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RESUMO 

O rotavírus do grupo A (RVA) é a causa mais importante de diarreia, sendo responsável 

por cerca de 40% da morbidade e mortalidade relacionada a esta doença em crianças de 

todo o mundo antes da introdução da vacina. Após a introdução da vacina contra o RVA 

no Brasil no ano de 2006 o genótipo G2 de RVA ressurgiu, sendo detectado em até 82% 

das crianças menores de cinco anos de idade em estudos realizados pós vacinação, 

levando a questionamentos quanto à proteção conferida pela vacina frente ao tipo G2, 

bem como a ocorrência de uma pressão seletiva da vacina. Pouco se conhece sobre a 

evolução e a diversidade do genótipo G2 e a possível influência da vacina sobre este. 

Para proporcionar um maior conhecimento sobre a circulação e diversidade genética dos 

RVA genótipo G2, realizamos a análise temporal da circulação deste genótipo ao longo 

de 31 anos e a análise dos genes estruturais e não estruturais de amostras que circularam 

ao longo de 20 anos na região norte do Brasil. A avaliação temporal da circulação de 

diferentes  genótipo que circularam nesta região permitiu observar que o tipo G2 de 

RVA apresentou ao longo desses anos um padrão cíclico de ocorrência que o fez 

emergir em um cenário de pós implantação da vacina, sugerindo uma flutuação natural 

devido a variações naturais ocorridas ao longo do tempo. Análises filogenéticas 

mostraram que para as linhagens de VP7 G2 existe uma continua evolução, responsável 

por uma rotatividade na circulação de linhagens, sendo detectada duas linhagens e três 

sublinhagens ao longo de 20 anos. Três substituições importantes nas regiões 

antigênicas de VP7 (A87T, D96N e S213D) foram identificadas em amostras que 

circularam a partir dos anos 90. Estas modificações podem ter aumentado a capacidade 

das cepas de circular em ambientes onde há cobertura vacinal para RVA. Todas as cepas 

G2P[4] para as quais foram analisados os 11 segmentos gênicos apresentaram uma 

constelação gênica DS-1-like: I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2, apesar de que diversas 

variantes virais circularam no período estudado. Não foram observadas diferenças nos sítios 

antigênicos das proteínas VP8* e VP7 entre amostras que circularam no período anterior e 

posterior à introdução da vacina. Para os genes VP2 e VP3 foi evidenciado em algumas 

amostras uma forte correlação com genes de origem animal. Este estudo fornece 

evidências da diversidade genética existente no genótipo G2 de RVA, sugerindo que 

este tipo apresenta características naturais de flutuação e que sua emergência após o 

período de implantação da vacina está mais diretamente associado a características 

ecológicas do vírus do que a uma pressão vacinal.  

Palavras chaves: Rotavírus, genótipo G2, diarreia, vacina 
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ABSTRACT 

Rotavirus group A (RVA) is the most important cause of diarrhea, accounting for about 

40% of morbidity and mortality related to this disease in children around the world 

before the introduction of the vaccine. After the introduction of the vaccine against the 

RVA in Brazil in 2006 genotype G2RVA he rose again, being detected in up to 82% of 

children under five years of age performed post vaccination studies, leading to questions 

about the protection afforded by the vaccine facing the G2 type, as well as the 

occurrence of a selective pressure vaccine. Little is known about the evolution and 

diversity of G2 genotype and the possible influence of the vaccine on this. To provide a 

better understanding of the flow and genetic diversity of RVA genotype G2, we perform 

the time of circulation analysis of genotype over 31 years and analysis of structural and 

non-structural genes from samples that have circulated over 20 years in northern region 

of Brazil. The temporal assessment of movement of different genotype circulating in 

this region has observed that the G2 type RVA presented over the years a cyclical 

pattern of occurrence that did emerge in a post deployment of the vaccine scenario, 

suggesting a natural fluctuation due to variations natural occurring over time. 

Phylogenetic analyzes showed that for VP7 lines G2 there is a continuous, responsible 

for a movement of rotation in the lines being detected two lines and three sublineages 

over 20 years. Three important substitutions in antigenic regions of VP7 (A87T, D96N 

and S213D) were identified in samples that circulated from the 90. These changes may 

have increased the capacity of the circulating strains in environments where there is 

vaccine coverage for RVA. All G2P[4] strains analyzed revealed a DS-1-like genome 

constellation: I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2. However, several viral variants circulated 

during the study period.  No differences were observed in the antigenic sites of the VP8 * 

and VP7 proteins between samples that circulated in the period before and after the 

introduction of the vaccine. For VP2 and VP3 genes was evident in some samples a 

strong correlation with animal genes. This study provides evidence of genetic diversity 

in G2 genotype RVA, suggesting that this type has natural characteristics fluctuation 

and its emergence after the implementation period of the vaccine is more directly 

associated with ecological characteristics of the virus than a vaccine pressure. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

      A doença diarreica é a quarta principal causa de morbidade e mortalidade 

entre crianças menores de cinco anos de idade em todo o mundo sendo que no ano de 

2013 foi responsável por 578 mil mortes de crianças nessa faixa etária (LIU et al., 

2015). Os rotavírus do grupo A (RVA) são a causa mais importante de diarreia, sendo 

responsável por cerca de 40% da morbidade e mortalidade relacionada à doença 

diarreica em crianças de todo o mundo antes da introdução da vacina (TATE et al., 

2012). Na União Europeia, estima-se que 3,6 milhões de episódios de gastrenterite por 

RV ocorrem anualmente (DONÀ et al., 2016).  

