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RESUMO

Os rotavirus sdo considerados os agentes virais mais importantes associados
as diarréias agudas graves, de distribuicdo mundial, acometendo principalmente
criancas menores de 5 anos. Os esforcos para desenvolvimento de vacinas contra
rotavirus tiveram inicio na década de 80 e continuam até hoje. O Instituto Butantan
estd produzindo uma vacina pentavalente contra rotavirus baseada na vacina
reassortant humano-bovino tetravalente (BRV-UK) desenvolvida pelo NIH (National
Institute of Healthy, EUA), composta pelos genétipos G1-G4 acrescida do gendétipo
G9 emergente no Brasil. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
para que a vacina de rotavirus vivo atenuado seja licenciada, alguns testes de
producdo, controle de qualidade e avaliacdo da seguranca e eficacia da vacina sao
necessarios. Esses testes devem ser realizados em diferentes etapas da producao
da vacina. Este estudo teve como objetivo a padronizacdo e implantacdo das
técnicas necessarias para titulacdo e caracterizacdo molecular das cepas vacinais e
da vacina contra rotavirus produzida pelo Instituto Butantan. Apds implantacéo,
testes para a andlise de amostras dos animais de experimentacdo foram realizados.
Os testes de poténcia e neutralizacao foram realizados utilizando amostras padrdes
dos gendtipos utilizados na vacina e, a partir dai, as amostras vacinais foram
analisadas quanto a titulacdo obtendo-se titulos que variaram de 10°a 10’. Os testes
de similaridade genética das amostras vacinais demonstraram 99,3% a 100% de
similaridade em relacdo aos padrdes. As amostras de animais de experimentacéo
apresentaram soroconversao para 0s genétipos G1, G2, G3 e G4. Nos testes de
excrecdo viral, sete amostras foram positivas para rotavirus e identificadas como
genodtipo G3P[?]. A padronizagdo dos testes de titulacdo viral e neutralizacdo
possibilitaram a utilizacdo destes testes para avaliacdo das amostras vacinais e para

0s testes utilizando animais de experimentacao.



ABSTRACT

Rotaviruses are considered the most important viral agents associated with severe
acute diarrhea, worldwide distribution, affecting mainly children under 5 years. Efforts
to developing rotavirus vaccines began in the ‘80s and continue until today. The
Butantan Institute is producing a pentavalent vaccine based on a tetravalent
reassortant bovine-human rotavirus vaccine (BRV-UK) developed by the NIH
(National Institute of Healthy, USA), composed by genotypes G1-G4 and G9
genotype emergent in Brazil. According to the World Health Organization (WHO) for
the live attenuated rotavirus vaccine to be licensed some production tests, quality
control and evaluation of safety and efficacy of the vaccine are necessary. These
tests must be performed in different stages of vaccine production. This study was
conducted to standardized and to implement necessary techniques to titrate and for
molecular characterization of vaccine strains and rotavirus vaccine produced by
Butantan Institute. After implementation, analysis tests of experimental animal
samples were conducted. The tests of virus titration and neutralization were
performed with standard samples of the genotypes used in the vaccine and
afterwards, the samples were analyzed for titration yielding titers that ranged from
10° to 10’. Tests for genetic identity of the vaccine samples showed 99.3% to 100%
similarity in relation to standards. Experimental animal samples testing showed
seroconvertion for genotypes G1, G2, G3 and G4. Viral excretion tests, seven
samples were positive for rotavirus and identified as genotype G3P[?]. The standard
viral titration and neutralization tests allowed these tests to be used for vaccine

samples evaluation and for experimental animal samples tests.
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reténgulos representam respectivamente as regiées antigénicas hipervariaveis A, B, C, D, E

e F do gene 9 dos rotavirus
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1. INTRODUCAO

Os rotavirus sao considerados como 0s agentes virais mais
importantes associados as diarréias agudas graves, de distribuicdo mundial,
acometendo seres humanos, varias espécies de mamiferos e aves. A
principal via de transmissdo do virus € fecal-oral, mas algumas evidéncias
indicam a possibilidade de transmissao respiratéria (Estes e Kapikian, 2007).

Nos paises desenvolvidos, os rotavirus sao responsaveis por 40 a
60% dos casos de diarréia aguda grave, embora mortes sejam raras (Estes
e Kapikian, 2007); nos paises em desenvolvimento, a diarréia por rotavirus
permanece como uma das principais causas de morte em criangas menores
de 2 anos, embora evidéncias demonstrem o declinio da mortalidade na
ultima década (Parashar et al., 2006).

Tanto nos paises desenvolvidos como nos paises em
desenvolvimento, a diarréia gera alto custo para a sociedade devido a
demanda por servicos meédicos, atendimento ambulatorial, pronto
atendimento e hospitalizacfes, além de perdas de dias de trabalho e escola,
gastos com medicamento e transporte e, € claro, dano a saude (Parashar et
al., 2006). Estudo de custo e incidéncia da diarréia por rotavirus realizado
em segmento da populacdo do estado de Sdo Paulo (Soarez et al., 2008)
demonstrou que uma crian¢a com diarréia onera o SUS (Sistema Unico de
Saude) em R$50 por dia.

Estudos sobre a etiologia das gastroenterites agudas realizados no
Brasil demonstraram a presenca de rotavirus, norovirus, adenovirus entérico
e astrovirus, sendo que os rotavirus foram o0s agentes virais mais comuns
associados a casos de diarréia aguda, variando de 11 a 20% em diferentes
regides do pais (Castro et al., 1994, Timenetsky et al., 1994, Carvalho-Costa
et al., 2006, Linhares 1997, Carmona et al. 2004, Nakagomi et al., 2008).

No Brasil, a sazonalidade é variavel com maior incidéncia de rotavirus
nos meses mais frios ou secos (maio-setembro) nas regides central e
sudeste, enquanto que nas regides norte e nordeste sua ocorréncia é

distribuida igualmente ao longo do ano (Linhares 1997).
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No Brasil, a morbi-mortalidade devido & doencga diarréica diminuiu
consideravelmente a partir da década de 70 devido a implantacdo de
medidas publicas como melhoria no saneamento basico, incentivo ao
aleitamento materno e a introducao da terapia de reidratacdo oral (Guerrant
et al, 2003). Por outro lado, a diarréia provocada por rotavirus, tanto em
paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento, ndo apresentou reducao
significativa apos a introducdo dessas medidas (Leite et al, 1996).
Anualmente, estima-se que ocorram 130 milhdes de casos de diarréia por
rotavirus, provocando 611.000 mortes, 0 que representa 5% de todas as
mortes de criangas abaixo dos cinco anos e 2 milhdes de hospitalizagdes.
De fato, nos paises em desenvolvimento, cerca de 1.205 criangas morrem
diariamente por rotavirus (Parashar et al., 2003, 2006). Na América Latina
estima-se que ocorram cerca de 75.000 hospitalizacdes e 15.000 mortes por
ano em criancas devido ao rotavirus (Aradjo et al.,, 2007). Estudos
preliminares indicam que ocorrem ao menos 2.000 mortes relacionadas a
rotavirus anualmente no Brasil entre criancas com menos de 5 anos (Araujo
et al., 2007).

Diante desse cenério, considerou-se prioridade o desenvolvimento de
vacina contra rotavirus. Os esforcos para o desenvolvimento de vacinas
contra rotavirus comecaram no inicio da década de 80 e continuam até hoje.
Em agosto de 1998, nos Estados Unidos da América (EUA), foi licenciada a
primeira vacina contra rotavirus, denominada RRV-TV (Rotashield®, Wyeth-
Lederle Vaccines and Pediatrics, PA, EUA), sendo retirada do mercado apos
1 ano devido a associacdo com maior risco de casos de intussuscepcao.
Atualmente, trés vacinas licenciadas estdo sendo comercializadas em todo o
mundo: a Rotateq® (Merck, Inc, EUA), RIX4414 (Rotarix®, GlaxoSmithKline
Biologicals, Bélgica), e a Rotashield® (RRV-TV, BioVirx, EUA) apds testes de
segurancga; outras vacinas estdo em desenvolvimento (Ruiz-Palacios et al.,
2006, Vesikari et al., 2006, Hyser e Estes, 2008).
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1.1. DIVERSIDADE DOS ROTAVIRUS E IMPLICACOES PARA
DESENVOLVIMENTO DAS VACINAS

Os rotavirus sédo classificados como um género da familia Reoviridae.
A particula completa apresenta aproximadamente 70nm de diametro,
nucleocapsideo com simetria icosaédrica e sem envoltorio. O capsideo viral
e formado por trés camadas protéicas: externa, intermediaria e interna. A
camada interna (core) contém o genoma viral que consiste de RNA de fita
dupla (RNAdf), segmentado. Os 11 genes podem ser separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida apresentando padrdo de migracdo em
relacdo ao seu peso molecular (Figura 1), especificos para cada grupo de
rotavirus. De acordo com a ordem de migracdo os 11 segmentos sao
distribuidos em 4 classes (Lourenco et al, 1981). Os RV do grupo A
apresentam o padrdo de migracao 4:2:3:2, correspondente a: Classe |
(genes 1,2, 3 e 4); Classe Il (genes 5 e 6); Classe Ill (genes 7, 8 € 9) e
Classe IV (genes 10 e 11). Os genes 10 e 11 podem apresentar posicdes
diferentes de acordo com a maior ou menor velocidade de migracgéao,
caracterizando-se em padrdes eletroforéticos “longo”, “curto” e “super curto”
(Lourenco et al, 1981).
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Figura 1: Eletroforese em gel de poliacrilamida apresentando os 11

segmentos do genoma de rotavirus SA11 (RNAdf segmentado) (a esquerda)
e as proteinas codificadas por esses genes, proteinas estruturais (VP) e
proteinas nao-estruturais (NSP) (ao centro); esquema da particula de
rotavirus apresentando a localizacdo das proteinas estruturais (direita,
superior); reconstrucdo em terceira dimensdo da particula de rotavirus. As
cores nas particulas esquematizadas representam as proteinas estruturais
VP4 (vermelho), VP7 (amarelo), VP6 (azul) e VP2 (verde). Fonte: Mossel E,
Estes M, Ramig F.

http://www.reoviridae.org/dsrna_virus_proteins//rotavirus%20figure.htm

Estes genes codificam tanto proteinas virais estruturais (VP), quanto
proteinas néo estruturais (NSP), sendo codificado o total de 6 VP e 5 NSP

(Estes e Kapikian, 2007). O genoma segmentado dos rotavirus permite
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reassortant durante as coinfeccbes, uma propriedade que é usada no
desenvolvimento de vacinas (Kang G, 2006).

As proteinas estruturais VP1, VP2 e VP3, codificadas pelos genes 1,
2 e 3, respectivamente, encontram-se no capsideo interno; a proteina VP6, é
codificada pelo gene 6, compde o capsideo intermediario (Zhou et al., 2003).
A associacao da VP6 a VP2 confere a particula viral maior homogeneidade
morfologica e estabilidade de longo prazo, o que sugere que a VP6 seja a
maior responsavel pela integridade da estrutura da particula dos rotavirus
(Zeng et al., 1994). A camada mais externa do capsideo é composta por 2
proteinas de superficie, VP7 e VP4. A VP7 & uma glicoproteina codificada
pelos genes 7, 8 ou 9, de acordo com a espécie animal; a VP4 é uma
proteina preotease-dependente codificada pelo gene 4 (Tabela 1). Estas
duas proteinas induzem a formacao de anticorpos neutralizantes e, portanto,
sdo consideradas criticas para o desenvolvimento de vacinas (Estes e
Kapikian, 2007).

A proteina VP7 codificada pelo gene 9 contém seis regides sorotipo-
especificas denominadas de A a F, constituidas de aminoéacidos altamente
conservados entre as cepas do mesmo sorotipo, porém com variacdes entre
cepas de diferentes sorotipos. As regides variaveis A (aa residuais 87 a
101), B (aa residuais 143 a 152) e C (aa residuais 208 a 221) sao
responsaveis pela codificacdo dos epitopos neutralizantes, sendo a regido C
considerada o sitio antigénico mais imunogénico da VP7 (Estes e Kapikian,
2007).

As proteinas NSP1 e NSP4 séo codificadas pelos genes 5 e 10,
respectivamente; as proteinas NSP5 e NSP6, pelo gene 11, e as proteinas
NSP3 e NSP2, pelos genes 7, 8 ou 9, dependendo da amostra de virus. As
proteinas NSP1, NSP3 e NSP5 estdo envolvidas na replicagdo do genoma
viral (Estes e Kapikian, 2007). A proteina NSP4 foi descrita como sendo uma

enterotoxina viral (Ball et al, 1996).
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Tabela 1: Proteinas dos rotavirus, caracteristicas, funcdes e segmentos

gendmicos.
Segmento Produto da Polipeptideo Proteina Localizagcao N° de Grupo Funcéo
gendmico proteina® (Peso madura na particula moléculas mutante
molecular x modificada viral por viriron® Ts®
1000)°
1 VP1 125 - Core 12 C RNA-dependente RNA polimerase,
ligacdo do ssRNA; complexado com
VP3.
2 VP2 94 - Core 120 F Ligacéo do RNA, necessario a
atividade de replicase da VP1.
3 VP3 88 - Core 12 B Guanilil e metil transferase, ligagao
do ssRNA, complexado com a VP1.
4 VP4 86.7 Clivado em Céapside 120 A Hemaglutinina, adeséo celular,
VP5* (529) externo antigeno neutrallzilntg, aumenta
infectividade, viruléncia, regido de
VP8* (247)° fus&o putativa
5 NSP1 58.6 - Néo NA Basica, rica em cisteina (zinc finger),
(NS53) estrutural ligacdo do RNA, viruléncia em ratos,

interage e degrada IRF-3, ndo

essencial para algumas amostras
6 VP6 44.8 - Céapside 780 G Hidrofébica, trimérica, antigeno de
subgrupo, protecéo (neutralizagao

interno ; )
intracelular); necesséria para
transcricdo
7 NSP3 34.6 - Nao NA Acido dimérico, ligagdo de 3'do
mRNA viral, compete com PABP
(NS34) estrutural celular para interagéo com elF-4G1,
inibe traducdo do hospedeiro
8 NSP2 36.7 - Nao E Baésica, ligagdo do RNA, oligomérica,
NTPase, helicase, forma viroplasmas
(NS35) estrutural com NSP5
9 VP7 374 Glicosilagao Céapside 780 NA Glicoproteina integral da membrana
d . do RER, trimero célcio-dependente,
0 peptideo externo . .
antigeno neutralizante
clivado
10 NSP4 20.2 NS29-NS28 Nao NA Glicoproteina transmembrana RER,
(NS20) peptideos estrutural receptor intracelular para DLPs,

papel na morfogénese, interage com
nédo viroplasmas, modula calcio
intracelular e replicacdo do RNA,

clivados enterotoxina, secreta produto
com alta clivado, protecéo por anticorpo,
glicosilacéo viruléncia
de manose
11 NSP5 21.7 28k, O- Néo NA Fosfoproteina basica, ligacdo do
L RNA, proteina quinase, forma
(NS26) glicosilado, estrutural viroplasma com NSP2, interage com
12 fosforilado VP2 e NSP6
(Formas

diferentes)
NSP6 desconheci Néo NA Interage com NSP5, presente em
do estrutural viroplasmas e na maioria das
amostras virais

®0s polipeptideos do virion s&o designados como proposto por Mason et al. e modificado por Liu et al. e Mattion. VP3 é
o produto de proteina do gene segmento 3 e VP4 é o produto de proteina do gene segmento 4. Estudos falharam pois
identificar equivocadamente o produto de proteina do genoma segmento 3; por esta razdo, o produto de proteina do
genoma segmento 4 foi chamado de VP3 em publicagdes antigas. Quando o produto da proteina do genoma do
segmento 3 foi confirmado como proteina estrutural localizada no capside interno, o produto do genoma 3 foi nomeado
como VP3 e do genoma 4 foi renomeado VP4. Em 1994, as proteinas n&o estruturais foram renomeadas NSP1 a NSP5
para facilitar comparagbes entre estas proteinas de linhagens diferentes de virus, e esta nomenclatura é aceita
atualmente. O parénteses nesta tabela apresenta os nomes das proteinas ndo estruturais como designado previamente
(NS seguido do numero indicando seu aparente peso molecular em milhares determinado por eletroforese em gel de
Eoliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio). A NSP6 foi caracterizado em 1994.

Pesos moleculares sdo de proteinas SA11 e sdo calculados a partir de seqiiéncias de aminoacidos deduzidos das
sequéncias de nucleotideos e da ORF (Open Reading Frame) potencialmente maior.



¢ Calculado de estudos estruturais de virions purificados

4 NA, sem designacdo mutante. Quatro grupos de mutantes sensiveis a temperatura (tsD, tsH, I, J) ainda ndo séo
mapeados em segmento gendmico

© Trés sitios de clivagem de tripsina sdo encontrados na VP4 do SA11 nos aminodcidos 231, 241 e 247. Os produtos
maduros indicados sdo baseados no uso somente do segundo sitio de clivagem.

Adaptado de Estes MK e Kapikian AZ. In: Fields Virology, 5th ed. Fields B. N. et al., 2007.



