dissemina rapidamente entre bovinos, sendo caracterizada por alta morbidade e
baixa mortalidade e, ainda, que a lactacdo talvez esteja associada a susceptibilidade
de infeccédo por RVC ou a manifestacdo da diarreia (Tsunemitsu et al., 1991; Mawatari
et al., 2004).

Surtos de diarreia associada a RVC s&o melhores documentados em suinos
(Morin et al., 1990; Kim et al., 1999), inclusive no Brasil (Sigolo de San Juan et al.,
1986; Alfieri et al., 1999), atingindo leitdes durante a amamentacdo, desmame e poés-
desmame (Morin et al.,, 1990; Saif e Jiang, 1994; Martella et al., 2007a). Estudos
soroepidemioldgicos limitados sugerem que a infeccdo por RVC ocorre de forma
generalizada e, presumivelmente, enzodtica em fazendas de porcos (Tsunemitsu et al.,
1992b; Saif e Jiang, 1994) e reportam uma prevaléncia de anticorpos contra RVC
variando de 28-70% em leitdes de 8 semanas de idade. A prevaléncia de anticorpos
aumenta com a idade e atinge 79-100% em porcos adultos (Terrett et al., 1987; Saif e
Jiang, 1994; Martella et al., 2007a). A deteccdo de RVC em leitbes assintomaticos

também ja foi relatada (Collins et al., 2008), entretanto estudos futuros sdo necessarios
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a fim de elucidar precisamente o papel dos RVC em tais circunstancias (Jeong et al.,
20009).

Em suinos, assim como em humanos, RVC também é detectado em infeccdes
associadas a outros enteropatdgenos (e.g. E. coli, Salmonella spp), inclusive virais (.i.g.
RVA) (Martella et al., 2007a; Jeong et al., 2009). N&o existem relatos consistentes a
cerca da sazonalidade das infec¢des por RVC em suinos. Na Coréia do Sul, Jeong et
al. (2009) e Lee et al. (2011) relatam maior frequéncia de detec¢cdo de RVC em porcos

durante a primavera e verao.

1.9.5 Distribuicado das cepas de rotavirus do grupo C

E comum utilizar as combinacbes dos gendtipos G e P dos RVA nas
investigacbes epidemiologicas (Ramachandran et al., 2000; Kapikian et al., 2001).
Contudo, a menor variabilidade sorotipica dos RVC limita tal aplicagéo.

O RVC porcino exibe a maior diversidade, classificados em G1 (representado
pela cepa suina Cowden), G3 (representado pela cepa suina HF), G5 (representado
pela cepa suina 134/04-18), G6 (representado pela cepa suina 134/04-2), G7
(representado pela cepa suina 42-05-21), G8 (representado pela cepa suina
1GA/05/Cork) e G9 (representado pela cepa suina TN10-51). O RVC bovino é
classificado como G2 (representado pela cepa bovina Shintoku) e as cepas humanas
sdo classificadas como G4 (Tsunemitsu et al., 1996; Jiang et al., 1999; Adah et al.,
2002; Rahman et al., 2005a; Martella et al., 2007b; Collins et al., 2008, Marthaler et al.,
2013). Andlise genética da proteina VP4 realizada por Jiang et al. (1999) propds trés
gendtipos P distintos para os RVC: P[1] porcino (C/PO/Cowden); P[2] humano
(C/HU/Belém) e P[3] bovino (C/BO/Shintoku).

Sabe-se que diferentes cepas de RVA séo repetidamente introduzidas ou
reintroduzidas nas populacdes susceptiveis (humana e animal) ao longo dos anos e/ou
estacdes. Essas reintroducdes refletem o mecanismo classico de pressao seletiva
devido ao aumento de imunidade da populacdo susceptivel as cepas de RVA
circulantes (Arista et al., 2006). E possivel que um mecanismo similar também

direcione a evolucdo dos RVC, principalmente em hospedeiros suinos (apresentam
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maior variabilidade de gendtipos G), permitindo que flutuacdes temporais de cepas
distintas ocorram (Martella et al., 2007b).

1.9.6 Manifestacdes clinicas dos rotavirus do grupo C

De acordo com algumas observagfes, os RVC causam um quadro sintomatico
relativamente mais leve que os RVA, marcado por episédios de febre e vémito breves,
menor desidratacdo e poucas hospitalizacdes (Jiang et al., 1995; Sanchez-Fauquier et
al., 2003). Uma possivel explicacdo seria a existéncia de protecdo cruzada entre 0s
RVA e RVC. A populagdo nos primeiros meses de vida apresenta baixa imunidade e
alta susceptibilidade a infeccdo primaria por RVA, a qual geralmente se manifesta de
forma aguda. Por essa razao, a infeccdo subsequente por RVC poderia resultar em um
guadro sintomatico mais brando (James et al., 1997).

Os suinos apresentam diarreia abundante e vémito ocasional (Morin et al., 1990;
Kim et al., 1999). Poucas informacdes clinicas sobre a infec¢do de gado por RVC estéo
disponiveis na literatura. RVC foi identificado durante um surto de diarreia entre vacas
leiteiras adultas no Japdo em 2002. Nesse episddio em particular, o0 gado apresentou
fezes liquidas e com coloracdo acastanhada, mas sem a presenca de sangue. Todas
as vacas infectadas se recuperaram em 3-5 dias, entretanto foi observada uma
diminuicdo significativa na producdo de leite logo apds o inicio dos sintomas, se
prolongado por até uma semana (Mawatari et al., 2004). Ainda no Japao, uma
diminuicdo na producao de leite entre gado infectado com RVC ja havia sido observada
uma década antes (Tsunemitsu et al., 1991).

Um caso raro de gastroenterite em furdes foi descrito por Wise et al. (2009),
onde animais eutanasiados apoOs histérico de diarreia foram estudados. O exame
macroscopico revelou achados compativeis com desidratagdo, como abddémen
distendido, provavelmente pela acdo de gases e fluidos e paredes finas no intestino
delgado. Microscopicamente o intestino delgado exibia atrofia entérica superficial
aguda com degeneracdo, necrose e descamacao das vilosidades. Esses achados
histol6gicos eram compativeis com gastroenterite causada por RV e o RT-PCR revelou
a deteccéo de RVC (Wise et al., 2009).
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1.9.7 Prevencéao contra infec¢do por rotavirus do grupo C

Os RVC demonstram a mesma resisténcia aos métodos comuns de desinfeccao
gue aquelas exibidas pelos RVA (Dhama et al., 2009). Entretanto, supde-se que o RVC
ndo seja tdo estavel quanto o RVA e que seja excretado em concentracfes menores
nas fezes de hospedeiros infectados (Jiang et al., 1995; Chang et al., 1999). Boas
praticas de higiene podem auxiliar na reducdo das taxas de infeccdo por RVC. A
caracterizacdo epidemioldgica dos RVC é muito limitada, o que dificulta a
implementacdo de medidas de controle mais especificas (Médici et al., 2010), tanto em
humanos quanto em animais. Um maior nimero de estudos moleculares é necessario
para o desenvolvimento de medidas profilaticas baseada em vacinacao (Médici et al.,
2010).

1.9.8 Transmisséao do rotavirus do grupo C

A transmissdo de RVC, provavelmente, segue a mesma rota das infeccdes por
RVA: fecal-oral, fobmitos, contato pessoa a pessoa ou com objetos contaminados e
consumo de agua ou alimentos contaminados (Timenetsky et al., 2004; Leung et al.,
2005; Cortese et al., 2009; Koroglu et al., 2011; Brassard et al 2012). Considerando a
via de transmissdo ambiental, Meleg et al. (2008) detectou RVC em amostras de

esgoto, mas nao evidenciou a transmissao viral para hospedeiros susceptiveis.

1.9.8.1 Transmissdao interespécie e potencial zoonético do rotavirus do grupo C

Na década de 80, Pefiaranda et al. (1989) propds que o RVC humano tivesse
sido derivado originalmente a partir de RVC porcino, provavelmente, através de
transmissao interespécie (Castello et al., 2000). Existem evidéncias diretas de que RVC
de origem suina séo capazes de infectar gado, uma vez que a cepa bovina WD534tc é
geneticamente mais semelhante as cepas suinas do as demais cepas bovinas (Chang
et al., 1999). Recentemente, Jeong et al. (2009) e Park et al. (2010) demonstraram que

a transmisséo interespécie entre cepas de RVC de origem bovina e suina parece
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ocorrer em alta frequéncia na natureza na Coréia do Sul. Entretanto, os autores nédo
puderam concluir se ocorreu uma transmissdo direta entre as diferentes espécies
animais ou se houveram rearranjos entre cepas de origem bovina e suina, uma vez que
apenas um pequeno fragmento da proteina VP6 foi analisado. A andlise genética do
genoma completo € necessaria para confirmar tais resultados (Jeong et al., 2009; Park
et al., 2010).

Essa transmissdo zoondtica aventada na Coréia do Sul pdde ser aventada pelo
fato de que as fazendas de porcos e bois estdo localizadas na mesma regido
geogréfica (inclusive compartilhando fronteiras entre si), o que facilitaria a transferéncia
de genes. Dessa forma, a transmissao direta de RVC entre gado e porcos ou a geragao
de rearranjos bovino-suino poderia ser concebida através do contato direto entre os
animais, contaminacdo através do ambiente (alimento ou agua), assim como pelos
através dos proprios fazendeiros (Cook et al., 2004; Jeong et al., 2009).

O possivel papel zoonotico envolvendo RVC também foi postulado baseado em
sua elevada soroprevaléncia em humanos em areas rurais, sugestdo esta consistente
com uma suposta transmissdo de origem animal (lturriza-Gomara et al., 2004a). O
padrdo de deteccéo esporadico de RVC nas fezes e a descricdo de surtos localizados
podem ser interpretados como uma (re-)introducdo de cepas de RVC a partir de um
reservatorio animal ndo identificado (Banyai et al., 2006). Ainda, a baixa prevaléncia de
anticorpos contra RVC em humanos e a alta prevaléncia em suinos, também sugere
gue os RVC possam ser decorrentes de uma infeccdo zoondtica emergente em
humanos (Gouvea et al., 1991).

Uma evidéncia adicional corroborando o possivel potencial zoonético do RVC foi
reportada por Gabbay et al. (2008) a partir de amostras fecais de criancas da regido de
Belém (Para) coletadas em 1989, as quais foram infectadas por uma linhagem suina
(Cowden). O significado real desse achado permanece obscuro, uma vez que, somente
o0 gene VP6 dessas amostras foi caracterizado e, portanto, ndo se pode concluir se
essas criancas realmente foram infectadas com o RVC suino ou se houve um rearranjo
entre cepas humanas e suinas. Os autores também nao obtiveram informacfes se as
criancas infectadas pelas cepas suinas tiveram contato com porcos ou se vivem em

areas onde o contato humano-animal seja mais préximo (Gabbay et al., 2008).
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Recentemente, Yamamoto et al (2011) sugeriu uma possivel relacéo filogenética
entre a cepa de RVC suina Cowden e cepas humanas, especulando que o gene VP3
de RVC humano pudesse ter origem porcina. A deteccao de RVC de origem animal em
humanos destacou o potencial impacto zoonético que tais cepas podem representar,
evidenciando a necessidade de um estudo mais aprofundado sobre a epidemiologia
dos RVC (Jeong et al., 2009).

1.9.9 Diversidade genética e evolucdo dos rotavirus do grupo C

A homologia observada entre as sequéncias das cepas de RVC provenientes de
pacientes do mundo todo é muito alta, sugerindo que devam ter sido originadas a partir
de um unico clone (Castello et al., 2000; Gabbay et al., 2008). Cepas humanas e
animais de RVC apresentam sequéncia nucleotidica relativamente distinta, indicando
uma diferenca substancial de restricAo para hospedeiros e uma via evolucionaria
independente (Gabbay et al., 2008).

Mudancas nas sequéncias dos genes VP7 e VP4 dos RVC humanos com o
passar dos anos sao evidentes, embora sutis, sugerindo que a evolucdo nos genes de
RVC seja mais lenta (Kuzuya et al., 1996; Schnagl et al., 2004) qguando comparado aos
RVA. Embora todas as cepas humanas de RVC pertengam a um anico genoétipo (G4)
(Jiang et al., 1999), alguns trabalhos sugerem a existéncia de linhagens circulantes
distintas (Rahman et al., 2005a), inclusive no Brasil (Araujo et al., 2010). Vale ressaltar,
gue o numero de cepas de RVC humano sequenciadas até o momento ainda &
pequeno e para poder confirmar se o nivel de conservacdo génica nesses genes é
realmente alto, uma quantidade maior de cepas deve ser analisada (Schnagl et al.,
2004). Poucos estudos avaliaram as relacées genéticas envolvendo a proteina NSP4
dos RVC e, embora alguma variabilidade seja descrita (Yamamoto et al., 2011), as
cepas parecem constituir uma linhagem humana Unica (Banyai et al., 2008; Araujo et
al., 2010; Yamamoto et al., 2011).

A variacdo génica parece ser maior entre as cepas de RVC de origem animal. A
divergéncia nucleotidica observada por Martella et al. (2007b) na Italia em sequéncias

da proteina VP6 detectadas em porcos € maior que aquelas observadas entre as cepas

123



humanas. A mesma variabilidade génica da proteina VP6 também foi observada em
cepas de RVC porcinas brasileiras (Médici et al., 2010). Park et al. (2010)
demonstraram através de andlise filogenética de sequéncias da proteina VP6 que
existe uma diversidade génica entre cepas de RVC bovinas na Coréia do Sul. Essa
diversidade genética observada na proteina VP6, um gene supostamente conservado,
abre a possibilidade de que o RVC seja mais variavel do que se acreditava inicialmente
(Médici et al., 2010).

Os dados genéticos globais acumulados sobre as cepas de RVC se concentram
nas sequéncias de VP7, VP4 e VP6. Informacdes sobre os demais segmentos génicos
sdo praticamente inexistentes e o status exato da evolucdo molecular do genoma
inteiro de RVC ainda é desconhecido (Yamamoto et al., 2011). O sequenciamento
completo de cepas de RVC provenientes da China, india, Bangladesh e Jap&o
evidenciaram um alto percentual de conservacdo, sendo os genes VP6, VP1 e VP2
mais conservados que VP3, NSP4 e NSP5, os quais exibiam uma diversidade genética
maior (Yamamoto et al., 2011). O sequenciamento de um maior numero de cepas de
RVC, tanto de origem humana quanto animal, € essencial para revelar a ecologia

desse agente viral, assim como elucidar a origem das cepas de RVC humanas.
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2. OBJETIVOS

125



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo principal averiguar o potencial zoon6tico
e a transmisséo interespécie de cepas de rotavirus dos grupos A e C.

2.2 Objetivos Especificos

Durante a vigilancia nacional dos RV no periodo compreendido entre Junho de
2007 e Junho de 2012:

(A) Pesquisar a presenca de RVA e RVC em amostras fecais de humanos
utilizando as técnicas de EIA e EGPA;

(B) Examinar a distribuicdo de RVA e RVC por idade;

(C) Determinar o padrao de sazonalidade de RVA e RVC;

(D) Caracterizar molecularmente as amostras positivas para RVA quanto aos

genotipos G e P;

(E) Descrever a diversidade genotipica das amostras de RVA identificadas;

(F) Sequenciar parcialmente os segmentos gendmicos que codificam para as
proteinas que compdem o capsideo externo (VP4 e VP7) de cepas de RVA humano

gue apresentam combina¢des G/P ndo usuais detectadas;

(G) Sequenciar parcialmente os segmentos gendmicos que codificam para as
proteinas VP4, VP6, VP7 e NSP4 de cepas de RVC humano detectados;
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(H) Sequenciar parcialmente os segmentos gendmicos que codificam para as
proteinas VP4, VP6, VP7 e NSP4 de cepas de RVC humano detectados previamente
detectadas pelo NDE em 1988 e 1993;

(H) Comparar as sequéncias parciais obtidas com sequéncias cognatas de
cepas de RVA e RVC de origem humana e animal disponiveis no GenBank;

(I) Analisar geneticamente as cepas de RVA e RVC humanas sequenciadas e as

cepas cognatas disponiveis no GenBank na tentativa de elucidar as relacbes genéticas

entre cepas de RV provenientes de diferentes espécies hospedeiras.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem

Esse é um estudo retrospectivo e descritivo conduzido com amostras fecais de
conveniéncia coletadas de criancas, adultos e idosos provenientes da vigilancia
nacional de RV. Amostras fecais de pacientes com sintomas de gastroenterite aguda
sdo enviadas ao Nucleo de Doencas Entéricas (NDE) do Centro de Virologia do
Instituto Adolfo Lutz. (IAL). O NDE-IAL é centro de referéncia macrorregional para a
vigilancia das gastroenterites virais, Ministério da Saude (MS)-Brasil e participa do
Programa de Monitoramento das Doencgas Diarreicas Agudas (PMDDA) (Figura 13)

com o objetivo de deteccao precoce de surtos de diarréia.

Instituto Adolfo Lutz
Referéncia Macro-regional

Fonte: Morillo et al., 2011
Figura 13. Os estados de Mato Grosso (MT), Tocantins (TO), Goias (GO), Mato Grosso do Sul (MS), S&o
Paulo (SP), Parana (PR), Santa Catarina (SC) e o Distrito Federal (DF), destacados em preto no mapa,

compdem o conjunto de estados das regies Sul, Centro-Oeste e Sudeste que atuam na vigilancia das

gastroenterites virais tendo o NDE-IAL como centro de referéncia macrorregional.

No periodo compreendido entre Junho de 2007 e Junho de 2012, o NDE
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analisou um total de 6196 amostras de fezes, coletadas de criangcas <5 anos (4213),
criancas e adolescentes com idades entre 6 e 18 anos (529), adultos de 19 a 59 anos
(1004) e, idosos 260 anos (202). Entre as 6196 amostras analisadas, 248 néo
possuiam informacdes sobre a idade do paciente.

Todas as amostras recebidas pelo NDE s&o testadas para RVA e
permaneceram estocadas em freezer -20°C até o momento da analise. Durante mesmo
periodo, o NDE realizou o diagnéstico diferencial para a deteccdo de RVC em amostras
negativas para RVA. Adicionalmente, foram resgatadas e incluidas todas as amostras
positivas para RVC previamente detectadas pelo NDE em 1988 e 1993 para
caracterizacao molecular.

Vale ressaltar que a caracterizacdo molecular dos genotipos de RVA descritos
neste estudo foi realizada em amostras coletadas apés implantacéo da vacina Rotarix®
no PNI. O presente trabalho ndo teve por objetivo avaliar a seguranca,
imunogenicidade ou protecdo conferida pela vacinacdo e, dessa forma nao buscou
informacdes relacionadas ao status vacinal ou avaliacao clinica dos pacientes.

O presente projeto foi previamente encaminhado ao Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz — CEPIAL, S&o Paulo, Brasil, o qual aprovou seu
desenvolvimento em concordancia com a Resolucdo CNS 196/96 e suas resolucfes
complementares (Ref. 53/05; Ref. 18/09) Este foi um estudo desvinculado e anénimo.
Dessa forma, a aplicacdo do termo de consentimento livre e esclarecido nao foi
necessaria de acordo com a resolucdo 196/96 sobre pesquisas envolvendo seres
humanos - Conselho Nacional de Saude (CNS) / Ministério da Saude (MS), Brasilia,
1996.

3.2 Preparo da suspenséo de fezes

As amostras fecais foram clarificadas em suspensdes a 20% (1:5) em tampéao
Tris (Invitrogen, Carlsbad, CA) / HCI (Merck & Co., Inc, Whitehouse Station, NJ)
(Tris/HCI 0,1M; pH 7,4) em microtubos de 1,5 mL ou em tampdes comerciais
constituintes dos kits de EIA empregados na deteccdo de RVA. Em seguida as

amostras foram agitadas, para garantir a homogeneizacdo, e centrifugadas em
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microcentrifuga (Hermle, modelo Z382K) a 5000 x g por 30 minutos (Pereira et al.,
1983). Os sobrenadantes foram utilizados nos ensaios de EIA e EGPA. As suspensdes
fecais foram estocadas a -20°C para, eventualmente, serem utilizadas novamente.
Sempre que necessario, novas suspensdes foram preparadas seguindo o protocolo

descrito acima.
3.3 Ensaio imunoenzimatico para rotavirus do grupo A (EIA ou ELISA)

A triagem de amostras positivas para RVA utilizou kits imunoenziméticos (EIA)
comerciais, também chamados de ELISA (enzyme linked immunoabsorbent assay). Os
ElAs desenvolvidos para o diagnostico de RVA s&o do tipo “sanduiche” e detectam o
antigeno viral diretamente na amostra (suspenséo de fezes) (Coulson e Holmes, 1984;
Nakata et al., 1986). Devido ao extenso periodo de estudo, dois EIAs de marcas
diferentes foram utilizados: RIDASCREEN® rotavirus (R-Biopharm AG, Darmstadt,
Alemanha) e Premier Rotaclone® (Meridian Bioscience, Inc., Cincinnati, OH); ambos
realizados de acordo com as instrucdes dos respectivos fabricantes. A marca do EIA
utilizado variou conforme a disponibilidade do kit no mercado, entretanto, vale ressaltar
gue em nenhum momento marcas distintas foram usadas simultaneamente.

De modo resumido: anticorpos monoclonais especificos contra a proteina do
capsideo intermediario VP6 dos RVA (anti-VP6) foram fixados pelo fabricante a um
suporte solido (placas de 48 ou 96 orificios) e 100uL de cada uma das suspensdes
fecais, previamente clarificadas, foi adicionado aos orificios. As placas também foram
adicionados 100uL (2 gotas) de controles positivos e negativos fornecidos pelos kits.
Apbs incubagdo a temperatura ambiente (20-25°C) (tempo necessario para que o
material teste reaja com a fase sélida e foi determinado pelo kit utilizado), as placas
foram lavadas manualmente (com tampdes de lavagens fornecidos pelo fabricante ou
agua MilliQ estéril e pelo nimero de vezes indicado em cada kit) para remover o
material em excesso que ndo reagiu. A cada orificio teste foi adicionado 100pL (2
gotas) de conjugado (anticorpos monoclonais conjugados com enzimas). Ap0s mais
uma incubacdo a temperatura ambiente (20-25°C) e lavagens, 100uL (2 gotas) do

substrato da enzima foi adicionado, seguindo-se de nova incubagéo (a temperatura

131



ambiente - 20-25°C). Dessa forma, a enzima atua sobre o substrato, produzindo uma
mudanca de cor. Por meio da adicéo de 50uL (1 gota) do reagente bloqueador, ocorre
uma segunda mudanca de cor.

O resultado do teste foi determinado por leitura visual (avaliagdo qualitativa) e
por medida de densidade 6tica em espectrofotbmetro (Multiskan FC, Thermo Scientific)
(avaliagdo quantitativa) utlizando filtro de comprimento de onda de 450nm. O
espectrofotometro mede a absorbancia produzida pela acdo da enzima sobre o
substrato.