Na América Latina e Caribe, os RVA causam anualmente cerca de 10 

milhões de casos diarreicos, 2 milhões de visitas hospitalares, 75.000 hospitalizações e 

15.000 mortes (de OLIVEIRA et al., 2008). No Brasil, estima-se que os RVA causem 

3.352.053 episódios de diarreia, 655.853 visitas para cuidados de saúde, 92.4535 

hospitalizações e 850 mortes de crianças menores de cinco anos de idade. As infecções 

por RVA atingem quase todas as crianças com até cinco anos de idade, 

independentemente da condição socioeconômica e do país de origem (SOÁREZ et al., 

2008). 

A gastrenterite causada por RVA tende a ser mais grave do que aquela 

causada por outros patógenos virais. A tríade de sintomas, caracterizada por febre, 

diarreia e vômito pode levar à desidratação de forma rápida. O vômito tende a impedir o 

uso da reidratação oral nos casos mais graves (BAHL et al., 2005). Este fato explica a 

elevada mortalidade por RVA em áreas onde o acesso à assistência médica é deficiente 

(ROSE et al., 2009).  

Com a introdução de vacinas contra RVA é esperado um declínio 

significativo das mortes por diarreia entre crianças, fato este que já é observado no 

México e Estados Unidos (CORTESE et al., 2010; RICHARDSON et al., 2010). 

Estima-se que a vacinação contra RVA evite 228.000 mortes anualmente em todo 

mundo (RHEINGANS et al., 2009). Até o momento dezesseis países da América Latina 

e Caribe introduziram a vacinação contra RVA em seus calendários de vacinação 

(OLIVEIRA et al., 2015). No Brasil, a vacina foi introduzida em março de 2006 e 

estudos mostram uma redução de até 43,8% na incidência de episódios de diarreia por 

rotavírus. Observou-se ainda uma predominância de G2P[4] como o principal genótipo 

identificado no período pós-vacina (MONTENEGRO et al., 2015). Estudo realizado no 
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Brasil, na região do Triangulo Mineiro demonstra uma redução acentuada nos casos de 

RVA, no período de 2011 a 2012, sugerindo um impacto positivo do programa de 

vacinação (DULGHEROFF et al., 2014). 

Após a introdução da vacina contra o rotavírus no Brasil muitos estudos 

detectaram uma elevação acentuada na ocorrência da cepa G2P[4], fato este que levou 

muitos autores a sugerir que este fato era decorrente de uma pressão seletiva ocasionada 

pela introdução da vacina (GURGEL et al., 2008; LEITE et al., 2008; NAKAGOMI et 

al., 2008; VAN DOORN et al., 2009; CARVALHO-COSTA et al., 2011; LINHARES 

et al., 2011; DULGHEROFF et al, 2012; OLIVEIRA et al., 2012). Provavelmente o 

curto período avaliado por esses estudos, pode ter detectado uma flutuação natural deste 

genótipo ao longo do tempo e não uma ocorrência influenciada pela introdução da 

vacina (GUERRA et al., 2015). 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 HISTÓRICO 

 

Os RV foram descritos pela primeira vez em 1963, quando se observavam, à 

microscopia eletrônica, amostras fecais de macacos e camundongos. Somente dez anos 

depois, em 1973, Bishop e colaboradores identificaram por microscopia eletrônica, do 

epitélio duodenal de crianças com diarreia aguda, um vírus com característica estrutural 

esférica semelhante a uma roda, medindo 70 nm de diâmetro (EBRAHIM, 2008). 

Inicialmente receberam a denominação de Duovírus, mais devido ao seu aspecto 

radiado, esses agentes foram designados, posteriormente de rotavírus (figura 1). 

Em pouco tempo após sua primeira detecção, os RV foram reconhecidos 

mundialmente como a mais frequente causa de gastroenterite em crianças menores de 

cinco anos de idade. 

No Brasil foram detectados pela primeira vez por Linhares et al. (1977), nas 

fezes de crianças atendidas em um hospital público de Belém, Pará.   

 

 

Figura 1: Partículas de rotavírus semelhante ao formato de “roda” quando visualizadas por ME. 

(Adaptada de Kapikian, Hoshino, Chanock, 2001). 

 

A descoberta do rotavírus revolucionou o conhecimento microbiológico das 

doenças diarreicas infantis (KAPIKIAN et al., 1993, 2001). Até então, aceitava-se que a 

maioria dos episódios de gastroenterite aguda na infância era de natureza infecciosa, 



16 

 

causada por vírus, bactérias ou parasitas, mas a etiologia ficava por esclarecer em mais 

de 50-60% dos casos. 

Devido a sua relevância na etiologia da diarreia aguda e associação com 

altos índices de mortalidade infantil, vários estudos foram conduzidos em nível 

mundial, buscando o conhecimento do RV e da doença associada, para assim evitar a 

perda de milhares de vidas em todo o mundo (CUNLIFFE et al., 1998; KOSHIMURA 

et al., 2000; LINHARES e BRESER, 2000; CARNEIRO et al., 2005; LUZ et al., 2005; 

SANTOS, HOSHINO, 2005). 