O genoma dos rotavirus é rico em A+U, aproximadamente 58-67% do
genoma & composto por estes nucleotideos. Os segmentos possuem um
cap na extremidade 5" da fita de polaridade positiva. Além disso, todos os
segmentos sdo pareados de ponta a ponta, o que lhes confere maior
estabilidade (Estes e Kapikian, 2007).

O esquema dos segmentos do RNAdf dos rotavirus esta representado
na Figura 2. Cada fita de polaridade positiva inicia-se com uma guanidina na
porcdo 5%, seguida de um grupo de nucleotideos de sequéncias
conservadas, que corresponde a regido 5" ndo codificadora, seguida pelo
coédon de iniciacdo e pela sequéncia codificadora da proteina (ORF — Open
Reading Frame). No final de cada fita outro grupo de sequUéncias
conservadas ndo codificadora na porcdo terminal 3", com duas citosinas,
seguida de um cédigo terminador (stop codon). Quase todos os RNAmM tém
uma sequéncia consenso 5-UGUGACC-3°, que contém sinais para a
expressao e replicacdo génica. Todos os segmentos gendmicos possuem
pelo menos um ORF apo6s o codon de iniciacdo para sintese protéica (AUG)

e, com excecado do gene 11, sdo monocistronicos (Estes e Kapikian, 2007).

Regido Nao Codificadora Regido Nao Codificadora
(8-48) (17182}
T ORF —
-_..:. ; !l: . .-.JI
wa | —
(22 in-phase ou out-of-phase AUG) —
UUAAGUUAGAACUGUAUGAUGUGACC
GECUUUUAARA U UGUG,
A AA A UU A
| < > <>
5 - {=}Fita (-) do Complexo iniciador ¥-Sequéncia Promotor Elemento
‘r— —» Iniciadora minimo Regulatério-cis

5'-Sequéncia Iniciadora
GACC  |niciador da
tradugao

Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura dos segmentos
gendmicos do RNAdf dos rotavirus, a partir das seqiéncias publicadas dos
genes 1 a 11. Adaptado de Estes MK e Kapikian AZ.: Rotaviruses. In: Fields
Virology, 5th. Fields BN et al. (2007).
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O comprimento total das sequéncias nédo codificadoras das regides
3’e 5" podem variar de gene para gene, porém as seqiéncias de amostras
homologas sdo altamente conservadas, 0 que sugere que contenham
importantes informacdes sobre a replicacdo viral, como sinais para
transcricdo, transporte e empacotamento do RNA e montagem da particula
(Estes e Kapikian, 2007).

Os rotavirus apresentam trés especificidades antigénicas: grupo,
subgrupo e sorotipo. As especificidades de grupo e subgrupo sdo mediadas
principalmente pela VP6, que é a principal proteina do capsideo. S&o
reconhecidos, até o momento, 7 grupos (A-G) de rotavirus distinguiveis em
humanos e animais. Os rotavirus do grupo A sdo 0s principais responsaveis
por gastroenterite aguda grave em criancas de paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, sendo considerado o grupo de maior importancia
epidemiologica em humanos. Os rotavirus do grupo B, que também infectam
humanos, apresentam importancia epidemiolégica na China e Bangladesh,
onde séo associados a epidemias anuais de diarréia grave principalmente
em adultos. O grupo C, no entanto, sdo primariamente patdégenos suinos e
causam surtos esporadicos em criangas em todo o mundo (Estes e Kapikian,
2007). Recentemente foram descritos rotavirus humanos néo classificados
nos grupos A, B ou C (Yang et al., 2004, Alam et al., 2007), sendo proposto
Nnovo grupo para o género rotavirus (Nagashima et al., 2008).

Dois subgrupos (I e Il) podem ser identificados dentro do grupo A por
determinacdo de anticorpos monoclonais (Estes e Kapikian, 2007). Em
humanos sao identificados, mais freqiientemente amostras dos subgrupos |
e Il. Trabalhos com rotavirus animais tem identificado amostras de origem
animais com especificidade para ambos os grupos | e Il e outras, sem
especificidade para ambos os subgrupos, que sdao denominadas subgrupo
nao | e n&o Il (Hoshino et al., 1987; Hoshino e Kapikian, 1994).

As principais proteinas estruturais, VP4, VP6 e VP7, atuam como
antigenos na inducéo de anticorpos neutralizantes, gerando resposta imune
protetora. Com base na especificidade antigénica das proteinas VP4 e VP7,

os rotavirus do grupo A podem ainda ser classificados em sorotipos e
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genotipos. Os sorotipos sdo determinados pela reatividade dos virus em
ensaios de neutralizacdo e os genaotipos, por amplificacdo e sequenciamento
dos genes que codificam essas proteinas. Os sorotipos e genotipos
determinantes da VP7 séo coincidentes, sendo representados pela inicial G
(glicoproteina) seguida por um numero (por exemplo, G1). A proteina VP4
diverge quanto a classificacdo de sorotipo e genotipo, sendo descrita pela
inicial P (protease-dependente) seguida por um numero (referente ao
sorotipo) e outro numero entre colchetes (referente ao gendtipo), por
exemplo: P8[11]. Os gendtipos P (VP4) e G (VP7) sao determinados por
métodos moleculares (Estes et al., 2007).

Até o0 momento os rotavirus do grupo A sdo genotipados em 19G
(VP7) e 27P (VP4) tipos (Matthijnssens et al., 2008). Os tipos G1 a G4 séo
0S mais comuns e utilizados para o desenvolvimento de vacinas. O tipo G9,
prevalente na india, emergiu em varios paises a partir do final da década de
90, predominando no Brasil no periodo de 2003 a 2005 (Santos e Hoshino,
2005, ZHOU et al., 2001, 2003, Timenetsky et al., 2004). O tipo G8 tem sido
prevalente na Africa e o tipo G12 esta emergindo em varias regiées, como
india e Brasil. Os rotavirus tipos G6 e G10, que eram exclusivamente
patégenos bovinos, foram detectados em criangas com quadro de diarréia
(Kapikian e Chanock, 1996, Santos et al, 1998). O tipo G5, reconhecido
como patdgeno de suinos em varios paises, foi pela primeira vez encontrado
em amostras de fezes diarréicas de criancas brasileiras (Timenetsky et al.,
1994, Gouvea et al., 1994a). Este gendtipo foi também descrito em criancas
com diarréia aguda no Paraguai, Camardes, Argentina, Vietnam e China,
sugerindo que esse genoétipo, embora incomum, tem distribuicdo mundial
(Esona et al., 2009).

As combinag¢des mais comuns encontradas em humanos séo: P[8]G1,
P[4]G2, P[8]G3 e P[8]G4. O Brasil apresenta sorotipos incomuns tais como
P[8]G5, P[6]G2, G8 e G10, além de infeccdes mistas e um namero
significativo de linhagens né&o identificadas (Araujo et al., 2001, Timenetsky

et al., 1994, Leite et al.,, 1996). Recentemente, uma nova combinacgéo
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G5P[7] foi identificada em criancas com diarréia em Camardes, Africa
(Esona et al., 2009).

A diversidade genética dos rotavirus envolve dois mecanismos
principais. O primeiro € o acumulo de mutacbes que geram linhagens
genéticas diversas, e levam ao surgimento de mutantes que ndo sao
necessariamente reconhecidos pelos anticorpos. O segundo mecanismo € o
shift genético, onde mudancas de material genético por meio de reassortants
de genes ocorrem durante a coinfeccdo de uma Unica célula. Esta
diversidade genética e a capacidade dos rotavirus de rapida evolucéo
sugerem que as vacinas devem prover boa protecao heterotipica para serem
efetivas em diferentes regides geograficas (Kang, 2006).

Muitas espécies animais, como, por exemplo, primatas e bovinos, sao
susceptiveis a infec¢bes por rotavirus, porém estas amostras diferem das
humanas. Embora as amostras humanas de rotavirus que possuam alto
grau de identidade genética com amostras animais, demonstrem
transmissdo animal-humana, essa transmissdo parece ser incomum. No
entanto, reassortants de amostras animal-humano sdo identificadas em
pessoas e alguns deles estdo sendo utilizados no desenvolvimento de
vacinas (Parashar e Cortese, 2009).

Para de determinar um novo sorotipo de rotavirus deve-se considerar
0S seguintes critérios: diferenca de 20 vezes ou mais no titulo de anticorpos
neutralizantes entre o sorotipo referéncia e o novo; analise e comparacao
das seqguéncias de aminoacidos dos genes codificados das proteinas VP7 e
VP4 apresentando <89% de identidade (Estes e Kapikian, 2007).

1.2. EPIDEMIOLOGIA

7

A epidemiologia do grupo A de rotavirus é complexa, devido aos

diferentes genotipos G e P circulantes nas mesmas regides geograficas.
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Globalmente, os rotavirus do grupo A sao reconhecidos como 0s
enteropatégenos mais comumente identificados entre  criangas
hospitalizadas com desidratacao por diarréia.

Segundo o Sistema de Vigilancia Epidemiolégica do Ministério da
Saude, ap6s a introducdo da vacina de rotavirus no calendario infantil em
marco de 2006, a freqiéncia de rotavirus no Brasil foi estimada em 23,5%;
2.087 de casos positivos para rotavirus em 8.895 pacientes com diagnostico
laboratorial, no periodo de 2006 a 2007. A proporcéo de casos de rotavirus
variou por regiao brasileira: 5,8% no Centro-Oeste; 10,4% no Sul; 22,9% no
Sudeste; 30,1% no Nordeste e 30,8% na regiao Norte (MS, 2008).

No ano de 2008, mais de 2 mil amostras de casos de diarréia foram
analisadas e 35,9% das amostras foram positivas para rotavirus; a
positividade para rotavirus nas regibes Centro-Oeste, Sul, Sudeste,
Nordeste e Norte de 26,4%, 23,6%, 13,3%, 57,9% e 33,3%, respectivamente
(MS, 2008).

Os gendtipos identificados entre os anos de 2006 e 2008 variaram de
acordo com o Estado, mas os mais frequentes foram: G2P[4], G1P[8],
G9P[8] e G3PnT (n&o tipado), com predominancia do G2P[4].

Estes dados brasileiros representam um panorama pos-implantacao
da vacinagdo contra rotavirus no Programa Nacional de Imunizacéo
Brasileiro. A aplicacdo da vacina contra rotavirus iniciou-se em marco de
2006 (http://portal.saude.gov.br/saude). A partir desta data, o Ministério da
Saude oferece por meio do Sistema Unico de Satde (SUS), a vacina contra
rotavirus (Rotarix®) ministrada em duas doses: uma aos 2 meses e outra aos
4 meses de idade. Deve ser observada a idade minima de 1 més e quinze
dias de vida (6 semanas) e maxima de 3 meses e 15 dias (14 semanas) para
aplicacdo da primeira dose da vacina. Para a segunda dose, a idade minima
deve ser de 3 meses e 15 dias (14 semanas) e maxima de 5 meses e 15
dias de vida (24 semanas) (CVE 2006).

A recomendacao € de que a administracdo experimental da primeira

dose da nova geracdo de vacinas contra rotavirus seja restrita a criancas
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nos primeiros 3 meses de vida, uma vez que este grupo de idade é menos

vulneravel a ocorréncia de intussuscepcéo natural (Simonsen et al., 2005).

1.3. PATOGENESE

A infeccdo por rotavirus pode ser assintomatica ou produzir sintomas
que variam de diarréia branda a aguda, até quadro de desidratacdo que
pode levar a morte (Estes e Kapikian, 2007). A patogénese do rotavirus ndo
€ completamente entendida e é necesséario lembrar que ela tem sido
revelada por estudos em modelos animais. A ocorréncia de sintomas e sua
gravidade estdo relacionadas com a idade, o estado nutricional, imunidade
do hospedeiro e potencial de patogenecidade da cepa utilizada (Linhares e
Bressee, 2000).

As manifestacdes clinicas mais observadas na infeccdo por rotavirus
sdo diarréia, vomito, febre, desidratacdo e dor abdominal. O periodo de
incubacao do virus dura de 1 a 2 dias e a durac@o dos sintomas variam em
meédia 4 a 7 dias (Desselberger et al., 2009).

O estudo da patogenia das infec¢cBes por rotavirus sugere que este
processo seja considerado um evento de mdultiplos fatores, relacionados a
particula viral, ao hospedeiro e fatores do préprio processo diarréico (ma
absorcédo, resultante de danos iniciais causados pela infecgdo viral no
epitélio intestinal, fatores relacionados a sintese e acdo da NSP4 e fatores
relacionados ao sistema nervoso entérico). Todos estes fatores devem ser
considerados para o melhor entendimento da patogenia (Ramig 2004).

Os rotavirus se multiplicam nos enterécitos maduros proximos as
vilosidades intestinais, o que sugere que a diferenciacdo dos enterdcitos €
fator necessario para a infec¢éo e replicacdo viral. Em diversos modelos séo
observadas alteragcbes microscopicas, como, atrofia das vilosidades,
hipertrofia da cripta, presenga de microvilosidades irregulares, infiltragéo de
células mononucleares moderada na lamina propria, dilatacdo das cisternas

do reticulo endoplasmatico, dilatacdo mitocondrial, escassez das
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microvilosidades (Kapikian 1997). Devido a perda das células maduras das
vilosidades, a migracdo das células da cripta é acelerada. Estas células que
migram das criptas para o topo das vilosidades apresentam deficiéncia na
producdo de dissacaridases e na absorcédo, devido a imaturidade (Ramig
2007). Este processo altera completamente as funcfes do epitélio presente
no intestino delgado, levando a diarréia do tipo osmotica, que inclui a
diminuicdo da absorcdo de sais e agua relacionada a perda da capacidade
de absorcéo, atividade normalmente executada pelos enterdcitos maduros.
A ma absorc¢do resulta no transito e ndo digestdo dos monossacarideos e
dissacarideos, carboidratos, gorduras e proteinas pelo célon. Sugere-se que
a ma absorcédo e os danos causados ao epitélio sejam resultado ndo s6 da
infeccdo das células da cripta, mas também da isquemia das vilosidades
(Graham e Estes, 1991).

A presenca de algumas proteinas também parece ser importante para
a determinacdo da patogenicidade. A proteina NSP4 é descrita como um
importante determinante da patogenicidade em diversos sistemas, além dos
produtos de outros genes estruturais (VP3, VP4 e VP7) e ndo estruturais
(NSP1 e NSP2) que também parecem ser importantes (Ramig 2007).

A proteina NSP4 possui atividade semelhante a de enterotoxinas
bacterianas, ja que ela provavelmente interage na mediacdo da diarréia,
afetando locais do intestino ainda nao infectados pelo virus (Ramig 2004).
Esta proteina promove a alteragdo na membrana do reticulo endoplasméatico
rugoso (RER) levando a saida de fons Ca?* do interior do RER, o que
promove um aumento da concentracdo destes ions no interior do citoplasma
celular, que acarreta a ruptura do citoesqueleto das vilosidades (Jourdan et
al.,, 1998). Causa ainda a diminuicdo da sintese de dissacarideos,
diminuicdo da sintese de enzimas digestivas pelas células apicais e também
a inibicdo do transporte de Na* e outros solutos. Estas reacGes contribuem
para a reducdo da capacidade de absorcéo do epitélio (Ramig 2004).

O estudo da infeccdo sistémica por rotavirus somente é possivel em
locais com procedimento de coleta de amostra minimamente invasivo:

biépsia de duodeno, amostras de sangue, soro e liquor. Por isso, sdo
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utilizados modelos animais. Nos modelos animais (camundongos, porcos,
bezerros) o rotavirus migra do intestino, entra na circulacdo e infecta os
tecidos periféricos. Ele esta associado a infec¢cdes em imunocomprometidos
causando doencas hepatobiliares. Parece que o rotavirus utiliza a via
linfatica para escapar do intestino e infectar outros 6rgdos como o pancreas,
pulmdes, rins e figado nos modelos animais (Ramig 2007).

Fatores relacionados ao individuo infectado também parecem ser
importantes na determinacao da intensidade da diarréia durante infeccéo por
rotavirus. A ma nutricdo pode ser relacionada a gravidade da infecgao,
causando retardo na recuperacdo das células intestinais e também, uma
resposta inflamatéria diferente. Além disso, a idade também ¢é fator
importantissimo, visto que a maior ocorréncia de infec¢cdes por rotavirus em
recém-nascidos pode estar relacionada aos baixos niveis de producédo de
proteases, que sdo necessarias a clivagem da proteina VP4 e a imunidade,
pois a producdo de anticorpos neutralizantes aumenta com a idade e
exposicao ao virus. A idade também esta relacionada a producdo de muco
intestinal, a taxa de renovacao das células epiteliais e consequiente absorgcéo
de fluidos, fatores que afetam a infecgéo por rotavirus (Ramig 2004).

1.4. IMUNIDADE

Embora muitos estudos sejam feitos para se entender a imunidade na
infeccdo por rotavirus utilizando humanos e outros animais, 0s mecanismos
de protecdo contra infeccdo por rotavirus ndo sdo muito bem
compreendidos. Sabe-se que a protecdo clinica pode envolver anticorpos
locais e sistémicos e o sistema imune de células mediadoras (Linhares e
Bresee 2000).