Para os ensaios realizados com o kit RIDASCREEN® foi calculado o valor de cut
off (valor de corte) acrescentando-se 0,150 ao valor de absorbancia obtido na leitura do
controle negativo. Para os ensaios realizados com o kit Rotaclone® o valor de cut off é
fixado pelo fabricante em 0,150. Para ambos os kits, adiciona-se 10% a mais e 10% a
menos ao valor de cut off de modo a aferir maior confiabilidade e precisdo aos testes.
Foi considerada positiva a amostra com densidade 6tica maior ou igual aos 10% a mais
do valor de cut off e negativa a amostras com densidade 6tica menor ou igual a 10% a
menos que o valor de cut off. A amostra que apresentou densidade otica dentro do
intervalo de 10% (a mais ou a menos) do cut off foi testada novamente apds realizacao

de nova clarificacédo de fezes.

3.4 Eletroforese de RNAdf de rotavirus em gel de poliacrilamida (EGPA ou SDS-
PAGE)

EGPA € uma técnica muito utilizada para deteccao e estudo de virus de genoma
segmentado, como o RV (RNAdf). Consiste na andlise do padrdo de migracdo dos
segmentos gendmicos virais em gel de poliacrilamida. Esses segmentos podem ser
visualizados ap0s coloracéo do gel, geralmente por nitrato de prata. Esse teste permite
a andlise de variacdes no genoma dos RVA detectados por EIA, além da observacéo
de infeccdes mistas e deteccdo de RV nao pertencentes ao grupo A.

Os RV nao pertencentes ao grupo A ndo sao detectados pelos ElIAs disponiveis
comercialmente e utilizados para a triagem do material. O EGPA utilizado nesse estudo

foi realizado a partir de adaptacdes dos protocolos descritos por Herring et al. (1982) e
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Pereira et al. (1983). Amostras negativas para RVA por EIA foram testadas por EGPA
para a deteccao de RVC.

3.4.1 Extracéo do &cido nucléico (RNAdf)

Em microtubos de 1,5mL contendo 400uL da suspensao fecal foram adicionados
300uL da mistura de fenol-cloroformio (1:1 v/v), 50uL de EDTA 0,5M (acido
etilenodiamino tetra-acético) (Gibco® Life Technologies, Carlsbad, CA) e 50uL de SDS
10% (dodecil sulfato de sodio) (Gibco® Life Technologies, Carlsbad, CA). Apés
agitacdo por 1 minuto em agitador de tubos e incubag&o por 10 minutos a temperatura
ambiente (20-25°C), as misturas foram centrifugadas a 5000 x g por 2 minutos a 4°C
em microcentrifuga refrigerada (Hermle, modelo Z382K). A fase aquosa sobrenadante
foi coletada (~500pL) e transferida para um novo microtubo. Foram adicionados, a cada
tubo, 1,0mL de etanol absoluto (conservado a -20°C) (Merck & Co., Inc, Whitehouse
Station, NJ) e 50uL de NaCl (5M). As misturas foram levemente homogeneizadas
manualmente e incubadas por uma noite (overnight) a -20°C.

Apés a incubacdo, as misturas foram novamente centrifugadas em
microcentrifuga refrigerada (Hermle, modelo Z382K) a 10 000 x g por 15 minutos a 4°C.
Os sobrenadantes foram desprezados e os sedimentos foram secos com os tubos na
posicao invertida a temperatura ambiente (20-25°C ) por 10 minutos. Em seguida, os
sedimentos foram ressuspensos em 50uL de agua MilliQ estéril e armazenados em
freezer -20°C.

A cada conjunto de amostras fecais extraidas incluiu-se o extracdo do RNAdf da
cepa padrao SiRV-A/SA11 (controle positivo). SIRV-A/SA11 foi produzida em cultura de
células MA104.

3.4.2 Preparo do gel de poliacrilamida
Foram montadas camaras preparadas com duas placas de vidro separadas

entre si por um espacador de 1mm, seladas com agarose 2% (Sigma-Aldrich Co, St.

Louis, MO). As camaras foram adicionadas duas fases de gel de poliacrilamida: gel
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inferior (fase separadora) e gel superior (fase concentradora). O gel inferior € composto
por acrilamida 7,5% (Invitrogen, Carlsbad, CA): bisacrilamida 0,2% (Invitrogen,
Carlsbad, CA) em tampéo Tris/HCL, 3mM pH 8,8; 0,03mM de persulfato de amdnia
(Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO); 0,2% de TEMED (tetrametiletiienodiamina)
(Invitrogen, Carlsbad, CA). O gel superior é composto por acrilamida 3,5%:
bisacrilamida 0,045% em tampao Tris/HCL, 6mM pH 6,8; 0,015mM de persulfato de
amonia; 0,2% de TEMED. Apés a polimerizacao dos géis a temperatura ambiente (20-
25°C), as placas foram seladas com agarose 2% as cubas de corrida. Em seguida, o
sistema de tampédo de corrida Tris-glicina (Tris 0,01M; glicina 0,083M; pH 8,3) foi

adicionado aos seus respectivos reservatorios.

3.4.3 Preparo das amostras para corrida em gel de poliacrilamida

Para a dissociagdo do RNAdf, 15uL de cada amostra foram misturados a 5uL de
tampéao dissociante: uréia 5M (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO), 2-mercaptoetanol 5%
(Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO), azul de bromofenol 1% (Sigma-Aldrich Co, St. Louis,
MO), SDS 10% e Tris/HCI 0,5M. Em seguida foram incubados a 56 °C por 15 minutos.

3.4.4 Corrida eletroforética em gel de poliacrilamida

Apés a retirada dos pentes das camaras de eletroforese, cada amostra a ser
analisada foi aplicada em uma canaleta individual para a corrida eletroforética. A
eletroforese dos segmentos de RNA ocorreu em corrente constante de 40mA
(milliampere), durante 1,5 hora a temperatura ambiente (20-25°C). Em todas as

corridas eletroforéticas a amostra padréo (controle positivo) SiRV-A/SA11 foi incluida.
3.4.5 Coloracao do gel de poliacrilamida
Para a coloracdo com nitrato de prata, inicialmente cada gel foi transferido para

uma solucgédo fixadora composta por etanol 10% e &cido acético 0,5%, seguindo-se de

agitacdo por 30 minutos em agitador orbital (Fanen, modelo 255-B) a temperatura
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ambiente (20-25°C). Apds a agitacdo, a solucéo fixadora foi retirada, o gel lavado 2 x
com agua MilliQ e a solugcdo de coloragdo composta por nitrato de prata 0,11M foi
adicionada. Ap6s mais 30 minutos de agitacdo periédica em agitador orbital a
temperatura ambiente (20-25°C), o gel foi novamente lavado 2x com agua MilliQ, em
seguida, acrescentou-se a solucao reveladora composta por hidréxido de sédio (NaOH)
0,75M e formalina 0,95%. Apds a visualizacdo das bandas, a revelacdo foi interrompida
removendo-se a solucao reveladora e acrescentando-se a solucéo de acido acético 5%

por 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).

3.4.6 Secagem do gel de poliacrilamida

Para a secagem do gel, inicialmente desprezou-se a solucédo de acido acético
5% e adicionou-se a solucédo de secagem (metanol 65%, etanol 10%, glicerol 0,5%).
Duas folhas de celofane (GE Healthcare Bio-Sciences Corp, modelo Precut Cellophan
Sheet) foram embebidas nesta solugdo. Uma das folhas foi usada para cobrir a placa
de acrilico, em seguida, o gel foi colocado sobre a placa revestida com a folha de
celofane. A segunda folha de celofane foi colocada sobre o gel, cobrindo-o totalmente.
As folhas de celofane foram bem esticadas (sem deixar nenhuma bolha de ar entre
elas ou entre as mesmas e o gel) e presas com presilhas de acrilico a placa. O
conjunto de secagem foi deixado em repouso por dois dias a temperatura ambiente
(20-25°C). Apds esse periodo, o conjunto foi desmontado e o gel aprisionado pelas
folhas de celofane, totalmente secas, retirado. O gel de poliacrilamida seco pode ser

armazenado a temperatura ambiente (20-25°C) por tempo indeterminado.
3.4.7 Foto-documentacao do gel de poliacrilamida

Para fotografar os géis, antes ou depois da secagem, utilizou-se o sistema de
foto-documentacdo digital UV Transiluminator, UVP Laboratory Products, sem a

aplicacdo de luz ultravioleta (UV). As fotografias foram impressas, analisadas e

arquivadas.
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3.4.8 Interpretagcéo dos resultados de eletroforese em gel de poliacrilamida

As amostras positivas para RVA foram analisadas quanto ao comportamento de
migracdo eletroforética dos segmentos de RNAdf, visando a classificagdo das mesma
em “perfil longo” ou “perfil curto”, quando comparadas a amostra padrdo SiRV-A/SA11l.
Eventualmente, amostras positivas para RVA por EIA podem néo ter seus segmentos
de RNAdf visualizados em EGPA (amostra negativa para EGPA), uma vez que essa
metodologia requer genoma integro e a presenca de pelo menos 10% a 10 particulas
virais para a obtencédo de um resultado positivo (Jiang et al., 1995; Kuzuya et al., 1996;
Gabbay et al., 2008).

As amostras foram consideradas positivas para RVC quando o padrdo de
migracdo dos segmentos de RNAdf 4-3-2-2, caracteristico desse grupo de RV, foi
observado utilizando a amostra padréo SiRV-A/SA11 como base de comparacéo.

3.5 Transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase e
subsequente re-amplificacdo com iniciadores (primers) multiplos (semi-nested

multiplex RT-PCR) para rotavirus do grupo A

Para a identificacdo da diversidade de gendtipos G e P das amostras positivas
para RVA (detectadas simultaneamente pelas técnicas de triagem EIA e EGPA) foi
realizado o RT-PCR com a transcricdo reversa do RNAdf seguida de amplificacdo de
acordo com os protocolos descritos por Gouvea et al. (1990), Gentsch et al. (1992),
Gouvea et al. (1994a), Gouvea et al. (1994b) e Gouvea et al. (1994c). A multiplex PCR
inclui mais de um conjunto de primers, possibilitando a deteccdo de multiplos alvos
(gendtipos G e P) na mesma reacao, diminuindo o custo e otimizando a genotipagem
das amostras.

Em todas as reacBes foram incluidos controles positivos (amostras positivas
detectadas e genotipadas previamente pelo NDE oriundas da rotina diagnostica) e
negativos (agua MilliQ estéril). Vale ressaltar, que durante a realizacdo da RT-PCR
foram utilizados laboratérios diferentes para as etapas de extracdo do RNAdf, preparo

da transcricdo reversa e primeira amplificacdo, denominadas &reas de pré-amplificacdo
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e para as etapas de transferéncia do DNA amplificado para a segunda reacéo de PCR,
preparo e corrida do gel de agarose e documentacdo digital do resultado obtido,
denominadas areas de pos-amplificacao.

Os diferentes primers usados para a 12 reacdo de amplificacdo dos genes que
codificam para as proteinas VP7 e VP4 e aqueles utilizados para a genotipagem (22
reacdo de amplificacdo) das amostras de RVA estédo descritos nas Tabelas 4 e 5, bem
como suas respectivas posicdes de anelamento, sequéncias de nucleotideos, amostra

usada como protétipo de gendtipo e referéncia bibliogréfica.

Tabela 4. Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados na caracterizacdo de genétipos G da
proteina VP7 dos RVA, suas respectivas posicies de anelamento, amostra usada como protétipo e
referencia bibliografica.

Primer Posicéao Sequéncia (5°-3") Prototipo Gendtipos Polaridade Referéncia
G Bibliografica
Beg9 1-28 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG HuRV-A/Wa * (+) Gouvea et al., 1990
End9 1062-1036 GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG SiRV-A/SA11 * (-) Gouvea et al., 1990
RVGY 1062-1044 GGTCACATCATACAATTCT SiRV-A/SA11 * (-) Gouvea et al., 1990
sBeg9 1-21 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTC HuRV-A/Wa * (+) Gouvea et al., 1994b
(Anti-Al)
aBT1 314-335 CAAGTACTCAAATCAATGAGG HuURV-A/Wa G1 (+) Gouvea et al., 1990
aCT?2 411-435  CAATGATATTAACACATTTTCTGTG HURV-A/DS1 G2 (+) Gouvea et al., 1990
aET3 689-709 CGTTTGAAGAAGTTGCAACAG HURV-A/P G3 (+) Gouvea et al., 1990
aDT4 480-498 CGTTTCTGGTGAGGAGTTG HURV-A/ST3 G4 (+) Gouvea et al., 1990
FT5 779-760  CATGTACTCGTTGTTACGTC PoRV-A/OSU G5 (-) Gouvea et al., 1994c
DT6 499-481  CTAGTTCCTGTGTAGAATC BoRV-A/UK G6 (-) Gouvea et al., 1994c
HTS 273-256  CGGTTCCGGATTAGACAC HURV-A/B37 G8 (-) Gouvea et al., 1994c
aFT9 757-776  CTAGATGTAACTACAACTAC HURV-A/WI61 G9 (-) Gouvea et al., 1990
ET10 714-697  TTCAGCCGTTGCGATTC BoRV-A/B223 G10 (-) Gouvea et al., 1994c
BT11 366-316  GTCATCAGCAATCTGAGTTGC PoRV-A/YM G11 (-) Gouvea et al., 1994c
VG86 436-459  TTACAGAGAAGGACGCTATGTCA L26 G12 (-) Taniguchi et al., 1990

*Amplifica todo o gene 9 que codifica para a proteina VP7 (para todos os genétipos)
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Tabela 5. Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados na caracterizagdo de genétipos P da

proteina VP4 dos RVA, suas respectivas posicdes de anelamento, amostra usada como protétipo e

referencia bibliogréfica.

Primer Posicao Sequéncia (5°-3") Prototipo Gendtipos Polaridade Referéncia
P Bibliogréfica

Con3 11-32 TGGCTTCGCTACTTTATAGACA HuRV-A/KU * (+) Gentsch et al., 1992
Con2 868-887 ATTTCGGACCACTTTATAACC HURV-A/KU * (-) Gentsch et al., 1992
PNCDV  269-289 CGAACGCGGGGGTGGTAGTTG BoRV-A/NCDV [1 (+) Gouvea et al., 1994b
BL-36 736-759 TGATTGAGCTTTTAATGATATCAC  HuRV-A/HCR3 [3] (-) Li et al., 1993

2T A474-494  CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC HuURV-A/RV5 [4] (-) Gentsch et al., 1992
pUK 336-354 GCCAGGTGTCGCATCAGAG BoRV-A/UK [5] (+) Gouvea et al., 1994b
pGott 465-487 GCTTCAACGTCCTTTAACATCAG PoRV-A/Gott [6] (+) Gouvea et al., 1994b
3T.1 250-278 TGTTGATTAGTTGGATTCAA HuURV-A/1076 [6] (-) Gentsch et al., 1992
pOSU 389-412 CTTTATCGGTGGAGAATACGTCAC PoRV-A/OSU [7] (+) Gouvea et al., 1994b
1T 339-356 TCTACTTGGATAACGTGT HURV-A/KU [8] (-) Gentsch et al., 1992
4T.1 385-402 TGAGACATGCCATTGGAC HURV-A/K8 [9] (-) Gentsch et al., 1992
5T.1 575-504 ATCATAGTTAGTAGTCGGG HURV-A/69M [10] (-) Gentsch et al., 1992
Pb223 574-504 GGAACGTATTCTAATCCGGTG BoRV-A/B223 [11] (+) Gouvea et al., 1994b

*Amplifica parcialmente o gene 4 que codifica para a proteina VP4 (para todos os genétipos)

3.5.1 Extracao do acido nucléico (RNAdf)

A extracdo do RNAdf foi realizado seguindo-se duas metodologias distintas: (i)

utilizando TRIzol® Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA) (libera o RNAdf através do

rompimento da capside da particula viral) de acordo com as instrucdes do fabricante e

seguindo-se o protocolo descrito por Chomcznki e Sacchi (1987) e (ii) utilizando

QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA) segundo as instru¢des do

fabricante. Esse kit usa colunas de centrifugacdo compostas por silica-gel que visam

aumentar as chances de extracdo e concentracdo de pequenas quantidades de acido

nucléico. Os diferentes métodos de extracdo ndo foram utilizados simultaneamente.

Esses métodos foram usados de acordo com a disponibilidade dos reagentes.

3.5.1.1 Extracéo do &cido nucléico com TRIzol® Reagent
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Em microtubos de 1,5mL, suspensées fecais 10% em TRIzol® (aliquota de fezes
in natura em 1000pL de TRIzol®) foram homogeneizadas utilizando agitador de tubos
(FANEN, modelo 251) e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).
Apds esse periodo foram adicionados 200uL de cloroférmio, seguida de agitacao
manual vigorosa e incubados novamente a temperatura ambiente (20-25°C) por 3
minutos para ocorrer a separacdo da fase aquosa que contem o RNAdf. Apds a
incubacgéo, os tubos foram centrifugados por 15 minutos em microcentrifuga (Hettich
zentrifugen, modelo Mikro20) a 12 000 x g. O sobrenadante (~500uL) foi transferido
para um novo tubo, adicionou-se 500uL de alcool isopropilico (isopropanol) e incubou-
se a mistura por 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) para promover a
precipitacdo do RNAdf.

Os tubos foram novamente centrifugados em microcentrifuga (Hettich
zentrifugen, modelo Mikro20) por 10 minutos a 12 000 x g. O sobrenadante foi
descartado e, em seguida, o sedimento (pellet) foi lavado com 1000uL de etanol 75%.
A mistura foi centrifugada por 5 minutos a 12 000 x g em microcentrifuga (Hettich
zentrifugen, modelo Mikro20). O sedimento (RNAdf extraido) foi seco a temperatura
ambiente (20-25°C) pela inversdo do microtubo em papel absorvente por 10 minutos. O
RNAdf seco foi ressuspenso em 40uL de agua MilliQ estéril e incubado a 55°C em
bloco térmico (Lab-Line, modelo Multi-Blok Heater) por 10 minutos. O RNAdf extraido

foi estocado em freezer -20°C.
3.5.1.2 Extracéo do acido nucléico com QIAamp® Viral RNA Mini Kit

Um volume de 140uL de suspensdo de fezes clarificadas foi adicionado e
gentilmente homogeneizado em microtubos contendo 560uL do tampdo AVL e 5,6uL
de RNA Carrier. As misturas foram incubadas a temperatura ambiente (20-25°C) por 10
minutos. Apés uma centrifugacéo rapida (spin) em microcentrifuga (Hettich zentrifugen,
modelo Mikro20), 560uL de etanol absoluto foi adicionado. As misturas foram
homogeneizadas vigorosamente em agitador de tubos e centrifugadas rapidamente.

Aos tubos contendo a coluna de silica-gel foram adicionados 630uL da mistura,

seguindo-se de centrifugacdo a 8 000 x g por 1 minuto em microcentrifuga (Hettich
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zentrifugen, modelo Mikro20) para permitir a ligagdo do RNAdf ao filtro. O tubo coletor
acoplado a coluna de silica-gel e contendo o filtrado foi descartado e substituido por um
novo. Os 630uL restantes da mistura foram adicionados a coluna e o procedimento
descrito anteriormente foi repetido novamente. Foram adicionados 500uL do tampéao
AW1 a coluna para lavagem do RNAdf, seguindo-se de centrifugacdo a 8 000 x g por 1
minuto em microcentrifuga (Hettich zentrifugen, modelo Mikro20). O tubo coletor foi
descartado e substituido novamente. Foram adicionados 500pL de tampdo AW2 a
coluna, seguindo-se de centrifugacdo a 12 000 x g por 3 minutos em microcentrifuga
(Hettich zentrifugen, modelo Mikro20).

O coletor contendo o filtrado foi descartado, substituido por um novo e repetiu-se
centrifugagéo de 12 000 x g por 1 minuto. O tubo coletor foi descartado e substituido
por um microtubo. Finalmente, foi adicionado 60uL de tampao AVE a coluna, seguindo-
se de incubagdo por 1 minuto a temperatura ambiente (20-25°C) e centrifugacéo a 8
000 x g por 1 minuto em microcentrifuga (Hettich zentrifugen, modelo Mikro20). A
coluna foi descartada e o filtrado obtido no microtubo contendo o RNAdf extraido foi

armazenado em freezer -20°C.

3.5.2 Desnaturacao do acido nucléico

Em microtubos de 500uL contendo 3uL de DMSO (dimetilsulfoxido) (Sigma-
Aldrich Co, St. Louis, MO) foram distribuidos 5uL de cada amostra (incluindo controle
positivo e negativo), seguindo-se de aquecimento a 93°C em bloco térmico (LabLine,
modelo Multi-Beak Heather) por 3 minutos para a deshaturacdo do RNAdf. Apds
incubacédo, as amostras foram imediatamente transferidas para um recipiente contendo
gelo (banho de gelo), permanecendo por no minimo 5 minutos. As amostras nao
genotipadas foram reprocessadas utilizando o mesmo protocolo descrito acima

utilizando diferentes quantidades de RNA (3uL e/ou 10uL).

3.5.3 RT-PCR: primeira amplificacdo dos genes que codificam para as proteinas
VP7 e VP4
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Cada RNAdf extraido e previamente desnaturado foi utilizado como molde para
a transcricao reversa, seguida da primeira amplificacdo do cDNA dos genes 9 e 4 que
codificam para as proteinas VP7 e VP4, respectivamente. A amplificacdo de cada gene
é realizada de forma independente e em microtubos individuais. A esses tubos
contendo RNAdf desnaturado foi acrescentado 42uL da mistura de reagentes de PCR
(master mix). Para os volumes de 3uL e 10uL de RNAdf foram acrescentados 44uL e
37uL de mistura de reagentes de PCR, respectivamente.

A mistura da RT-PCR foi composta de 1,25mM de cada deoxinucleotideo (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) (Invitrogen, Carlsbad, CA); 0,5X de tampédo 10X concentrado
(Invitrogen, Carlsbad, CA); 1,25mM solucdo de cloreto de magnésio (MgCl,)
(Invitrogen, Carlsbad, CA); 20uM do pool de primer Beg9-End9 para amplificacdo da
proteina VP7 ou 20uM do pool de primer Con2-Con3 para amplificacdo da proteina
VP4 (Invitrogen, Carlsbad, CA); 2,5 U Super Script® Il Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Carlsbad, CA); 1 U Platinum Tag DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad,
CA) e agua MilliQ estéril. O preparo da mistura foi realizado no gelo e completou-se o
volume final de 50uL apdés adicdo da amostra desnaturada.

Os microtubos foram levados ao termociclador (Perkin Elmer Cetus, modelo
GeneAmp PCR System 9600), o qual foi programado para incubacéo inicial de 42°C
por 60 minutos para a transcricdo reversa. Apdés a RT, seguiu-se a reacdo de
amplificagdo em 30 ciclos (94°C por 1 minuto, 42°C por 2 minutos, 72°C por 1 minuto) e

extenséo final a 72°C por 5 minutos.