 

2.2 PARTÍCULA VIRAL 

 

Os RV pertencem à família Reoviridae, gênero Rotavírus. Sua partícula 

viral não possui envelope lipoproteico (Figura 2), mede cerca de 70-90 nm de diâmetro, 

é dotada de nucleocapsídeo sendo constituída por três camadas proteicas concêntricas e 

pelo genoma viral com aproximadamente 18.500 pares de base (pb) divididos em 11 

segmentos de RNA de fita dupla (dsRNA) de polaridade positiva. Cada segmento 

genômico codifica uma proteína, com exceção do último, que codifica duas, totalizando 

12 proteínas (Quadro 1), sendo seis estruturais (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7) e 

seis, não estruturais (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6) (ESTES et al., 2007).  
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Figura 2: Representação esquemática da partícula viral do RV mostrando as principais estruturas e 

proteínas virais (Fonte: Retirado e adaptado de 

expasy.org/viralzone/complete_by_species/107.html). 
 

 
Quadro 1 : Funções atribuídas às proteínas codificadas pelos segmentos genômicos de RV do grupo A 

Gene Proteína 

 

 

Tamanho 

Pb 

Localiza3ção nas partículas Funções 

1 VP1 3.302 Nucleocapsídeo RNA polimerase RNA dependente 

2 VP2 2.690 Nucleocapsídeo União do RNA/ formação do nucleocapsídeo 

3 VP3 2.591 Nucleocapsídeo Guanililtransferase/Metiltransferase/Proteína básica 

4 VP4 

 

2.362 Capsídeo externo Proteína de união à célula/ interage com VP6. 

Infectividade viral aumenta após clivagem pela tripsina 
formando VP5* e VP8*. Designa o genótipo P 

5 NSP1 1.581 Proteína não estrutural Associa-se ao citoesqueleto/ interage com fator 3 

regulatório de IFN 

6 VP6 1.356 Capsídeo intermediário Proteína estrutural de capsídeo intermediário/ Antígeno de 
subgrupo 

7 NSP3 1.104 Proteína não estrutural Envolvida na regulação da tradução 

8 NSP2 1.059 Proteína não estrutural Acumula-se em viroplasmas/atividade NTPase/ liga NSP5 

e VP1 

9 VP7 1.062 Capsídeo externo Glicoproteína estrutural do capsídeo externo/ antígenos 
neutralizantes tipos G 

10 NSP4 751 Proteína não estrutural Enterotoxina/receptor para partícula com duplo capsídeo 

no RE 

11 NSP5 667 Proteína não estrutural Possível cinase autocatalítica/Interage com VP2, NSP2 e 

NSP6 

NSP6 Proteína não estrutural Produto de ORF2 do gene 11/ interage com 
NSP5/localizada em viroplasmas 

Fonte: Retirado e adaptado de Estes, Kapikian (2013) 

 

As partículas de RV apresentam atividade de RNA-polimerase dependente. 

Essas partículas virais quando purificadas, possuem gradientes de sedimentação 

distintos, com densidades de 1,44 g/cm
3 

para partículas com capsídeo simples, 1,38 

g/cm
3 

para partículas com capsídeo duplo e 1,36 g/cm
3
 para aquelas com capsídeo triplo 

(BICAN et al., 1982). 

Na estrutura dos RV, três tipos de canais podem ser diferenciados com base 

em sua posição e tamanho, sendo 12 tipos I, 60 II e 60 III. Estes canais estão envolvidos 

na importação de metabólitos requeridos para a transcrição do RNA e exportação do 

transcrito nascente de RNA para subsequente processo de replicação viral 

(PESAVENTO et al., 2003; Estes e Kapikian, 2007). 

 

2.3 PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS DOS RVS 

 

As propriedades químicas do RV foram estudadas em cepas animais, com 

muitos resultados sendo confirmados nas cepas de origem humana. O vírus é resistente 

http://expasy.org/viralzone/complete_by_species/107.html
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no meio ambiente, sobrevivendo por longos períodos, mesmo sob condições adversas. 

Persiste de forma viável em superfícies porosas e não porosas. Nesses locais, permanece 

ativo com variações acentuadas de pH (pH entre 3 e 9) e de temperatura (CARTER et 

al. 2005). Apresenta resistência ao tratamento com éter e clorofórmio, sendo mais 

adequado para a sua inativação, desinfetantes naturais como os fenóis e a formalina. De 

entre estes, o álcool a 95% parece ser a forma mais eficaz de inativação viral (ESTES, 

2001). 

 

2.4 TAXONOMIA E CLASSIFICAÇÃO VIRAL 

 

Os RV constituem o gênero Rotavírus um dos 15 gêneros da família 

Reoviridae, que compreendem vírus que só infectam vertebrados (aves e mamíferos).  

Apresentam três especificidades antigênicas, quais sejam, grupo, subgrupo e genótipo. 

De acordo com a reatividade sorológica e variabilidade genética da proteína VP6, o 

gênero Rotavírus inclui oito grupos (RVA-RVH) diferentes, também denominado 

espécies (MATTHIJNSSENS et al., 2011). Recentemente, um novo rotavírus foi 

descrito em cães, sendo classificado no grupo I(RVI) (MIHALOV-KOVÁCS et al., 

2015). 