Em criangas, os anticorpos neutralizantes contra o sorotipo G da
amostra infectante (resposta homotipica) se desenvolvem apos infeccéo
primaria do rotavirus. Repetidas infeccbes por rotavirus fazem surgir

respostas homotipicas e heterotipicas (contra amostras com diferentes
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sorotipos G). A protecdo contra diarréia por rotavirus estd correlacionada
com o titulo de anticorpos no soro das criangas, e criancas infectadas séao
mais protegidas contra reinfecgdo com sorotipos G similares (Parashar et al.,
1998).

Os anticorpos contra VP6 em secrec¢0es sao indicativos da habilidade
da imunoglobulina A (IgA) neutralizar o virus, gerando imunidade de mucosa
e resisténcia a reinfeccdo. Anticorpos nas fezes sao sujeitos a degradacéo
proteolitica e ndo sdo considerados marcadores para infeccdo e, como 0s
fluidos intestinais sdo dificeis de obter das criancas, a mensuracao dos
titulos de imunoglobulina IgA do soro € um substituto para verificar a
imunidade local. Por este motivo, a IgA tem sido escolhida para
determinacdo da resposta de anticorpos nas vacinas testadas em todo o
mundo (Xu et al., 2005).

Embora a protecdo relacionada ao aleitamento materno seja
discutida, had estudos que demonstram que maes de neonatos né&o
infectados possuem maior quantidade de anticorpos neutralizantes rotavirus-
especificos no colostro e leite do que maes de neonatos infectados. Alguns
autores afirmam que os fatores de protecdo ndo imunoldgica presentes no
leite materno, como as glicoproteinas tipo mucina, inibem a infeccdo por
rotavirus (Yolken et al., 1992).

A influéncia da imunidade mediada pela célula é pouco entendida,
mas provavelmente, esta relacionada com a protecao a infeccéo e a doenca

subsequente (Yolken et al., 1992).

1.5. TRANSMISSAO, DOENCA E TRATAMENTO

A diarréia aguda é uma doenca disseminada por contaminacao fecal-
oral, pessoa a pessoa e pela ingestdo de agua e alimentos contaminados.
Também ha possibilidade de transmisséo por via aérea (Kapikian e Chanock
1996).
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A eficiéncia de transmissdo dos rotavirus pode estar ligada a sua
resisténcia a inativacdo, eliminacdo de grande numero de particulas nas
fezes (acima de 10 particulas / mL de fezes) e sua estabilidade a
temperatura ambiente (Estes et al., 1979). Por estes motivos, a infec¢ao
também pode ser adquirida por meio de maos, objetos e utensilios
contaminados. Excrecdo de rotavirus assintomaticamente também foi
documentada e pode aumentar o risco de infeccdo. A dose infectante é
determinada entre 10-100 particulas virais infectantes (Kapikian e Chanock,
1996).

ApoGs curto periodo de 1-2 dias de incubacgéo, surge o inicio da
doenca. Os sintomas incluem diarréia liquida de 4-7 dias, vomito, febre e
desidratacdo rapida. A gravidade da doenca varia de infeccéo inaparente a
infeccbes do sistema nervoso central e infeccbes cronicas em

imunodeficientes (Desselbeger et al., 2009).

O tratamento da doenca é realizado por meio da Terapia de
Reidratagdo Oral (TRO) que tem por objetivo corrigir o desequilibrio
hidroeletrolitico pela reidratacdo, buscando restabelecer o0s niveis
apropriados de agua e eletrélitos que foram reduzidos durante a diarréia,
assim como manter e recuperar o estado nutricional. Em casos mais graves,
a reidratacao intravenosa (TRV) € indicada no atendimento de criangcas com
desidratacdo caracterizada por perda de até 5% do peso corporal
(Desselbeger et al., 2009).

Os rotavirus que acometem animais sdo bem estudados. H& diversos
casos de transmissdo de rotavirus interespécies e principalmente, casos
documentados de humanos infectados por rotavirus animal, onde
comparacdes de sequéncias genéticas de rotavirus humanos e animais
revelam identidade muito proxima. A vigilancia da circulagédo de rotavirus em
populacdes humanas revela a presenca de diversos genotipos incomuns.
Muitos destes sdo encontrados em animais domésticos demonstrando a
transmissao zoonotica. A baixa incidéncia de amostras incomuns sugere que
a transmissdo, ou ao menos o estabelecimento de um rotavirus animal ou

um reassortant humano/animal em populagdes humanas nao ocorre tao

34



frequentemente (Cook et al., 2004). No entanto, milhdes de pessoas estdo

expostas aos rotavirus animais todos os anos.

1.6. PROPAGACAO EM CULTURAS CELULARES

Os rotavirus sdo considerados virus fastidiosos, necessitando de
culturas de células especificas e pré-tratamento para a replicacdo em cultura
celular. Os rotavirus animais, em sua maioria, replicam-se mais facilmente
em culturas celulares. Em 1980, Wyatt et al, descreveram a propagacédo do
primeiro rotavirus humano em culturas celulares (amostra Wa sorotipo 1),
apos pré-tratamento do virus com tripsina e utilizando passagens seriadas
em cultura de célula primaria (AGMK). Dois anos depois, Greenberg et al
(1982), utilizaram a técnica de reassortant genético como estratégia para a
propagacdo de rotavirus humanos. Culturas celulares foram coinfectadas
com amostra de rotavirus humano néo cultivavel e uma amostra de rotavirus
bovino mutante, o que resultou em varios reassortants cultivaveis, rotavirus
humanos ndo cultivaveis e rotavirus bovino mutante. Os produtos obtidos
foram analisados e recuperados, empregando-se 2 tipos de pressao seletiva:
0os rotavirus bovino-mutantes e os reassortant foram selecionados,
empregando-se diferentes temperaturas de incubacdo para o crescimento
das culturas inoculadas e os humanos foram selecionados por neutralizacao
especifica dos rotavirus bovinos, incubando-se o produto da cultura celular
com anticorpo para rotavirus bovino. Os reassortants selecionados
replicaram eficientemente em culturas celulares, em determinadas
temperaturas de restricao, apresentando especificidade de neutralizacdo das
cepas nao cultivhveis e mistura de gendtipos. Dessa forma, os rotavirus
humanos foram recuperados, empregando-se a metodologia classica de
neutralizacéo.

Apoés este experimento, foram desenvolvidas técnicas para o cultivo
direto de rotavirus humanos em culturas celulares, com a utilizacdo da

tripsina na concentragdo 10ug/mL para ativagdo da amostra viral e 1ug/mL
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desta no meio de manutencéo, temperatura de incubagédo das amostras a
37°C e culturas de células priméarias de rim de macaco verde africano
(AGMK) ou culturas de células heteroploides de rim de macaco rhesus
(MA104) em rotacao (Kitamoto et al., 1991, Ward et al., 1991).

1.7. VACINAS

1.7.1. PRIMEIRAS VACINAS

Os esforgos para desenvolvimento de vacinas contra rotavirus tiveram
inicio na década de 80 e continuam até hoje. A imunidade da infeccdo por
rotavirus foi primeiramente demonstrada por Bishop et al (1983) observando
gue neonatos infectados com rotavirus estavam protegidos contra diarréia
aguda apos reinfeccdo. O principal foco do desenvolvimento da vacina
contra rotavirus é a administracdo de amostras de virus vivo atenuado por
via oral.

As primeiras tentativas da vacina envolveram rotavirus bovino, pois foi
demonstrado que rotavirus animais e humanos dividem um grupo antigénico
comum, particularmente VP6 e que animais imunizados experimentalmente
com amostras animais de rotavirus tinham baixo risco de doenca (baseado
no fato destes serem naturalmente atenuados por seus hospedeiros). Varias
vacinas monovalentes de origem animal foram testadas em seres humanos,
incluindo a RIT4237 (SmithKline — RIT, Bélgica), de origem bovina, sorotipo
G6; a amostra WC3 de origem bovina, sorotipo P7[5]G6 e a MMU18006
(normalmente denominada RRYV), de origem simia, sorotipo P[3]G3. Estas
vacinas demonstraram alta variabilidade de resultados nos testes vacinais o
que foi atribuido a falta de capacidade de inducdo de protecdo contra os 4
tipos G epidemiologicamente importantes. Testes com vacinas animais

monovalentes foram, em sua maioria, abandonadas (Kang 2006).
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1.7.2. VACINAS DE AMOSTRAS DE ROTAVIRUS HUMANO

A vacina RIX4414 (Rotarix®, GlaxoSmithKline Biologicals, Bélgica),
monovalente, P1A[8] G1, derivada da amostra G1 (89-12) humana,
demonstrou alta eficiéncia nos testes vacinais nos EUA e Finlandia. A vacina
foi testada na América Latina (México, Brasil e Venezuela) apresentando
86% de eficacia contra doenca aguda. Outros testes confirmaram este
resultado e demonstraram 85% de eficiéncia contra hospitalizacdo, como
também, eficacia de 75% contra os rotavirus genotipos G3 e G4 e de 45%
contra o gendtipo G2 (Ruiz-Palacios et al.,, 2006, De Vos et al., 2004). A
vacina Rotarix® foi testada em >60.000 criancas de 11 paises da América
Latina e Finlandia (Jiang et al., 2008). N&o houve relatos de efeitos
adversos ou aumento do risco de intussuscepgdo entre as criangas.
Atualmente, esta vacina esté licenciada na Europa, EUA, México e diversos
paises da América Latina, Oriente Médio, Asia e Africa, sendo administrada
gratuitamente no Brasil, dentro do calendario nacional de imunizacéo desde
margo de 2006.

A vacina RV3, monovalente, foi desenvolvida a partir de uma amostra
humana P2A[6] G3, isolada de recém nascidos em Melbourne, Australia
(Ruiz-Palacios et al., 2006). Esta vacina foi baseada na observacao de que
neonatos infectados com rotavirus em enfermarias normalmente s&o
assintomaticos e estdo posteriormente, protegidos contra diarréia aguda nos
primeiros anos da infancia. Nos primeiros testes de seguranga em que uma
Gnica dose de vacina foi administrada ndo houve relato de evento adverso
significante, mas as repostas imunes foram baixas (Das et al., 1994). Teste
realizado com trés doses da vacina induziu respostas em 54% das criancas
e os vacinados que desenvolveram resposta imune foram protegidos contra
rotavirus. Esses resultados promissores levaram os fabricantes a
aumentarem o titulo da vacina e retomar os testes clinicos. Atualmente, os
lotes da vacina estdo sendo preparados para a realizacdo dos testes clinicos

de fase | e ll.
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Dois virus isolados de recém-nascidos na India estdo sendo
estudados como novos candidatos a vacinas: a amostra 116E (P8[11] G9),
isolada em 1985 de um surto de infeccado por rotavirus assintomatico em
Nova Delhi, um reassortant natural entre amostra G9 humana e um gene
VP4 P8[11] de origem bovina. A sequéncia do gene VP4 apresenta
homologia ao gene P[11], um gendtipo muito encontrado em bovinos. Um
surto nosocomial em uma maternidade em Bangalore levou a identificacéo
entre os neonatos de outra amostra de reassortant bovino-humano, 1321. Ao
contrario da amostra 116E, a amostra 1321 tinha uma estrutura de nove
segmentos de gene bovinos e dois segmentos de genes (5 e 7), que
codificam proteinas nao-estruturais, de origem humana. Estas amostras
estdo sendo utilizadas em estudos pré-clinicos e ensaios clinicos em
humanos planejados na india. Divulgagdo recente relatou que uma amostra
com as mesmas caracteristicas de G e P da amostra 1321 emergiu como
causa de diarréia em criancas em Vellore, india. Esta nova descoberta
demonstra a necessidade de monitoramento e estudos epidemiologicos

criteriosos (Kang 2006).

1.7.3. VACINAS DE REASSORTANTS ANIMAL/HUMANO

Varios estudos levaram a concep¢do que vacinas multivalentes,
utilizando cada um dos sorotipos VP7 epidemiologicamente importantes, é
necessaria para induzir protecdo em criancas, populacéo alvo da vacinacao.
Reassortants de rotavirus humano-animal cujos genes codificam a proteina
VP7, com ou sem VP4, derivados de rotavirus humanos, com os outros
genes derivados de rotavirus animal, foram desenvolvidos como candidatos
a vacinas. Estes reassortants induzem repostas imunes as proteinas dos
capsideos de rotavirus de humanos, enquanto mantém as propriedades de
atenuacdo da amostra animal (Midthun e Kapikian, 1996). Varias vacinas
reassortants foram produzidas e testadas, baseadas em amostras bovinas

ou de simios (Kang 2006).
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A vacina RRV-TV (Rotashield®, BioVirx, EUA) produzida
primeiramente pela Wyeth-Lederle Vaccines and Pediatrics (PA, EUA) é uma
vacina tetravalente produzida por meio de reassortant humano-rhesus que
inclui a amostra RRV (G3) e 3 virus reassortants que representam as
amostras de G1, G2 e G4. Varios testes de eficacia foram realizados nos
EUA, Finlandia e Venezuela demonstrando que a vacina apresentava 50-
60% de protecédo contra todas as diarréias por rotavirus e 70-100% contra a
doenca diarréica aguda por rotavirus. Rotashield® foi associada com febre
de curta duracdo apds a primeira vacinacado, mas até o licenciamento néao
havia associacdo com outros eventos adversos. Esta foi a primeira vacina
contra rotavirus no mundo, sendo licenciada nos EUA em 1998 e sua
inclusdo no calendario vacinal foi recomendada pela Academia Americana
de Pediatria. Apés a imunizacdo de 600.000 criangas nos primeiros 9 meses
do programa, essas recomendacdes foram suspensas ap0s diversos relatos
de casos de intussuscepc¢ao entre criancas imunizadas (CDC, 1999). Apés
investigacdes que sugeriram o0 aumento do risco de intussuscepcdo pos-
vacina, o fabricante (Wyeth-Lederle Vaccines and Pediatrics, PA, EUA)
retirou-a do mercado para estudos mais abrangentes. O aumento do risco de
intussuscepc¢ao pareceu ser de 3 a 10 dias ap0ls a primeira dose da vacina.
Embora a verdadeira incidéncia deste evento adverso provasse ser dificil de
estimar, um grupo de renomados pesquisadores internacionais sugeriu uma
taxa de 1 por 10.000 criangas vacinadas. Os mecanismos envolvendo a
intussuscepc¢ao apds vacinacdo sdo ainda desconhecidos (Dennehy 2008).
Estudos complementares de seguranca ndo demonstraram relacdo direta
entre a vacina e os casos de intussuscepcao (Vesikari et al, 2006, Hyser e
Estes, 2008) e a producédo da vacina foram re-estabelecida pela BioVirx,
EUA.

A vacina bovino-humana, comercializada como Rotateq®, produzida
pela Merck, Inc, EUA, € uma vacina baseada na amostra WC3 bovina
G6P7[5], pentavalente que contém 5 reassortants representando o0s
genotipos VP7 mais comuns G1-G4 e o VP4 mais comum, P[8]. Assim como

a RRV, a vacina Rotateq® foi desenvolvida por meio de uma série de
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amostras de reassortants humano-bovino que foram combinados em uma
vacina polivalente. Comparado aos reassortants de humano-rhesus, os
reassortants humano-bovinos parecem causar menos febre enquanto
mantém a imunogenicidade. Esta vacina foi licenciada nos EUA no ano de
2006. Um grande teste de eficacia da vacina Rotateq® foi realizado nos EUA
e Finlandia, demonstrando 74 e 98% de eficacia contra a doenca e contra a
doenca aguda, respectivamente, e contra cada um dos genotipos circulantes
comuns (Vesikari et al., 2006). Um grande teste de seguranca com mais de
70.000 criangas, no qual metade das criangcas recebeu a vacina, nao
encontrou evidéncia de risco de intussuscepgcdo entre vacinados
comparando-0s com criancas que receberam placebo. Durante fevereiro de
2006 e marco de 2008, aproximadamente 14 milhdes de doses de RV5
foram distribuidos e os resultados dos testes de monitoramento de
seguranca ndo demonstraram associagdo com risco de intussuscepcgao
maior que o esperado para casos esperados (Parashar e Cortese 2009).
Atualmente, a vacina Rotateq® esta licenciada na Europa, EUA, Africa, Asia
e no Brasil.

A vacina tetravalente de reassortant rotavirus bovino-humano BRV
(UK) desenvolvida pelo NIH (National Institute of Health, Bethesda, EUA)
tem como componentes 0s genoétipos humanos G1-G4 (amostras D, DS1, P
ou ST3) em um genoma bovino UK, que se mostram seguros, imunogénicos
e eficazes na prevencao da diarréia aguda grave por rotavirus. No entanto,
por causa da emergéncia de um genétipo epidemiologicamente importante,
0 G9 e a importancia do G8 em algumas areas restritas, os EUA formularam
uma vacina baseada nesta primeira, mas com a possibilidade de adi¢do de
outros gendtipos de importancia. A vacina de segunda geracdo formulada
para paises em desenvolvimento inclui ndo somente as amostras G1-G4,
mas, também, as amostras G9 ou G8 e, deste modo compondo uma vacina
hexavalente com alto grau de protecao (Figura 3). O efeito da adigao de
dois gendtipos a formulacdo da vacina tetravalente precisa ser avaliado com

cuidado, considerando-se a interferéncia entre as amostras, que pode
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influenciar a imunogenecidade, e o aumento do custo de fabricagdo da

vacina hexavalente (Kapikian et al., 2005).