3.5.4 Semi-nested multiplex PCR dos genes que codificam para as proteinas VP7

e VP4 (Genotipagem)

A genotipagem dos produtos da RT-PCR foi realizada pelo método de semi-
nested multiplex PCR. Os produtos da primeira amplificacdo foram usados como molde
para a segunda amplificacdo, utilizando pool de primers que amplificam regifes
variaveis do gene VP7 (gendétipos G) e do fragmento do gene VP4 (gendtipos P). A
genotipagem de cada gene é realizada de forma independente e em microtubos

individuais.
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Em microtubos foi realizada a mistura para PCR (master mix) contendo: 1,25mM
de cada deoxinucleotideo (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Invitrogen, Carlsbad, CA); 0,5x
de tampéo 10x concentrado (Invitrogen, Carlsbad, CA); 1,25mM solucéao de cloreto de
magnésio (MgCly) (Invitrogen, Carlsbad, CA); 20uM do pool de primer especificos para
VP7 ou 20pM do pool de primer especificos VP4 (Invitrogen, Carlsbad, CA); 1 U
Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA) e agua MilliQ estéril. O
preparo da mistura é realizado em banho de gelo e deve completar volume final de
25uL apos adicao de 1L do produto obtido na primeira amplificacéo.

Os microtubos foram levados ao termociclador (Perkin Elmer Cetus, modelo
GeneAmp PCR System 9600,), o qual foi programado para amplificagcdo em 25 ciclos
(94°C por 1 minuto, 55°C por 2 minutos, 72°C por 1 minuto) e extenséo final a 72°C por

5 minutos.

3.5.5 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados (amplicons) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,2% (Invitrogen, Carlsbad, CA) diluida em 100mL de tampéo TBE 1x (Tris-
acido boérico-EDTA; pH 8,0). Adicionou-se 3uL de brometo de etidio (Invitrogen,
Carlsbad, CA) ou 6uL de GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Inc., CA, EUA)
(Sambrook et al., 1989) de acordo com a disponibilidade do reagente. O gel foi
preparado em cubas de eletroforese horizontal e as canaletas foram formadas com a
adicdo de um pente. Depois da solidificacdo, o gel foi colocado em cuba horizontal de
eletroforese contendo tampao de corrida TBE 1x e o pente foi retirado. Um volume de
7uL do produto amplificado foi misturado com 3uL de tampédo de aplicacdo (azul de
bromofenol 1% acrescido de sacarose) e aplicado a cada canaleta correspondente. Um
volume de 4puL do marcador de peso molecular (100pb DNA Ladder, Invitrogen,
Carlsbad, CA) acrescido de 3uL de tampao de aplicacdo também foi aplicado as
canaletas controle. O sistema de corrida foi submetido a uma corrente elétrica
constante de 150V por 50 minutos (apds a primeira amplificacdo) ou 120V por 60

minutos (apos a segunda amplificacéo).
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3.5.6 Fotodocumentacgéo do gel de agarose

ApOs a eletroforese, os produtos obtidos foram observados em transiluminador
de Iluz ultravioleta (UV). A imagem gerada foi captada pelo sistema de
fotodocumentagéo digital UV Transiluminator, UVP Laboratory Products. A imagem

salva foi impressa, analisada e arquivada.

3.5.7 Interpretagéo dos resultados

A positividade de cada amostra testada na primeira amplificacdo e o respectivo
genotipo foram definidos pelos diferentes tamanhos dos fragmentos obtidos (Tabela 6,
Figuras 14 e 15). O tamanho de cada segmento foi estabelecido por comparacéo com
0 peso molecular. As amostras que amplificaram segmentos de tamanhos diferentes
aos esperados e/ou com caracteristicas de dois ou mais genotipos foram testadas
novamente em reacf6es contendo um unico primer especifico de cada genétipo. Dessa
forma foi possivel revelar a presenca de mais de um genétipo ocorrendo ao mesmo
tempo em uma amostra, assim como verificar a ocorréncia de uma eventual

contaminacao ou amplificacdes inespecificas.
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Tabela 6. Tamanho dos segmentos produzidos pela RT-PCR (1* amplificagdo) para os genes que
codificam as proteinas VP7 e VP4 e dos segmentos produzidos pela semi-nested multiplex PCR (2%
amplificacdo) para cada um dos gendtipos G e P de RVA testados com seus respectivos primers.

Primer Genétipo Tamanho do segmento

(pb)
Beg9/End9 * 1062
Con2/Con3 * 876
aBT1/RVG9 Gl 749
aCT2/RVG9 G2 652
aET3/RVG9 G3 374
aDT4/RVG9 G4 583
FT5/Anti-Al G5 780
DT6/Anti-Al G6 500
HT8/Anti-Al G8 274
aFT9/RVG9 G9 306
ET10-/nti-Al G10 715
BT11/Anti-Al G11 337
VG86/Anti-Al G12 436
pNCDV/Con2 P[1] 622
BL-36/Con3 P [3] 748
2T.1/Con3 P [4] 483
pUK/Con2 P [5] 555
3T.1/Con3 P [6] 267
pGott/Con2 P [6] 432
pOSU/Con2 P [7] 502
1T.1/Con3 P [8] 345
4T.1/Con3 P [9] 391
5T.1/Con3 P [10] 583
pB223/Con2 P [11] 314
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3.6 Transcricéo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (one step RT-
PCR) e subsequente re-amplificacdo (semi-nested PCR) para rotavirus do grupo
C

Para a caracterizacdo molecular das amostras positivas para RVC (detectadas
pela técnica de triagem EGPA) foi realizado a RT-PCR com a transcri¢do reversa do
RNAdf seguida de amplificacdo de acordo com os protocolos descritos por Gouvea et
al. (1991) e Sanchez-Fauquier et al. (2003). Em todas as reac¢des foram incluidos
controles positivos (amostras positivas detectadas previamente pelo NDE oriundas da
rotina diagnostica) e negativos (dgua MilliQ estéril). Vale ressaltar, que durante a
realizacdo da RT-PCR foram utilizados laboratérios diferentes para as etapas de
extracdo do RNAdf, preparo da transcricdo reversa e primeira amplificacéo,
denominadas areas de pré-amplificacdo e para as etapas de transferéncia do DNA
amplificado para a segunda reacdo de PCR, preparo e corrida do gel de agarose e
documentacéo digital do resultado obtido, denominadas areas de pos-amplificacao.

A reacédo de semi-nested PCR para RVC foi estabelecida e descrita na literatura
para os genes que codificam as proteinas VP6 e VP7 (Gouvea et al., 1991; Sanchez-
Fauquier et al., 2003), onde séo utilizados diferentes primers para a 12 e 22 reacao de
amplificacdo. Para a amplificacdo dos genes que codificam as proteinas VP4 e NSP4
dos RVC foi realizado apenas a 12 amplificacdo (one step RT-PCR). Os primers usados
nas reacdes de amplificacdo das amostras positivas para RVC estdo descritos nas
Tabelas 7 e 8, assim como suas respectivas posi¢cdes de anelamento, sequéncias de

nucleotideos e referéncia bibliogréfica.
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Tabela 7. Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados na caracterizacdo molecular das proteinas

VP4, VP6, VP7 e NSP4 dos RVC, suas respectivas posi¢cdes de anelamento e referencia bibliogréafica.

Primer Posicao Sequéncia (5-3") Polaridade Amplificacédo Proteina Referéncia
Bibliogréfica
BMJ-13 AGCCACATGATCTTGTTT (+) RT-PCR VP7 Séanchez-Fauquier et
al., 2003;
Nilsson et al., 2000b
BMJ-107 546-563 TGTTTGGAGATGTGATGA ) RT-PCR VP7 Séanchez-Fauquier et
al., 2003;
Teixeira et al., 1998
BMJ-27 CAGATGAACACTGCTCAA (+) semi-nested VP7 Séanchez-Fauquier et
I, 2003
PCR 2
BMJ-143 CATGATCTTGTTTACGCAT ) semi-nested VP7 Sénchez-Fauquier et
l., 2
PCR al., 2003
GrCVP4- 1-20 GGCTTAAAAAGTAGAGATCG (+) RT-PCR VP4 Rahman et al., 2005a
1F
GrCVP4- 1224-1243 CCAGGATATGATCCTAGAGG ) RT-PCR VP4 Rahman et al., 2005a
1243R
HCVP4Aa 2264-2283 AGCCACATTATTGAGATCTC ) RT-PCR VP4 Mitui et al., 2009
314VP4R 314-333  AAAGCATGGTCCAGACACTT (+) RT-PCR VP4 Mitui et al., 2009
otaCBeg
NSP4 14-35 TCAGATCACTTTGCTCTAGGAA (+) RT-PCR NSP4 Banyai et al., 2006
sense
NSP4 571-591 TACATTGATCCTCAACTCAGC ) RT-PCR NSP4 Banyai et al., 2006
antisense
NSP4-1F 1-20 GGCTTTAAATTTTTCAGATC (+) RT-PCR NSP4 Mitui et al., 2009
NSP4- 594-613 AGCCACATGAATTTTTCATA ) RT-PCR NSP4 Mitui et al., 2009
613-R
C1 994-1016 CTCGATGCTACTACAGAATCAG (+) RT-PCR VP6 Gouvea et al., 1991
C4 1325-1349 AGCCACATAGTTCACATTTCATCC ) RT-PCR VP6 Gouvea et al., 1991
C3 1300-1320 GGGATCATCCACGTCATGCG ) semi-nested VP6 Gouvea et al., 1991
PCR
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Tabela 8. Tamanho dos segmentos produzidos pelas reacdes de RT-PCR e semi-nested PCR para cada
uma das proteinas de RVC testadas e seus respectivos primers.

Primers Proteina Tamanho do segmento Amplificacéo
(pb)
BMJ13/BMJ107 VP7 543 RT-PCR
BMJ27/BMJ143 VP7 284 semi-nested PCR
GrCVP4-1F/GrCVP4-1243R VP4 1241 RT-PCR
HCVP4Aa/314VP4RotaCBeg VP4 1950 RT-PCR
NSP4 sense/ NSP4 antisense NSP4 556 RT-PCR
NSP4-1F/ NSP4-613-R NSP4 593 RT-PCR
Cl/c4 VP6 356 RT-PCR
C1/C3 VP6 327 semi-nested PCR

3.6.1 Extracdo do acido nucléico com QlAamp® Viral RNA Mini Kit

A extracdo do &cido nucléico com QlAamp® Viral RNA Mini Kit foi realizado

segunda a descri¢ao feita no item 4.5.1.2.

3.6.2 Desnaturacao do acido nucléico

A desnaturacao do acido nucléico foi realizada segundo a descricéo feita no item
4.5.2.

3.6.3 RT-PCR: primeira amplificacdo dos genes que codificam para as proteinas
VP4, VP6, VP7 e NSP4

Cada RNAdf extraido e previamente desnaturado foi utilizado como protétipo
para a transcricao reversa, seguida da primeira amplificacdo do cDNA dos genes que
codificam para as proteinas VP4, VP6, VP7 e NSP4. A amplificacdo de cada gene é
realizada de forma independente e em microtubos individuais. A esses tubos contendo
RNAdf desnaturado foi acrescentado 37uL, 42uL ou 44pL da mistura de reagentes de
PCR (master mix), dependendo do volume de RNAdf utilizado como molde (10uL, 5uL
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ou 3pL), respectivamente, da mesma forma como foi descrito para o RNA nos itens
3.5.2e 3.53..

A mistura da RT-PCR foi composta de 1,25mM de cada deoxinucleotideo (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) (Invitrogen, Carlsbad, CA); 0,5X de tampédo 10X concentrado
(Invitrogen, Carlsbad, CA); 1,25mM solucdo de cloreto de magnésio (MgCl,)
(Invitrogen, Carlsbad, CA); 20uM do pool de primer especificos para VP4, VP6, VP7 ou
NSP4 (Invitrogen, Carlsbad, CA); 2,5 U Super Script® Il Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Carlsbad, CA); 1 U Platinum Tag DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad,
CA) e agua MilliQ estéril. O preparo da mistura foi realizado em banho de gelo e
completou-se para o volume final de 50uL apds adicdo da amostra desnaturada.

Os microtubos foram levados ao termociclador (Perkin Elmer Cetus, modelo
GeneAmp PCR System 9600), o qual foi programado para incubacéo inicial de 42°C
por 60 minutos para a acao da transcriptase reversa. Apos a RT, seguiu-se a reacao de
amplificacdo em 30 ciclos (94°C por 1 minuto, 42°C por 2 minutos, 72°C por 1 minuto) e

extenséo final a 72°C por 5 minutos.
3.6.4 Semi-nested PCR dos genes que codificam para as proteinas VP6 e VP7

A re-amplificacdo dos produtos da RT-PCR dos genes que codificam para as
proteinas VP6 e VP7 foi realizada pelo método de semi-nested PCR. Os produtos da
primeira amplificacdo foram utilizados como molde para a segunda amplificacdo. A re-
amplificacdo de cada gene é realizada de forma independente e em microtubos
individuais.

Em microtubos foi realizada a mistura para PCR (master mix) contendo: 1,25mM
de cada deoxinucleotideo (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Invitrogen, Carlsbad, CA); 0,5x
de tampao 10x concentrado (Invitrogen, Carlsbad, CA); 1,25mM solucéo de cloreto de
magnésio (MgCl,) (Invitrogen, Carlsbad, CA); 20uM do pool de primer VP6 ou VP7
(Invitrogen, Carlsbad, CA); 1 U Platinum Tag DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad,
CA) e; agua MilliQ estéril. O preparo da mistura € realizado em banho de gelo e deve
completar volume final de 25uL apo6s adicdo de 1puL do produto obtido na primeira

amplificagéo.
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Os microtubos foram levados ao termociclador (Perkin Elmer Cetus, modelo
GeneAmp PCR System 9600), o qual foi programado para amplificacdo em 25 ciclos
(94°C por 1 minuto, 55°C por 2 minutos, 72°C por 1 minuto) e extensao final a 72°C por

5 minutos.

3.6.5 Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose foi realizada segundo a descri¢ao feita no item
4.5.5.

3.6.6 Fotodocumentacéo do gel de agarose

A foto-documentacédo do gel de agarose foi realizada segundo a descri¢ao feita
no item 4.5.6.

3.6.7 Interpretacao dos resultados

A positividade de cada amostra testada na 12 e/ou 22 amplificacdo foi definida
pelo tamanho dos fragmentos obtidos (Tabela 8). O tamanho de cada segmento
representa a amplificacdo parcial do gene e foi estabelecido por comparacdo com o
peso molecular. As amostras que amplificaram segmentos de tamanhos inespecificos

foram testadas novamente para verificar a ocorréncia de uma eventual contaminacéo.

3.7 Sequenciamento genético

Foram submetidas ao sequenciamento de nucleotideos dos segmentos
correspondentes as proteinas VP7 e VP4 as amostras de RVA que exibiram
combinac¢des de gendtipos ndo usuais pela genotipagem por semi-nested multiplex RT-
PCR detectadas durante o periodo de estudo (Junho de 2007 a Junho de 2012). Todas
as amostras de RVC detectadas pelo NDE durante o periodo de estudo e aquelas

previamente detectadas foram submetidas ao sequenciamento de nucleotideos dos
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segmentos correspondentes as proteinas VP4, VP6, VP7 e NSP4.
Para o sequenciamento dos RVA e RVC foi utilizado o produto, visivel em gel de
agarose, da 12 ou 22 amplificacdo de cada amostra, conforme os protocolos de

amplificagéo anteriormente descritos.

3.7.1 Purificacéo do produto de PCR

O produto da PCR (12 ou 22 amplificacao) foi submetido a purificacao através do

kit comercial Pure-Link™

Purification kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acordo com o
protocolo descrito pelo fabricante. Foi adicionado 400uL do tampdo de ligagcéo
acrescido de isopropanol (Merck & Co., Inc, Whitehouse Station, NJ) a cada produto da
PCR amplificado submetido a sequenciamento, seguindo-se de homogeneizacdo em
agitador automatico de tubos. As misturas foram transferidas para microtubos contendo
a coluna de purificacdo, devidamente acoplados aos tubos coletores. As amostras
foram centrifugadas em microcentrifuga (Eppendorf, modelo Centrifuge 5415 C) a 10
000 g a temperatura ambiente (20-25°C) por 1 minuto. Os filtrados coletados nos tubos
coletores foram desprezados e os microtubos contendo a coluna de purificacdo foram
transferidos para um novo tubo coletor. Adicionou-se 650uL de tampdo de lavagem
acrescido de etanol (Merck & Co., Inc, Whitehouse Station, NJ) a cada coluna,
seguindo-se de centrifugacdo em microcentrifuga (Eppendorf, modelo Centrifuge 5415
C) a 10 000x g por 1 minuto a temperatura ambiente (20-25°C).

Os tubos coletores com o filtrado foram descartados e os microtubos contendo a
coluna foram transferidos para o novo tubo coletor. Uma segunda centrifugacdo em
microcentrifuga (Eppendorf, modelo Centrifuge 5415 C) a velocidade de 13 000 x g foi
realizada por 2 a 3 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) para remover qualquer
residuo do tampao de lavagem. Os microtubos contendo a coluna de purificacdo foram
transferidos para o tubo de eluicdo e 50uL do tampéo de eluicdo (10mM Tris/HCL, pH
8,5) foi adicionado a cada amostra. As misturas foram incubadas por 1 minuto a
temperatura ambiente (20-25°C), seguindo-se de centrifugacdo em microcentrifuga
(Eppendorf, modelo Centrifuge 5415 C) a velocidade de 13 000 x g por 2 minutos a

temperatura ambiente (20-25°C). Os microtubos contendo a coluna de purificacdo
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foram removidos e descartados. ApOs a purificacdo, a solugdo de cDNA obtida foi
estocada a -20°C até o momento da reacdo de sequenciamento.

3.7.2 Quantificacdo do cDNA resultante da purificacdo do produto da PCR

A concentragcdo do cDNA resultante do processo de purificagdo para cada
amostra foi determinada através de comparag¢do com o padrdo de peso molecular Low
DNA Mass Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA). As amostras purificadas foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose conforme descrito anteriormente nos
itens 4.5.5 e 4.6.5 (Eletroforese em gel de agarose) e fotodocumentadas conforme
itens 4.5.6 e 4.6.6 (Fotodocumentacéo do gel de agarose).

Os produtos foram analisados pela comparagcdo visual da intensidade das
bandas da amostra com as bandas do padrdo de peso molecular Low DNA Mass
Ladder, as quais correspondem a uma quantidade definida de DNA medida em
nanogramas (ng) e fornecida pelo fabricante. Dessa forma, foi possivel definir a

concentracdo de DNA de cada amostra a ser usado na reacéo de sequenciamento.

3.7.3 Reacédo de sequenciamento

O DNA purificado foi submetido a reacao ciclica de sequenciamento usando o kit
comercial BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied
Biosystems, Inc., EUA) e utilizando os primers descritos nas Tabelas 3, 4 e 8, seguindo
o método de Sanger et al (1977). Em microtubos foi realizada a mistura para
sequenciamento contendo: 2uL de BigDye® (Applied Biosystems, Inc., EUA); 6uL de
tampéo 5x concentrado (Invitrogen, Carlsbad, CA); 1uL de primer 3,2mM e agua MilliQ
estéril. O preparo da mistura é realizado no gelo e deve completar volume final de 25uL
apos adicao do produto obtido na amplificacéo.

Os microtubos foram levados ao termociclador (Perkin Elmer Cetus, modelo
GeneAmp PCR System 9600), o qual foi programado para amplificacdo em 25 ciclos

(96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos, 64°C por 4 minutos).
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3.7.4 Purificacéo e precipitacao do produto da reacdo de sequenciamento

O produto de sequenciamento foi purificado utilizando colunas de centrifugacao
Centri-Sep™ spin columns (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acordo com o protocolo
descrito pelo fabricante. As colunas de purificacdo foram previamente hidratadas com
800uL de agua milliQ estéril por 30 minutos a temperatura ambiente (20-25°C). Apéds a
hidratacdo, as colunas foram acopladas a tubos coletores e centrifugadas em
microcentrifuga (Eppendorf, modelo Centrifuge 5415 C) a 3.000 rpm por 3 minutos a
temperatura ambiente (20-25°C). Os tubos coletores foram removidos e as colunas
foram transferidas para novos microtubos. Adicionou-se 20uL do produto de cada cycle
sequencing nos microtubos contendo a coluna de purificacdo, seguindo-se de
centrifugacdo em microcentrifuga (Eppendorf, modelo Centrifuge 5415 C) a 3.000 rpm
por 3 minutos. O filtrado contendo o produto de sequenciamento foi seco por
centrifugacdo em centrifuga a vacuo (Eppendorf, modelo Concentrator 5301) a 45°C
por 2,5 horas. O produto precipitado foi armazenado em freezer -20°C até o momento
de sequenciar.

Na etapa final os produtos marcados (Dye) e ressuspendidos em 10uL de
formamida Hi-Di'™” (Applied Biosystems, Inc., EUA) foram aplicados no analisador
automatico de DNA (sequenciador automatico) modelo ABI Prism 3100 (Applied

Biosystems, Inc., EUA) utilizando o polimero POP6 (Applied Biosystems, Inc., EUA).

3.7.5 Anélise molecular das sequéncias

Os cromatogramas obtidos das sequéncias senso e anti-senso através da
analise do sequenciador automatico foram editados manualmente a fim de se obterem
sequéncias consenso (contigs), usando o software Sequencher™ 4.7 (Gene Codes
Corporation, Michigan, EUA). Os arquivos foram salvos no formato FASTA. O site

National Center for Biotechnology Information (NCBI-http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

usando Basic Local Alignment Search Tool (BLAST-http://blast.ncbi.nim.nih.gov) foi

utilizado como ferramenta para a comparacao das sequéncias consenso obtidas (grupo

RVA, RVC e genétipos). Para as sequéncias de RVA, a ferramenta RotaC*° automated
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genotyping tool for Group A rotaviruses, disponivel no site http://rotac.regatools.be,

também foi utilizada para confirmacdo dos gendtipos (Maes et al., 2009).

As sequéncias consenso geradas por edicdo manual e um conjunto de
sequéncias cognatas de RVA ou RVC de origem humana e animal disponiveis e
retiradas da base de dados GenBank, foram alinhadas utilizando o programa Clustal W
(Thompson et al 1994). Ajustes manuais foram feitos para melhorar o alinhamento
utilizando o software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA), incluindo a adequacé&o dos
frames de traducéo (1, 2 e 3).

O calculo da matriz de identidade de nucleotideos (distancia genética) e de
aminoécidos foi determinado utilizando os softwares Megalign (DNAstar, Inc., Madison,
Wisconsin EUA) e BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). As arvores genealdgicas de
nucleotideos foram construidas com base no modelo evolutivo Kimura 2-parameter e
as arvores genealdgicas de aminoacidos com base no modelo Poisson correction.
Ambas as arvores genealogicas utilizaram o critério de algoritmo de distancia Neighbor-
Joining (NJ) determinado pelo sotware MEGA versdo 4.0 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) (Tamura et al., 2007). O valor de bootstrap foi calculado com 1000

repeticoes.