Os rotavírs do grupo A, RVB, RVC RVD são associados a gastroenterite em 

humanos e animais, sendo que o  RVA é o mais importante em associação com 

gastrenterites em seres humanos (HOSHINO et al., 1994; MARTINEZ-LAZO et al., 

2008; MATTHIJNSSENS et al., 2008).  O Grupo B de rotavírus foi detectado em seres 

humanos, bovinos, ovinos, porcos e ratos. O Grupo C rotavírus infecta porcos, seres 

humanos, bovinos, cães e furões (ESTES et al., 2007). O RVH foi detectado pela 

primeira vez em seres humanos, na China e Bangladesh; mais recentemente, em suínos 

no Japão e Brasil (NAGASHIMA et al., 2008; MOLINARI et al., 2014). O RV D, RVE, 

RVF e RVG só foram detectados em animais (ESTES et al., 2007; MATTHIJNSSENS 

et al., 2011), RVD, RVF e RVG afetam exclusivamente aves (ESTES et al., 2007; 

JOHNE et al., 2011). Grupo E rotavírus foi detectada apenas em suínos (MARTELLA 

et al 2010; STEELE et al., 2004). 

Os RVA apresentam quatro subgrupos (SGs) denominados de I, II, I+II e 

não I/não II os quais são definidos de acordo com a reatividade frente a dois anticorpos 

monoclonais (MAbs) (DESSELBERGER, 1996; CIARLET et al., 2002; LEITE et al., 

2008; MATTHIJNSSENS et al., 2008). O SG II, é o mais comum entre seres humanos. 
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Entretanto, com base em determinação molecular foram diferenciados dentro dos RVA 

humanos dois genogrupos, o I que recebeu o genogrupo II: SG II, SG I+II e SG não 

I/não II (ITURRIZA-GÓMARA  et al., 2002). 

Os sorotipos/genótipos definem uma classificação binária designada pelos 

genes que codificam para as proteínas VP4 e VP7. Os sorotipos são determinados por 

anticorpos monoclonais específicos e testes de neutralização, enquanto que os genótipos 

são caracterizados por métodos de biologia molecular. Até o momento, foram 

detectados 32 genótipos/sorotipos G e 46 diferentes genótipos P, com 14 sorotipos P 

(ESTES, GREENBERG, 2013; ABE et al., 2009; URSU et al., 2009; 

MATTHIJNSSENS et al. 2011;  Rotavírus Classification Working Group, 2013; 

OKADERA et al., 2016; FUJII et al., 2016). 

Uma nova classificação baseada em todos os genes de RV foi proposta por 

Matthijnssens et al. (2008). Esta nova classificação reúne as características moleculares 

dos genes que codificam para as proteínas: VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-

NSP3-NSP4-NSP5/6, tais sendo Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx, 

respectivamente. Essa nova metodologia de classificação permitirá um maior 

conhecimento dos genótipos circulantes, seus eventos de reestruturações genéticas 

(reassortment), sua variabilidade de mutação entre os segmentos genômicos e a 

detecção mais precisa do surgimento de novos genótipos e de variantes genotípicas. 

Até o momento, com base nos 11 genes que codificam para as 12 proteínas, 

foram caracterizados 32 genótipos G (Glicoproteína - VP7), 46 genótipos P (sensível a 

protease- P), 24 I (Capsídeo Interno- VP6), 18 R (RNA polimerase-RNA dependente - 

VP1),  17 C ( Proteína do Core - VP2), 17 M ( Metiltransferase- VP3), 28 A 

(Antagonista do Interferon- NSP1), 17 N (NTPase - NSP2), 19 T (Intensificador de 

Tradução- NSP3), 24 E (Enterotoxina - NSP4), e 19 H (Fospoproteína- NSP5) 

(MATTHIJNSSENS et al., 2011; TROJNAR et al., 2013; ROTAVIRUS 

CLASSIFICATION WORKING GROUP (RCWG), 2015); LI et al., 2016). 

 

2.5 ORGANIZAÇÃO DO GENOMA 

 

O conhecimento da organização estrutural do genoma dos RV assume uma 

grande importância devido ao íntimo envolvimento do genoma viral com várias 

atividades enzimáticas que ocorrem dentro do capsídeo (JAYARAM et al., 2004). 
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As partículas virais possuem a sua própria RNA-polimerase, dependente de 

RNA, a fim de transcrever cada segmento de RNA em RNAs mensageiros. Cada 

segmento de RNA, no sentido 5', inicia com uma guanidina, seguindo-se um conjunto 

de sequências conservadas que são parte da região não codificadora  5'. Segue uma fase 

aberta de leitura (ORF, Open Reading Frame), a qual codifica uma proteína que finaliza 

o códon de terminação, seguida por um conjunto de sequências não codificadoras 

(Figura 3) (ESTES, GREENBERG, 2013). 

Quase todos os RNAs mensageiros terminam com uma sequência consenso 

5'-UGUGACC-3', sendo que estas desencadeiam  sinais importantes para a expressão 

gênica e replicação (WENTZ et al., 1996). Os tamanhos das regiões não codificadoras 

nas extremidades 5' e 3', são variáveis para os diferentes genes e todos os genes 

sequenciados possuem pelo menos uma ORF longa depois do primeiro códon de 

iniciação (ESTES, GREENBERG, 2013). A expressiva conservação das sequências 

terminais nos segmentos genômicos sugere que elas contêm importantes sinais para a 

transcrição, transporte de RNA, replicação, montagem ou empacotamento dos 

segmentos genômicos (PATTON, SPENCER, 2000).  

Análises por crioeletromicrografia do RV detectaram uma notável 

habilidade do genoma dos RV de submeter-se à condensação e expansão reversível 

dentro do interior do capsídeo (PENSAVENTO et al., 2001; JAYARAM et al., 2004). 