Bovine rotavirus "UK"
(VP7 Serotype 6)

HRV “D" HRV “DS-1" HRV “P" HRV “ST-3" HRV “1290" HRV “AU32"
(VP7 Serotype 1) (VP7 Serotype 2) (VP7 Serotype 3) (VP7 Serotype 4) (VP7 Serotype 8) (VP7 Serotype 9)
va QVW vP7 VP7

D x UK DS-1 x UK Px UK ST-3 x UK 1290 x UK AU32 x UK
(VP7 Serotype 1) (VP7 Serotype 2) (VP7 Serotype 3) (VP7 Serotype 4) (VP7 Serotype 8) (VP7 Serotype 9)

Figura 3: Representacdo esquematica de reassortant humano-bovino
da vacina contra rotavirus hexavalente com os sorotipos 1, 2, 3, 4, 8 e 9 da
VP7. Fonte: Kapikian et al., 2005.

A vacina produzida pelo Instituto Butantan (IB) é baseada nesta tltima
geracdo de vacina (BRV-UK), pois serd composta pelos genétipos G1-G4 e
G9, gendtipo G9 emergente no Brasil. A vacina brasileira, portanto, sera
pentavalente com reassortant de genes de virus bovinos e humanos. As
vantagens desta mudanca séo as de produzir uma vacina especifica para a

realidade nacional.
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1.8. LICENCIAMENTO DE VACINA

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para o
licenciamento de uma nova vacina, alguns testes de producéo, controle de
qualidade e avaliagdo da seguranca e eficacia da vacina sdo necessérios, de
acordo com normas internacionais e nacionais (ANVISA). Para a producéo
da vacina contra rotavirus, de reassortant humano-bovino atenuado, véarios
testes devem ser realizados em diferentes etapas da producdo da vacina
(Esquema 1) (WHO, 2005). Para isso alguns testes foram padronizados e
implantados no Nucleo de Doencas Entéricas do Instituto Adolfo Lutz (IAL),
em parceria com o IB no desenvolvimento e controle de qualidade da vacina

pentavalente BRV-UK de rotavirus.
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Banco Primario de
Rotavirus Vacinal (IB)

Coleta
/ Pré-Purificagéo Viral \
Esterilidade / l \ Agentes Adventicios

Mycoplasma Identidade

PAGE, PCR,
Sequenciamento

Titulagdo por plaqueamento
ou foco fluorescente

Protétipo

/ Vacina Rotavirus \

o> 4N

PAGE, PCR,
Sequenciamento

e

Poténcia

Coleta
Pdés-Purificagao Viral

DNA Residual Esterilidade

Titulagé@o por plaqueamento
ou foco fluorescente

Aparéncia Fisica

Aceleracéo de
Degradacéo

T

itulacdo por plaqueamento
ou foco fluorescente
ou PCR real time quantitativo

Esquema 1. Esquema representativo dos testes necessarios para producéo, controle de qualidade e avaliacdo da seguranca e eficacia

da vacina de rotavirus. Os testes executados pelo IAL apresentam-se em amarelo.



1.9. ENSAIOS PRE-CLINICOS

Dentre as etapas necessarias para licenciar uma vacina no Brasil,
estdo os ensaios pré-clinicos, que somente sdo realizados ap0s aprovacao
da experimentacdo in-vitro da vacina estudada. Os ensaios pré-clinicos
definem a segurancga, toxicidade e efetividade da vacina. Estes ensaios séo
realizados utilizando animais de laboratério, como por exemplo: ratos,
coelhos e camundongos, que se apresentem como os melhores modelos
para representar a doenga estudada.

Somente 2 modelos animais (coelhos e leitdes gnotobidticos)
apresentam infeccdo por rotavirus de forma semelhante a humana,
permitindo o estudo da resposta imune ativa e protecdo. A epidemiologia das
infecgbes em coelhos € similar a observada em outras espécies. Ambas as
infecgbes clinicas e subclinica ocorrem e estdo associadas a alta
mortalidade em populacdes ndo expostas previamente (Conner et al., 1988).

Neste estudo, os ensaios pré-clinicos foram realizados no Instituto
Butantan, utilizando coelhos e camundongos. Testes hematoldgicos,
dosagem de enzimas hepaticas e avaliacdo anatomo-patoldgica foram
realizados a partir de amostras dos animais estudados. O Instituto Adolfo
Lutz realizou ensaios para dosagem de anticorpos neutralizantes
encontrados no soro destes animais e testes para deteccdo de virus nas

fezes (teste de excrecao viral) (Esquema 2).
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Coelhos e camundongos

Hemograma, dosagem de enzimas hepaticas e
avaliacdo anatomo-patolégica

Dosagem de anticorpos neutralizantes

Teste de Excrecao Viral

Amostras positivas

PAGE, PCR e Sequenciamento

Esquema 2: Esquema representativo dos testes realizados nos ensaios pré-clinicos contra a vacina rotavirus. Os testes

executados pelo IAL apresentam-se em amarelo.



2. OBJETIVOS



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo principal a implantacdo de
técnicas empregadas nos testes de poténcia e de identidade genética de
amostras vacinais e nos testes pré-clinicos da vacina contra rotavirus

produzida pelo Instituto Butantan.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Padronizar e implantar a técnica de plagueamento (PFU) para
titulacdo das amostras padrao de rotavirus e da vacina contra
rotavirus;

2. Padronizar e implantar a técnica de neutralizacdo PRN
(Neutralizacdo da Reducdo de Placas) para a pesquisa de
anticorpos contra rotavirus nos testes pré-clinicos;

3. Implantar a técnica de RT-PCR, sequienciamento e EGPA para
testes de identidade genética das amostras vacinais;

4. Implantar as técnicas de ELISA e RT-PCR para a analise da

excrecdo viral pés-imunizacao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. CULTURAS CELULARES: As células de rim de macaco verde

(MA104) foram fornecidas pelo IB na passagem 55 e mantidas no IAL até a

passagem 80 utilizando meio Eagle 10% SFB (soro fetal bovino) para o
crescimento celular. Todos os meios utilizados para a manutencdo das
culturas celulares e das técnicas de PFU foram fornecidos pelo IB para

permitir os procedimentos de controle de qualidade.

3.1.2. VIRUS: As amostras de rotavirus reassortants, prototipos vacinais dos
gendtipos G1 (UK-G1), G2 (UK-G2), G3 (UK-G3), G4 (UK-G4) e G9 (UK-
G9), foram provenientes do NIH (National Institutes of Health, EUA) e as
amostras do banco semente, banco primario e das vacinas monovalentes
foram produzidas no Laboratério de Rotavirus do Instituto Butantan (IB). A
amostra de rotavirus simio SA-11 (NIH) é mantida no Nucleo de Doencas
Entéricas do IAL. A amostra de rotavirus bovino UK foi cedida pela Dra.
Norma Santos (UFRJ).

3.1.3. SOROS PADRAO: As amostras de soro empregadas para a

padronizacdo da técnica de neutralizacdo foram obtidas de voluntarios
humanos adultos pré e pdés-infeccdo natural por rotavirus caracterizados
molecularmente como gendtipos G1 e G9. Estes soros foram utilizados

como soros padréo.

3.1.4. ANIMAIS: Coelhos da raca Nova Zelandia albino e camundongos da
raca Suica albino (machos e fémeas) foram utilizados nos ensaios pré-
clinicos da vacina contra rotavirus realizados no IB. Amostras de soros e
fezes destes animais foram enviadas ao IAL para realizacdo dos testes de
excrecao e dosagem de anticorpos neutralizantes. Trinta coelhos com 2 a 3

meses de idade e 30 camundongos com 6 a 8 semanas de idade, foram
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divididos em 6 grupos, com 5 animais por grupo. Os animais foram
inoculados com 1,0 mL de vacina ou placebo, por via oral ou intra-peritoneal,
nos dias 0, 7 e 14. Os animais dos grupos 1, 2, 3 e 4 foram inoculados com
a vacina e os dos grupos 5 e 6 com placebo (meio Eagle e sacarose). Os
animais dos grupos 1 e 2 receberam 1 dose de vacina na concentragdo de
2,6 x 10° PFU/mL e os dos grupos 3 e 4, trés doses na concentragéo de 1 x
10° PFU/mL. Os animais dos grupos 5 e 6 receberam 3 doses de placebo.
As fezes dos coelhos e camundongos foram coletadas nos dias 0, 1, 2, 8, 9,
15 e 16 para avaliagdo da excrecao viral. As amostras de soros dos coelhos
foram coletadas nos dias 0, 13 e 21 para reacdo de neutralizacdo de

reducao de placas.

3.1.5. OLIGONUCLEOTIDEOS: Os oligonucleotideos (primers) descritos

nas Tabelas 2 e 3 foram utilizados para a andlise dos genes 9 e 4 de

rotavirus referentes as proteinas VP7 (genétipo G) e VP4 (gendtipo P),

respectivamente.

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para a caracterizagao
molecular dos rotavirus referente a proteina VP7 (gendtipo G).

Primer Posicéo Sequéncia (5°- 3") Gendétipo I.?ef.erénc.ia
Bibliogréafica

Beg9 1-28 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG * Gouvéa et al. (1990)
End9 1062-1036  GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG * Gouvéa et al. (1990)
RVG9 1062-1044  GGTCACATCATACAATTCT * Gouvéa et al. (1990)
AntiAl  1-21 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTC * Gouvéa et al. (1994)
aBT1 314-335 CAAGTACTCAAATCAATGAGG Gl Gouvéa et al. (1990)
aCT2 411-435 CAATGATATTAACACATTTTCTGTG G2 Gouvéa et al. (1990)
aET3 689-709 CGTTTGAAGAAGTTGCAACAG G3 Gouvéa et al. (1990)
aDT4 480-498 CGTTTCTGGTGAGGAGTTG G4 Gouvéa et al. (1990)
aFT9 757-776 CTAGATGTAACTACAACTAC G9 Gouvéa et al. (1990)

*Amplifica todo o gene 9 que codifica a VP7
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Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados para a caracterizacéo
molecular dos rotavirus referente a proteina VP4 (genétipo P).

Primer Posicéo Sequéncia (5°-3") Gendtipo Referéncia Bibliogréafica
Con3 11-32 TGGCTTCGCTACTTTATAGACA * Gentsch et al. (1992)
Con 2 868-887 ATTTCGGACCACTTTATAACC * Gentsch et al. (1992)
pUK 336-354 GCCAGGTGTCGCATCAGAG P[5] Gouvea et al. (1994)
pNCDV  269-289 CGAACGCGGGGGTGGTAGTTG P[1] Gouvea et al. (1994)
pOSU 389-412 CTTTATCGGTGGAGAATACGTCAC P[7] Gouvea et al. (1994)
pGott 465-487 GCTTCAACGTCCTTTAACATCAG P[6] Gouvea et al. (1994)
pB223 574-594 GGAACGTATTCTAATCCGGTG P[11] Gouvea et al. (1994)

*Amplificacdo parcial do gene 4 que codifica a VP4

3.2. METODOS PARA AVALIACAO DA VACINA CONTRA ROTAVIRUS

3.2.1. MANUTENCAO DE CULTURAS CELULARES

As células da linhagem MA104 (rim de macaco verde) fornecidas pelo 1B
foram mantidas em estufa a 37°C até o momento do subcultivo, que foi
realizado de acordo com a necessidade dos testes, utilizando metodologia
descrita por Wyatt et al (1983).

Para o subcultivo, o meio de crescimento foi retirado e a cultura celular
lavada duas vezes com meio L15 puro (IB) e mais duas vezes com solucéo
de tripsina-EDTA (IB). A cultura foi incubada em estufa a 37°C por 5 a 10
minutos e ressuspendida em 10 mL de meio Eagle contendo 10% de soro
fetal bovino (IB) e garamicina ([ ] 50 pg/mL). Procedeu-se, entdo, a
contagem de células utilizando-se a camara de Neubauer e a preparacao da
suspensao celular contendo 350.000 cels/mL que foi distribuido nas placas
de 6 cavidades (Corning®, NY, EUA, cédigo 3506) tratadas para cultura
celular. As placas foram incubadas em estufa de CO; a 37°C até a formacéo

da monocamada celular para serem utilizadas nos testes.
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3.2.2. TECNICA DE TITULACAO VIRAL

As amostras dos cinco genoétipos de rotavirus utilizados na vacina
foram examinadas quanto a poténcia pela técnica de plagueamento PFU
(Unidade Formadora de Placa).

A técnica de PFU é baseada na habilidade de uma unica particula
viral infectar e aumentar a area macroscépica do efeito citopatico em
culturas celulares de monocamadas. Especificamente, se uma Unica célula é
infectada com uma particula viral, apos alguns dias, novos virus resultantes
da infeccgéo inicial podem infectar as células ao redor desta, formando o que
denominamos de “placa”. No caso do teste de plagueamento, este efeito é
alcancado com a utilizacdo de meio sélido para manutencdo das células
pés-infeccdo. A contagem destes focos € um método quantitativo que
demonstra a infectividade viral (Schmidt NJ, 1989).

3.2.2.1. PADRONIZACAO DA TITULACAO DE VIRUS POR UNIDADE
FORMADORA DE PLACA (PEU)

Para a padronizacdo da metodologia de plaqueamento foi utilizada a
técnica descrita por Hoshino et al (1984), com modificacdes (Timenetsky et
al., 1997).

As culturas de células de rim de macaco verde (MA104) (passagem
55 a 82) foram subcultivadas em placas de cultura celular de 6 cavidades
(Corning®, NY, EUA, cédigo 3506) utilizando-se diluicdes diversas (200.000,
250.000, 300.000 e 350.000 células/mL) e observadas até a formacdo da
monocamada (80 a 90% de confluéncia celular). Os rotavirus reassortants
G1 (UK-G1), G2 (UK-G2), G3 (UK-G3), G4 (UK-G4) e G9 (UK-G9) (padrbes
fornecidos pelo NIH) foram ativados (v/v) com uma solucédo de meio L15
puro e tripsina tipo IX (Sigma-Aldrich®, EUA) [ ] 5 pg/mL, incubando-se em
banho-maria a 37°C por 30 minutos. Os virus foram, entdo, diluidos
seriadamente em logie (102 a 107) a partir da diluic&o inicial ativada. Apos

duas lavagens das culturas celulares com 2 mL/cavidade de meio L15 puro,
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as diluicdes (em duplicatas) das amostras virais foram adicionadas (500 pL)
em cada cavidade da placa e incubadas em estufa por 1h a 37°C. Apos a
adsorcdao viral, as células foram novamente lavadas com meio L15 puro e
foram adicionados 3mL de meio semi-sélido (overlay) (100 mL EMEM 2X/
garamicina [ ] 50 pg/mL, 100mL agarose Seakem® ME 1,2% (Cambrex Bio
Science Rockland, Inc, EUA) e 50 pL tripsina tipo IX [] 0,5 pg/mL). Para a
formacéo das placas de lise foi necessario o ajuste do pH deste meio para
7,0 utilizando-se solucéo de bicarbonato de sédio ou acido cloridrico a 10%
(de acordo com a variacdo do pH). Ap6s a solidificacdo, as placas foram
invertidas e incubadas em estufa com 5% de COa.

ApoOs 4 dias de incubacdo, 2 mL do segundo meio semi-solido
(overlay) (100 mL EMEM 2X/garamicina [ ] 50 pg/mL, 100 mL agarose
Seakem® ME 1,2% e 3mL vermelho neutro 0,1% (Sigma® EUA) foram
adicionados em todas as cavidades das placas. Apds a solidificacdo, as
placas foram invertidas, protegidas contra a luz e incubadas em estufa com
5% de CO2 a 37°C. Leituras em transiluminador de luz branca foram
realizadas em 24 e 48h para contagem das placas formadas.

O teste de PFU foi implantado para a titulagdo das amostras dos
rotavirus padrédo, das amostras de rotavirus vacinais (reassortants dos cinco

genaotipos), as amostras do banco semente, banco primario e da vacina.

3.2.2.2. CALCULO DO PFU

Para o calculo do PFU foi considerado o numero de placas das
cavidades que continham de 8 a 80 placas. A média da contagem das
cavidades de mesma diluicio em duplicata foi multiplicada pelo fator de
diluicdo 10 (10™) e dividida pelo valor do inéculo (0,5 mL).

A relacdo entre PFU e o numero de particulas infecciosas é
dependente da eficiéncia do plagueamento e pode ser tdo baixo como 1 em

100 em alguns sistemas (Hoshino et al., 1984).
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3.2.3. TECNICAS MOLECULARES

As metodologias moleculares descritas foram empregadas para
testes de identidade genética das amostras vacinais obtidas nas diferentes
etapas da producéo da vacina.