3.7.6 NUmeros de Acesso

As sequéncias parciais de nucleotideos dos RVA foram depositados no
GenBank sob os seguintes nimeros de acesso: JQ693565; JN848803; JX566991 para
0 gene VP7 e JQ693566; JQ693567; JN848804 para o gene VP4.

As sequéncias parciais de nucleotideos dos RVC foram depositados no
GenBank sob os seguintes numeros de acesso: JQ437389; JQ513873-JQ513881;
HM853819-HM853824 para o gene VP6; JX842684-JX842702 para o gene VP7,
JX842703-JX842714 para o gene VP4 e JX857429-JX857442; JX863408 para o0 gene
NSP4,

3.8 Biossegurancga
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As praticas, os equipamentos de seguranca e as instalacdes do nivel de
biosseguranga 2 séo indicados para atividades com fezes humanas ou de animais
potencialmente contaminadas por RV (MS, 2006).
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4. RESULTADOS

4.1 Rotavirus do grupo A

4.1.1 Triagem das amostras para rotavirus grupo A

RVA foi detectado em 1181 (19,1%) do total de 6196 amostras coletadas de
criancas, adultos e idosos no Brasil durante o periodo de 5 anos (Junho de 2007 a
Junho de 2012) pela técnica de triagem EIA. A infeccdo por RVA foi detectada
principalmente nos meses mais frios e secos, atingindo o maximo em Setembro (Figura
16). A taxa de deteccdo de RVA variou conforme o ano: 23,2% (173/746) em 2007,
25,9% (247/954) em 2008; 2,3% (20/877) em 2009; 29,8% (544/1824) em 2010; 15,8%
(176/1111) em 2011 e 3,1% (21/684) em 2012. A DDA causada por RVA acometeu,
principalmente, a faixa etaria dos 6-18 anos (40,6%) (Tabela 9).

1200

1000

800

600

400 -

200 -+

Total de amostras —4#— RVA positivas

Figura 16. Distribuicdo sazonal da positividade de deteccdo de RVA em amostras coletadas de criangas,
adultos e idosos nas regides Sul, Sideste e Centro-Oeste do Brasil durante a vigilanciao nacional dos RV
no periodo compreendido entre Junho de 2007 a Junho de 2012.
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Tabela 9. Distribuicdo das amostras positivas para RVA de acordo com a faixa etaria nas regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste do Brasil durante a vigilancia nacional dos RV no periodo compreendido entre
Junho de 2007 e Junho de 2012.

Faixa etéria (anos) Numero de amostras Total de amostras Porcentagem (%)
positivas
<5 821 4213 19,5%
6-18 215 529 40,6 %
19-59 99 1004 9,7%
=60 15 202 7,4%
* 31 248 12,5%
Total 1181 6196 19,1%

*|dade do paciente ndo informada

4.1.2 Anélise do perfil eletroforético das amostras positivas para rotavirus grupo
A

Um total de 6196 amostras também foi testado por EGPA. Do total de 1181
amostras positivas para RVA detectadas por EIA, 982 (83,1%) foi confirmado como
positivas por EGPA, sendo 25,2% (248/982) caracterizadas como perfil eletroforético
‘longo” e 65,5% (643/982) “curto”. Em 9,3% (91/982) das amostras nao foi possivel

identificar o perfil.

4.1.3 Diversidade genotipica G e P das amostras positivas para rotavirus grupo A

No total, 1289 amostras (1056 positivas pra RVA e 233 amostras negativas)
foram analisadas pela técnica de semi-nested multiplex RT-PCR, utilizando pool de
primers especificos para a caracterizacdo molecular da VP7 e VP4 e determinacao dos

respectivos gendtipos G e P.

4.1.3.1 Genotipos G

A distribuicdo dos gendtipos G de RVA no Brasil durante os 5 anos de estudo

mostra que o gendtipo G2 foi predominante (58,3%; 615/1056), seguido por G9 (10,2%;
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108/1056), G3 (9,7%; 103/1056), G1 (5,9%; 62/1056), infeccbes mistas (5,3%;
55/1056), G12 (4,9%; 52/1056), néo tipados (4,7%; 50/1056), G8 (0,9%; 10/1056) e
G10 (0,1%; 1/1056) (Tabelal0).

Houve um dominio do gendtipo G2 entre os anos de 2007 e 2010 (65,1% em
2007; 88,0% em 2008; 33,3% em 2009 e 62,1% em 2010). Em 2011, observa-se uma
alta frequéncia de deteccao de G9 (41,0%; 68/166) e a emergéncia de G12 (61,6%;
16/26) em 2012. O gendtipo raro G8 foi detectado entre os anos de 2009 e 2011 (0,9%;
10/1056) (Tabela 10).

Considerando os genétipos mais comumente encontrados infectando humanos,
a frequéncia de deteccao de G1 (5,9%; 62/1056) foi baixa e intermitente durante o
periodo analisado, enquanto G4 néo foi detectado. Em 2010, observa-se elevada
frequéncia na deteccdo de infeccbes mistas apresentando combinacdes variadas
(G1+G2, G1+G9, G1+G2+G3, G2+G3, G2+G9 e G2+G3+GY9), atingindo um total de
8,9% (48/541). Infeccbes mistas também foram detectadas em 2007 (0,8%; 1/123),
2011 (2,4%; 4/166) e 2012 (7,7%; 2/26), entretanto apresentaram menor variabilidade
guando comparadas a 2010 (Tabela 10).
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Tabela 10. Distribuicdo dos gendtipos G identificados nas amostras positivas para RVA coletadas nas

regibes Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil durante a vigilancia nacional dos RV no periodo

compreendido entre Junho de 2007 e Junho de 2012.

Ano
Genotipos 2007 2008 2009 2010 2011 2012 Total
Gl 19,5% (24) 3,3% (6) - 5,9% (32) - - 5,9% (62)
G2 65,1% (80) 88,0% (160) 33,3% (6) 62,1(336) 19,3% (32) 3,8% (1)  58,3% (615)
G3 - 0,5% (1) 16,7% (3) 13,1% (71) 14,3% (24) 15,4% (4)  9,7% (103)
G8 - - 27,7% (5) 0,7% (4) 0,6% (1) - 0,9% (10)
G9 14,6% (18) 0,5% (1) 5,6% (1) 3,3% (18)  41,0% (68) 7,7% (2)  10,2% (108)
G10 - - - - - 3,8% (1) 0,1% (1)
G12 - 1,1% (2) 5,6% (1) - 20,0% (33) 61,6% (16)  4,9% (52)
G1+G2 - - - 3,3% (18) - - 1,7% (18)
G1+G9 - - - 1,1% (6) - - 0,6% (6)
G1+G2+G3 - - - 0,6% (3) 0,6% (1) - 0,4% (4)
G2+G3 - - - 3,3% (18) - - 1,7% (18)
G2+G9 0,8% (1) - - 0,4% (2) - - 0,3% (3)
G2+G3+G9 - - - 0,2% (1) - - 0,1% (1)
G2+G12 - - - - 0,6% (1) 7,7% (2) 0,3% (3)
G3+G12 - - - - 1,2% (2) - 0,2% (2)
GNT* - 6,6% (12) 11,1% (2)  6,0% (32) 2,4% (4) - 4,7% (50)
Amostras
positivas 123 182 18 541 166 26 1056
Amostras
negativas 50 104 8 29 30 12 233
Total de
amostras 173 286 26 570 196 38 1289

NT* ndo tipada

4.1.3.2 Genotipos P

O genotipo P[4] foi predominante (63,9%; 674/1056), seguido por P[8] (25,2%;
266/1056), nao tipados (7,2%; 76/1056), infeccbes mistas (1,7%; 19/1056), P[6] (1,6%;
17/1056), P[9] (0,3%; 3/1056) e P[3] (0,1%; 1/1056). Os gendtipos dominantes variam
conforme o ano: P[4] (61,8%; 76/123) em 2007, P[4] (79,7%; 145/182) em 2008, P[6]
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(33,3%; 6/18) em 2009, P[4] (75,8%; 411/541) em 2010, P[8] (68,7%; 114/166) em
2011 e P[8] (65,5%; 17/26) em 2012. Infec¢cbes mistas foram detectadas em 2009
(P[4]+P[6] e P[6]+P[8]) e 2010 (P[4]+P[6] e P[4]+P[8]) (Tabela 11).

Tabela 11. Distribuicdo dos genétipos P identificados nas amostras positivas para RVA coletadas nas

regibes Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil durante a vigilancia nacional dos RV no periodo

compreendido entre Junho de 2007 e Junho de 2012.

Ano
Genotipos 2007 2008 2009 2010 2011 2012 Total
P[3] - - 0,6% (1) 0,1% (1)
P[4] 61,8% (76) 79,7% (145) 27,7% (5) 75,8% (411) 20,5% (34) 11,5% (3) 63,9% (674)
P[6] 0,8% (1) 33,3% (6) 0,9% (5) 3,0% (5) 1,6% (17)
P[8] 29,3% (36) 4,4% (8) 16,7% (3) 16,3% (88) 68,7% (114) 65,5% (17) 25,2% (266)
P[9] 5,6% (1) - 0,6% (1) 3,8% (1) 0,3% (3)
P[4]+P[6] 11,1% (2) 1,2% (6) 0,7% (8)
P[4]+P[8] 1,6% (2) - 1,5% (8) 0,9% (10)
P[6]+P[8] 5,6% (1) - 0,1% (1)
P[NT]* 6,5% (8) 15,9% (29) - 4,3% (23) 6,6% (11) 19,2% (5) 7,2% (76)
Amostras
positivas 123 182 18 541 166 26 1056
Amostras
negativas 50 104 8 29 30 12 233
Total de
amostras 173 286 26 570 196 38 1289

NT* néo tipadas

4.1.3.3 Associacao de genétipos Ge P

Associacdes de gendtipos G e P foram determinadas em 89,5% (945/1056) do
total de amostras genotipadas. Foram identificadas 37 associacdes diferentes entre G e
P. As combinacfes G1P[8], G2P[4], G3PJ[8], e GIPJ[8], que configuram entre as 5 cepas
mais comuns globalmente, foram identificadas e representaram 74,6% (788/1056) de
todas as cepas de RVA genotipadas. Entretanto, a cepa comum G4P[8], ndo foi

identificada durante o periodo de estudo. A distribuicdo genotipica do RVA também
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mostrou um perfil diferente para cada ano. Os genotipos predominantes foram: G2P[4]
(60,3%; 74/123) em 2007, G2P[4] (77,3%; 140/182) em 2008, G2P[4] e G8P[6] (27,8%;
5/28) em 2009, G2P[4] (60,2%; 325/541) em 2010, G9P[8] (39,8%; 66/166) em 2011 e
G12P[8] (46,5%; 12/26) em 2012. Foram observadas infec¢bes mistas em todo o
periodo analisado, entretanto uma maior diversidade foi observada em 2010.
Combinac¢des ndo usuais de gendtipos de RVA comumente encontrados em humanos
também foram detectadas (i.e. G1P[4], G3P[4], G9P[4] e G12P[4]) (Tabela 12).
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Tabela 12. Distribuicdo da combinagdo de gendtipos G e P identificados nas amostras positivas para

RVA coletadas nas regifes Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil durante a vigilancia nacional dos RV

no periodo compreendido entre Junho de 2007 e Junho de 2012.

Ano

Genotipos 2007 2008 2009 2010 2011 2012 Total
G1P[4] 0,8% (1) - - 0,5% (3) 5 5 0,4% (4)
G1P[8] 17,9% (22)  2,7% (5) - 4,2% (23) - - 4,7% (50)
G1P[NT] 0,8% (1) 0,5% (1) - 0,9% (5) - - 0,7% (7)
G1P[4]+P[8] - - - 0,2% (1) - - 0,1% (1)
G1+G2P[4] - - - 3,3% (18) - - 1,7% (18)
G1+G9P[8] - - - 0,5% (3) - - 0,3% (3)
G1+G9P[NT] ; - ; 0,4% (2) ; ; 0,2% (2)
G1+GOP[4]+P[8] - - - 0,2% (1) - - 0,1% (1)
G1+G2+G3P[4] - - - 0,5% (3) - - 0,3% (3)
G1+G2+G3P[NT] - - - - 0,6% (1) - 0,1% (1)
G2P[4] 60,3% (74)  77.3% (140)  27.8% (5)  60,2% (325)  17,5% (29) 38% (1)  54,0% (574)
G2P[6] 0,8% (1) - - - - - 0,1% (1)
G2P[NT] 3.2%(4)  11,0% (20) - 0,9% (5) 1,8% (3) - 3,0% (32)
G2P[4]+P[6] - - 5,6% (1) 0,4% (2) - - 0,3% (3)
G2P[4]+P[8] 0,8% (1) - - 0,7% (4) - - 0,5% (5)
G2+G3P[4] - - - 2,0% (11) - - 1,0% (11)
G2+G3P[8] - - - 0,4% (2) - - 0,2% (2)
G2+G3P[4]+P[6] - - ; 0,5% (3) - - 0,3% (3)
G2+G3P[4]+P[8] - - ; 0,4% (2) - - 0.2% (2)
G2+G3+GIP[8] - - ; 0,2% (1) - - 0,1% (1)
G2+GIP[4] 0,8% (1) - ; - - - 0,1% (1)
G2+GoP[8] - - ; 0,4% (2) - - 0.2% (2)
G2+G12P[4] - - ; - - 3,8% (1) 0,1% (1)
G2+G12P[8] - - - - 0,6% (1) - 0,1% (1)
G2+G12P[NT] - - - - - 3,8% (1) 0,1% (1)
G3P[3] - - - - 0,6% (1) - 0,1% (1)
G3P[4] - - - 4,1% (22) - - 2,1% (22)
G3P[6] - - - 0,4% (2) 2,4% (4) - 0,6% (6)
G3P[8] - 0,5% (1) 16,4% (3) 7.9% (43)  10,8% (18)  115%(3)  6,4% (68)
G3P[NT] - - - 0,4% (2) 0,6% (1) 3,8% (1) 0,4% (4)
G3P[4]+P[6] - - - 0,2% (1) - - 0,1% (1)
G3P[4]+P[8] - - - 0,2% (1) - - 0,1% (1)
G3+G12P[NT] - - - - 1,2% (2) - 0,2% (2)
G8P[4] - - ; 0,7% (4) 0,6% (1) ; 0,5% (5)
G8P[6] - - 27,8% (5) ; ; ; 0,5% (5)
GOP[4] - - ; 0,2% (1) ; ; 0,1% (1)
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Continuacao

Ano

Genotipos 2007 2008 2009 2010 2011 2012 Total
G9P[8] 11,4% (14) 0,5% (1) - 2,4% (13) 39,8% (66) 7.7% (2) 9,1% (96)
G9P[NT] 2,4% (3) - - 0,4% (2) 1,2% (2) - 0,7% (7)
G9P[4]+P[8] 0,8% (1) - - - - - 0,1% (1)
G9P[6]+P[8] - - 5,6% (1) - - - 0,1% (1)
G10[NT] - - - - - 3,8% (1) 0,1% (1)
G12P[4] - - - 3,8% (1) 0,1% (1)
G12P[6] - - - - 0,6% (1) - 0,1% (1)
G12P[8] 0,5% (1) - - 18,1% (30) 46,5% (12) 4,1% (43)
G12P[9] - - 5,6% (1) - 0,6% (1) 3,8% (1) 0,3% (3)
G12P[NT] - 0,5% (1) - - 0,6% (1) 7.7% (2) 0,4% (4)
GNTP[4] - 2,7% (5) - 4,2% (23) 2,4% (4) - 3,0% (32)
GNTP[6] - - 5,6% (1) 0,2% (1) - - 0,2% (2)
GNTP[4]+P[6] - - 5,6% (1) - - - 0,1% (1)
GNTP[NT] - 3,8% (7) - 1,5% (8) - - 1,4% (15)
Amostras positivas 123 182 18 541 166 26 1056
Amostras negativas 50 104 8 29 30 12 233
Total de amostras 173 286 26 570 196 38 1289

NT* ndo tipadas

4.1.3.4 Deteccdao de gendtipos G e P atipicos

A caracterizacdo molecular das amostras positivas permitiu a identificacdo de
gendtipos e/ou combinacdes de G e P atipicos, usualmente detectados em RVA de
origem animal. Sdo eles: G8P[6] detectado em 2009, G3P[3] detectado em 2011 e
G10P[?] detectado em 2012 (Tabela 12).

4.1.4 Descricdo e identificacdo das amostras positivas para rotavirus grupo A

com genotipos e/ou combinacdes atipicas com suposta origem animal
As amostras de RVA apresentando a combinacéo atipica G8P[6] (cepa IAL-

RN376 e IAL-RN377) foram detectadas em amostras fecais provenientes de

comunidades indigenas, coletadas de criancas <3 anos de idade apresentando
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sintomas de gastroenterite aguda. Foram detectadas 5 amostras G8P[6] em 2009

(Tabela 13).

Tabela 13. Dados sécios demograficos e moleculares dos pacientes positivos para RVA que

apresentavam combinacdes atipicas G e P detectados durante a vigilancia nacinal dos RV no periodo

compreendido entre Junho de 2007 e Junho de 2012.

Idade  Sexo Municipio Estado Ano Perfil Gendtipo Cepa
(Meses) eletroforético
12 M Dourados (Aldeia Amambay) MS 2009 Negativo G8P[6] = -
F Dourados (Aldeia Bororo) MS 2009 Curto G8P[6] -
M Dourados (Aldeia Bororo) MS 2009 Curto G8P[6] = -
M Dourados (Aldeia Bororo) MS 2009 Negativo G8P[6] IAL-RN376
F Dourados (Aldeia Bororo) MS 2009 Curto G8P[6] IAL-RN377
12 F Guarulhos SP 2011 Longo G3P[3] IAL-R2638
36 M Presidente Prudente SP 2012 Negativo G10P[?] IAL-R2803

N&o houve qualquer caracterizacdo das populacdes indigenas a respeito da sua

distribuicdo antropoldgica, componentes ambientais, acesso aos servicos de saude ou

situacdo vacinal. Este estudo se concentrou apenas na caracterizacdo molecular das

cepas de RVA detectadas. As comunidades indigenas estdo localizadas na cidade de

Dourados que € um municipio brasileiro da regido Centro-Oeste, localizado no Estado

de Mato Grosso do Sul (MS) (http://www.ibge.gov.br/home/) (Figura 17).

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Dourados

Figura 17. Mapa representando a localizacdo da cidade de Dourados no Brasil e no Estado de Mato

Grosso do Sul.
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A cidade de Dourados localiza-se na zona do planalto do Estado de MS, préximo
a Serra de Maracaju e na bacia do Rio Parana. Situa-se proximo a divisa com o Estado
do Parana e proximo da fronteira com o Paraguai. Dourados é um importante centro
agropecuario, comercial, industrial e de servicos da regido e possui a segunda maior
arrecadacdo de ICMS do estado. O territério do atual municipio de Dourados era
habitado por povos indigenas das etnias Terena, Kaiowa e Guarani. No entanto, devido
a dificuldade encontrada pelo Estado em realizar o processo de legalizacédo das terras
para esses povos foi criada uma Unica "reserva" para todo o contingente de familias
indigenas que viviam na regido. Hoje, cerca de 12,500 indios das trés etnias vivem na
‘Reserva Indigena de Dourados”, localizada a apenas 5 quilébmetros do centro da
cidade, em um pedaco de terra infimo quando comparado ao que utilizavam antes de
1950 (http://www.ibge.gov.br/home/).

A amostra de RVA apresentando a combinacéo atipica G3P[3] (cepa IAL-R2638)

foi detectada em Junho de 2011 a partir de fezes coletada de uma crianca de 1 ano de
idade, sexo feminino, apresentando sintomas de gastroenterite aguda, proveniente de
uma creche localizada na cidade de Guarulhos (Tabela 13). Guarulhos é um municipio
brasileiro da regido sudeste localizado no Estado de Sdo Paulo (SP), pertencente a
regidio Metropolitana da cidade de S&o Paulo. E a segunda cidade mais populosa do
Estado, a 132 mais populosa do Brasil e a 522 mais populosa do continente americano

(http://www.ibge.gov.br/home/) (Figura 18).
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Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Guarulhos

Figura 18. Mapa representado a localiza¢édo da cidade de Guarulhos no Brasil e no Estado de Sao Paulo.
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A amostra de RVA apresentando o gendétipo atipico G10P[?] (cepa IAL-R2803)
foi detectada em Janeiro de 2012 a partir de fezes coletada de uma crianca de 3 anos
de idade, sexo masculino, apresentando sintomas de gastroenterite aguda, proveniente
da cidade de Presidente Prudente (Tabela 13). Presidente Prudente é um municipio
brasileiro da regido sudeste localizado no interior do Estado de S&o Paulo (SP).
Pertencente & mesorregido e microrregido de mesmo nome, localizada a oeste da
capital do Estado, a uma distancia de 558 km (http://www.ibge.gov.br/home/) (Figura
19).

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Presidente_Prudente#Subdivis.C3.B5es

Figura 19. Mapa representado a localizacdo da cidade de Presidente Prudente no Brasil e no Estado de
Séo Paulo.

A regido de Presidente Prudente se destaca pelo setor rural e sua economia tem
base na agricultura, pecuaria e atividades agroindustriais

(http://www.cidadespaulistas.com.br/prt/cnt/10-presprudente.htm). Com rebanho um

bovino entre os maiores do pais, cerca de 2,2 milhdes de cabecas, Presidente
Prudente é sede da regido considerada a maior exportadora de carne do Brasil

(http://www.portalprudente.com.br/prudente.htm), além de ser considerada uma das

maiores bacias leiteiras do pais (http://www.cidadespaulistas.com.br/prt/cnt/10-

presprudente.htm).

4.1.5 Sequenciamento genémico de cepas de rotavirus do grupo A com genétipo
G8P[6]
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Das 5 amostras G8P[6] genotipadas por semi-nested multiplex RT-PCR, 2
amostras (IAL-RN376 e IAL-RN377) foram analisadas por sequenciamento genético.
As outras 3 amostras positivas ndo apresentaram quantidade suficiente de cDNA para
gue a reacdo de sequenciamento fosse realizada com sucesso. O sequenciamento
completo do gene 9 que codifica para a proteina VP7 foi realizado apenas para a cepa
IAL-RN376, recebendo a denominacdo Hu/G8/IAL-RN376/2009/BRA e depositada no
GenBank sob numero de acesso JQ693565. O sequenciamento parcial do gene 4 que
codifica para a proteina VP4 foi realizado para a cepa IAL-RN376, recebendo a
denominacgéo Hu/P[6]/IAL-RN376/2009/BRA e depositada no GenBank sob ndmero de
acesso JQ693566 e para a cepa IAL-RN377, recebendo a denominagéo Hu/P[6]/IAL-
RN377/2009/BRA e depositada no GenBank sob numero de acesso JQ693567.

4.1.5.1 Genotipo G8

A sequéncia de nucleotideo obtida para a cepa G8 IAL-RN376 foi de 915pb
(nucleotideos 73-988). Para as analises de identidade, comparacdo com as cepas
prototipos e construcdo da arvore genealOgica, todas as sequéncias apresentaram o
tamanho final de 915pb, contendo as 6 regides hipervariaveis A-F.