Esses estudos forneceram informações adicionais na organização estrutural do genoma e 

natureza das interações entre este e as proteínas internas.  Na presença de pH elevado 

com íons de amônio, o genoma, que possui um raio original de 220Å, sofre 

condensação a um raio de 180Å, e quando trazido ao pH fisiológico, o mesmo a 

expande alcançando seu raio original. O genoma permanece viável, com potencial de 

transcrição após o retorno ao seu estado original, indicando dessa forma, que esta 

transformação é meramente estrutural e o RNAfd  não está interrompido 

covalentemente pelo tratamento com pH elevado. Estes estudos ilustram a estabilidade 

notável do capsídeo e da superação do genoma, atributos que podem ser exigidos para a 

realização da transcrição contínua de segmentos múltiplos dentro do capsídeo 

(JAYARAM et al., 2004). 
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Figura 3- Estrutura de um segmento genômico do RNAfd de rotavírus do grupo A (Adaptada de 

ESTES, KAPIKIAN 2007).  

 

2.6 MECANISMO DE EVOLUÇÃO DOS ROTAVÍRUS 

 

Os RV apresentam uma peculiar variação genética e propagação de cepas, a 

qual se deve à natureza segmentada do genoma. Os RV evoluem por mutações pontuais, 

rearranjos do gene e recombinações (RAMIG E WARD, 1991; DESSELBERGER et 

al., 2001). 

As mutações pontuais podem acumular-se e serem repassadas para a 

progênie, podendo formar posteriormente novas linhagens e sublinhagens em um 

mesmo genótipo (ITURRIZA-GOMARA et al., 2001). Os rearranjos são alterações na 

sequência do segmento genômico, na forma de deleção ou duplicação, são resultados de 

erros de transcrição de um único segmento e possuem a sequência de um gene. Os 

rearranjos surgem como produtos de duplicação parcial da ORF do genoma. Uma 

hipótese para tal fenômeno é que no momento da transcrição a RNA-polimerase RNA 

dependente apresente uma falha retornando a sua fita molde e reiniciando a transcrição 

a partir de diferentes estágios (DESSELBERGER, 1996). 

O rearranjo entre cepas é comumente detectado sendo considerado um 

importante mecanismo evolutivo entre cepas circulantes de RV. Acredita-se ocorrer 

também rearranjos intergenogrupos os quais já são bem documentados (WARD et al., 

1991; PALOMBO et al., 1996). 

Outra importante fonte de diversidade genética dos RV consiste na 

introdução de genes de RV animais, por transmissão do vírus inteiro ou por de 
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rearranjo. Embora haja poucas evidências epidemiológicas, estudos baseados em 

hibridização do genoma completo e em sequência e análise filogenética parecem apoiar 

a hipótese de que a transmissão entre espécies pode ocorrer (GRIFFIN et al., 2002, 

RAHMAN et al., 2003), embora, tais análises geralmente não possam demonstrar a 

linhagem  evolutiva direta entre cepas de origem animal recentes e cepas de origem 

humana. Na maioria dos casos, sequências de genes das cepas animais segregam, com 

exceção das amostras humanas, sugerindo uma forte diversificação (BÁNYAI et al., 

2004). Nakagomi e Nakagomi (1991 e 2002) forneceram evidências moleculares 

expressivas que demonstraram o relacionamento interespécies entre cepas humanas e 

animais, além da existência de recombinação de cepas de RV na natureza. 

 

2.7 PROTEÍNAS ESTRUTURAIS 

 

Os RV possuem seis proteínas estruturais descritas abaixo (VP1, VP2, VP3, 

VP4, VP6 e VP7): 

VP1: Está localizada no capsídeo interno, possui 125 quilodáltons (kDa) e 

integra o complexo de replicação. Este complexo atua como uma RNA polimerase 

dependente de RNA; entretanto, esta proteína necessita da VP2 para a atividade de 

replicação. A proteína VP1 é a única do core que possui uma sequência específica de 

reconhecimento ao RNA viral. A VP1 é relativamente hidrofóbica e levemente alcalina. 

Possui atividade de RNA polimerase dependente de RNA, sintetiza os primeiros transcritos 

virais e, estes por sua vez, funcionam como RNAm que servem de molde para a síntese das 

demais proteínas do rotavírus (ESTES, COHEN, 1989; MERTENS, 2004). 

VP2: É codificada pelo segmento dois, é a proteína mais abundante do core 

e também integra o complexo de replicação por sua capacidade de ligar-se aos dsRNA 

via seus resíduos N-terminais (JAYARAM et al., 2004). Diferente da VP1, esta tem 

função estrutural bem acentuada, sendo que suas 120 moléculas constituem o envoltório 

proteico que circunda o genoma viral e, juntamente com a VP6, forma a segunda camada 

proteica constituindo as partículas da dupla camada denominadas double-layered particles 

(DLPs) (ESTES, COHEN, 1989; ZUCKERMAN et al., 2004). A proteína VP2 é necessária 

para a atividade de replicase da VP1. Seu grupamento amino terminal possui uma atividade 

de ligação não específica ao RNA viral, sendo que estudos bioquímicos e estruturais 

sugerem que este grupamento atua como arcabouço para a correta montagem dos 

componentes do core viral (LAWTON et al., 1997). 
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VP3: Esta proteína é codificada pelo segmento três, sendo localizada no 

capsídeo interno. E a menor proteína estrutural, isto faz com que muitas vezes ela migre 

juntamente com a VP4 em separações eletroforéticas em gel de poliacrilamida (EGPA). É 

uma proteína básica que contém múltiplas repetições de aminoácidos (aa) e está envolvida 

na replicação do RNA (ESTES, COHEN, 1989). Sua função é menos conhecida, sabe-se 

que se liga a covalentemente guanosina trifosfato (GTP), indicando ter atividade de 

guanililtransferase, além de metiltransferase. Faz parte do complexo de transcrição do 

vírion, juntamente com a VP1, ligando-se ao RNA de fita simples (MERTENS, 2004). 