Para a implantagédo dos testes de identidade genética das amostras
virais utilizadas nas diferentes fases da producédo da vacina BRV-UK/RH do
Instituto Butantan foram utilizados testes implantados previamente no Nucleo
de Doencas Entéricas do IAL e validados pelo NIH (Santos et al, 2008). Os
protocolos foram padronizados utilizando-se amostras padréo recebidas do
NIH que foram usados como controles nos testes de identidade genética das

aliquotas dos virus obtidos nas diferentes etapas de producédo da vacina.

3.2.3.1. EXTRACAO DE RNA

A extracdo de RNAdf foi realizada utilizando o kit QlAamp® Viral RNA
Mini Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA). Neste kit utilizam-se colunas de
centrifugacéo composta por silica-gel para aumentar as chances de extracéo
e concentracdo de pequenas quantidades de &cido nucléico. Esta
metodologia foi utilizada para extracdo do RNAdf das amostras vacinais,
segundo as instru¢cdes do fabricante.

As amostras vacinais foram mantidas em freezer -70°C até o
momento da extracdo, em que 140 yL das amostras foram adicionadas a
560 pL do tampéo AVL contendo o RNA Carrier e estes microtubos, agitados
vigorosamente. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por
10 minutos e centrifugadas rapidamente. Em seguida, 560 pL de etanol
100% foram adicionados e novamente, as amostras foram agitadas
vigorosamente e centrifugadas. A coluna de silica foram adicionados 630 pL
da mistura e esta, centrifugada a 8000 rpm por 1 minuto para ligacdo do
RNA ao filtro. O coletor contendo o filtrado foi descartado e substituido por

outro. Este procedimento foi repetido mais uma vez ou até que toda a
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mistura tenha atravessado a coluna. Foram adicionados 500 pL do tampéao
AW1 na coluna para lavagem do RNA e esta foi centrifugada a 8000 rpm por
1 minuto. O tubo coletor foi descartado e substituido; 500 pL do tampéao
AW?2 foram adicionados a coluna e centrifugados a 14000 rpm por 3
minutos. O coletor contendo o filtrado foi descartado, substituido e nova
centrifugagéo foi realizada a 14000 rpm por 1 minuto. Finalmente, foram
adicionados 60 pL de tampdo AVE a coluna, incubada 1 minuto a
temperatura ambiente e centrifugada a 8000 rpm por 1 minuto. O filtrado

contendo o RNAdf foi armazenado em freezer -20°C até o momento do uso.

3.2.3.2. TRANSCRICAO REVERSA - REACAO EM CADEIA PELA
POLIMERASE (RT-PCR)

Para a caracterizacdo molecular das amostras de virus padréao
vacinais foi realizada reacdo de RT-PCR em etapa Unica, com a transcricao
reversa do RNAdf seguida da amplificacdo de acordo com metodologias
descritas por Gouvea et al. (1990) e Gentsch et al (1992).

Na deteccdo de rotavirus toda a extensdo do gene 9 foi amplificada
com o pool de primer Beg9-End9 (Gouvea et al., 1990). Para o gendétipo G2
também foi utilizado o primer Anti-A1/RVG9 para a tentativa de amplificacéo
do gene 9 de todas as amostras. Para o gene 4 foi utilizado o pool de primer
Con2-Con3 para amplificacdo da regido com 887 pb que abrange as
subunidades VP5* e VP8* do gene 4 (Gentsch et al., 1992).

Para a desnaturacdo do RNAdf foram distribuidos 10 yL de cada
amostra em microtubos contendo 3 pl de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma).
Para o gendtipo G2 também foram testadas quantidades de 3 e 5 uL de
RNAdf. Em seguida, os microtubos foram colocados em termobloco e a
desnaturacdo da dupla fita de RNA foi realizada através de aquecimento a
93°C por 3 minutos. Rapidamente, as amostras foram transferidas para um
recipiente contendo gelo por 5 minutos. Também foram utilizadas amostras

de agua para controle negativo.
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A mistura da RT-PCR one step in house foi composta de 1,25 mM de
cada deoxinucleotideo (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Invitrogen™), 0,5X de
tampdo 10X concentrado (Invitrogen™, CA, EUA), 1,25 mM solucdo de
cloreto de magnésio (MgCly) (Invitrogen™), 20 pM do pool de primer Beg9-
End9 ou Con2-Con3 (Invitrogen™), 2,5 U Super Script® Il Reverse

Transcriptase  (Invitrogen™),

1 U Platinum Taq DNA Polimerase
(Invitrogen™) e &gua MilliQ para volume final de 50 pL. A reacéo foi
realizada em banho de gelo e 37 pL da mistura foram adicionados ao
microtubos contendo os RNAdf desnaturados.

Os microtubos foram colocados no termociclador (Gene Amp PCR
System 9600, Perkin EImer Cetus) que foi programado para incubacéo inicial
de 42°C por 60 minutos. Apdés a RT, seguiu-se a amplificacdo em 30 ciclos
de (94°C por 1 minuto, 42°C por 2 minutos, 72°C por 1 minuto) e extensdo
final a 72°C por 5 minutos. Os produtos amplificados foram observados em
gel de agarose a 1,2% em tamp&o TBE 1X (Tris-Acido Bérico-EDTA), corado
com 0,5 pg de brometo de etideo (Sambrook et al., 1989).

Os produtos da amplificacdo e o marcador de peso molecular (100 pb
DNA Ladder-Invitrogen™) acrescidos de tampdo de corrida (azul de
bromofenol 1% diluido em sacarose) foram aplicados em gel de agarose
1,5% e submetidos a uma corrente elétrica constante de 150V por 50
minutos. ApOs eletroforese, os produtos obtidos foram observados em
transiluminador de luz ultravioleta (UV) e a imagem gerada foi captada pelo
sistema de fotodocumentacdo (UV Transilluminator, UVP Laboratory

Products).

3.2.3.3. GENOTIPAGEM

A genotipagem dos produtos da RT-PCR foi realizada pelo método de
multiplex semi-nested PCR para os genes 4 e 9, empregando-se o0 pool de

primers para VP7 que contém primers para amplificagdo dos genotipos G1-4
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e G9 e o pool de primers para VP4 que contém primers para amplificacao
dos gendtipos UK, NCDV, OSU, Gottfried, B223 (Gouvea et al., 1990, 1994).

Em microtubos foi realizada a mistura para a PCR contendo: 1,25 mM
de cada deoxinucleotideo (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Invitrogen™, EUA),
0,5X de tampdo 10X concentrado (Invitrogen™, EUA), 1,25 mM solucéo de
cloreto de magnésio (MgCl,) (Invitrogen™), 20 pM do pool de primer VP7 ou
VP4 (Invitrogen™), 1 U Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen™) e agua
MilliQ para volume final de 25 uL. A reacao foi realizada em banho de gelo e
24 uL da mistura foram adicionados aos microtubos contendo 1pL do
produto da RT-PCR.

Os microtubos foram colocados no termociclador (Gene Amp PCR
System 9600, Perkin ElImer Cetus) que foi programado para amplificacdo em
25 ciclos de (94°C por 1 minuto, 55°C por 2 minutos, 72°C por 1 minuto) e
extensdo final a 72°C por 5 minutos. Os produtos amplificados foram
observados em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo e

documentados como descrito anteriormente (Sambrook et al., 1989).

3.2.3.4. SEQUENCIAMENTO GENETICO

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o Concert™ Rapid
PCR Purification System Germany, US, UK. (GIBCO BRL®) de acordo com o
fabricante.

O sequenciamento das amostras foi realizado utilizando o kit Big
Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems,
Inc., EUA) utilizando os primers descritos nas tabelas 2 e 3, segundo método
de Sanger et al (1977). Os produtos do sequenciamento foram purificados
utilizando colunas de centrifugagéo (Centri-Sep Columns) (Adelphia, Ni.)
(Sambrook et al., 1989) e submetidas a analise em sequenciador automatico
ABI 377 (Apllied Biosystems, Inc. USA). Os programas BioEdit, Clustal e

DNAstar foram empregados para a analise das sequéncias obtidas.
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3.2.3.5. ANALISE DE SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS

As sequéncias obtidas foram editadas pelo programa Chromas. As
sequéncias das amostras vacinais foram comparadas com as sequéncias
dos virus padrdo (NIH) G1, G2, G3, G4 e G9 e, com seqiéncias obtidas no
GenBank: rotavirus NCDV (N° acesso M63267) e rotavirus UK (N° acesso
M22306).

A analise molecular foi realizada comparando as sequéncias de
nucleotideos das amostras vacinais padrdo utilizando o programa de
alinhamento multiplo Clustal X, desenvolvido por Thompson et al (1997). Os
programas Bioedit e Megalign (DNAstar, Inc. Madison, Wis. USA) foram
usados para a traducdo automatica das sequéncias de nucleotideos e para o

calculo do grau de identidade entre as sequéncias analisadas.

3.2.4. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (EGPA)

Para a eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) foram extraidos
os RNAdf das amostras vacinais e de amostras utilizadas como controle
positivo para rotavirus: SA1ll (simio) e UK (bovino). Esta técnica foi
adaptada de Pereira et al (1983).

Para 600 pL das culturas celulares infectadas foram adicionados
300puL da mistura fenol-cloroférmio, 50 uL de EDTA 0,5M e 50 uL de SDS
10%. Apds agitacdo, a mistura foi centrifugada a 5000 x g por 2 minutos. A
fase aquosa coletada foram adicionados 1,0 mL de etanol 100%
(conservado em -200C) e 50 uL de NaCl (5M). A mistura foi homogeneizada
levemente e incubada a -20°C overnight. Apos centrifugacdo a 5000 x g por
15 minutos a 4°C, o alcool foi decantado e o sedimento seco a temperatura
ambiente. O sedimento foi suspenso em 50 pL de agua MilliQ estéril e
armazenado em freezer -20° C. Para a dissociagdo do RNA, 15 pL de cada
amostra e dos padrdes foram misturados a 5 pL de tampao da amostra (uréa
5M, 2-mercaptoetanol 5%, SDS 10%, Tris-HCI 0,5M, azul de bromofenol 1%)
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e incubado a 56° C por 15 minutos. As amostras foram aplicadas em gel de
poliacrilamida na concentracédo de 7% pH 8,8 na fase separadora e 3,5% pH
6,8 na fase concentradora. A eletroforese dos segmentos dos RNAdf foi
realizada no sistema de tampao Tris-glicina pH 8,3 aplicando-se corrente
constante de 40mA, durante 1h. Os géis foram corados em solucdo de
nitrato de prata 0,11M e revelados em solugdo de NaOH 0,75M adicionada
de formalina 0,95%. Os géis secos foram analisados quanto aos perfis

eletroforéticos encontrados.

3.3. METODOS UTILIZADOS NOS ENSAIOS PRE-CLINICOS

3.3.1. TECNICAS DE NEUTRALIZACAO

As amostras de soro dos coelhos utilizados nos testes pré-clinicos
foram analisadas utilizando-se técnicas de neutralizacdo. Na técnica de
Soroneutralizacdo por Reducao de Placa (PRN) analisamos a neutralizacao
dos anticorpos presentes nos soros de animais em relacdo aos diferentes
gendtipos de rotavirus utilizados na vacina, comparando-se as amostras pré
e pos-vacinacao.

O teste de PRN é uma metodologia muito sensivel de deteccdo de
anticorpos neutralizantes que permite a interagdo virus-anticorpo e a medida
do efeito dos anticorpos na infectividade viral por plagueamento em células.
As placas formadas sdo contadas e comparadas a concentracado inicial do
virus para determinar o percentual de reducdo da infectividade viral (Schmidt
NJ, 1989).

59



3.3.1.1. PADRONIZACAO DA SORONEUTRALIZACAO POR REDUCAO
DE PLACA (PRN)

A técnica de PRN foi adaptada de Wyatt et al (1982). Os rotavirus
reassortants G1 (UK-G1), G2 (UK-G2), G3 (UK-G3), G4 (UK-G4) e G9 (UK-
G9) titulados por plaqueamento foram utilizados como antigenos padréo e os
soros de voluntarios pré e pos-infeccao natural por rotavirus genétipos G1 e
G9, utilizados como soros padrao.

Para a padronizacdo da reacdo de neutralizacdo os virus foram
ativados (v/v) com meio L15 e tripsina tipo IX [ ] 5 pg/mL por 30 minutos a
37° C em banho-maria. Os soros de voluntarios pré e pés-infeccdo natural
por rotavirus foram inativados a 56°C por 30 minutos em banho-maria. Apos
este periodo, os soros foram diluidos utilizando-se diluicdo inicial de 1:40,
continuando com diluicées de 4x. . Igual volume dos antigenos (G1-4 ou G9)
ativados com solucéo de meio L15 puro e tripsina tipo IX (Sigma-Aldrich®,
EUA) [ ] 5 pg/mL, e diluidos a 50 PFU/mL foram adicionados aos soros
diluidos, incubando-se em estufa 37°C por 1h. As placas de 6 cavidades
contendo cultura de célula MA104 confluente foram lavadas 2 vezes com 2
mL/cavidade de meio L15 e, as misturas soro-virus foram adicionadas as
cavidades (em duplicata), incubando-se em estufa 37°C por 1h. Entdo, as
culturas foram novamente lavadas e, adicionados 3 mL de meio semi-sélido
(overlay) (100 mL EMEM 2X/ garamicina [ ] 50 pg/mL, 100 mL agarose
Seakem® ME 1,2% e 50 pL tripsina tipo IX [ ] 0,5 pg/mL). Apds a
solidificacdo, as placas foram invertidas e incubadas em estufa com 5% de
Co2.

Apés 4 dias de incubacdo, 2 mL do segundo meio semi-sélido
(overlay) (100 mL EMEM 2X/ garamicina [ ] 50 pg/mL, 100 mL agarose
Seakem® ME 1,2% e 3 mL vermelho neutro 0,1% (Sigma® EUA) foram
adicionados em todas as cavidades das placas. Apds a solidificacdo, as
placas foram invertidas, protegidas contra a luz e incubadas em estufa com
5% de CO2. Leituras foram realizadas em 24 e 48h para contagem das
placas formadas (Hoshino et al., 1984).
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O teste PRN foi implantado para a pesquisa de anticorpos em soros
pré e pos-vacinacdo dos coelhos utilizados nos testes pré-clinicos.

3.3.1.2. CALCULO DE PRN

O calculo do PRN foi realizado obtendo-se o niumero médio de placas
dado pela razédo entre a soma do numero de placas contadas e o numero de
cavidades observadas. A partir dai, calculou-se o titulo neutralizante de
reducdo do numero de placas a 60% (Wyatt et al, 1982).

3.3.2. TECNICAS MOLECULARES

3.3.2.1. EXTRACAO DE RNAdf COM TRIZOL®

Os RNAdf foram extraidos das fezes dos animais (testes pré-clinicos)
contendo os gendtipos de rotavirus utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen,
EUA), que libera o RNAdf pelo rompimento da capside da particula viral, de
acordo com instrucdes do fabricante (Chomczynki e Sachi 1987).

Em um microtubo de 1,5 mL, suspens&o a 10% de fezes em Trizol® foi
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente (15°C a 30°C); em seguida
foram adicionados 200 pL de cloroférmio, para separacdo da fase aquosa
gue contém o RNAdf viral e ap6s 3 minutos, os microtubos foram
centrifugados por 15 minutos a 12000 x g. Ao sobrenadante foi adicionado
500 pL de alcool isopropilico (isopropanol) para precipitacao do RNAdf. Apds
10 minutos a temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados por 10
minutos a 12000 x g; o sobrenadante foi removido e descartado. Em
seguida, o sedimento foi lavado com 1000 pL de etanol a 75% (preparado na
hora do uso) e centrifugado por 5 minutos a 12000 x g. O sedimento (RNAdf
extraido) foi seco pela inversdo do microtubo em papel absorvente por 10

minutos. Em seguida, o RNAdf foi ressuspenso em 40 uL de agua MilliQ
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estéril, incubado por 10 minutos a 55°C (em bloco térmico) e estocado em
freezer -20°C.

As técnicas de RT-PCR, genotipagem, sequenciamento e analise de
sequéncias e de EGPA Lutilizadas para analise da excrecdo viral das
amostras de animais foram realizadas de acordo com o0s protocolos

descritos acima.

3.2.6. ELISA

Para o ensaio de ELISA, as amostras de fezes dos coelhos e dos
camundongos foram clarificadas pela suspenséo das fezes em tampéao Tris-
HCL 0,1 M pH 7,4 e centrifugadas a 5000 xg por 30 minutos (Pereira et al.,
1983). As suspensdes virais dos coelhos e ratos utilizados nos testes pré-
clinicos foram analisadas quanto a presenca de antigenos virais.

O kit RIDASCREEN® rotavirus (R-Biopharm AG, Darmstadt,
Alemanha) foi utilizado para o ensaio das amostras.