A cepa G8 IAL-RN376 apresentou maior identidade nucleotidica com as cepas
humanas DRC86 (98,9%) e DRC88 (98,7%), ambas isoladas na Republica
Democréatica do Congo em 2003 (Figura 20). A analise comparativa da cepa IAL-
RN376 com outras cepas de origem humana revelou um alto percentual de identidade
nucleotidica com cepas humanas detectadas no Brasil (R291 - 95,8%; 5353 - 96,6%;
5857 - 96,6%; 5664- 96,7%), na Espanha (RV1122 - 97,7%) e no continente Africano
(1473 - 96,8%; HMGO035 - 95,6%; SA4948JHB - 96,8%; KY6950 - 96,6%; MW4103 -
96,9%; 1290 - 97,8%). Entretanto, apresentou um baixo percentual de similaridade
quando comparada a cepas humanas detectadas na Oceania (84,6%), Asia (84,2-
87,2%), Europa (84,6-86,6%) e outros paises africanos (85,2-87%) (Figura 20). A
analise comparativa entre a cepa G8 IAL-RN376 e cepas de origem animal, revelou
uma identidade de nucleotideos de 98% com a cepa simia KY1646 e de 95,7% com a

cepa bovina NGBGg8, ambas isoladas na Africa (Figura 20). O alto percentual de
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identidade compartilhado entre a cepa IAL-RN376, cepas humanas e cepas animais
aparece claramente na arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da Figura 21.

A cepa G8 IAL-RN376 revelou um valor de identidade genética menor quando
comparada com outras cepas de genétipo G8 detectadas em animais, incluindo cepas
de origem bovina (82,6-86,3%). Quando a cepa G8 IAL-RN376 foi comparada com a
cepa humana padrdao 69M (RVA/Human-tc/IND/69M/1980/G8P4[10] - EF672560) a
percentagem de identidade nucleotidica foi de 84,2%. Em relagdo a Unica cepa
ambiental utilizada na analise (cepa UC25.96), a cepa IAL-RN376 exibiu um percentual
de identidade nucleotidica de apenas 83,8% (Figura 20, Figura 21).

A andlise comparativa da cepa bovina NGRBg8, revelou que ela apresenta uma
identidade de nucleotideos maior com cepas de origem humana (96,1-99,8%) e com
uma cepa simia (KY1646 - 97,2%) do que com as demais cepas de origem bovina
(82,2-86,5%). Inclusive, a cepa bovina NGRBg8 apresentou maior identidade genética
com a cepa humana HMGO035 (99,8%), isolada na Nigéria em 1999-2000 (Figura 20,
Figura 21). A cepa bovina NGRBg8 também apresentou elevada identidade genética
com outras cepas humanas brasileiras: R291 (96,1%), 5353 (96,9%), 5877 (96,9%) e
5664 (96,8%) (Figura 20).

A arvore filogenética (Figura 21) também permitiu identificar 6 linhagens
distintas, chamadas nesse estudo de | a VI. A primeira linhagem (I) € composta
unicamente pela cepa bovina Cody 1801 isolada nos EUA. A segunda linhagem (II) é
ocupada por cepas de origem animal, com excecdo da cepa ambiental U25.96
identificada na Suica. A terceira linhagem (lIl) consiste em 3 cepas humanas e uma
Unica cepa bovina (678) proveniente da Escocia. A linhagem IV é composta por 2
cepas humanas (6746 e SI-885). A quinta linhagem (V) é formada por 4 cepas
humanas e uma cepa bovina (A5) isolada na Thailandia. A linhagem VI é a mais
complexa, sendo composta por 14 cepas humanas, incluindo a cepa IAL-RN376,
detectada neste estudo, e as demais cepas humanas brasileiras (R291, 5664, 5353 e
5877). Ainda, a linhagem VI engloba a cepa simia KY1646 e a cepa bovina NGRBg8,
ambas isoladas na Africa.

A sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da cepa IAL-RN376 foi

determinada e comparada com as cepas de RVA G8 protétipos (Figura 22). A analise
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da sequéncia deduzida de aminoéacidos entre a cepa IAL-RN376 e as demais cepas
protétipos revelou um percentual de identidade variando de 93,4% a 99,6% (Figura 23).
A cepa G8 IAL-RN376 apresentou maior identidade de aminoacidos em relacdo as
cepas de RVA humanas DRC86 (99,6%) e DRC88 (99,3%), ambas isoladas na
Republica Democratica do Congo em 2003, seguido pela cepa simia KY1646 (98,6%),
isolada na Africa (Kénia) em 1999 (Figura 23). A cepa IAL-RN376 também apresentou
elevada identidade de aminoacidos com a cepa de RVA de origem bovina NGRBg8
(97%). A cepa IAL-RN376 apresentou menor identidade de aminoacidos em relagéo as
cepas humanas 6736 e SI-R885 (93,4%), a cepa de guanaco Chubut (93,4%) e a cepa
bovina Cody 1801 (93,4%) (Figura 23).

A proteina VP7 da cepa IAL-RN376 possui um possivel sitio de glicosilacdo N
(aminoacido asparagina — Asn) localizado no aminioacido 69, o qual tende a ser
conservado para todas as cepas de RVA e, um segundo sitio de glicosilacdo N
localizado no aminoacido 238 (Figura 22). As regides antigénicas da VP7 de A-F
corroboram a classificacdo da cepa IAL-RN376 como gendtipo G8. Considerando-se
todas as regides hipervariaveis de A a F, a cepa IAL-RN376 apresentou-se
completamente idéntica apenas as cepas de RVA humanas DRC86 e DRC88 (Figura
22). As regibes hipervariaveis B (entre aminoacidos 87 a 101), C (entre aminoacidos
120 a 130), E (entre aminoacidos 207 a 220) e F (entre aminoacidos 233 a 242)
apresentaram-se bastante conservadas entre todas as cepas analisadas, ao contrario
das regides A (aminoacidos 39 a 50) e D (aminoacidos 143 a 152), as quais se
mostraram menos conservadas (Figura 22).

O alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir do gene VP7
revelou substituicBes na cepa IAL-RN376 dentro da regido variavel C (aminoacidos 120
a 130) na posicdo 122"V, regido D (aminoAcidos 143 a 152) na posicéo 146”7, regigo
E (aminoéacidos 207 a 220) na posicdo 218"~ e regido F (amino&cidos 233 a 242) na
posicdo 237'V. Fora das regides hipervaridveis, a cepa IAL-RN376 apresentou
substituices nas posicdes 26V, 65" 116V, 139V e 1865 (Figura 22).

A arvore genealdgica construida a partir da sequéncia deduzida de aminoacidos
(Figura 24) permite observar que as relagdes genéticas entre a cepa IAL-RN376 e as

demais cepas protétipos estdo mantidas. Entretanto, a Figura 24 ndo permite identificar
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as linhagens génicas evidenciadas na arvore filogenética.
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Figura 20. Matriz de identidade das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP7 de RVA gendtipo G8 gerada com o software BioEdit (Ibis
Therapeutics, EUA). A cepa IAL-RN376 foi detectada em uma crianga de 6 meses de idade apresentando gastroenterite aguda proveniente de
uma comunidade indigena localizada na cidade de Dourados, Estado do Mato Grosso do Sul (MS), Brasil. Sequéncias G8 de referéncia foram
obtidas a partir do GenBank.
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Figura 21. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia nucleotidica parcial gene VP7
de RVA gendétipo G8 da cepa IAL-RN376 (retangulo vermelho) gerada com o software MEGA 4.0. A cepa
IAL-RN376 foi detectada em uma crianga de 6 meses de idade apresentando gastroenterite aguda
proveniente de uma comunidade indigena localizada na cidade de Dourados, Estado do Mato Grosso do
Sul (MS), Brasil. Sequéncias G8 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. O retangulo verde
destaca as cepas de RVA com maior percentual de similaridade em relagdo & cepa IAL-RN376. Os
ndameros romanos de | a VI representam 6 linhagens genéticamente distinstas.As espécies e 0s nimeros
de acesso de cada cepa estdo indicados. As siglas dos paises de cada cepa estédo descritas no Anexo 1.
A escala indica a diversidade genética. Percentuais dos valores de bootstrap estéo localizados nos nés

dos ramos.
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Figura 22. Alinhamento da sequéncia de amino&cidos deduzida a partir da sequéncia de nucleotideos do gene VP7 entre a cepa G8 IAL-RN376 e
as cepas prototipos. As regides hipervariaveis A-F estdo indicadas. Os sitios de glicosilagdo N (aminoéacidos 69 e 238) estdo indicados por

asteriscos. As abreviagfes referentes aos aminoacidos estéo listadas no Anexo 2.
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Figura 23. Matriz de identidade das sequéncias deduzidas de aminoacidos a partir das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP7 de RVA
gendtipo G8 gerada com o software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). A cepa IAL-RN376 foi detectada em uma crianca de 6 meses de idade
apresentando gastroenterite aguda proveniente de uma comunidade indigena localizada na cidade de Dourados, Estado do Mato Grosso do Sul
(MS), Brasil. Sequéncias G8 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank.
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Figura 24. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia aminoéacidos deduzida a partir
da sequéncia nucleotidica parcial do gene VP7 de RVA gendétipo G8 da cepa IAL-RN376 (retangulo
vermelho) gerada com o software MEGA 4.0. A cepa IAL-RN376 foi detectada em uma crianca de 6
meses de idade apresentando gastroenterite aguda proveniente de uma comunidade indigena localizada
na cidade de Dourados, Estado do Mato Grosso do Sul (MS), Brasil. Sequéncias G8 de referéncia foram
obtidas a partir do GenBank. As espécies e 0s numeros de acesso de cada cepa estdo indicados. As
siglas dos paises de cada cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade proteica.
Percentuais dos valores de bootstrap estéo localizados nos nds dos ramos.
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4.1.5.2 Genotipo P[6]

Os produtos das sequéncias de nucleotideos obtidas para as cepas P[6] IAL-
RN376 e IAL-RN377 foram de 781pb (nucleotideos 57-838) e 778pb (nucleotideos 60-
838), respectivamente. Para as andlises de identidade, comparacdo com as cepas
protétipos e construcdo da arvore genealdgica, foram utilizadas sequéncias com 778pb,
contendo a regido hipervariavel que compreende os aminoacidos 71-204.

As cepas P[6] IAL-RN376 e IAL-RN377 apresentaram maior identidade
nucleotidica com a cepa humana R330 isolada na Irlanda (99,6% e 99,4%,
respectivamente) e 99,8% de identidade nucleotidica quando comparadas entre si
(Figura 25). A analise genética das sequéncias parciais do gene VP4 permitiu observar
gue as cepas humanas brasileiras HST369 e HST435 isoladas em Belém do Para (PA)
em 1999 e 2000, respectivamente, e a cepa humana sul coreana KMR720 detectada
em 2000-2001, exibem alta similaridade nucleotidica (97,6%) com a cepa de RVA P[6]
africana KE4852/07 detectada em morcego da fruta (straw-colored fruit bat; Eidolon
helvum) no Quénia em 2007 (Figura 25).

O alto percentual de identidade compartilhado entre a cepa de quirOptero
KE4852/07 e as cepas humanas fica mais evidente na Figura 26. A analise
comparativa entre as cepas P[6] IAL-RN376 e IAL-RN377 detectadas nesse estudo e a
cepa de quirdptero KE4852/07, revelou uma identidade de nucleotideos de 94,7% e
94,6%, respectivamente. Quando as cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 foram
comparadas com as cepas humanas brasileiras HST435 e HST369 observou-se um
percentual de similaridade genética de 96,5% e 96,4%, respectivamente (Figura 25,
Figura 26).

A cepa padrdo porcina Gottfried (M33516) exibiu uma identidade de
nucleotideos de 80% para as cepas IAL-RN376 e IAL-RN377, e de 80,9% para as
cepas humanas HST435 e HST369. As demais cepas porcinas exibem identidade de
nucleotideos variando de 81,8% a 87,9% quando compradas com as cepas humanas
IAL-RN376 e IAL-RN377. A identidade de nucleotideos encontrada em relacdo a cepa
padrédo humana ST3 (L33895) foi de 94,2% e 94,1% para as cepas IAL-RN376 e IAL-
RN377, respectivamente, e de 95,1% para as cepas HST435 e HST369 (Figura 25).
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Quando as cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 foram comparadas a outra cepa humana,
também de origem brasileira (NB321) detectada em Belém do Para (PA) em 1997, o
percentual de identidade foi de 96,9% e 96,8%, respectivamente (Figura 25).

As sequéncias parciais das cepas humanas IAL-RN376, IAL-RN377, HST435 e
HST369 também foram comparadas com a cepa BRA898/07-Po de origem suina
detectada no Brasil em 2007. Essa comparacdo revelou que o0s percentuais de
identidade nucleotidica variaram de 87,9% a 88,1%. Quando as cepas porcinas e a
cepa de quiroptero (KE4852/07) foram comparadas entre si foi observada uma
similaridade de 80,3-86,8%. A comparacao das cepas IAL-RNA376 e IAL-RN377 com a
cepa africana DRC86 de origem humana, mostrou um percentual de identidade
nucleotidica de 95,6% e 95,5%, respectivamente (Figura 25).

A arvore filogenética (Figura 26) permitiu identificar as 5 linhagens (I a V)
descritas para o gendtipo P[6]. A linhagem | é formada por cepas de RVA P[6]
identificadas em humanos com execdo da cepa de quiroptero KE4852/07 isolada no
Kénia em 2007. A linhagem Il € composta unicamente pela cepa porcina Gottfried
isolada no EUA em 1975. A linhagem Ill € composta exclusivamente pelas cepas
porcinas JP3-6 e JP29-6 isoladas no Japdo em 2000-2002. A linhagem IV é ocupada
por cepas 3 humanas isoladas na Hungria. A linhagem V é formada por 3 cepas
porcinas isoladas na Italia em 2004 e por uma cepa humana detectada na Hungria em
2000.

A sequéncia de aminoacidos deduzida a partir das cepas IAL-RN376 e IAL-
RN377 foram determinadas e comparadas com cepas protétipos de RVA P[6] (Figura
27). A analise da sequéncia deduzida de aminoacidos entre as cepas IAL-RN376 e IAL-
RN377 e as demais cepas protoétipos revelou um percentual de identidade variando de
80,4% a 99,2% (Figura 28). As cepas P[6] IAL-RN376 e IAL-RN377 apresentaram
maior identidade de aminoacidos com a cepa de RVA humana R330 (99,2% e 98,8%,
respectivamente) e 99,6% de identidade entre si. As cepas IAL-RN376 e IAL-RN377
apresentaram menor identidade de aminoacidos em relacdo a cepa porcina Gottfried
(80,8% e 80,4%, respectivamente). Em relacdo as demais cepas porcinas, as cepas
IAL-RN376 e IAL-RN377, exibiram uma identidade de amino&cidos variando de 84,6%
a 89,6% (Figura 28).
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As cepas humanas brasileiras HST369 e HST435 e a cepa humana sul coreana
KMR720, exibiram similaridade de aminoacidos de 96,1-96,5% com a cepa de morcego
KE4852/07. Entretanto, a cepa de morcego KE4852/07 apresentou maior percentual de
similaridade de aminoacidos em relacdo a cepa humana 6782 (97,3%) isolada em
Camardes em 2000. A andlise comparativa entre as cepas IAL-RN376 e IAL-RN377
detectadas nesse estudo e a cepa de quiréptero KE4852/07, revelou um percentual de
identidade de 95,0% e 94,6%, respectivamente. Quando as cepas IAL-RN376 e IAL-
RN377 foram comparadas com as cepas humanas brasileiras HST435 e HST369,
observou-se um percentual de similaridade de aminoacidos de 97,7% e 97,3%,
respectivamente (Figura 28).

A Figura 27 mostra a sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia
de nucleotideos do gene VP4 das cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 e as sequéncias de
aminoacidos de cepas protétipos do genotipo P[6]. As proteinas VP4 das cepas IAL-
RN376 e IAL-RN377 apresentaram os sitios de clivagem pela tripsina conservados e
localizados nos residuos de arginina (R) 230, 240 e 246. O sitio de arginina da posi¢cao
230 foi susbstituido por uma lisina (K) nas cepas humanas XJ99-468 e BJ-CR4916,
ambas detectadas na China. A cisteina (C) conservada na posi¢cao 215 e os residuos
de prolina (P) conservados nas posicoes 68, 71, 224 e 225 estdo presentes nas cepas
IAL-RN376 e IAL-RN377 (Figura 27).

O alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir do gene VP4 das
cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 revelaram que a regido hipervariavel da subunidade
VP8* (entre os aminoacidos 71 e 204) esta bastante conservada entre todas as cepas
analisadas, corroborando a classificacdo das cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 como
gendtipo P[6]. Uma evidente substituicAo de aminoacidos foi observada unicamente
nas cepas IAL-RN376 e IAL-RN377, as quais substituiram treonina (T) por alanina (A)
na posicdo 198. Ainda considerando a regido hipervaridvel da subunidade VP8*, foi
possivel observar a substituicdo 135" % nas cepas IAL-RN376 e IAL-RN377, a qual é
compartilhada pelas cepas humanas R330 (isolada na Irlanda em 2003-2006),
BP1231/02 (isolada na Hungria em 2000) e KY6950 (isolada no Kénia em 2002), e
também pelas cepas porcinas BRA898/07-Po (isolada no Brasil em 2007), 221/04-19,
221/04-20 e 221/04-21 (isoladas na Itdlia em 2004). Outra substituicdo na posi¢ao
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146N~° da regido hiepervariavel também foi observada nas cepas IAL-RN376 e IAL-
RN377 (Figura 27). Substituicbes de residuos de aminoacidos nas cepas IAL-RN376 e
IAL-RN377 foram observadas fora da regido hipervariavel: 305N e 255"V (Figura 27).
Embora os percentuais de similaridade de nucleotideos e aminoacidos obtidos
variem quando as diversas cepas de RVA sdo comparadas entre si, a arvore
genealdgica construida a partir da sequéncia deduzida de aminoacidos (Figura 29)
permite observar que as relacdes genéticas entre as cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 e
as demais cepas protétipos estdo mantidas. A Figura 29 também evidencia as
linhagens previamente descritas para o genoétipo P[6] (I a V), da mesma forma que

foram destacados na Figura 26.
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Figura 25. Matriz de identidade das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP4 de RVA genétipo P[6] gerada com o software BioEdit (Ibis
Therapeutics, EUA). As cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 foram detectadas em criancas de 6 e 3 meses de idade, respectivamente, apresentando
gastroenterite aguda provenientes de comunidades indigenas localizadas na cidade de Dourados, Estado do Mato Grosso do Sul (MS), Brasil.
Sequéncias P[6] de referéncia foram obtidas a partir do GenBank.
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Figura 26. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia nucleotidica parcial do gene
VP4 de RVA genétipo P[6] das cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 (retangulo vermelho) gerada com o
software MEGA 4.0. As cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 foram detectadas em criancas de 6 e 3 meses
de idade, respectivamente, apresentando gastroenterite aguda provenientes de comunidades indigenas
localizadas na cidade de Dourados, Estado do Mato Grosso do Sul (MS), Brasil. Sequéncias P[6] de
referéncia foram obtidas a partir do GenBank. O retangulo verde destaca as cepas de RVA com maior
percentual de similaridade em relagédo as cepas IAL-RN376 e IAL-RN377. O retangulo azul destaca as
cepas de RVA com maior percentual de similaridade em relacdo a cepa de morcego KE4852/07. Os
ndameros romanos de | a V representam 5 linhagens genéticamente distinstas.As espécies e 0s nimeros
de acesso de cada cepa estdo indicados. As siglas dos paises de cada cepa estdo descritas no Anexo 1.
A escala indica a diversidade genética. Percentuais dos valores de bootstrap estéo localizados nos nés

dos ramos.
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Figura 27. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia de nucleotideos do gene VP4 entre as cepas P[6] IAL-
RN376 e IAL-RN377 e as cepas protétipos. Os residuos conservados de cisteinas (V), prolinas (e), argininas (m) e a regido hipervariavel estédo
indicados. As abreviagfes referentes aos aminoacidos estéo listadas no Anexo 2.
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Figura 28. Matriz de identidade das sequéncias deduzidas de aminoacidos a partir das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP4 de RVA

gendtipo P[6] gerada com o software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). As cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 foram detectadas em criancas de 6 e 3

meses de idade, respectivamente, apresentando gastroenterite aguda provenientes de comunidades indigenas localizadas na cidade de

Dourados, Estado do Mato Grosso do Sul (MS), Brasil. Sequéncias P[6] de referéncia foram obtidas a partir do GenBank.
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Figura 29. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia aminoéacidos deduzida a partir
da sequéncia nucleotidica parcial do gene VP4 de RVA genétipo P[6] das cepas IAL-RN376 e IAL-
RN377 (retangulo vermelho) gerada com o software MEGA 4.0. As cepas IAL-RN376 e IAL-RN377 foram
detectadas em criancas de 6 e 3 meses de idade, respectivamente, apresentando gastroenterite aguda
provenientes de comunidades indigenas localizadas na cidade de Dourados, Estado do Mato Grosso do
Sul (MS), Brasil. Sequéncias P[6] de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. O retangulo verde
destaca as cepas de RVA com maior percentual de similaridade em relacdo as cepas IAL-RN376 e IAL-
RN377. O retédngulo azul destaca as cepas de RVA com maior percentual de similaridade em relagéo a
cepa de morcego KE4852/07. Os nimeros romanos de | a V representam 5 linhagens genéticamente
distinstas.As espécies e 0s numeros de acesso de cada cepa estao indicados. As siglas dos paises de
cada cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade genética. Percentuais dos valores

de bootstrap estéo localizados nos nds dos ramos.
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4.1.6 Sequenciamento gendmico de cepa de rotavirus do grupo A com gendétipo
G3P[3]

O sequenciamento completo do gene 9 que codifica para a proteina VP7 e o
sequenciamento parcial do gene 4 que codifica para a proteina VP4 foi realizado para a
cepa IAL-R2638. A cepa IAL-R2638 recebeu a denominacdo Hu/G3/IAL-
R2638/2011/BRA para a proteina VP7 (numero de acesso JN848803) e Hu/P[3]/IAL-
R2638/2011/BRA para a proteina VP4 (numero de acesso JN848804).

4.1.6.1 Genoétipo G3

O produto da sequéncia de nucleotideo obtida para a cepa G3 IAL-R2638 foi
de 943pb, compreendendo os nucleotideos 52-994. Para as analises de identidade,
comparacdo com as cepas prototipos e construcdo da arvore genealdgica foram
utilizadas sequéncias de 762pb, contendo as 6 regides hipervariaveis A-F.