Ela também forma um complexo de transcrição em conjunto com a VP1 (KAPIKIAN, 

HOSHINO, CHANOCK, 2001). 

VP4: É uma proteína não glicosilada, possuindo 88 kDa de massa 

molecular, 775 aa e  forma projeções diméricas a partir do capsídeo externo de vírions 

maduros (BOTH et al., 1994; ESTES E GREENBERG, 2013). A VP4 tem sua síntese 

relacionada ao quarto segmento genômico. Estudos mostraram que a VP4 é a principal 

mediadora do processo de entrada na célula, estando implicada não somente na 

adsorção e penetração na célula, como também na hemaglutinação, neutralização e 

virulência (JAYARAM et al., 2004; ESTES, GREENBERG, 2013). Esta proteína é 

susceptível à proteólise com evidências de que as clivagens proteolíticas realçam a 

capacidade infectante viral e facilitam a entrada do vírus na célula (ESTES et al.,1981; 

ARIAS et al., 1996). Na proteólise, a VP4 é clivada em subunidades formando VP8* 

(localizada no segmento N-terminal, a 28kDa) e VP5* (localizada no segmento C 

terminal, a 60 kDa ), que permanecem ligados ao vírion. 

VP5*: Está associada com a atividade de neutralização cruzada entre os 

diferentes tipos de VP4 e possui epítopos responsáveis pela adsorção do vírus à célula. 

Também é associado com a restrição da replicação de certas amostras de RV em cultura 

de células (GREENBERG et al., 1983 ). A subunidade VP8* tem sido encontrada 

exercendo um papel significativo no potencial infeccioso viral e no processo de 

neutralização. 

VP8*: possui cinco epítopos de neutralização localizados nas posições M1-

L10, I35-R44, I55-D66, V115-G123 e L223-P234 (KOVACS et al. 2003). O peptídeo 

VP4 contém grande parte dos epítopos relacionados às reações tipo específicas 

(JAYARAM et al., 2004). 

VP6: A proteína VP6 forma o capsídeo intermediário, sendo constituída de 

780 cadeias polipeptídicas de VP6, que estão distribuídas como 260 trímeros que se 
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arranjam em uma estrutura de superfície contendo um total de 780 monómeros de VP6 

(GRANT, GRIGORIEFF, 2015). O domínio de trimerização dessa proteína situa-se 

entre os aa 246 e 314, necessário para a formação das partículas de dupla camada 

(MATHIEU et al., 2001, CHARPILIENNE et al, 2002; ESTES, GREENBERG, 2013). 

A VP6 é codificada pelo sexto segmento genômico, participa da entrada do vírus na 

célula e da transcrição dos dsRNA. A VP6 foi referida como estando envolvida na 

entrada do RV na célula através da sua ligação à proteína de choque térmico celular 

(hsp70) (GUALTERO et al., 2007); que pode ser relacionada com a presença de 

epítopos neutralizantes em VP6. Os resíduos 296 a 259 e 305 são importantes no 

processo de reconhecimento pelos Mabs de subgrupo (Figura 4). É uma proteína muito 

presente no virion, representando 51% do mesmo, com massa molecular de 41kDa. 

Apresenta caráter hidrofóbico sendo a principal portadora dos determinantes 

antigênicos, os quais permitem classificar os RV em diferentes grupos e subgrupos 

(ESTES, GREENBERG, 2013). 

A VP6 forma trímeros e túbulos, sendo estável, e mantendo, assim sua 

conformação independente da presença de outras proteínas (CHARPILIENNE et al., 

2002; GREIG et al., 2006; ESTES, GREENBERG, 2013). Essa proteína exerce papel 

estrutural importante por apresentar dois domínios distintos, um proximal de hélices-α 

(domínio B) e outro distal de folhas β (domínio H), os quais permitem sua interação 

com a proteína do core (VP2) e ambas as proteínas do capsídeo externo (VP4 e VP7) 

(MATHIEU et al. 2001; CHARPILIENNE et al., 2002).  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grigorieff%20N%5Bauth%5D
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Figura 4- A subunidade proteica de VP6. (A) Domínio H (resíduos 151-331) em vermelho e os dois 

segmentos que formam o domínio B em azul (resíduos 1-150) e em laranja (resíduos 331-397). Elementos 

estruturais secundários predominantemente em hélice-α são visualizados no domínio B. São observadas 

hélices-α tanto no primeiro segmento do domínio B (α-a a α-e) como no segundo (α-f a α-h). Para o 

domínio H, folhas β em "jelly-rolls" representadas por letras de A-I.  Adicionalmente, folhas-β (ausentes 

no "jelly-rolls" padrão) estão indicadas por letras pareadas (βa e βb). (B) Traço Cα estéreo da subunidade 

de VP6 mostrando resíduos de aa enumerados de 20 em 20 (Adaptado de MATHIEU et al., 2001). 