Na microplaca que é sensibilizada com anticorpos monoclonais contra
a proteina do capsideo do gene 6 (VP6) foram distribuidos 100 pL da
suspensao da amostra de fezes clarificadas e 100 yL dos controles positivo
e negativo. Entdo, foram adicionados a todas as cavidades 100 pL de
anticorpos monoclonais contra rotavirus monoclonais conjugado com
peroxidase e a microplaca incubada a temperatura ambiente (20 a 25°C) por
60 minutos. ApOs lavagens automatizadas (Wellwash 4 MK2, Thermo
Scientific) (5 vezes cada cavidade com 300 puL de tampédo de lavagem),
foram adicionados 100 pL do substrato (OPD) e as placas foram incubadas
a temperatura ambiente por 15 minutos, observando-se formacao de
coloracdo azul da amostra controle positiva. Por meio da adi¢ao de 50 pL do
reagente blogueador, ocorreu mudanca da coloragao azul para amarela. Na
presenca de rotavirus houve formacdo de um complexo tipo sanduiche dos
anticorpos imobilizados, antigenos de rotavirus e anticorpos conjugados. Os

anticorpos marcados com enzimas nao ligadas foram retirados com a
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lavagem. A leitura da absorbancia (450 nm) proporcional a concentracao de
rotavirus presente na amostra foi realizada em espectrofotbmetro de placa
(Multiskan FC, Thermo Scientific).

Para o calculo do valor do cut off, 0,15 foi acrescentado ao valor de
absorbancia do controle negativo. Amostras com o valor de absorbancia
acima de 10% do valor do cut off foram consideradas positivas e amostras
que ficaram abaixo de 10%, negativas. Amostras que tiveram valor de
absorbancia dentro deste intervalo de 10% do cut off foram repetidas com

novo inéculo.
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4. RESULTADOS

A implantacdo dos testes de poténcia e identidade viral utilizada no
desenvolvimento e controle de qualidade da vacina contra rotavirus
produzida pelo Instituto Butantan (IB) possibilitou a anélise das amostras de
rotavirus vacinais padrédo e as amostras do banco semente, banco primario e
da vacina.

As amostras de fezes e de soro dos animais empregados em testes
pré-clinicos foram analisadas quanto a excrecdo viral (coelhos e
camundongos) e a presenca de anticorpos neutralizantes contra rotavirus
pos-vacinacao (coelhos). Esses testes serdo utilizados nos ensaios clinicos

de fase | da vacina produzida pelo IB.

4.1. RESULTADOS DAS ANALISES DA VACINA CONTRA ROTAVIRUS

4.1.1. PADRONIZACAO DE TECNICAS DE PLAQUEAMENTO

A padronizacdo do teste de plagueamento (PFU) foi realizada a
partir da técnica de Hoshino et al. (1984) com algumas modificacdes.

Inicialmente estabeleceram-se diferentes concentracdes de células
(200.000, 250.000, 300.000, 350.000 e 400.000 células/mL) da linhagem
MA104, subcultivadas em placas de 6 cavidades para se observar o tempo
necessario para a confluéncia da monocamada celular. A concentracao ideal
determinada foi de 350.000 células/mL e 3 dias para formacdo da
monocamada.

Para o preparo do meio semi-solido (overlay) utilizado nas reacoes de
Plagueamento foram testados diferentes pHs e, frente a variacdes
observadas para o plaqueamento, o pH do meio foi ajustado para pH 7,0,

sempre que houve necessidade, fator crucial para a formagéao de placas. O
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ajuste do pH foi realizado utilizando-se solucdo de bicarbonato de sédio a 10% ou
solucéo de acido cloridrico (HCI) a 10%.

Também foi observado que para a eficiéncia do plagueamento as culturas
celulares ndo devem ultrapassar a passagem 76.

Para se obter os titulos dos virus padrao fornecidos pelo NIH foram realizadas
trés titulacbes independentes, em duplicata, para todos os virus e calculadas as
médias dos resultados, determinando assim o titulo de cada virus para utilizagdo nos

testes de neutralizacéo.

4.1.2. IMPLANTACAO DOS TESTES DE POTENCIA NAS AMOST RAS VACINAIS

Apoés a padronizacdo do teste de plaqueamento para titulacdo dos rotavirus
das amostras vacinais dos cinco genétipos estudados, as amostras do banco
semente, banco primario e das vacinas monovalentes foram tituladas: 35 amostras
UK-G1, 55 amostras UK-G2, 38 amostras UK-G3, 36 amostras UK-G4 e 36
amostras UK-G9, obtendo-se titulos que variaram de 10° a 10’. Exemplo da titulagéo

das amostras virais, determinado em PFU/mL esta representado na Figura 4 .

CC 10° 0

10? 10° 0!

A

Figura 4. Método de plagueamento em cultura celular (PFU/mL). (A) rotavirus
genotipo G9 e (B) rotavirus genoétipo G1. As imagens foram obtidas apos coloragéo

com cristal de violeta.
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4.1.3. TECNICAS MOLECULARES PARA TESTES DE IDENTIDADE
GENETICA

As amostras analisadas quanto a identidade genética para rotavirus,
foram genotipadas pela técnica de RT-PCR, utilizando os pools de primers
apresentados nas Tabelas 2 e 3. Exemplos dos produtos de DNA obtidos
pela amplificacdo do gene 9 (1062 pb) e do gene 4 (876 pb) podem ser
visualizados na Figura 5.

1062 pb
876 pb

600 pb

e
-
N
——
—e
e
S
)
n

Figura 5. Amostras representativas dos produtos da amplificacdo de
rotavirus vacinais padrdo e banco semente, banco priméario e protétipos
vacinais, observados em gel de agarose: canaletas 1 a 5 - produtos do gene
9; canaletas 6 a 10 - produtos do gene 4; PM - 100 pb — DNA Ladder; B -

branco (controle de contaminagao).

Exemplos de produtos de DNA obtidos pela amplificacdo dos
gendtipos G1 (749 pb), G2 (652 pb), G3 (374 pb), G4 (583 pb), G9 (306 pb)
podem ser visualizados na Figura 6 e dos genétipos P[5] (UK) (585 pb) na
Figura 7.
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Figura 6: Amostras representativas dos genétipos G identificados nas
amostras vacinais: canaletas 1-2 (G1); canaletas 3-4 (G2); canaletas 5-6
(G3); canaletas 7-8 (G4); canaletas 9-10 (G9), produtos de PCR observados
em gel de agarose; PM - 100 pb — DNA Ladder; B, branco (controle de

contaminacgdao).

Figura 7: Amostras representativas do genétipo P[5] (UK) identificado
nas amostras vacinais: canaletas 1 a 10, produtos de PCR (585 pb)
observados em gel de agarose; PM - 100 pb — DNA Ladder; B, branco

(controle de contaminacao).
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4.1.4. SEQUENCIAMENTO GENOMICO DAS AMOSTRAS VACINAIS

O gene 9 de todas as amostras vacinais foi analisado por
sequenciamento. As sequéncias de nucleotideos obtidas foram alinhadas e
comparadas com o0s respectivos padrdes. As sequéncias das amostras
genodtipos G1, G3, G4 e G9 apresentaram 99,3% a 100% de identidade
quando comparadas as sequéncias padrdao. Exemplos dos resultados
obtidos estdo demonstrados na Tabela 4 e na Figura 8. As sequéncias de
aminoécidos deduzidos destas mesmas amostras foram analisadas obtendo-
se 100% de identidade (Tabela 4a).
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Tabela 4. Analise de similaridade das seqiéncias de nucleotideos do gene 9 de amostras vacinais representativas de rotavirus e seqiéncias

padroes.
PADRAO B B B IB PADRAO IB B B IB° PADRAO IB B B IB° PADRAO B B B B

G1 01.08 06.08 01.09 06.09 G3 03.08 08.08 02.09 18.09 G4 04.08 09.08 04.09 33.09 G9 05.08 10.08 05.09 16.09
PADRAO G1 100,0 100,0 100,0 1000 72,9 729 729 728 729 75,2 752 751 752 752 73,0 730 724 725 733
IB 01.08 100,0 100,0 100,0 729 729 729 728 729 75,2 752 751 752 752 73,0 730 726 729 732
IB 06.08 1000 1000 72,9 729 729 728 729 75,2 752 751 752 752 73,0 730 726 729 732
IB 01.09 99,9 72,9 729 729 736 737 75,4 752 751 754 753 73,0 730 724 733 732
IB 06.09 72,8 729 729 732 738 75,2 751 750 751 753 73,0 730 724 732 732
PADRAO G3 100,0 1000 99,9 1000 74,7 748 746 748 748 77,6 776 773 716 7716
IB 03.08 100,0 99,9 1000 74,7 747 744  T4T 74T 77,6 776 774 716 7716
IB 08.08 99,9 1000 74,7 748 744  TAT 74T 77,6 776 774 716 716
IB 02.09 99,2 75,0 752 750 750 745 77,6 774 772 780 763
IB 18.09 74,3 748 746 748 745 77,6 776 773 765 781
PADRAO G4 100,0 99,7 993 1000 756 756 751 749 752
IB 04.08 99,7 1000 100,0 751 751 748 751 751
IB 09.08 99,7 99,7 74,8 754 746 748 748
IB 04.09 100,0 75,1 75,6 75,1 74,4 75,1
IB 33.09 75,1 756 751 742 745
PADRAO G9 100,0 99,7 99,7 100,0
IB 05.08 99,9 99,9 100,
IB 10.08 99,7 99,9
IB 05.09 98,0

IB 16.09




B 08.08
PADRAO G3
I IB 03.08
L‘ 1B 02.09

1B 18.09
r 1B 05.08
- 1B 10.08
Il PADRAD GO
|_- 1B 05.09
— IB 16.09
IB 33.09
PADRAD G4
1B 09.08
[ B 04.09

B 04.08

B 01.08
’-' 1B 06.08

PADRAD G1
i IB 01.09
IB 05.09

16.4

16 14 12 10 2 ] 4 2 ]
Mucleotide Substitutions (x100)

Figura 8: Dendograma indicando identidade das sequéncias de
nucleotideos de amostras representativas dos genoétipos G1, G3, G4 e G9
da vacina contra rotavirus comparadas as sequéncias dos respectivos

padrdes. A escala indica o numero de residuos de nucleotideos divergentes.
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Tabela 4a. Analise de similaridade das sequéncias de aminoacidos do gene 9 de amostras vacinais representativas de rotavirus e sequéncias

padroes.
PADRAO B B B IB PADRAO IB B B IB° PADRAO IB B B IB° PADRAO B B B B

G1 01.08 06.08 01.09 06.09 G3 03.08 08.08 02.09 18.09 G4 04.08 09.08 04.09 33.09 G9 05.08 10.08 05.09 16.09
PADRAO G1 100,0 100,0 100,0 1000 80,2 80,2 80,2 802 802 75,9 759 759 759 759 76,7 76,7 76,7 767 767
IB 01.08 100,0 100,0 100,0 80,2 80,2 80,2 802 80,2 75,9 759 759 759 759 76,7 76,7 76,7 767 767
IB 06.08 1000 1000 80,2 80,2 80,2 802 802 75,9 759 759 759 759 76,7 76,7 76,7 767 767
IB 01.09 1000 80,2 80,2 80,2 802 802 75,9 759 759 759 759 76,7 76,7 76,7 767 767
IB 06.09 80,2 80,2 80,2 802 802 75,9 759 759 759 759 76,7 76,7 767 767 767
PADRAO G3 100,0 100,0 100,0 1000 76,3 763 763 763 763 84,4 84,4 844 844 844
IB 03.08 100,0 100,0 100,0 76,3 763 763 763 763 84,4 84,4 844 844 844
IB 08.08 100,0 1000 76,3 763 763 763 763 84,4 84,4 844 844 844
IB 02.09 1000 76,3 763 763 763 763 84,4 84,4 844 844 844
IB 18.09 76,3 763 763 763 763 84,4 84,4 844 844 844
PADRAO G4 1000 100,0 100,0 1000 79,0 790 790 790 790
IB 04.08 1000 100,0 100,0 79,0 790 790 790 790
IB 09.08 1000 100,0 79,0 790 790 790 790
IB 04.09 1000 79,0 790 790 790 790
IB 33.09 79,0 790 790 790 790
PADRAO G9 100,0 100,0 100,0 100,0
IB 05.08 100,0 100,0 100,0
IB 10.08 100,0  100,0
IB 05.09 100,0

IB 16.09




O sequenciamento das amostras G2 foi realizado a partir do produto
obtido com o pool de primers aCT2 — anti A1. As sequéncias das amostras
genotipos G2 apresentaram 100% de identidade quando comparadas as
sequéncias das amostras padrao respectivas. O sequenciamento do gene 4,
gendtipo P[5] (UK) das amostras vacinais, realizado a partir do produto
obtido do primer especifico, apresentou 100% de identidade. Exemplos dos
resultados obtidos estdo demonstrados nas Tabelas 5 e 6 e nas Figuras 9 e

10, respectivamente.

Tabela 5. Identidade das sequéncias de nucleotideos do gendtipo G2

das amostras vacinais representativas de rotavirus e sequéncia padrao G2.

PADRAO PADRAO
IB36.08 I1B21.09 1IB28.09 IB 30.09

G2
PADRAO G2 100,0 100,0 100,0 100,0 75,0
IB 36.08 100,0 100,0 100,0 74,7
IB 21.09 100,0 100,0 74,7
IB 28.09 100,0 74,7
IB 30.09 74,7
PADRAO G1
1B 28.09
1B 30.049
1B 21.09
|_ 1B 36.08
T PADRAD G2
156 | . . | | | | | PADRAD 31
14 12 10 ] 5} 4 2 ]

Mucleotide Substitutions (x100)

Figura 9: Dendograma indicando identidade das sequéncias de
nucleotideos de amostras representativas do genotipo G2 da vacina contra
rotavirus comparadas a sequéncia da amostra UK-G2 padrdo. A escala

indica o numero de residuos de nucleotideos divergentes.
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Tabela 6. Andlise de similaridade das sequéncias de nucleotideos da amostra UK das amostras vacinais representativas de rotavirus e
sequéncia padrao UK.

1B 1B 1B 1B IB IB IB IB IB 1B 1B 1B 1B 1B 1B 1B 1B PADRAO PADRAO
05.07 01.08 03.08 04.08 05.08 08.08 09.08 10.08 12.08 15.08 19.08 37.08 15.09 20.09 30.09 31/09 32.09 NCDV UK
IB 05.07 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,00 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 89,3 100,0
IB 01.08 100,0 100,0 100,00 100,0 00,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 89,3 100,0
IB 03.08 100,0 100,0 100,0 100,0 100,00 100,0 100,0 100,0 100,00 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 89,3 100,0
IB 04.08 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 89,3 100,0
IB 05.08 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,06 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 89,3 100,0
IB 08.08 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 89,3 100,0
IB 09.08 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 89,3 100,0
IB 10.08 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 89,3 100,0
IB 12.08 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 89,3 100,0
IB 15.08 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 89,3 100,0
IB 19.08 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 89,3 100,0
IB 37.08 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 89,3 100,0
IB 15.09 100,0 100,0 100,0 100,0 89,3 100,0
1B 20.09 100,0 100,0 100,0 89,3 100,0
IB 30.09 100,0 100,0 89,3 100,0
IB 31/09 100,0 89,3 100,0
IB 32.09 89,3 100,0
e

PADRAO UK
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Figura 10: Dendograma indicando identidade das sequéncias de
nucleotideos do gene 4 de amostras representativas da vacina contra
rotavirus comparadas a sequéncia da amostra padrdo UK e amostra padréo
NCDV (rotavirus animal). A escala indica o numero de residuos de

nucleotideos divergentes.

4.1.5. ANALISE DO PERFIL ELETROFORETICO
O genoma das amostras vacinais foi avaliado quanto ao perfil

eletroforético em gel de poliacrilamida no ensaio de EGPA. Exemplos dos

perfis encontrados estao representados na Figura 11.
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Figura 11: EGPA — perfil eletroforético de amostras representativas
dos gendtipos utilizados na vacina: canaletas 1 a 5: reassortants UK-G1, UK-
G2, UK-G3, UK-G4 e UK-G9; amostras padrao de rotavirus SA11 (rotavirus
simio) e UK (rotavirus bovino).
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4.2. RESULTADOS DOS TESTES PRE-CLINICOS DE EXCRECAO E
PRESENCA DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES EM ANIMAIS

4.2.1. PADRONIZACAO DA TECNICA DE NEUTRALIZACAO DE
REDUCAO DE PLACAS

O teste de neutralizacdo de reducdo de placas (PRN) foi
padronizado utilizando-se soros de voluntarios pré e pos-infeccao natural por
rotavirus genotipos G1 e G9. Os testes foram realizados em trés reacdes
independentes e as médias dos resultados obtidos estdo apresentadas na
Tabela 7.

Tabela 7. Resultados do Teste de Neutralizacdo por Reducdo de
Placas (PRN) contra rotavirus em amostras pareadas de soro de voluntarios
com gastroenterite com excrecdo de rotavirus genotipo G1 (caso 1) e G9

(caso 2).