A cepa G3 IAL-R2638 apresentou maior identidade nucleotidica com as cepas
caninas A79-10 (96,3%) e CU-1 (95,8%), ambas isoladas nos EUA em 1979 e 1980,
respectivamente (Figura 30). A analise comparativa entre a cepa G3 IAL-R2638 e as
cepas humanas HCR3A e 6212, detectadas nos EUA, revelou uma identidade de
nucleotideos de 95,2% e 94,2%, respectivamente (Figura 30). A cepa IAL-R2638 exibe
relacbes genéticas com outras cepas tanto de origem animal quanto humana: a cepa
canina K9 (94,7%), a cepa felina Cat97 (94,3%), a cepa humana R01845 (94,4%) e a
cepa canina RV198-95 (94,3%) (Figura 30). O alto percentual de identidade
compartilhado entre cepas animais e humanas fica mais evidente na Figura 31.

A cepa G3 IAL-R2638 revelou um valor de identidade genética menor quando
comparada com outras cepas de genoétipo G3 detectadas em animais, incluindo outras
cepas de origem canina e felina (79,7-82%). Quando a cepa G3 IAL-R2638 foi
comparada com as outras cepas prototipos de origem humana, as percentagens de
identidade nucleotidica variaram de 78,4-89,5% (Figura 30, Figura 31).

A identidade de nucleotideos encontrada em relacéo a cepa padrédo SA11-H96
de origem simia (RVA/Simian-tc/ZAF/SA11-H96/1958/G3P5B[2] - DQ838620) foi de
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82,5%, enquanto em relacdo a cepa humana G3 HFF7, também de origem brasileira,
foi de 79,9% (Figura 30, Figura 31). Além disso, a Figura 25 permite observar que as
cepas G3 analisadas estdo divididas em dois grupos geneticamente diferentes,
denominados nesse estudo, A e B. Ambos os grupos sdo compostos por cepas G3 de
origem animal e humana, detectadas em distintos continentes e periodos. A cepa IAL-
R2638, detectada neste estudo, encontra-se situada no grupo A, juntamente com as
cepas padrdo de origem simia SA11-H96 (DQ838620) e RRV (DQ838620), ambas
isoladas nos EUA. O grupo B é composto quase que exclusivamente por cepas de RVA
de origem humana com excec¢ao da cepa porcina A131 (L35055) e da cepa felina Cat2
(EU708961).

A sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da cepa IAL-R2638 foi
determinada e comparada com as cepas de RVA G3 prototipos (Figura 32). A analise
da sequéncia deduzida de aminoacidos entre a cepa IAL-R2638 e as demais cepas
prototipos revelou um percentual de identidade variando de 90,5% a 99,2% (Figura 33).
A cepa G3 IAL-R2638 apresentou maior identidade de aminoacidos com a cepa de
RVA humana HCR3A (99,2%) isolada nos EUA em 1984, seguido pelas cepas
humanas R01845 (98,8%), isolada em Israel em 1985 e 6212 (98,0%), isolada nos
EUA em 2003 (Figura 33). A cepa IAL-R2638 também apresentou elevada identidade
de aminoacidos com cepas de RVA de origem canina A79-10 (98,8%), CU-1 (98,8%),
RV198-95 (98,8%) e K9 (98,4%), e com a cepa felina Cat97 (98,8%) (Figura 33). A
cepa IAL-R2638 apresentou menor identidade de aminoacidos em relacdo a cepa
murina MelMuRYV (90,5%) (Figura 33).

A proteina VP7 da cepa IAL-R2638 possui um possivel sitio de glicosilacdo N
(aminoacido asparagina-Asn) localizado no aminioacido 69, o qual tende a ser
conservado para todas as cepas de RVA (Figura 32). As regifes antigénicas da VP7 de
A-F corroboram a classificacdo da cepa IAL-R2638 como gendtipo G3. Considerando-
se todas as regifes hipervariaveis de A a F, a cepa IAL-R2638 apresentou-se
completamente idéntica em relagcédo as cepas de RVA caninas A79-10, CU-1 e RV198-
95, em relacao as cepas humanas HCR3A e Ro1845 e em relacdo a cepa felina Cat97
(Figura 32). A regido hipervaridvel B (entre aminoacidos 87 a 101) apresentou-se

bastante conservada entre todas as cepas analisadas, ao contrario da regido A
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(aminoécidos 39 a 50), a qual se mostrou menos conservada (Figura 32).

O alinhamento da sequéncia de aminoéacidos deduzida a partir do gene VP7
revelou substituicBes na cepa IAL-R2638 dentro da regido varidvel D (aminoacidos 143
a 152) na posicdo 147 =T, regido E (aminoAcidos 207 a 220) nas posicdes 21247V e
213VTN=V @ regido F (aminoacidos 233 a 242) na posicdo 242N~V Fora das regides
hipervariaveis foi possivel observar que houve uma substituicdo do aminoacido
fenilalanina (F), comum a grande maioria das cepas G3 analisadas provenientes de
diferentes paises e animais, pelo aminoacido leucina (L) na cepa IAL-R2638 na
poisicdo 76. Ainda fora das regides hipervariaveis, a cepa IAL-R2638 apresentou
substituices nas posicdes 66”7, 22147 e 278*~V (Figura 32).

Embora os percentuais de similaridade de nucleotideos e aminoacidos obtidos
variem quando as diversas cepas de RVA sdo comparadas entre si, a arvore
genealogica construida a partir da sequéncia deduzida de aminoacidos (Figura 34)
permite observar que as relagdes genéticas entre a cepa IAL-R2638 e as demais cepas
prototipos estdo mantidas. A Figura 34 também evidencia o0s dois grupos
geneticamente distintos, denominados neste estudo como A e B, da mesma forma que

foram destacados na Figura 31.
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Figura 30. Matriz de identidade das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP7 de RVA gendtipo G3 gerada com o software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA).
A cepa IAL-R2638 foi detectada em uma crianca de 1 ano de idade apresentando gastroenterite aguda proveniente de uma creche localizada na cidade de

Guarulhos, Estado de Séo Paulo (SP), Brasil. Sequéncias G3 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank.
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Figura 31. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia nucleotidica parcial do gene

VP7 de RVA genétipo G3 da cepa IAL-R2638 (retangulo vermelho) gerada com o software MEGA 4.0. A

cepa IAL-R2638 foi detectada em uma criangca de 1 ano de idade apresentando gastroenterite aguda

proveniente de uma creche localizada na cidade de Guarulhos, Estado de S&o Paulo (SP), Brasil.

Sequéncias G3 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. O reténgulo verde destaca as cepas de

RVA com maior percentual de similaridade em relacdo a cepa IAL-R2638. A e B representam dois

grupos geneticamente diferentes. As espécies e 0s numeros de acesso de cada cepa estdo indicados.

As siglas dos paises de cada cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade genética.

Percentuais dos valores de bootstrap estéo localizados nos nds dos ramos.
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Figura 32. Alinhamento da sequéncia de amino&cidos deduzida a partir da sequéncia de nucleotideos do gene VP7 entre a cepa G3 IAL-R2638 e

as cepas prototipos. As regides hipervariaveis A-F estdo indicadas. O sitio de glicosilacdo N (aminoacido 69) esta indicado por asteriscos. As

abreviacbes referentes aos aminoacidos estéo listadas no Anexo 2.
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Figura 33. Matriz de identidade das sequéncias deduzidas de aminoacidos a partir das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP7 de RVA gendtipo G3
gerada com o software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). A cepa IAL-R2638 foi detectada em uma crianca de 1 ano de idade apresentando gastroenterite aguda
proveniente de uma creche localizada na cidade de Guarulhos, Estado de S&o Paulo (SP), Brasil. Sequéncias G3 de referéncia foram obtidas a partir do
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Figura 34. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia aminoacidos deduzida a
partir da sequéncia nucleotidica parcial do gene VP7 de RVA genétipo G3 da cepa IAL-R2638
(retdngulo vermelho) gerada com o software MEGA 4.0. A cepa |IAL-R2638 foi detectada em uma
crianca de 1 ano de idade apresentando gastroenterite aguda proveniente de uma creche localizada
na cidade de Guarulhos, Estado de S&o Paulo (SP), Brasil. Sequéncias G3 de referéncia foram
obtidas a partir do GenBank. O retangulo verde destaca as cepas de RVA com maior percentual de
similaridade em relacdo a cepa IAL-R2638. A e B representam dois grupos geneticamente
diferentes. As espécies e 0s numeros de acesso de cada cepa estdo indicados. As siglas dos
paises de cada cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade proteica.
Percentuais dos valores de bootstrap estéo localizados nos nds dos ramos.
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4.1.6.2 Genotipo P[3]

O tamanho da sequéncia de nucleotideos obtida para a cepa P[3] IAL-
R2638 foi de 765pb (nucleotideos 65-829). Para as andlises de identidade,
comparacao com as cepas prototipos e constru¢do da arvore genealdgica todas as
sequéncias apresentaram o tamanho final de 765pb, contendo a regiédo
hipervariavel (aminoécidos 71-204).

A cepa P[3] IAL-R2638 apresentou maior identidade nucleotidica com as
cepas caninas RV52/96 (94,2%) e K9 (94,2%), isoladas na Italia em 1996 e nos
EUA em 1979, respectivamente (Figura 35, Figura 36). A analise comparativa entre
a cepa P[3] IAL-R2638 e as cepas humanas HCR3A, 6212, 6235 e Ro01845
detectadas nos EUA e Israel, revelou uma identidade de nucleotideos variando de
92,1% a 93,9% (Figura 35, Figura 36). Ainda, a cepa IAL-R2638 exibe relacbes
genéticas com as cepas felinas Cat97 (92,5%) e FRV64 (92,4%) (Figura 35). O alto
percentual de identidade compartilhado entre cepas animais e humanas fica mais
evidente na Figura 36.

A identidade de nucleotideos encontrada para a cepa IAL-R2638 em
relacito a cepa padrdo de origem simia RRV  (RVA/Simian-
tc/USA/RRV/1975/G3P[3] - EU636927) foi de 77,7% (Figura 35). A Figura 36
permite visualizar que as cepas P[3] analisadas estdo discriminadas em dois
grupos geneticamente distintos, designados nesse estudo por C e D. Ambos os
grupos sdo compostos por cepas P[3] de origem animal e humana, detectadas em
paises e periodos diferentes. A cepa IAL-R2638, detectada nesse estudo, exibiu
identidade nucleotidica mais elevada com as cepas que compdem o grupo C (92,1-
94,2%), enquanto valores de identidades génicas menores (77,5-77,7%) foram
observados entre a cepa P[3] IAL-R2638 e o grupo D (Figura 35).

A sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da cepa IAL-R2638 foi
determinada e comparada com as cepas de RVA P[3] prototipos (Figura 37). A
analise da sequéncia deduzida de aminoacidos entre a cepa IAL-R2638 e as
demais cepas protatipos revelou um percentual de identidade variando de 84,2% a
96,8% (Figura 38). A cepa P[3] IAL-R2638 apresentou maior identidade de
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aminoacidos com a cepa de RVA canina RV52/96 (96,8%), seguido pelas cepas
FRV64 (felina), HCR3A (humana) e K9 (canina) com 96,4% (Figura 38). A cepa
IAL-R2638 apresentou menor identidade de aminoacidos em relagéo a cepa simia
RRV (84,2%) (Figura 38).

A proteina VP4 da cepa IAL-R2638 apresentou os sitios de clivagem pela
tripsina conservados e localizados nos residuos de arginina (R) 231 e 241. O
terceiro residuo de arginina na posicao 247 foi susbstituido por lisina (K) na cepa
IAL-R2638, assim como nas cepas felina Cat97 e FRV64; nas cepas caninas A79-
10, K9, CU-1 e RV52/96, e nas cepas humanas HCR3A, R01845, 6212 e 6235. As
cisteinas (C) conservadas das posi¢cdes 203 e 216, e os residuos de prolina (P)
conservados das posi¢des 68, 71, 225 e 226 estdo presentes na cepa IAL-R2638
(Figura 37).

O alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir do gene VP4
da cepa IAL-R2638 revelou que a regido hipervariavel da subunidade VP8* (entre
0s aminoacidos 71 e 204) estd bastante conservada entre todas as cepas
analisadas, corroborando a classificacdo da cepa IAL-R2638 como genétipo P[3].
Uma evidente substituicdo de aminoéacidos foi observada unicamente na cepa IAL-
R2638, a qual trocou glutamina (Q) e asparagina (N) nas posi¢coes 148 e 149 por
leucina (L) e serina (S), respectivamente. Ainda, considerando a regido
hipervaridvel da subunidade VP8* foi possivel observar a substituicdo do
aminoacido tirosina (YY) por histidina (H) na posicdo 155 da cepa IAL-R2638, a qual
também € compartilhada pelas cepas K9 (canina), HCR3A (humana) e 6212
(humana). Outras duas substituices dentro da regido hiepervariavel da cepa IAL-
R2638 foram observadas nas posi¢ées 92"~V e 201”7 (Figura 37).

Outras substituicdes de residuos de aminoacidos foram observadas fora da
regido hipervariavel: (i) uma inversao nos residuos de aminodcidos isoleucina (I) e
valina (V) ocorreram nas posicoes 233 e 234 da cepa IAL-R2638 quando
comparada as demais cepas protétipos, e (i) 245°~F na cepa IAL-R2638, esta
tltima compartilhada apenas pela cepa humana Ro1845 (Figura 37).

Embora os percentuais de similaridade de aminoacidos sejam maiores que

0s percentuais de similaridade de nucleotideos, a arvore genealdgica construida a
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partir da sequéncia deduzida de aminoé&cidos (Figura 39) permite observar que as
relacdes genéticas entre a cepa IAL-R2638 e as demais cepas prototipos estdo
mantidas. A Figura 39 também evidencia os dois grupos geneticamente distintos,
denominados neste estudo como C e D, da mesma forma que foram destacados na
Figura 36.
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94,9% 93,3% 78,5% 78,8% 93,8% 78,4% 94,1% 93,9% 94,1%
95,0% 77,6% 78,1% 96,0% 78,3% 95,6% 96,2% 95,8%
93,8% 77,5% 77,6% 94,2% 78,0% 93,7% 93,5% 93,9%
94,9% 77,3% 78,1% 95,6% 78,1% 96,0% 96,2% 96,0%
Ro1845 78,0% 78,3% 98,1% 77,9% 93,8% 93,3% 92,9%
CMH222 78,5% 82,6% 78,3% 78,5% 78,5%
78,8% 83,2% 78,5% 78,5% 78,0%
78,3% 94,3% 94,2% 93,8%

79,6% 78,6%

94,2%

Figura 35. Matriz de identidade das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP4 de RVA gendtipo P[3] gerada com o software BioEdit (Ibis

Therapeutics, EUA). A cepa IAL-R2638 foi detectada em uma crianga de 1 ano de idade apresentando gastroenterite aguda proveniente de uma

creche localizada na cidade de Guarulhos, Estado de S&o Paulo (SP), Brasil. Sequéncias P[3] de referéncia foram obtidas a partir do GenBank.
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Figura 36. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia nucleotidica parcial do
gene VP4 de RVA gendtipo P[3] da cepa IAL-R2638 (retdngulo vermelho) gerada com o software
MEGA 4.0. A cepa IAL-R2638 foi detectada em uma crianca de 1 ano de idade apresentando

gastroenterite aguda provenientes de uma creche localizada na cidade de Guarulhos, Estado de

Sédo Paulo (SP), Brasil. Sequéncias P[3] de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. C e D

representam dois grupos geneticamente diferentes. As espécies e 0s nimeros de acesso de cada

cepa estdo indicados. As siglas dos paises de cada cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala
indica a diversidade genética. Percentuais dos valores de bootstrap estédo localizados nos ndés dos

ramos.
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Figura 37. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia de nucleotideos do gene VP4 entre a cepa P[3] IAL-
R2638 e as cepas protétipos. Os residuos conservados de cisteinas (¥), prolinas (e), argininas (m) e a regido hipervariavel estéo

indicados. As abreviagfes referentes aos aminoacidos estéo listadas no Anexo 2.
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IAL-R2638 |RRV HCR3A Ro1845 CMH222 [GRV FRV64 10733 RV52/96 (6212 6235

96,4%|  96,0%|  84,6%|  862%| 96,4% 85,0%H 96,0%|  96,8%
85,0%|  850%| 90,5%| 90,9%| 854%| 964%| 87,0%| 854%|  86,2%
96,4%|  98,4%| 98,4%|  854%| 87,0%| 99,6%| 866%| 97,6%| 98,4%| 984%
96,0%| 956%| 84,6%| 858%| 968%| 858%| 964%| 964%| 97,2%
97,2%|  84,6%|  862%| 98,4%| 86,2%| 97,2%| 98,0%|  98,0%
95,6%| 83,8%| 850%| 968%| 854%| 964%|  964%|  98,0%
97,6%|  84,6%|  862%| 98,8%| 86,6%| 97,2%|  99,2%|  98,8%
Ro1845 84,6%| 862%| 98,8%| 866%| 968%| 97,6% 97,6%
CMH222 85,8%| 90,1%| 86,6%| 854%|  854%
90,5%|  88,1%| 87,0%|  87,0%
87,0%| 98,0%| 98,8%|  98,8%
87,7%|  87,0%
RV52/96 96,8%

IAL-R2638

I:Isl’mio |:|Felino -Canino I:lHumano I:lCaprino -Bovino

Figura 38. Matriz de identidade das sequéncias deduzidas de aminoacidos a partir das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP4 de RVA gendtipo P[3]
gerada com o software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). A cepa IAL-R2638 foi detectada em uma crianca de 1 ano de idade apresentando gastroenterite aguda
proveniente de uma creche localizada na cidade de Guarulhos, Estado de S&o Paulo (SP), Brasil. Sequéncias P[3] de referéncia foram obtidas a partir do
GenBank.
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gor EU708948 Feline Cat97 AUS 1984
65 | D14723 Feline FRV64 JPN xxxx
45 EU708893 Human Ro1845 IRS 1985
EU708926 Canine K9 USA 1979
o7 EU708904 Human HCR3A USA 1984
7 = JF804992 Human 6212 USA 2003 Grupo C
JF805002 Human 6235 USA 2003
EU708937 Canine A79-10 USA 1979

100 || 91 L_ELIZ0RA15 Canine CU-1 USA 1980

53

IAL-R2638 2011
AF339844 Canine RV52/96 ITA 1996 -

o7 —— EU636927 Simian RRV USA 1975
L AY281359 Buffalo 10733 ITA 2001 | GrupoD

97 —'j DQ288661 Human CMH222 THA 2000-2001
99 AB055967 Caprine GRV KOR 1998

L33895 Human ST3 P6 outgroup

0.05

Figura 39. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia aminoacidos deduzida a
partir da sequéncia nucleotidica parcial do gene VP4 de RVA gendtipo P[3] da cepa IAL-R2638
(retdngulo vermelho) gerada com o software MEGA 4.0. A cepa IAL-R2638 foi detectada em uma
crianca de 1 ano de idade apresentando gastroenterite aguda proveniente de uma creche localizada
na cidade de Guarulhos, Estado de S&o Paulo (SP), Brasil. Sequéncias P[3] de referéncia foram
obtidas a partir do GenBank. C e D representam dois grupos geneticamente diferentes. As espécies
e 0s numeros de acesso de cada cepa estdo indicados. As siglas dos paises de cada cepa estédo
descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade genética. Percentuais dos valores de bootstrap

estao localizados nos nés dos ramos.
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4.1.7 Sequenciamento gendmico de cepa de rotavirus do grupo A com
genotipo G10P[?]

O sequenciamento parcial do gene 9 que codifica para a proteina VP7 foi
realizado para a cepa IAL-R2803 utilizando o produto da 22 amplificacdo (na 12
amplificagcdo ndao houve visualizagdo do fragmento), recebendo a denominacéo
RVA/Human-wt/BRA/IAL-R2803/2012/G10P[x] (nimero de acesso JX566991). Nao

foi possivel amplificar o gene codificador da proteina VP4 para a cepa IAL-R2803.

4.1.7.1 Gendtipo G10

O tamanho da sequéncia de nucleotideo obtida para a cepa G10 IAL-
R2803 foi de 579pb (nucleotideos 49-601). Para as analises de identidade,
comparacao com as cepas protoétipos e construcdo da arvore genealdgica, todas as
sequéncias apresentaram o tamanho final de 579pb, contendo 4 regides
hipervariaveis (A-D).

A cepa G10 IAL-R2803 apresentou maior identidade nucleotidica com a
cepa bovina DQ-75 (94,6%) isolada na China em 2008 (Figura 40). A cepa IAL-
R2803 também exibe relacbes genéticas com outras cepas animais e humanas:
com a cepas bovinas RVL-Bov2 (93,6%), VICG10.01 (93,6%), RVL-Bov3 (93,4%),
B11l (93,4%), XJX-07 (93,4%) e MX001 (92,9%), e com a cepa humana 163
(93,4%) isolada no Vietnd em 2008 (Figura 40). O alto percentual de identidade
compartilhado entre a cepa IAL-R2803 e as cepas bovinas fica evidente na Figura
31. A analise comparativa entre a cepa G10 IAL-R2803 e as demais cepas
humanas revelou identidade de nucleotideos variando de 84,8% a 89,9% (Figura
40).

A sequéncia parcial de nucleotideios da cepa IAL-R2803 também foi
comparada com a cepa G10 porcina P343 (89,8%), com a cepa de camelo
(ungulados artiodactilos) VRLCU (87,3%), cepas caprinas LLR (85,1%) e Lamb-NT
(84,6%) e com a cepa equina Erv2 (85,4%). A identidade de nucleotideos

encontrada em relagdo a cepa padrdo de origem bovina B223 (X57852) foi de
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92,4%. Quando a cepa IAL-R2803 foi comparada com a cepa humana brasileira
R239 detectada no Rio de Janeiro (RJ), o percentual de identidade foi de 86,1%
(Figura 40, Figura 41).

A Figura 41 permite observar que as cepas G10 analisadas estao divididas
em dois grupos geneticamente diferentes, denominados nesse estudo E e F. O
grupo E é composto, em sua maior parte, por cepas de origem bovina, enquanto o
grupo F é formado principalmente por cepas G10 humanas, com execcao de duas
cepas animais: a cepa equina Erv2 e a cepa bovina E29TR. A cepa IAL-R2803,
detectada neste estudo, encontra-se situada no grupo E, juntamente com as cepas
bovinas, incluindo a cepa padrao bovina B223 (X57852) e 2 cepas humanas (163 e
SI-R241/07).

A arvore filogenética também permitiu identificar 8 linhagens distintas,
chamadas nesse estudo de | a VIII. A primeira linhagem (I) € composta unicamente
por uma cepa humana (R239) isolada no Brasil em 2000-2004. A segunda
linhagem (Il) é ocupada pelas cepas LLR e Lamb-NT, ambas isoladas a partir de
cordeiros chineses e distintas de todas as outras cepas G10 analisadas neste
estudo. A terceira linhagem (lll) consiste em 6 cepas humanas e uma uUnica cepa
bovina (E29TR) proveniente da Turquia. A linhagem IV é composta por 2 cepas
humanas (Mc345 e mani-265) e pela cepa equina indiana Erv2. A quinta linhagem
(V) é formada unicamente pela cepa humana SI-R241/07, isolada na Eslovénia em
2007. A linhagem VI é composta exclusivamente por cepas animais detectadas em
diversos paises da Asia e Europa. A linhagem VIl engloba apenas a cepa VRLCU
detectada em camelo no Egito em 2004. A cepa IAL-R2803 agrupa dentro da
linhagem VIII, juntamente com uma uUnica cepa humana (163) isolada no Vietnd em
2008 e outras cepas de origem bovina detectadas em continentes distintos (Figura
41).

A sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da cepa IAL-R2803 foi
determinada e comparada com as cepas de RVA G10 protétipos (Figura 42). A
analise da sequéncia deduzida de aminoacidos entre a cepa IAL-R2803 e as
demais cepas protétipos revelou um percentual de identidade variando de 86,4% a

98,9% (Figura 43). A cepa IAL-R2803 também apresentou a maior identidade de
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aminoacidos com a cepa bovina DQ-75 (98,9%), isolada na China em 2008,
seguido pelas cepas bovinas RVL-Bov3 (98,3%), RVL-Bov2 (98,3%), B11 (97,8%),
VICG10.01 (97,2%), XJX-07 (97,8%) e MX001 (97,2%). A comparacao entre a
cepa IAL-R2803 com as demais cepas G10 de origem humana, revelou que a
maior identidade de amino&cidos foi em relacdo a cepa 163 (96,7%), isolada no
Vietnd em 2008, seguida pela cepa SI-R241/07 (96,1%), isolada na Eslovénia em
2007 (Figura 43). A cepa IAL-R2803 apresentou menor identidade de aminoacidos
guando comparada a cepa de camelo VRLCU (86,4%) isolada no Egito em 2004
(Figura 43). Curiosamente, essa cepa G10 VRLCU detectada em camelo exibiu
uma identidade de nucleotideos maior (87,3%) do que a identidade de aminoacidos
(86,4%) quando comparada a cepa IAL-R2803 (Figura 42, Figura 43).
A proteina VP7 da cepa IAL-R2803 possui um possivel sitio de glicosilacao
N (aminoacido asparagina — Asn) localizado no aminoéacido 69, o qual tende a ser
conservado para todas as cepas de RVA (Figura 42). As regides antigénicas da
VP7 de A-D corroboram a classificacdo da cepa IAL-R2803 como genétipo G10.
Vale ressaltar que o gene 9 da cepa IAL-R2803 foi sequenciado a partir do produto
de PCR resultante da 2° amplificacdo (nested), invibializando a visualizacdo das
regides hipervariaveis E e F. Com excecdo da regido antigénica B, a cepa IAL-
R2803 apresentou-se completamente idéntica as cepas de RVA de origem bovina
RVL-Bov2, RVL-Bov3, DQ-75, B223, HUN-Z8 e MX001, as quais foram detectadas
em paises e periodos distintos (Figura 42). As regides antigénicas C (entre
aminoacidos 120 e 130) e D (entre aminoacidos 143 e 152) apresentam-se
bastante conservadas em relacdo a todas as cepas analisadas, enquanto a regiao
A (entre aminoacidos 39 e 50) apresenta-se mais variavel (Figura 42).
O alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir do gene
VP7 revelou que houve uma substituicdo Unica na cepa IAL-R2803 dentro da
regido hipervariavel B (aminoacidos 87-101) na posicdo 91N~T. Fora das regides
hipervaridveis, a cepa IAL-R2803 apresentou substitutices nas posicdes 117,
1977t e 65777 (Figura 42).
Embora os percentuais de similaridade de nucleotideos e aminoacidos

obtidos variem quando as diversas cepas de RVA G10 sdo comparadas entre si, a
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arvore genealdgica construida a partir da sequéncia deduzida de aminoacidos
(Figura 44) permite observar que as relacdes genéticas entre a cepa IAL-R2803 e
as demais cepas prototipos estdo mantidas. A Figura 44 também evidencia os dois
grupos geneticamente distintos, denominados neste estudo como E e F, da mesma
forma que foram destacados na Figura 41. Entretanto, a arvore genealOgica
baseada em amino&cidos (Figura 44) também permite observar que as cepas
caprinas LLR e Lamb-NT, detectadas na China, e a cepa humana R239, detectada
no Brasil, formam um tercceiro grupo geneticamente relacionado, denominado
neste estudo como G. Essa relagdo filogenética ndo havia sido evidenciada na
arvore de nucleotideos da Figura 41. Em adicao, a Figura 44 permite observar que
as cepa humana SI-R241/07 e a cepa de camelo VRLCU agrupam dentro da
Linhagem VIII. Essas duas cepas formavam as Linhagens V e VI,

respectivamente, na arvore baseada em nucleotideos (Figura 41).
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RVL-Bov2_|Mc35 163 kol-679 |VRLCU 6755 1784C1 (6730 (402 3008CM_|mani-265 |R239 DQ-75 _ [RVL-Bov3 [B11 VICG10.01 [B223 HUN-Z8 [CIT1I0A  [XIX-07  |B7S DK11311C [P343 61A S-R241 _|DijonA037 _[Erv2 E29TR _ [MX001 [LLR Lamb-NT
93,4%|  85,6% 873%| 858% 8,0% 8,1%| 861%| 854%| 84,8%| 861% 89,9%! 85,1%|  84,6%)
RVL-Bov2 96,0%|  86,0% 884%| 86,7%| 868%| 87,0%| 86,0%| 860%| 842%| 853%| 958%| 100,0%| 96,0%| 962%| 96,3%| 92,4%| 937%| 96,0%| 93,6% 93,4%|  92,7%|  92,9%| 91,3% 92,7%| 85,6%| 87,2%| 953%| 858%| 853%
84,9%|  89,9% 82,0%) 88,7%| 889%| 88,7%| 873%| 87,3%| 956% 844% 85,3% 851%| 835%| 844%| 851%| 839%| 853%| 856% 851% 849%| 853%| 858%| 858% 853%| 951%| 89,1%| 84,9%| 86,5%| 86,0%)

86,0% 88,0%|) 865%| 87,0%| 868%| 86,1%| 86,1%| 84,6%| 841%| 94,9% 96,0%| 965%| 984%| 956%| 90,8%| 92,5%| 951%| 92,5% 92,5%| 918%| 92,0%| 91,1% 91,7%| 84,8%| 865%| 94,6%| 84,9%|  84,4%

kol-679 82,5%|  96,2%| 96,7%| 965%| 951%| 951%| 92,0% 860%| 856%| 860%| 849%| 860%| 860% 861%| 865% 860% 861% 868%| 858% 863% 8,7%  860% 89,6% 946% 865%| 851%| 84,6%
82,3%| 823%| 82,5%| 818%| 815%| 81,6% 82,2% 88,6% 884%| 879%| 834%| 879%| 858%| 875%| 887%| 87,0% 87,2%| 875%| 873%| 867% 86,5%| 8L5%| 835%| 88,0%| 81,3% 80,8%)

99,4%|  99,6%| 97,9%| 986%| 836%| 854%| 87,5% 86,7%| 86,5%| 868%| 87,2%| 861%| 87,2%| 87,5%| 86,7% 87,2%| 86,0%| 8,1%| 87,7% 86,1%| 89,2%| 963%| 87,9%| 849%| 844%

1784CI 99,8%| 98,1%| 98,4%| 88,7%| 856%| 87,3% 86,8%| 863%| 873%| 870% 863%| 870% 873% 868% 873%| 858%| 860%| 87,5% 863%| 894%| 965%| 87,7%| 851%| 84,6%)
98,2%|  98,6%| 88,6%| 858%| 87,5% 87,0%| 865%| 87,2%| 872%| 865%| 872%| 875%| 87,0% 87,2%| 860%| 861%| 87,7% 86,5%| 89,2%| 96,7%| 87,9%| 84,9%| 84,4%)

96,8%| 87,5%| 851%| 87,2%| 860%| 858%| 868%| 863%| 854%| 861%| 868%| 867%| 86,1%| 849%| 851%| 867%| 854%| 882%| 953%| 868% 842% 837%

3008CM 87,2%| 848%| 865% 860% 858%| 865% 861%| 854%| 86,1%| 86,1%| 860%| 861%| 849%| 851%| 870% 854%| 87,9% 953%| 868%| 835% 83,0%
mani-265 83,5%|  84,6% 84,2%| 82,9%| 842%| 844%| 82,7%| 851%| 849%| 84,8% 85,1%| 844%| 849%| 83,9% 84,2%| 92,0%| 884%| 844%| 853%| 84,8%
85,6% 853%| 844%| 849%| 846%| 842%| 848%| 853% 854% 851%| 84,8%| 849%| 861% 849%| 84,6%| 858%| 861%| 86,8% 86,3%)

958%| 956%| 955%| 956%| 90,6%| 924%| 963%| 91,7% 91,5%| 913%| 9L,1%| 90,8% 90,8%| 858%| 87,7%| 94,8%| 86,0%| 854%)

RVL-Bov3 96,0%| 962%| 963%| 92,4%| 937%| 96,0%| 93,6% 93,4%| 92,7%| 92,9%| 91,3% 92,7%|  856%| 87,2%| 953%| 858%| 853%)
96,7%| 955%| 91,1%| 925%| 958%| 92,0%| 924%| 924%| 918%| 91,1%| 91,3%| 84,1%| 863%| 94,9%| 839%| 834%

VICG10.01 95,5%|  91,0%|  92,7%| 953%| 92,7% 92,7%|  9,7%| 91,8%| 91,3% 91,5%| 84,6%| 87,0%| 948%| 851%| 84,6%
89,9%| 92,7%| 958%| 92,9% 92,9%|  92,4%|  92,9%| 91,8% 91,5%| 853%| 87,7%| 958%| 851%| 84,6%)

93,7%) 90,1%| 93,4% 92,7%| 92,5%| 93,0%| 89,4% 92,2%| 844%| 873%| 89,6%| 856% 851%

92,5%|  97,2% 96,0%| 958%| 963%| 9L,1% 953%| 851%| 87,7%| 92,0%| 86,0%|  854%)

9% 92,0%|  91,8%| 91,7%| 91,0%|  91,3%| 865%| 87,3%| 956%| 854% 84,9%

97,0%|  96,2%| 97,0%| 915%|  96,3%| 846%| 875%| 92,4%| 856%|  851%|

DK11311C 95,3%|  96,2%|  91,3% 95,5%|  854%| 87,7%| 92,2%| 858%| 853%
98,7%| 91,1% 953%| 83,7%| 861%| 915%| 848%| 84,6%)

91,7% 96,2%| 84,2%| 86,7%| 9L,7%| 853%| 84,8%)

90,4%|  853%| 87,9%| 915%| 86,0%| 854%

DijonA037 84,8%| 86,7%| 91,5%| 85,4%| 84,9%
89,9%| 85,8%| 86,5%| 86,0%|

87,3%|  86,1%|  85,6%)

85,6%|  85,1%

Lamb-NT

-Bovino Humano Camelo -Equino Caprino -Porcino

Figura 40. Matriz de identidade das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP7 de RVA genétipo G10 gerada com o software BioEdit (Ibis
Therapeutics, EUA). A cepa IAL-R2803 foi detectada em uma crianca de 3 anos de idade apresentando gastroenterite aguda proveniente da
cidade de Presidente Prudente, Estado de Sdo Paulo (SP), Brasil. Sequéncias G10 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank.
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100

61 — — IAL-R2803 2012

45

100 — AB714266 Human 163 VIE 2008
85 GQ352366 Bovine VICG10.01 AUS 2005
25 M64679 Bovine B11 AUS 1988
GQ433985 Bovine RVL-Bov2 IRL xxxx
% W' GQ433986 Bovine RVL-Bov3 IRL XXXX
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Figura 41. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia nucleotidica parcial do

gene VP7 de RVA genétipo G10 da cepa IAL-R2803 (retangulo vermelho) gerada com o software

MEGA 4.0. A cepa IAL-R2803 foi detectada em uma crianca de 3 anos de idade apresentando

gastroenterite aguda provenientes da cidade de Presidente Prudente, Estado de S&o Paulo (SP),

Brasil. Sequéncias G10 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. O retangulo verde destaca

as cepas de RVA com maior percentual de similaridade em relagdo a cepa IAL-R2638. E e F

representam dois grupos geneticamente diferentes. Os nimeros romanos de | a VIl representam 8

linhagens geneticamente distinstas. As espécies e 0s numeros de acesso de cada cepa estéo

indicados. As siglas dos paises de cada cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala indica a

diversidade genética. Percentuais dos valores de bootstrap estéo localizados nos nés dos ramos.
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Figura 42. Alinhamento da sequéncia de amino4cidos deduzida a partir da sequéncia de nucleotideos do gene VP7 entre a cepa G10 IAL-R2803
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Figura 43. Matriz de identidade das sequéncias deduzidas de amino&cidos a partir das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP7 de RVA
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apresentando gastroenterite aguda proveniente da cidade de Presidente Prudente, Estado de S&o Paulo (SP), Brasil. Sequéncias G10 de

referéncia foram obtidas a partir do GenBank.
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Figura 44. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) da sequéncia de aminoéacidos deduzida
a partir da sequéncia nucleotidica parcial do gene VP7 de RVA genétipo G10 da cepa IAL-R2803
(retangulo vermelho) gerada com o software MEGA 4.0. A cepa IAL-R2803 foi detectada em uma
crianca de 3 ano de idade apresentando gastroenterite aguda proveniente de cidade de Presidente
Prudente, Estado de S&o Paulo (SP), Brasil. Sequéncias G10 de referéncia foram obtidas a partir do
GenBank. O retangulo verde destaca as cepas de RVA com maior percentual de similaridade em
relacdo a cepa IAL-R2803. E, F e G (destacado em azul) representam trés grupos geneticamente
diferentes. Os numeros romanos I-1V, VI e VIII representam linhagens geneticamente distintas. As
espécies e 0s numeros de acesso de cada cepa estdo indicados. As siglas dos paises de cada cepa
estdo descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade proteica. Percentuais dos valores de

bootstrap estdo localizados nos nés dos ramos.
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4.2 Rotavirus do grupo C

4.2.1 Triagem das amostras para rotavirus grupo C

RVC foi detectado em 15 (0,2%) do total de 6196 amostras coletadas de
criancgas, adultos e idosos no Brasil durante o periodo de 5 anos (Junho de 2007 a
Junho de 2012) pela técnica de triagem EGPA. RVC foi detectado apenas nos anos
de 2007 (0,1%; 1/746) e 2008 (1,5%; 14/954). Entre os anos de 2009 a 2012 nao
houve deteccdo de RVC. RVC foi detectado tanto em casos esporadicos quanto
em surtos, acometendo adultos e criangas provenientes de cidades localizadas no
interior dos Estados de S&o Paulo (SP) e de Goias (GO). A média de idade dos
pacientes acometidos foi de 16,9 anos e co-infeccdes com RVA ndo foram
detectadas (Tabela 14).

Tabela 14. Dados sécios demograficos dos pacientes com gastroenterite aguda positivos para RVC
detectados nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil durante a vigilancia nacional dos RV

no periodo compreendido entre Junho de 2007 e Junho de 2012.

\dade Sexo Municipio Estado Més/Ano Caso Cepa
(Anos)
2 M Ipelna SP Dezembro 2007 Esporadico  IAL-RC22
2 M Catanduva SP Margo 2008 Surto IAL-RCO09
7 M Catanduva SP Margo 2008 Surto IAL-RC12
F Santa Odela SP Marco 2008 Esporaddico  IAL-RC59
34 F Capao Bonito SP Abril 2008 Esporadico  IAL-RCO1
7 M Sales SP Maio 2008 Surto IAL-RC28
36 F Sales SP Maio 2008 Surto IAL-RC29
26 F Sales SP Maio 2008 Surto IAL-RC30
24 F Sales SP Maio 2008 Surto IAL-RC31
6 M Salto SP Julho 2008 Surto IAL-RC32
54 M Santa Albertina SP Agosto 2008 Surto IAL-RC33
26 M Santa Albertina SP Agosto 2008 Surto IAL-RC34
10 F Pontalina SP Agosto 2008 Esporaddico  IAL-RC35
1 F Maua SP Setembro 2008 Esporaddico  IAL-RC36
F Pirineus GO Setembro 2008 Surto IAL-RC43
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4.2.2 Amostras positivas para rotavirus grupo C previamente detectadas pelo

NDE

O NDE realiza o diagnéstico diferencial para RV nao pertencentes ao RVA

desde 1980. Durante essa vigilancia continuada por mais de 30 anos, o NDE

detectou RVC em duas ocasifes anteriores: um caso esporadico em uma crianca

em 1988 (Timenetsky et al., 1993) e um surto na cidade de Valentim Gentil (SP) em

1993 (Souza et al., 1998). Essas amostras permaneceram estocadas em freezer -

70°C e foram incluidas na andlise genética do RVC (Tabela 15).

Tabela 15. Dados sécios demograficos dos pacientes com gastroenterite aguda positivos para RVC

previamente detectadas pelo NDE.

Idade Referéncia
Sexo Municipio Estado Ano Caso Cepa o .

(Anos) Bibliografica
Séo Paulo SP 1988 Esporadico IAL-RC76  Timenetsky et al., 1993
26 F Valentim Gentil SP 1993 Surto IAL-RC23 Souza et al., 1998
13 F Valentim Gentil SP 1993 Surto IAL-RC24 Souza et al., 1998
27 F Valentim Gentil SP 1993 Surto IAL-RC25 Souza et al., 1998
7 F Valentim Gentil SP 1993 Surto IAL-RC26 Souza et al., 1998
37 F Valentim Gentil SP 1993 Surto IAL-RC27 Souza et al., 1998
14 M Valentim Gentil SP 1993 Surto IAL-RC37 Souza et al., 1998
28 M Valentim Gentil SP 1993 Surto IAL-RC60 Souza et al., 1998
25 F Valentim Gentil SP 1993 Surto IAL-RC61 Souza et al., 1998

4.2.3 Reacdo de RT-PCR das amostras positivas para rotavirus grupo C

No total, 24 amostras positivas pra RVC foram analisadas pela técnica de

RT-PCR ou nested RT-PCR, utilizando o pool de primers especificos para a

caracterizacao molecular das proteinas VP6, VP7, VP4 e NSP4.

4.2.3.1 Proteina VP6 — Gene 5
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Entre as 24 amostras positivas para RVC, 16 (66,7%) foram amplificadas e
sequenciadas. A Tabela 16 apresenta as cepas de RVC amplificadas para a
proteina VP6, suas respectivas denominacfes e niumeros de acesso.

4.2.3.2 Proteina VP7 — Gene 8

Entre as 24 amostras de RVC, 19 (79,2%) foram amplificadas

(¢

sequenciadas. A Tabela 17 apresenta as cepas de RVC amplificadas para a
proteina VP7, suas respectivas denominacfes e niumeros de acesso.

4.2.3.3 Proteina VP4 - Gene 3

Entre as 24 amostras de RVC, 12 (50,0%) foram amplificadas

(0]

sequenciadas. A Tabela 18 apresenta as cepas de RVC amplificadas para

Q

proteina VP4, suas respectivas denominac¢des e nimeros de acesso.

4.2.3.4 Proteina NSP4 - Gene 11

Entre as 24 amostras de RVC, 15 (62,5%) foram amplificadas

0]

sequenciadas. A Tabela 19 apresenta as cepas de RVC amplificadas para

Q

proteina NSP4, suas respectivas denominac¢des e nimeros de acesso.
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Tabela 16. Cepas positivas para RVC amplificadas por RT-PCR ou nested RT-PCR e utilizadas na
caracterizagdo molecular da proteina VP6.

Cepa RT-PCR nested RT-PCR Denominacgéo NUumero de  Pares de
(12 amplificagdo) (22 amplificagéo) acesso base (pb)
IAL-RCO1 + + Hu/Brazil/IAL-27/VP6/2008 JQ437389 301
IAL-RC09 + + SP09/Hu/BR/2008 HM853819 208
IAL-RC12 + + SP12/Hu/BR/2008 HM853820 208
IAL-RC22 + + SP22/Hu/BR/2007 HM853821 208
IAL-RC23 - - - - -
IAL-RC24 - - - - -
IAL-RC25 - - - - -
IAL-RC26 + + Hu/Brazil/IAL-RC26/VP6/1993  JQ513880 359
IAL-RC27 + + Hu/Brazil/IAL-RC27/VP6/1993 JQ513881 386
IAL-RC28 + + SP28/Hu/BR/2008 HM853822 208
IAL-RC29 + + Hu/Brazil/IAL-RC29/VP6/2008 JQ513873 207
IAL-RC30 + + Hu/Brazil/IAL-RC30/VP6/2008 JQ513874 303
IAL-RC31 + + Hu/Brazil/IAL-RC31/VP6/2008 JQ513875 249
IAL-RC32 - - - - -
IAL-RC33 + + Hu/Brazil/IAL-RC33/VP6/2008 JQ513876 314
IAL-RC34 + + Hu/Brazil/IAL-RC34/VP6/2008 JQ513877 301
IAL-RC35 + + SP35/Hu/BR/2008 HM853823 208
IAL-RC36 + + SP36/Hu/BR/2008 HM853824 208
IAL-RC37 - - - - -
IAL-RC43 - - - - -
IAL-RC59 + NR* Hu/Brazil/IAL-RC59/VP6/2008 JQ513878 281
IAL-RC60 - - - - -
IAL-RC61 - - - - -
IAL-RC76 - + Hu/Brazil/IAL-RC76/VP6/1988 JQ513879 326

NR* nao realizado
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Tabela 17. Cepas positivas para RVC amplificadas por RT-PCR ou nested RT-PCR e utilizadas na
caracteriza¢do molecular da proteina VP7.

Cepa RT-PCR nested RT-PCR Denominacgéo Niumero de Pares de
(12 amplificagdo) (22 amplificag&o) acesso base (pb)

IAL-RCO1 - + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC01/2008 JX842684 288
IAL-RC09 + NR* RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC09/2008 JX842685 446
IAL-RC12 + NR* RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC12/2008 JX842686 439
IAL-RC22 + NR* RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC22/2007 JX842687 532
IAL-RC23 - - - - -

IAL-RC24 + NR* RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC24/1993 JX842688 364
IAL-RC25 - - - - -

IAL-RC26 + NR* RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC26/1993 JX842689 412
IAL-RC27 - + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC27/1993 JX842690 285
IAL-RC28 - - - - -

IAL-RC29 + NR* RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC29/2008 JX842691 442
IAL-RC30 + NR* RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC30/2008 JX842692 493
IAL-RC31 + NR* RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC31/2008 JX842693 356
IAL-RC32 + NR* RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC32/2008 JX842694 398
IAL-RC33 + NR* RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC33/2008 JX842695 324
IAL-RC34 + NR* RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC34/2008 JX842696 393
IAL-RC35 + NR* RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC35/2008 JX842697 426
IAL-RC36 + NR* RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC36/2008 JX842698 399
IAL-RC37 - + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC37/1993 JX842699 221
IAL-RC43 - + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC43/2008 JX842700 286
IAL-RC59 + NR* RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC59/2008 JX842701 427
IAL-RC60 - - - - -

IAL-RC61 - - - - -

IAL-RC76 + NR* RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC76/1988 JX842702 476

NR* nao realizado
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Tabela 18. Cepas positivas para RVC amplificadas por RT-PCR e utilizadas na caracterizagcdo

molecular da proteina VP4.