 

A VP6 desempenha um papel importante na detecção de RVA, sendo o 

antígeno alvo primário para técnicas sorológicas de diagnóstico de rotina, tais como 

ensaio imuno enzimático (EIE), imunofluorescência e imunocromatografia 

(GREENBERG et al, 1983; ESTES, GREENBERG, 2013). Esta proteína está sendo 

considerada como uma possível candidata a vacina alternativa contra o RVA, uma vez 

que pode produzir resposta imune de forma cruzada a diferentes tipos de RVA, podendo 

ser utilizada como uma vacina universal a qual protegeria contra todas as variantes de 

RV (JALILVAND et al., 2015). 

VP7: É uma glicoproteína localizada no capsídeo externo, com elevada 

imunogenicidade, induzindo a síntese de anticorpos neutralizantes. É codificada pelos 

segmentos genômicos 7°, 8° ou 9°. A ORF da VP7 codifica para 326 aa.  A VP7 

apresenta nove regiões variáveis (VR1-VR9) e dentro destas, 6 regiões são consideradas 

sítios antigênicos, região A (aa87-101), região B (aa142-152), região C (aa208-223), 

região D (aa291), região E (aa189-191) e região F (233-242) (KIRKWOOD et al. 1993). 

Sob pressão seletiva do hospedeiro, essa proteína apresenta alterações em 

seus epítopos que expressam diferentes genótipos (ESTES, GREENBERG, 2013). 

Postula-se que a VP7 pode modular a função da VP4 durante os processos de adsorção e 

penetração na célula e pode interagir com moléculas de superfície após a interação 

iniciada com a VP4 (MENDEZ et al., 1999; JAYARAM et al., 2004). Estudos têm 

demonstrado que concentrações adequadas de ions cálcio (Ca
++

) são necessárias para 

manter a estabilidade da partícula. Pequenas concentrações de Ca
++

, como as que 

ocorrem no citoplasma, provocam a formação de partículas incompletas ou double-

layered particles (DPLs), que são ativadas para transcrição e necessárias  no ciclo de 

replicação do vírus (ESTES, GREENBERG, 2013). 
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2.8 PROTEÍNAS NÃO ESTRUTURAIS 

 

Os RV possuem seis proteínas não estruturais (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, 

NSP5 e NSP6), as quais são encontradas na célula infectada, mas não no vírion. As 

proteínas não estruturais dos RV participam dos complexos de replicação pela 

capacidade de se ligarem ao RNA e atuarem como chaperonas de transporte. Além 

disso, participam dos sítios de replicação e montagem viral, bem como na condução dos 

segmentos para o processo de encapsidação (ESTES, COHEN, 1989). 

NSP1: É codificada pelo 5° segmento genômico, estando associada com o 

citoesqueleto celular facilitando a ligação do vírus à célula. É uma glicoproteína pouco 

conservada, com relativa variabilidade de sequências quando comparada à outras 

proteínas estruturais, não sendo portanto, uma proteína essencial para a replicação 

(MERTENS, 2004; ESTES, GREENBERG, 2013).  Possui uma característica comum 

da s proteínas que se ligam a ácidos nucleicos que é uma região rica em cisteína na 

região amino terminal, a qual provavelmente esteja envolvida na replicação de RNA 

(KAPIKIAN, HOSHINO, 2001). A NSP1 interage com os fatores de regulação 3, 5 e 7 

da célula hospedeira, acredita-se que esta interação induza a degradação dos fatores de 

regulação através do proteassoma, o que resulta na supressão da resposta de interferon 

(IFN) tipo I, sendo assim a NSP1 é considerada uma proteína antagonista de INF 

(ARNOLD, BARRO, PATTON 2013). 

NSP2: Esta proteína pode ser codificada pelos segmentos 7, 8 ou 9 

dependendo da origem do RV, é altamente conservada e expressa significativamente nas 

células infectadas, localizando-se no viroplasma.  A NSP2 tem três diferentes funções, 

NTPase (Nucleotídeo Trifosfatase), RNA ligante e desestabilizadora da dupla hélice do 

RNA viral (JAYARAM et al., 2004). Parece ainda, associar-se com a NSP5 (figura 5) e 

envolver-se nos processos de replicação e encapsidação do RNA. A NSP2 pode 

desestabilizar hélices de ácidos nucleicos e atuar como NTPase (MERTENS, 2004; 

ESTES, GREENBERG, 2013). Esta proteína parece atuar direta ou indiretamente com 

outras proteínas estruturais presentes no viroplasma, tais como a VP1 e a VP2 que são 

inclusões citoplasmáticas formadas nas células infectadas (HU et al., 2012). Estas 

estruturas dinâmicas são altamente organizadas, atuam como recrutas para os 

componentes intermediários da replicação viral, empacotamento do genoma viral no 

início da montagem da capsídeo intermediário e nos primeiros estágios da montagem 

das DLPs (FABBRETTI et al., 1999; PATTON et al., 2006). 
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Figura 5- Estruturas de NSP2 (C-E) e seus complexos com a NSP5 e RNA (F-G). Adaptada de 

HU et al., 2012. 