UK-G1 UK-G2 UK-G3 UK-G4 UK-G9

S1 S2 S1 S2 S1 S2 Si S2 Si S2

CASO 1 80 1280* 160 320 40 40 160 320 80 160
CASO2 <40 640 40 160 320 320 160 160 160 1280*

©) Soroconverséo = aumento de 4 vezes no titulo de anticorpos entre

soros coletados na fase aguda e fase convalescente.
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4.2.2. IMPLANTACAO DA REACAO DE NEUTRALIZACAO DE REDUCAO
DE PLACAS

Apo6s padronizacao do teste, algumas amostras de soros dos coelhos
pré e pdés-imunizacéo, coletados nos dias 0, 13 e 21, foram analisadas por
soroneutralizacdo (PRN) frente aos antigenos padrdo dos 5 genotipos
presentes na vacina contra rotavirus. Exemplos de alguns dos titulos obtidos

estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Resultados de Neutralizagdo de Reducao de Placas (PRN)

contra rotavirus em amostras pareadas de soro de coelho pré e pés-

imunizacao.
Titulo de anticorpos neutralizantes X Gendétipos de
rotavirus
DPI UK-G1 UK-G2 UK-G3 UK-G4 UK-G9
0 640 640 640 640 160
Coelho 13 2560 2560 640 10240 640
21 2560 2560 2560 10240 640

DPI = Dias p0s-inoculagéo

Atualmente, o teste esta sendo utilizado para a pesquisa de
anticorpos em soros pré e pos-vacinacdo de voluntarios utilizados na fase |
dos testes clinicos da vacina contra rotavirus produzida pelo Instituto

Butantan.

4.2.3. ELISA

Todas as 210 amostras de fezes de coelhos e as 210 de
camundongos coletadas nos dias DO, D1, D2, D8, D9, D15 e D16 foram
analisadas por ELISA para verificagdo da excrecdo viral. Sete coelhos

excretaram rotavirus nas fezes. Essas amostras positivas foram identificadas
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em fezes de coelhos que receberam placebo e que foram coletadas no dia
DO (zero) e no dia D8 (Tabela 9). Nenhum camundongo excretou rotavirus

nas fezes.

Tabela 9. Resultados de excrec¢ao viral em coelhos inoculados com o
a vacina contra rotavirus. Amostras de fezes coletadas nos dias DO, D1, D2,
D8, D9, D15 e D16.

RESULTADOS
VIA COELHOS GENOTIPAGEM
GRUPOS - ; ELISA
SEXO INOCULACAO NUMERO G/P
1 Dose Grupo 1 MACHO Oral N° 01 - 05 Negativo -
2,6 x 10°
PEU/dose  Grupo2  MACHO Ip N° 06 - 10 Negativo -
FEMEA .
3 Doses Grupo 3 Oral N°11-15 Negativo -
6 A
1 x 10 FEMEA . _
PFU/dose  Grupo 4 Ip N° 16 - 20 Negativo -
FEMEA "
Grupo 5 Oral N°21-25 L Positivo DO G3P[?]
2 positivos D8
3 Doses ~
Placebo FEMEA/ "
Grupo6  MACHO Ip N°26-30 2 Positivos DO G3P[?]

2 positivos D8

D= Dia de coleta (0 e 8)
Ip = Intraperitoneal

4.2.4. TECNICAS MOLECULARES PARA TESTES DE IDENTIDADE
GENETICA

As amostras de coelhos positivos foram identificadas como rotavirus
genotipo G3P[?] pela técnica de RT-PCR, utilizando os primers da Tabela 2.
Os produtos de DNA obtidos pela amplificacdo dos genes 9 podem ser

visualizados na Figura 12.
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374 pb

Figura 12: Produtos de PCR observados em gel de agarose das
amostras dos coelhos positivos para rotavirus. Canaletas 1 a 7: genétipos
G3 (VP7); PM - 100 pb - DNA Ladder; B, branco (controle de

contaminagao).

4.2.5. SEQUENCIAMENTO GENOMICO DAS AMOSTRAS ANIMAIS

Os produtos de PCR do gene 9 de seis amostras de coelhos foram
sequenciados e as sequéncias obtidas foram alinhadas e comparadas com a
sequéncia da amostra padréao vacinal UK-G3 e de seqiéncias de amostras
G3 de origem animal disponiveis no GenBank. Foi observada 78,1% de
identidade entre as sequéncias dos coelhos e do padrao vacinal UK-G3. A
analise das sequéncias dos coelhos quando comparadas com as sequéncias
de coelho disponiveis no GenBank: AF528201 e AF528204 demonstraram
83,2% de identidade. Os resultados estdo representados na Tabela 10 e
Figura 13.

Em relacdo as sequéncias dos aminoacidos deduzidos do gene 9,
houve 94,4% de identidade entre as sequéncias dos coelhos e as
sequéncias de coelho disponiveis no GenBank: AF528201 e AF528204
(Tabela 10a e Figura 13a).
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Tabela 10. Identidade das sequéncias de nucleotideos do gendétipo G3 identificados em fezes de coelhos inoculados com rotavirus.

PADRAO PADRAO PADRAO PADRAO CDO CDO CDO CD8 CD8 CD83 AFE528201 AE528204

G3 Gl G4 G9 24 31 32 24 31 2

PADRAO G3 68,2 69,6 74,7 78,1 78,1 78,1 78,1 78,1 78,1 77,3 77,3
PADRAO G1 71,6 67,4 68,9 68,9 68,9 68,9 68,9 68,9 67,7 67,7
PADRAO G4 70,9 69,5 69,5 69,5 69,5 69,5 69,5 67,6 67,6
PADRAO G9 76,0 76,0 76,0 76,0 76,0 76,0 73,4 73,4
CDO0 24 1000 100,0 100,06 100,0 100,0 83,2 83,2
CDO 31 100,0 100,0 100,060 100,0 83,2 83,2
CDO0 32 100,0 100,0 100,0 83,2 83,2
CD8 24 100,0 100,0 83,2 83,2
CD8 31 100,0 83,2 83,2
CD832 83,2 83,2
AF528201 100,0

AF528204
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Figura 13. Dendograma indicando identidade das sequéncias de
nucleotideos das amostras de genétipo G3 de coelhos inoculados com
rotavirus comparadas a sequéncia da amostra padrao UK-G3 e amostras
padrao UK-G1, UK-G4 e UK-G9 e amostras de coelhos do Genbank:
AF528201 e AF528204. A escala indica o numero de residuos de
nucleotideos divergentes.
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Tabela 10a. Identidade das seqiiéncias de aminoacidos do genotipo G3 identificados em fezes de coelhos inoculados com rotavirus.

PA'?;AO G cooar D0 D8 CD® cpgaz  AFs2s201  AF528204 PADRAO G3
CDO 24 1000 1000 1000 1000  100,0 94,4 94,4 92,6
CDO 31 1000 1000 1000  100,0 94,4 94,4 92,6
CDO 32 1000 1000  100,0 94,4 94,4 92,6
CD8 24 1000  100,0 94,4 94,4 92,6
CcD8 31 100,0 94,4 94,4 92,6
CD832 94,4 94,4 92,6
AF528201 95,9 89,9
AF528204 91,4

PADRAO G3
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Figura 13a. Dendograma indicando identidade das sequéncias de
aminoacidos das amostras de genoétipo G3 de coelhos inoculados com
rotavirus comparadas a sequéncia da amostra padrdo UK-G3 e amostras de
coelho do GenBank: AF528201 e AF528204. A escala indica o numero de
residuos de nucleotideos divergentes.

As sequéncias de aminoacidos deduzidas das amostras de G3 de
coelhos inoculados com rotavirus foram comparadas, analisando-se as
regibes hipervariaveis A, B, C, D, E e F (Figura 14). Em relacdo as outras
amostras de coelhos encontradas no GenBank (AF528201 e AF528204)
foram observadas 2, 1, 1, 1, 3, substituicdes nas regides A, B, C, D e E,
respectivamente. N&o foram encontradas substituicbes na regido F,
comparando-se as amostras estudadas e as de coelhos.

Todas as amostras apresentam um sitio glicosilado localizado no aa
69 (Asn), que é encontrado em todos os sorotipos G3 de Lapine e tende a
ser conservado entre todas as amostras de rotavirus G3.

O gene 4 de rotavirus dos coelhos ainda estd sendo estudado. Nao
houve formacdo de produtos de PCR utilizando os primers classicos,
entretanto primers especificos para o gene 4 de coelhos: P[22] e P[14] estéo

sendo sintetizados.
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Figura 14. Sequéncias de aminoacidos deduzidas das seqiéncias de
nucleotideos do gene 9 das amostras de coelhos inoculados com rotavirus.
Comparacédo entre as amostras estudadas e a amostra padrdo UK-G3 e
amostras de rotavirus de coelho encontradas no GenBank. Os reténgulos
representam respectivamente as regifes antigénicas hipervariaveis A, B, C, D,

E e F do gene 9 dos rotavirus.
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5. DISCUSSAO

Rotavirus sdo a causa mais comum de diarréia aguda grave em
criancas. A incidéncia € aproximadamente a mesma em todo o mundo,
independente da qualidade da &gua, higiene e condi¢cdes socio-econdmicas.
O rotavirus é resistente e altamente contagioso. Quase todas as criancas
sao infectadas por rotavirus antes dos 2 anos de idade, faixa etaria de maior
risco para formas graves da doenca diarréica (Parashar et al, 2006).

Para reduzir o indice de mortalidade e hospitalizacdo em criancas de
todo o mundo, varios estudos para desenvolvimento de vacinas contra
rotavirus tém sido realizados desde o inicio da década de 80. Atualmente, ha
trés vacinas licenciadas sendo administradas em vérias regides do mundo, e
outras em fase de desenvolvimento. A diversidade genética e antigénica dos
rotavirus gera discussdes sobre a composicdo da vacina a ser empregada
nos diversos paises bem como, sobre a seguranca dessa vacina apés
administracdo em larga escala na populacéo (Estes e Kapikian, 2007).

No Brasil a vacina contra rotavirus Rotarix® (GlaxoSmithKline),
monovalente (G1P[8]), foi licenciada em 2005 e introduzida em marco de
2006 no Programa Nacional de Imuniza¢des do Brasil pelo Ministério da
Saude (MS). Paralelamente, o Instituto Butantan (IB) estabeleceu parceria
com o NIH (National Institute of Health, EUA) para o repasse de tecnologia
da vacina contra rotavirus BRV (UK), tetravalente, desenvolvida a partir de
rotavirus reassortant humano-bovino (G1-4 humano - UK), com o
financiamento do MS e de organizacdes internacionais. Outros laboratorios
da india, China, além do Brasil estdo desenvolvendo a mesma plataforma
com o apoio da PATH (Program for Appropriate Technologies in Health;
http://www.path.org/projects/rotavirus_vaccine.php).

Devido a experiéncia em rotavirus, o Instituto Adolfo Lutz (IAL) foi
convidado a participar do controle de qualidade da vacina produzida pelo IB,
na realizacdo dos testes de poténcia e de identidade genética das amostras
vacinais, e dos testes pré-clinicos da vacina contra rotavirus. Com essa nova

atribuicdo, varias metodologias precisaram ser padronizadas e implantadas
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para utilizacdo nos testes de poténcia e identidade genética nas diferentes
etapas de producédo da vacina e nas fases de ensaios pré-clinicos da vacina
contra rotavirus BRV-UK/Hu.

Este trabalho apresenta a padronizacdo e implantacdo de
metodologias para ensaios necessarios as analises citadas, de acordo com
as recomendacdes da OMS e da ANVISA para producéo de vacinas (WHO,
2005).

Para se verificar a poténcia das amostras virais das vacinas
monovalentes foi escolhida a técnica de titulacdo viral por plaqueamento
(PFU), visto que os rotavirus apresentam efeito citopatico ndo caracteristico
(Wyatt et al, 1980). A técnica de plagueamento, descrita por Hoshino et al.
(1984) e j& empregada por Timenetsky et al (1998), necessitou de
adaptacdes para utilizacdo nas metodologias propostas. Inicialmente, foram
realizados ensaios para a determinagédo da concentracéo celular ideal para a
formacdo da monocamada de células para a realizacdo dos testes e da
sensibilidade das culturas celulares para o plagueamento. As amostras
vacinais foram produzidas em culturas celulares da linhagem Vero (rim de
macaco verde) de baixa passagem, porém os testes foram realizados em
células MA104. A linhagem MA104 foi escolhida por ser mais sensivel para a
replicacdo dos rotavirus facilitando a visualizagdo das placas, em relacdo ao
tamanho e tempo de formacdo de placas de lise e por maior facilidade de
subcultivo (Smith et al.,, 1979). As culturas celulares de MA104 foram
utilizadas da passagem 55 a 76, pois foi observado o limite de co-cultivos
para a obtencdo de placas de lise que permitissem leituras. Foi observado
que as culturas celulares com passagem superior a 76 (77 a 82)
apresentavam irregularidade na formacao das placas de lise, ndo ocorrendo
uniformidade de resultados. Wyatt et al (1980) em seu estudo para
isolamento de rotavirus em cultura celular comenta a necessidade de
utilizacéo da linhagem MA104 até o limite de 72 co-cultivos.

A necessidade de ajuste do pH do meio semi-sélido (overlay), para
possibilitar a formacdo de placas de lise, também foi observada. Este

detalhe ndo estad apontado em nenhuma das técnicas consultadas (Hoshino
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et al., 1984, Wyatt et al., 1982) nem mesmo foi observado pelo laboratdério de
referéncia em rotavirus (NIH).

Varios investigadores (Dahling et al, 1989) tém indicado possiveis
fatores que podem contribuir para erros na contagem de placas de lise.
Esses incluem particulas toxicas ou amostras que causem crescimento
irregular das células; contaminacdo bacteriana ou fungica que podem
produzir colénias rodeadas por areas de lise que podem ser confundidas por
placas de virus; material estranho (como particulas, bolhas de ar e
irregularidades da monocamada celular) que pode combinar para produzir
aparéncia de areas de lise por virus na monocamada celular. Placas virais
verdadeiras sdo usualmente arredondadas uniformemente e opacas,
aumentando o tamanho circular diariamente e ndo apresentam pontos
centrais.

Para a padronizacao da técnica de titulacdo viral por plagueamento
foram utilizadas amostras padrdo de rotavirus cedidas pelo NIH. A
metodologia padronizada no IAL foi repassada para o IB para ser
empregada na titulagéo dos lotes de vacina em producéo, e o IAL realizou o
controle de qualidade dos testes de poténcia da vacina produzida. Para a
validacdo do teste de titulagdo por plagueamento, as mesmas amostras
virais foram testadas em duplicata nos laboratorios de rotavirus do IAL, IB e
NIH para controle de qualidade externo.

Amostras de virus vacinais coletadas nas diferentes etapas de
producdo da vacina foram tituladas pela técnica de plagueamento,
resultando em titulos por unidade formadora de placa (PFU) por mL. Os
ensaios foram utilizados como teste de poténcia das amostras vacinais, para
o calculo da concentracdo necessaria para a composi¢cdo da vacina
pentavalente de rotavirus. O chamado “teste de poténcia” para a vacina de
rotavirus é realizado pela metodologia de PFU que resulta na concentracéo
dos virus presentes em cada amostra vacinal.

Amostras de rotavirus padréo também foram tituladas pela técnica de
plagueamento para serem utlizadas na padronizagdo da reacdo de

soroneutralizacdo (PRN) e para os testes realizados nos soros de animais
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utilizados nos testes pré-clinicos. O titulo dos virus padréo foi determinado
pela média dos titulos de trés reacdes independentes para cada tipo de
rotavirus (Wyatt et al, 1982). A técnica foi criteriosamente adaptada para
permitir a reprodutibilidade dos resultados. Na auséncia de soros padréo, a
metodologia foi padronizada utilizando-se soros de voluntérios pré e pos-
infeccdo natural por rotavirus genotipos G1 e G9 (Tabela 4) e amostras de
rotavirus padrdo (UK-G1-4 e G9). A soroconversao nesses voluntarios
ocorreu para o antigeno especifico com o qual o individuo havia se
infectado, embora apresentassem titulo de anticorpos neutralizantes contra
0S outros antigenos. Este fato é esperado ja que o0s soros testados
pertenciam a individuos adultos, que certamente ja tiveram contato com
rotavirus e, portanto, apresentam anticorpos contra rotavirus no intestino que
podem causar imunidade cruzada. Estudo divulgado por Ward et al (1989)
observou que todos os adultos utilizados em seu estudo haviam sido
infectados por rotavirus anteriormente, pois possuiam anticorpos
neutralizantes contra esse virus. Apesar da presenca de anticorpos a
diarréia causada por rotavirus em adultos é resultado de reinfec¢do devido a
exposicao a diferentes sorotipos de rotavirus (Ward et al, 1986).

Cao et al (2009) estudando a resposta sorologica em bezerros
desafiados com vacina de rotavirus, verificaram conversao sorologica para
mais de um sorotipo simultaneamente, sugerindo a presenca de varios
anticorpos especificos no intestino dos voluntdrios no momento da
vacinacao.

Kapikian et al (1983) demonstraram que a vacinacao contra rotavirus
induziu em voluntarios adultos a producdo de anticorpos neutralizantes
contra a vacina e também, contra outros sorotipos. Os anticorpos
heterotipicos eram produzidos devidos, em parte, a resposta de memaria as
infec¢Bes prévias por rotavirus. No entanto, respostas heterotipicas também
sdo relatadas em criancas, muitas das quais provavelmente ja tiveram
infeccdo priméaria por rotavirus (Chiba et al., 1986, Clark et al., 1985).
Infecgdes primarias por rotavirus induzem a resposta humoral sorotipo-

especifica provendo imunidade homotipica. Prote¢cdo parcial contra
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infeccbes subseqlientes por outros sorotipos de rotavirus também
desenvolve e aumenta com o numero de re-infec¢cdes (Velazquez et al.,
1996). Infeccdo natural ou vacinacdo apropriada parecem proteger contra
diarréia grave nas infec¢des subseqlientes, mesmo se o0 sorotipo do virus for
diferente daquele observado na infeccdo prévia ou daquele utilizado na
vacina (Velazquez et al.,, 1996, Franco et al.,, 2006). Reinfeccbes por
rotavirus sdo comuns em pessoas de todas as idades, mas os sintomas da
doenca sdo geralmente menos grave em adultos, sendo comum infeccdes
sub-clinicas (Ward et al., 1989).