Cepa RT-PCR Denominagéo NUmero de acesso Pares de
base (pb)
IAL-RCO1 - - - -
IAL-RC09 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC09/2008 JX842703 1022
IAL-RC12 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC12/2008 JX842704 911
IAL-RC22 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC22/2007 JX842705 687
IAL-RC23 - - - -
IAL-RC24 - - - -
IAL-RC25 - - - -
IAL-RC26 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC26/1993 JX842706 970
IAL-RC27 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC27/1993 JX842707 938
IAL-RC28 - - - -
IAL-RC29 - - - -
IAL-RC30 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC30/2008 JX842708 898
IAL-RC31 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC31/2008 JX842709 874
IAL-RC32 + - - -
IAL-RC33 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC33/2008 JX842710 959
IAL-RC34 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC34/2008 JX842711 851
IAL-RC35 + - - -
IAL-RC36 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC36/2008 JX842712 911
IAL-RC37 - - - -
IAL-RC43 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC36/2008 JX842713 1065
IAL-RC59 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC59/2008 JX842714 981
IAL-RC60 - - - -
IAL-RC61 - - - -
IAL-RC76 - - - -
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Tabela 19. Cepas positivas para RVC amplificadas por RT-PCR e utilizadas na caracterizagcdo

molecular da proteina NSP4.

Cepa RT-PCR Denominacéo NUmero de acesso Pares de base
(pb)
IAL-RCO1 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC01/2008 JX857429 420
IAL-RC09 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC09/2008 JX857430 532
IAL-RC12 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC12/2008 JX857431 499
IAL-RC22 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC22/2007 JX857432 492
IAL-RC23 - - - -
IAL-RC24 - - - -
IAL-RC25 - - - -
IAL-RC26 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC26/1993 JX857433 474
IAL-RC27 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC27/1993 JX857434 640
IAL-RC28 - - - -
IAL-RC29 - - - -
IAL-RC30 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC30/2008 JX857435 485
IAL-RC31 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC31/2008 JX857436 448
IAL-RC32 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC32/2008 JX857442 543
IAL-RC33 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC33/2008 JX863408 556
IAL-RC34 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC34/2008 JX857437 461
IAL-RC35 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC35/2008 JX857438 530
IAL-RC36 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC36/2008 JX857439 455
IAL-RC37 - - - -
IAL-RCA43 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC43/2008 JX857440 502
IAL-RC59 + RVC/Human-wt/BRA/IAL-RC59/2008 JX857441 449
IAL-RC60 - - - -
IAL-RC61 - - - -
IAL-RC76 - - - -
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4.2.4 Sequenciamento gendmico das amostras positivas para rotavirus do
grupo C

4.2.4.1 Proteina VP6 — Gene 5

Os produtos das sequéncias de nucleotideos obtidas para as cepas RVC
VP6 foram de: 301pb (nucleotideos 1053-1353) para a cepa IAL-RCO01, 208pb
(nucleotideos 1105-1312) para a cepa IAL-RCQ9, 208pb (nucleotideos 1105-1312)
para a cepa IAL-RC12, 208pb (nucleotideos 1105-1312) para a cepa IAL-RC22,
359pb (nucleotideos 968-1326) para a cepa IAL-RC26, 386pb (nucleotideos 968-
1353) para a cepa IAL-RC27, 208pb (nucleotideos 1105-1312) para a cepa IAL-
RC28, 207pb (nucleotideos 1147-1353) para a cepa IAL-RC29, 303pb
(nucleotideos 1051-1353) para a cepa IAL-RC30, 249pb (nucleotideos 1105-1353)
para a cepa IAL-RC31, 314pb (nucleotideos 1040-1353) para a cepa IAL-RC33,
301pb (nucleotideos 1053-1353) para a cepa IAL-RC34, 208pb (nucleotideos 1105-
1312) para a cepa IAL-RC35, 208pb (nucleotideos 1105-1312) para a cepa IAL-
RC36, 281pb (nucleotideos 1067-1347) para a cepa IAL-RC59 e 326pb
(nucleotideos 999-1324) para a cepa IAL-RC76. Para as analises de identidade,
comparacado com as cepas prototipos e construcdo da arvore genealdgica foram
utilizadas sequéncias com 208pb.

As cepas VP6 IAL-RC apresentaram identidade nucleotidica de 96,1-100%
guando comparadas entre si. A analise genética das sequéncias parciais do gene
VP6 permitiu observar que as cepas humanas IAL-RC detectadas em 2007-2008
(IAL-RCO1, IAL-RCO09, IAL-RC12, IAL-RC22, IAL-RC28-31, IAL-RC33-36 e IAL-
RC59) exibem alta similaridade nucleotidica com cepas humanas asiaticas (Y09-1,
Y08-3, BK0830 e YNRO0O01) isoladas no Japado e na China entre 2007 e 2009 (99-
100%) (Figura 45). Por outro lado, as cepas humanas IAL-RC26 e IAL-RC27
detectadas em 1993, exibem maior identidade nucleotidica com as cepas humanas
prototipo Bristol (98,5-99%) e Preston (98,5-99%), identificadas no Reino Unido na
década de 80 e com as cepas humanas brasileiras PA24006-35B/84 (97,5-98%) e
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PA24002-75R/85 (97,5-98%) detectadas em Belém do Para (PA) em 1984 e 1985
(Figura 45).

A cepa humana IAL-RC76, detectada em 1988, apresenta maior identidade
nucleotidica com cepas humanas brasileiras (9782, 8392, 8346, 6325, 1154 e
1006) (98%), japonesas (Y06-1) (98%), indianas (V508) (98%), eslovenas (Sl-
716/03) (97,5%), chinesas (208) (97,5%), sul-coreanas (CAU 10-312) (97,1%) e de
Bangladesh (DhakaC2 e BS347) (97,1%), detectadas entre 1994 e 2010 (98%)
(Figura 45). O percentual de identidade compartilhado entre as cepas IAL-RC e as
demais cepas humanas fica evidente na Figura 46.

A andlise genética indicou que as cepas VP6 IAL-RC pertencem a linhagem
humana e nenhuma delas esta relacionada com cepas de origem animal (Figura
45, Figura 46). Todas as cepas RVC humanas, incluindo aquelas analisadas neste
estudo, agruparam em um Unico gendtipo, [2. Essa denominacao foi
provisoriamente proposta por Yamamoto et al. (2011), seguindo a nomenclatura
utilizada para designar os genotipos de RVA (Mathijnssens et al., 2008b). A cepa
porcina Cowden e a bovina Shintoku foram identificadas como I1 e 13,
respectivamente (Figura 46). A Figura 46 também permite observar que as cepas
RVC analisadas estdo divididas em dois grupos geneticamente diferentes,
denominados nesse estudo H e |. O grupo H € composto exclusivamente por cepas
humanas, enquanto o grupo | possui cepas de origem animal e humana.

A comparacao das sequéncias parciais do gene 5 (VP6) entre as cepas IAL-
RC e as demais cepas humanas retiradas do GenBank evidenciou um percentual
de similaridade de 96,1% a 100% (Figura 45, Figura 46). Excecédo se faz entre as
cepas detectadas neste estudo e as cepas humanas PA24183-48 (EF635993),
PA24042-78 (EF635992), PA24006-13 (EF635981) e PA24006-34 (EF635985),
detectadas em Belém do Para (PA), as quais exibem um percentual de similaridade
de 80,7-83,6% (Figura 45, Figura 46).

As cepas IAL-RC apresentaram identidade genética menor quando
comparadas com cepas de RVC detectadas em animais, incluindo cepas de origem
bovina (79,8-84,6%) e suina (78,8-86%). Quando as cepas RVC bovinas foram

comparadas entre si, as percentagens de identidade variaram de 87% a 99%. A
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identidade de nucleotideos encontrada entre as cepas de RVC de origem suina foi
de 86,5-97,5% (Figura 45, Figura 46).

Um alto percentual de identidade foi observado entre as cepas de RVC de
origem humana detectadas em Belém do Para (PA24183-48, PA24042-78,
PA24006-13 e PA24006-34) e a cepa porcina Cowden (M941557) (99,5%). A
andlise genética também evidenciou uma similaridade nucleotidica entre estas
cepas humanas brasileiras e a cepa bovina WD534tc (AF162434) (97,5%). Um alto
percentual de similaridade também é compartilhado entre a cepa porcina Cowden e
a cepa bovina WD534tc (98%) (Figura 45). O alto percentual de identidade
compartilhado entre as cepas humanas provenientes de Belém do Para, a cepa
porcina Cowden e a cepa bovina WD534tc fica evidente na Figura 46.

A sequéncia de aminoacidos deduzida a partir das cepas IAL-RCO1, IAL-
RCO09, IAL-RC12, IAL-RC22, IAL-RC26-31, IAL-RC33-36, IAL-RC59 e IAL-RC76 foi
determinada e comparada com as cepas de RVC VP6 prototipos (Figura 47). A
proteina VP6 dos RVC possui sete regifes altamente conservadas denominadas I-
VIl (aminoacidos 1-10, 46-56, 66-78, 95-113, 123-140, 198-206, e 245-254) (Jiang
et al., 1992). O gene 5 dos RVC é formado por 1353 nucleotideos com uma ORF
de 1185 nucleotideos (395 aminoacidos). As regibes 5" e 3" nado codificadoras
apresentam 22 e 146 nucleotideos, respectivamente (Cooke et al.,, 1992). Vale
ressaltar, que os trés primers utilizados na reacédo de sequenciamento (C1, C3 e
C4) foram desenhados com base na por¢ao 3" terminal conservada (nucleotideos
994-1349) da proteina VP6, impossibilitando a andalise comparativa das cepas
humanas IAL-RC nas regides conservadas do gene (I-VII).

A sequéncia de 51 aminoacidos deduzidos localizados na regido
codificadora do gene VP6 (344-395 aa) das nossas amostras de RVC foram
idénticas as outras cepas humanas analisadas, exceto pela cepa humana brasileira
PA24006-35BR/84 (V—A na posicao 394) e pelas cepas humanas brasileiras
semelhantes a suino PA24183-48BR/85, PA24042-78BR/86, PA24006-34BR/84 e
PA24006-13BR/83 (H—Q na posicao 368 e |-V na posicdo 387). Essas
sequéncias de cepas humanas de RVC diferem das cepas bovinas e suinas,

incluindo as cepas humanas brasileiras semelhantes a suino, em duas posi¢oes:
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368"~% e 387"V, A isoleucina (1) situada na posicéo 287 das cepas humanas IAL-
RC26 e IAL-RC27 foi substituida por uma valina (V). De modo interessante, a
mesma substituicdo também é observada nas cepas de origem animal (porcina e
bovina) e nas cepas humanas brasileiras semelhantes a suino (Figura 47).

A analise da sequéncia deduzida de aminoacidos entre as cepas IAL-RCO01,
IAL-RC09, IAL-RC12, IAL-RC22, IAL-RC26-31, IAL-RC33-36, IAL-RC59 e IAL-
RC76 e as demais cepas humanas protétipos revelou um percentual de identidade
variando de 58,4% a 100%. As cepas detectadas neste estudo e as cepas
humanas PA24183-48 (EF635993), PA24042-78 (EF635992), PA24006-13
(EF635981) e PA24006-34 (EF635985), detectadas em Belém do Para (PA) sao as
gue exibem menor percentual de similaridade de aminoacidos entre si (58,4-64,6%)
(Figura 48). Em relacdo as cepas bovinas e porcinas o percentual de identidade
variou de 53,8-67,6% e 56,9-66,1%, respectivamente (Figura 48).

As cepas VP6 IAL-RC apresentaram identidade de aminoacidos de 89,3-
100% quando comparadas entre si. As cepas humanas IAL-RC detectadas em
2007-2008 (IAL-RCO1, IAL-RCO09, IAL-RC12, IAL-RC22, IAL-RC28-31, IAL-RC33-
36 e IAL-RC59) exibem alta similaridade de aminoacidos com cepas humanas
asiaticas (Y09-1, Y08-3, BK0830 e YNRO0O1) isoladas no Japao e na China entre
2007 e 2009 (98,4-100%) (Figura 48). Por outro lado, as cepas humanas IAL-RC26
e IAL-RC27 detectadas em 1993, exibem maior identidade de aminoacidos com a
cepa humana prototipo Bristol (96,9-98,4%) isolada no Reino Unido na década de
80 (Figura 48).

A cepa humana IAL-RC76, detectada em 1988, apresenta maior identidade
de aminoacidos com cepas humanas brasileiras (9782, 8392, 8346, 6325, 1154 e
1006) (96,9%), japonesas (Y06-1) (96,9%), indianas (V508) (96,9%) e do Reino
Unido (Bristol) (96,9%) (Figura 48). A arvore genealdgica construida a partir da
sequéncia deduzida de aminoacidos (Figura 49) permite observar que as relacdes
genéticas entre as cepas IAL-RCO1, IAL-RCO09, IAL-RC12, IAL-RC22, IAL-RC26-
31, IAL-RC33-36, IAL-RC59 e IAL-RC76 e as demais cepas prototipos estdo
mantidas. A Figura 49 também evidencia os dois grupos geneticamente distintos,

denominados neste estudo como H e |, da mesma forma que foram destacados na
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Figura 46.
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Figura 45. Matriz de identidade das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP6 de RVC gerada com o software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). As cepas IAL-RCO01,
IAL-RCO09, IAL-RC12, IAL-RC22, IAL-RC28-31, IAL-RC33-36 e IAL-RC59 foram detectadas em pacientes apresentando gastroenterite aguda proveniente da vigilancia
nacional dos RV entre Junho de 2007 e Junho de 2012. As cepas IAL-RC26 e IAL-RC27 foram detectadas em pacientes apresentando gastroenterite aguda proveniente
de um surto na cidade de Valentim Gentil, Estado de Sao Paulo, em 1993. A cepa IAL-RC76 foi detectada em um paciente apresentando gastroenterite aguda na cidade
de S&o Paulo, Estado de S&o Paulo, em 1988. Sequéncias VP6 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. 227
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Figura 46. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP6
de RVC das cepas IAL-RC gerada com o software MEGA 4.0. As cepas IAL-RC foram detectadas nos anos de
1988, 1993 e 2007/2008 em pacientes apresentando sintomas de gastroenterite aguda provenientes da vigilancia
nacional dos RV (retadngulos vermelhos). Os retédngulos verdes destacam as cepas de RVC com maior percentual
de similaridade em relacdo as cepas IAL-RC. Sequéncias RVC VP6 de referéncia foram obtidas a partir do
GenBank. 11 a I3 representam os genétipos identificados. H e | representam dois grupos geneticamente
diferentes. As espécies e 0os numeros de acesso de cada cepa estdo indicados. As siglas dos paises de cada
cepa estdo descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade genética. Percentuais dos valores de bootstrap

estao localizados nos nés dos ramos. 228
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Figura 47. Alinhamento da sequéncia de amino&cidos deduzida a partir da sequéncia de nucleotideos do gene VP6 de RVC entre as cepas IAL-RCO01, IAL-RCO09,
IAL-RC12, IAL-RC22, IAL-RC26-31, IAL-RC33-36, IAL-RC59 e IAL-RC76 e as cepas protétipos. As regides altamente conservadas |-VIl estdo indicadas. As

abreviacbes referentes aos aminoacidos estéo listadas no Anexo 2.
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Figura 48. Matriz de identidade das sequéncias deduzidas de aminoacidos a partir das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP6 de RVC gerada com o
software BioEdit (Ibis Therapeutics, EUA). As cepas IAL-RCO01, IAL-RC09, IAL-RC12, IAL-RC22, IAL-RC28-31, |AL-RC33-36 e IAL-RC59 foram detectadas em
pacientes apresentando gastroenterite aguda proveniente da vigilancia nacional dos RV entre Junho de 2007 e Junho de 2012. As cepas IAL-RC26 e IAL-RC27
foram detectadas em pacientes apresentando gastroenterite aguda proveniente de um surto na cidade de Valentim Gentil, Estado de S&o Paulo, em 1993. A cepa

IAL-RCT76 foi detectada em um paciente apresentando gastroenterite aguda na cidade de S&o Paulo, Estado de S&o Paulo, em 1988. Sequéncias VP6 de referéncia
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Figura 49. Arvore genealdgica do tipo Neighbor-Joining (NJ) das sequéncias de aminoacidos deduzidas a partir
das sequéncias nucleotidicas parciais do gene VP6 de RVC das cepas IAL-RC gerada com o software MEGA 4.0.
As cepas IAL-RC foram detectadas nos anos de 1988, 1993 e 2007/2008 em pacientes apresentando sintomas de
gastroenterite aguda provenientes da vigilancia nacional dos RV (retangulos vermelhos). Os retangulos verdes
destacam as cepas de RVC com maior percentual de similaridade em relagé@o as cepas IAL-RC. Sequéncias RVC
VP6 de referéncia foram obtidas a partir do GenBank. 11 a I3 representam os genétipos identificados. H e |
representam dois grupos geneticamente diferentes. As espécies e 0s nimeros de acesso de cada cepa estao
indicados. As siglas dos paises de cada cepa estao descritas no Anexo 1. A escala indica a diversidade genética.
Percentuais dos valores de bootstrap estéo localizados nos nds dos ramos. 235



4.2.4.2 Proteina VP7 — Gene 8

Os produtos das sequéncias de nucleotideos obtidas para as cepas RVC
VP7 foram de: 288pb (nucleotideos 771-1059) para a cepa IAL-RCO01, 443pb
(nucleotideos 620-1063) para a cepa IAL-RCO09, 438pb (nucleotideos 625-1063)
para a cepa IAL-RC12, 403pb (nucleotideos 660-1063) para a cepa IAL-RC22,
490pb (nucleotideos 533-1023) para a cepa IAL-RC24, 411pb (nucleotideos 652-
1063) para a cepa IAL-RC26, 284pb (nucleotideos 775-1059) para a cepa IAL-
RC27, 441pb (nucleotideos 622-1063) para a cepa IAL-RC29, 492pb (nucleotideos
571-1063) para a cepa IAL-RC30, 355pb (nucleotideos 675-1030) para a cepa IAL-
RC31, 394pb (nucleotideos 620-1014) para a cepa IAL-RC32, 323pb (nucleotideos
656-979) para a cepa IAL-RC33, 392pb (nucleotideos 623-1015) para a cepa IAL-
RC34, 423pb (nucleotideos 640-1063) para a cepa IAL-RC35, 398pb (nucleotideos
626-1024) para a cepa IAL-RC36, 220pb (nucleotideos 843-1063) para a cepa IAL-
RC37, 285pb (nucleotideos 774-1059) para a cepa IAL-RC43, 425pb (nucleotideos
638-1063) para a cepa IAL-RC59 e 475pb (nucleotideos 588-1063) para a cepa
IAL-RC76. Para as analises de identidade, comparagdo com as cepas prototipos e
construcdo da arvore genealdgica foram utilizadas sequéncias com 386pb.

As cepas VP7 IAL-RC apresentaram identidade nucleotidica de 91,4-100%
guando comparadas entre si (83,7-100% aa). Quando comparadas com as demais
cepas humanas RVC prototipos, a similaridade nucleotidica variou de 90,4 a 100%
(76,2-100% aa). As cepas humanas IAL-RC exibiram baixa identidade nucleotidica
com cepas RVC VP7 animais, tanto de origem porcina (72,5-86,2% nt, 38-63,8%
aa), quanto bovina (74-77,9% nt, 42,1-49,5% aa) (Figura 50 e Figura 53).

No dendrograma construido com as sequéncias parciais do gene VP7
(Figura 51), todas as cepas humanas de RVC, incluindo aquelas analisadas no
presente estudo, agruparam em um unico genétipo, G4, de acordo com o sistema
de classificacdo proposto por Martella et al. (2007b). Todas as cepas animais
utilizadas como referéncias tiverem seu genoétipo G identificado: G1 para as cepas
porcinas Cowden (M61101) e WH (U31749), G2 para as cepas bovinas Yamagata
(AB108681), Shintoku (U31750) e Toyama (AB738417), G3 para a cepa porcina HF
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(U31748), G5 para a cepa porcina CUK-5 (HQ833830) e G6 para as cepas
porcinas 344-04-07 (EF464654), 43/06-16 (EF464656), 281/07/Dublin (EU624404)
e 134/04-2 (EF464655). Recentemente, o valor de cut-off de 89% usado para a
classificacdo dos gendtipos VP7 dos RVC proposto por Martella et al. (2007b) foi
substituido pelo valor de cut-off de 85%, baseando-se na frequéncia da identidade
nucleotidica e em andlises filogenéticas. Essa alteracao resultou na reclassificacédo
da cepa 1GA/05/Cork (EU624403) de G6 para genétipo G8 (Marthaler et al., 2013)
As cepas RVC VP7 IAL-RCO01, IAL-RCO09, IAL-RC12, IAL-RC22, IAL-RC29-
35, IAL-RC43 e IAL-RC59 detectadas em 2007-2008 exibiram relacdo genética
com cepas humana provenientes da China (YNROO1) e Japéo (Y09-1, Y11-1, S-1e
KU166) isoladas nas décadas de 1990 e 2000 (93,7-100% nt; 86,3-100% aa). As
cepas humanas IAL-RC24, IAL-RC26, IAL-RC27 e IAL-RC37 detectadas em 1993
exibiram similaridade nucleotidica com a cepa humana ASP/88 isolada na Australia
em 1988 (96,1-97,9% nt; 91,4-94% aa) e com a cepa humana OK239 isolada no
Japao em 1988 (95,8-97,6% nt; 90,5-93,1% aa). A cepa humana IAL-RC76
detectada em 1988 mostrou identidade génica com cepas humanas européias
(Bristol, Preston, BF e BCN21) isoladas entre 1988 e 2000, e com a cepa humana
argentina Argl731 detectada em 2003 (99,7-100% nt; 99,1-100% aa) (Figura 50,
Figura 51, Figura 53).
A sequéncia de aminoacidos deduzida a partir das cepas IAL-RCO1, IAL-
RCO09, IAL-RC12, IAL-RC22, IAL-RC24, IAL-RC26, IAL-RC27, IAL-RC29-37, IAL-
RC43, IAL-RC59 e IAL-RC76 foi determinada e comparada com as cepas de RVC
VP7 protétipos (Figura 52). A sequéncia completa do gene RVC VP7 consiste em
1063 nucleotideos e contem uma uUnica ORF composta por 999pb (332 aa)
localizada entre os nucleotideos 49 e 1047 (Kuzuya et al., 1996). O gene RVC VP7
também apresenta 8 regifes variaveis denominadas VR-1 (14-22 aa), VR-2 (31-57
aa), VR-3 (64-75 aa), VR-4 (83-94 aa), VR-5 (118-124 aa), VR-6 (127-137 aa), VR-
7 (146-160 aa) e VR-8 (244-259 aa) (Martella et al.