A padronizacdo e implantagdo da técnica de Neutralizagdo de
Reducdo de Placas (PRN) permitiram a deteccdo de anticorpos para cada
sorotipo que compde a vacina polivalente, metodologia esta necessaria para
os testes clinicos da vacina de rotavirus. Essa técnica foi utilizada em outros
testes clinicos como os da vacina RRV-TV (Rotashield®, BioVirx, EUA) e
BRV-UK realizados entre 1997 e 1999, na Finlandia.

A técnica de PRN é altamente especifica, mas apresenta limitacdes
por ser extremamente laboriosa e demorada. Outras técnicas estdo sendo
padronizadas para agilizar os testes clinicos de fase Il e lll, como a técnica
neutralizacdo de foco fluorescente (Knowlton et al.,, 1991) e a do ensaio
imunoenzimético (ELISA) para a deteccao de IgA.

As técnicas que se baseiam na deteccdo de foco fluorescente, como
a titulacao (FFU) e a neutralizacdo (NFF) (Knowlton et al., 1991) demandam
menor tempo para a execucao e, por serem realizadas em microplacas de
96 orificios, permite a execuc¢do simultanea de maior nimero de amostras.
Essas técnicas utilizam anticorpos monoclonais especificos para cada
sorotipo de rotavirus. Até o momento, o Nucleo de Doencas Entéricas ndo
dispbe de anticorpos monoclonais especificos para os sorotipos G3 (UK-G3)
e G9 (UK-G9), componentes da vacina produzida no IB. Devido a problemas
operacionais a companhia internacional responsavel pela produgdo e
distribuicdo dos reagentes padrdo ainda ndo conseguiu produzir esses

reagentes em escala suficiente para suprir os laboratorios produtores,
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impossibilitando a utilizacdo das técnicas de fluorescéncia para a titulacao
viral e testes pré-clinicos.

Para estudo da resposta imune em voluntarios vacinados com a
vacina de rotavirus esta sendo padronizada a técnica de ELISA para a
deteccdo de IgA. Essa técnica sera utilizada nos testes clinicos de Fase |, Il
e I, utilizando reagentes padronizados e distribuidos a todos os laboratérios
que participardo dos testes vacinais. A deteccdo da IgA secretada pela
superficie da mucosa intestinal pode ser um importante marcador de
resposta imunoldgica associado com protecdo a infeccdo e doenca
moderada a grave. No entanto, esta correlagdo ndo estabelece
necessariamente que as imunoglobulinas do tipo IgA sdo o unico mediador
de protecdo, mas que este é um importante marcador de protecdo
imunologica (Velazquez et al., 2000).

Em relacdo aos testes de identidade genética, foram utilizados
protocolos previamente padronizados (Gentsh et al, 1992, Gouvéa et al,
1990, 1994, Timenetsky et al, 1994, 1998) e implantados no Nucleo de
Doencas Entéricas desde 1995. Os protocolos para os testes de identidade
genética dos protétipos vacinais reassortants foram padronizados utilizando-
se amostras padrdo recebidas do NIH, realizadas por 3 analistas
independentemente. Essas amostras foram utilizadas como controles nos
testes de identidade genética das aliquotas dos virus obtidos nas diferentes
etapas de producédo da vacina.

As sequéncias obtidas dos genes codificadores da VP7 e da VP4 das
amostras vacinais foram comparadas as seqUéncias dos virus padrdes
apresentando alta identidade genética.

A padronizacdo da técnica de sequenciamento dos virus G2 (UK-G2)
foi possivel com o emprego de pool de primer especifico para o gene 9
reassortant G2 (UK-G2). A ndo amplificacdo de todo o gene 9 de algumas
amostras de gendtipo G2, utilizando os pools de primer Beg9-End9 e antiAl-
RVGY, exigiu alteragbes no protocolo como a utilizagdo de diferentes
guantidades de amostra de RNAdf (5uL e 3puL), na tentativa de reduzir

possiveis inibidores da reagdo de RT-PCR. Para aumentar a sensibilidade
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da RT-PCR diminuiu-se a temperatura de anelamento, com diminui¢do da
especificidade da reacdo. Verificou-se que a amplificacdo de produtos
reassortants UK-G2 so6 foi possivel com a utilizagdo do pool de primers anti
Al1-aCT2, possibilitando, assim o sequenciamento dos produtos com 100%
de identidade genética com a amostra padréo.

O mesmo ocorreu em relacdo ao gene 4 de algumas amostras, que
nao foram amplificadas utilizando o pool de primer Con2-Con3 e, entao, o
sequenciamento foi realizado a partir do produto de PCR gendétipo P[5] (UK).
Todas as amostras apresentaram 100% de identidade em comparagdo a
amostra padréo.

Segundo recomendacfes da OMS e ANVISA, para verificacdo da
identidade genética das amostras vacinais deve se proceder a analise
molecular por sequenciamento do gene 9 dos produtos obtidos nas
diferentes fases da producgéo da vacina.

Algumas das amostras vacinais estudadas neste trabalho foram
enviadas ao NIH para realizacdo do sequenciamento de todos os genes do
rotavirus, procedimento esse, realizado por todos os outros paises que estao
desenvolvendo a vacina. Estamos implantando o mesmo protocolo para
andlise dos proximos lotes de vacina a serem utilizados nos testes de fase Il
e lll.

A andlise das regifes hipervariaveis das sequéncias ndo revelou
alteracdo de aminoéacidos na VP7 dos virus vacinais como resultado das
passagens seriadas em células Vero. As passagens em células Vero
minimamente afetam as sequéncias de aminoacidos de proteinas dos virus
vacinais na vacina BRV (Patton J, comunicacao pessoal).

As células Vero sao células de linhagem continua, aneupléide e com
crescimento indefinido em meio de cultura. Esta linhagem é uma das mais
amplamente aceitas pelas autoridades regulatorias de todo o mundo para
producdo de vacinas. Elas séo utilizadas ha mais de 30 anos, na producao
das vacinas contra poliovirus e raiva. Diversas vacinas, como a vacina
contra raiva, dengue, poliovirus, variola e novas vacinas contra influenza,

além do rotavirus, sdo produzidas em células Vero, pois estas células
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podem crescer em altas concentragdes no interior de biorreatores, sem que
seja necessario 0 uso de soros de origem humana ou animal. Com isso, ha
menos tracos de DNA animal, garantindo maior pureza na composicéo final
da vacina. A producédo de vacinas utilizando a linhagem Vero é altamente
recomendada pela OMS (Barret et al., 2009).

A implantacdo das técnicas citadas permitiu a realizacdo dos testes
de identidade genética e a titulacdo das vacinas monovalentes G1 (UK-G1),
G2 (UK-G2), G3 (UK-G3), G4 (UK-G4) e G9 (UK-G9), possibilitando a
producéo da vacina pentavalente G1-4 e G9 RH-UK BV pelo IB.

Como recomendacdes das agéncias regulamentadoras, sao
necessarios ensaios pré-clinicos para avaliar os parametros de seguranca e
eficacia da vacina, por meio de estudos de toxicidade e de atividade in vitro
e in vivo. Para a avaliacdo da vacina contra rotavirus produzida pelo IB,
coelhos e camundongos foram desafiados e, posteriormente, testes
sanguineos e anatomopatolégicos foram realizados nesses animais. O IAL
recebeu amostras de fezes e soro dos coelhos e camundongos para realizar
os testes de excrecéo viral e dosagem de anticorpos neutralizantes contra o
rotavirus ou placebo. Observou-se excrecdo viral em 7 coelhos néo
imunizados, que foram retirados do estudo. A deteccdo de rotavirus nestes
animais ja no dia 0 de coleta, sugeriu a utilizacdo de uma populacdo de
coelhos infectada endemicamente.

Em seu estudo, DiGiacomo e Thouless (1986) observaram que os
coelhos recebiam anticorpos de suas maes por via transplacentaria e que
esses anticorpos declinavam rapidamente. Porém, com 2 a 3 meses de
idade, a maioria destes coelhos testados (>90%) adquiriu novamente
anticorpos contra rotavirus, sugerindo que os rotavirus seriam endémicos
em populacdes de coelhos. Conner et al (1988) observaram que o uso bem
sucedido de coelhos como modelo animal para estudos da infeccdo por
rotavirus é duvidoso, pois requer que estes animais sejam mantidos em
isolamento total. Estes autores também apresentam a necessidade de
monitoramento rotineiro destes animais para garantir que nao haja falha no

isolamento. No entanto, os coelhos continuam sendo um modelo animal que
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supera as restricoes e limitagbes de outros modelos animais para o estudo
das infec¢bes por rotavirus. Dentre as vantagens deste modelo pode-se
citar: tamanho do animal que facilita a coleta de amostras e a facil
manipulacdo dos animais; idade suscetivel aumentada (acima de 16
semanas); custo moderado, quando comparado a animais de grande porte;
diferentes amostras virais podem infectar os coelhos.

Neste estudo, a excre¢gdo do virus vacinal (reassortant
humano/bovino) ndo era esperada. Este virus vacinal reassortant € capaz de
induzir resposta imune, mas apresenta baixa capacidade de replicacdo nos
animais. A pesquisa da excrecgédo viral nas fezes dos animais sugere a nao
replicacdo do virus reassortant bovino-humano nos animais desafiados.

Esses animais ndo foram investigados quanto a presenca de
anticorpos para rotavirus antes da vacinacao e, aliado ao fato da presenca
de rotavirus no grupo placebo, a auséncia de excrecao viral nos animais
vacinados pode ser devido a protecdo dos coelhos por infeccdo natural
prévia. A técnica de neutralizacdo (PRN) empregada nos testes pré-clinicos
em coelhos demonstrou a existéncia de anticorpos nos animais antes do
desafio (Tabela 5), fator este que pode ter inibido a replicagdo viral e,
consequentemente, a excrecdo do virus vacinal. Ciarlet et al (1998)
demonstrou que coelhos que apresentam anticorpos contra rotavirus néo
excretam virus ao serem desafiados.

Os rotavirus identificados nos animais que receberam placebo,
gendtipo G3P[?], ndo apresentou identidade genémica com a amostra UK-
G3 vacinal. Ao compararmos as sequéncias obtidas encontramos maior
indice de identidade com sequéncias G3 de coelhos. A andlise das regides
hipervariaveis das sequéncias dos aminoécidos deduzidos das amostras dos
coelhos revelou a ocorréncia de substituicdes residuais nas regides A, B, C,
D e E, quando comparadas as sequUéncias das amostras vacinais UK-G3,
embora a identidade apresentada em relagédo as outras sequéncias de G3
animais encontradas no GenBank seja alta 94,4%. Esta afirmacédo é
corroborada por estudos de Ciarlet et al (1997) que afirma que a

porcentagem de identidade de aminoéacidos (98,5 a 94,2%) encontrada entre
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suas amostras de coelhos genétipo G3 é alta e pode confirmar a
classificacdo sorologica do virus. Martella et al (2003) também se refere a
alta identidade de aminoacidos (95 a 96%) encontrada entre suas amostras
de coelhos.

As sequéncias de aminoacidos do gene 9 de todos os coelhos deste
estudo apresentaram um sitio glicosilado localizado no aminoacido 69 (Asn),
gue também é encontrado em todos os sorotipos G3 de coelhos e tende a
ser conservado na maioria das amostras de rotavirus (Martella et al., 2003).

O gendtipo G3 tem sido descrito em muitas espécies animais, sendo o
anico gendtipo identificado em coelhos (Martella et al, 2005). O encontro de
rotavirus em amostras de coelhos de laboratério demonstra a importancia da
monitoracdo da excregao viral nos animais utilizados em experimentacéo. E
importante salientar que ha necessidade de dosagem de anticorpos
neutralizantes e da excrecdo viral em animais, antes do inicio dos
procedimentos de vacinacoes.

O emprego de protocolos e reagentes padronizados é essencial para
a comparacdo de resultados obtidos nos testes das vacinas UK contra
rotavirus produzidas nos diferentes laboratorios.

A continuidade deste estudo prevé o sequenciamento do gene 4 dos
rotavirus encontrados nos coelhos, a fim de melhor caracterizar estas
amostras e o término do teste de dosagem de anticorpos neutralizantes nos
soros de todos os animais.

A técnica de titulacdo viral e caracterizacdo molecular continuardo
sendo empregadas para 0 monitoramento de todas as amostras vacinais

produzidas pelo IB.
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6. CONCLUSOES

. A padronizacdo das metodologias para os testes de poténcia das vacinas
monovalentes contra rotavirus permitiu o controle da vacina pentavalente
BRV-UK produzida pelo IB.

. A técnica de neutralizacdo (PRN) foi padronizada neste estudo e sera
utilizada nos testes de fase | da vacina de rotavirus para avaliar a
imunogenecidade dos sorotipos que compde a vacina pentavalente BRV-UK

produzida pelo IB.

. A implantacdo das técnicas moleculares permitiu verificar a identidade
genética das amostras vacinais, das vacinas monovalentes e da vacina

pentavalente BRV-UK, durante o processo de producao da vacina pelo IB.

A andlise da excrec¢dao viral nos testes pré-clinicos demonstrou a necessidade
de se testar previamente os animais de experimentagdo frente a presenca de

virus e anticorpos contra o virus a ser desafiado.
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ﬁ COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Avaliagdo ndo clinica da
vacina pentavalente de rotavirus produzida no Instituto Butantan”,
protocolo n° 531/08, sob a responsabilidade de Neuza Maria Frazatti
Gallina, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacéo
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS DO INSTITUTO BUTANTAN (CEUAIB) em reunido de

08/10/2008.
Vigéacia do Projeto: N° de animais/espécie
v 10/2008 — 11/2008
40/ rato - Wistar
30/ Nova Zelndia - albino
Sao Paulo, 10 de outubro de 2008.
. Denise V. Tambo'% '
¢ J Presidente da CEU.
De acordo:
Dr. Ota harcadante

Diretor do Institut¢ Butantan
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COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS
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Séo Paulo, 07 de agosto de 2009.

Protocolo: 09/2009

Projeto de Pesquisa n°: CCD-BM 22/07: PADRONIZACAO E IMPLANTACAO DE
TECNICAS PARA TITULACAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS CEPAS
VACINAIS E DA VACINA ANTI-ROTAVIRUS PRODUZIDAS PELO INSTITUTO
BUTANTAN.

Pesquisador Responsével: MARIA DO CARMO SAMPAIO TAVARES TIMENETSKY

-

Prezado Pesquisador:

O Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do Instituto Adolfo Lutz —
CEPIAL analisou e deliberou em sua reunifio ordinaria de 03 de abril de 2009, em concordancia
com a Resolugdio CNS 196/96 e suas resolugdes complementares, o projeto acima apresentado e
deliberou na condigdo de APROVADO.

Cabe lembrar que em conformidade a Resolugdo 196/96 sdo deveres de(a) pesquisador(a):a)
comunicar de imediato, qualquer alteragéio do projeto e s6 prosseguir com essa alteragfio, depois da
manifestagdo do CEPIAL; b )manter sob sua guarda e em local seguro, pelo prazo de 5 anos, os
dados da pesquisa, contendo fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo
CEPIAL, no caso de eventual auditoria; ¢) comunicar formalmente a este Comité, quando do
encerramento deste projeto; d) elaborar e apresentar relatérios parciais e finais; e) justificar perante
o CEPIAL, a interrupg&o do projeto ou a ndio publicag@io dos resultados.

Atenciosamente

Dra. Jili ia Martins de Souza Felippe
Coordenédora do Corirfté de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
" Instituto Adolfo Lutz - CEPIAL



SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENACAO DE CONTROLE DE DOENGAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
CEPIAL

Séo Paulo, 23 de dezembro de 2006.

Ilmo. (a) Sr.(a): MARIA DO CARMO SAMPAIO TIMENETSKY

Coordena'dor (a) do Projeto de Pesquisa: AVALIACAO DA VACINA CONTRA
ROTAVIRUS DESENVOLVIDA PELO INSTITUTO BUTANTA. Fase I
AVALIACAO DA SEGURANCA, TOLERABILIDADE E IMUNOGENICIDADE.

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz (CEPIAL), em
reunido ordiniria do més DEZEMBRO, apresentou o PARECER, enquadrando o
referido projeto na categoria APROVADO (atengio sobre o TECLE muito longo e
prolixo, que merece revisio para facilita o entendimento pelo o voluntdrio), de acordo
com a Resolugdo 196/96 sobre Pesquisas Envolvendo Seres Humanos / CNS / MS,
Brasilia, 1996.

Atenciosamente

Dra.Julia M3
Coordenadora