 

 

NSP3: É uma proteína de 36,4 kDa, codificada pelo segmento 7. Encontra-

se envolvida na tradução dos transcritos virais. Possui conformação de um homodímero, 

reconhecendo a sequência consenso 3' do RNA mensageiro (RNAm) favorecendo a 

tradução dos transcritos de RNAm aos ribossomos, além de prevenir a degradação dos 

mesmos por nucleases celulares (DEO et al., 2002;  JAYARAM et al., 2004, HU et al., 

2012). O domínio N-terminal de NSP3 (NSP3-N) (figura 6) se liga à sequência 

consenso 3 ' (DEO et al., 2002), o domínio C-terminal (C-NSP3) interage com eIF4G, 

resultando em circularização do mRNA viral através da proteína de ligação a eIF4E. 

(c) Monomero NSP2                                   (E) Octamero NSP2 

(F) Complexo NSP2/NSP5 

(G) Complexo NSP2/RNA 

(D) Octamero NSP2 
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Durante a infecção viral, NSP3 se liga a eIF4G com maior afinidade do que o PABP 

(Proteína de Ligação), aumentando assim a tradução de transcritos virais (GROFT et al., 

2002). A NSP3 também antagoniza parte da resposta imune inata (DESSELBERGER, 

2014). 

 

 
 

 
 Figura 6: A- Homodímero do domínio de ligação do terminal N de NSP3 ao complexo RNA e B- 

estrutura do domínio NSP3 C-terminal em complexo com péptidos eIF4G. Adaptada de HU et al., 2012. 

 
 

NSP4: É uma glicoproteína multifuncional que atua na morfogênese, 

replicação viral e na patogenia da infecção por RV.  Sua síntese ocorre inicialmente no 

retículo endoplasmático e desempenha papel fundamental na maturação do vírus 

(SASTRI et al., 2014). É codificada pelo segmento 10 e possui três domínios 

hidrofóbicos, H1, H2 e H3 que se encontram na porção N-terminal (figura 7). Apresenta 

(B) Domínio NSP3 C-

terminal/complexo peptídios eIF4G 

(A) Domínio N terminal de 

NSP3/complexo RNA 
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dois sítios de glicosilação situados em uma pequena alça nas posições dos aa 8 e 18 o 

H2 corresponde ao domínio transmembrana que ancora a NSP4 na bicamada lipídica do 

RE e o  H3 que é um domínio de oligomerização localizado no citoplasma. A cauda de 

localização citoplasmática de aproximadamente 131 aa expressam as sequências 

responsáveis pelas funções biológicas conhecidas dessa proteína, como o domínio de 

oligomerização (resíduos 95-135) organizado de forma tetramérica em α-hélice que 

corresponde ao sítio de ligação com o Ca
++

 e que confere estabilidade á proteína 

(BOWMAN et al., 2000, O'BRIEN et al., 2000, HUANG et al., 2004, ESTES, 

GREENBERG, 2013).  

 

 

Figura 7- Representação esquemática da NSP4 de RV: Detalhes de sua localização na membrana do 

retículo endoplasmático (Adaptada de BOWMAN et al., 2000). 

  

O gene NSP4 tem sido classificado dentro dos grupos A, B e C. O grupo A 

compreende cinco genótipos: A (KUN), B (Wa), C (AU-1), D (EW) e E (avian-like) 

(CIARLET et al., 2000; ITO et al., 2001; MORI et al., 2002; MASCARENHAS et al., 

2007). A NSP4 possui dois sítios de glicosilação, localizando-se em uma pequena alça 

no lúmen do retículo endoplasmático (RE), um domínio transmembrana, um domínio de 

oligomerização, um sítio de ligação com a VP4 e uma região de aproximadamente 20 aa 

para ligação com o capsídeo imaturo (VP6) (HUANG et al., 2004). O peptídeo da NSP4 
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correspondente aos resíduos 48-91 aa, é capaz de desestabilizar a membrana do retículo 

endoplasmático rugoso (RER), levando a um aumento de íons Ca
++

, efeito 

potencializado na presença do peptídeo para as regiões 48-175. A somatória desses 

eventos gera uma diarreia de natureza secretora (ESTES, GREENBERG, 2013; 

HUANG et al., 2004). 

NSP5: É codificada pelo 11° segmento e apresenta atividade compatível 

com uma autoquinase. A NSP5 em células não infectadas atua na NSP2, de forma a 

induzir a hiperfosforilação da NSP5. Durante a replicação, as proteínas NSP2, NSP5 e 

NSP6 estão associadas à formação de viroplasmas. A NSP5 é uma fosfoproteína 

dimérica, existe em várias isoformas, a partir de uma forma hipofosforilada de 28-kDa  

e na forma hiperfosforilada  de 32-kDa, durante o curso da replicação do rotavírus 

(AFRIKANOVA et al., 1996; BLACKHAL et al., 1998; HU et al., 2012). A NSP5 

interage com outras proteínas de rotavírus, tais como VP1, VP2 (BEROIS et al., 2003) e 

NSP6 (TORRES-VEGA et al., 2000), e também com o RNA de cadeia dupla de uma 

forma independente da sequência (VENDE et al., 2002). 

Estes estudos revelam que a NSP5 está envolvida em muitos processos, tais 

como a dinâmica e regulação do viroplasma e um adaptador para integrar as várias 

propriedades funcionais da NSP2 com outras proteínas de rotavírus durante a replicação 

do genoma viral e encapsidação (CONTIN et al., 2010). 

NSP6: É encontrada em células infectadas pelo vírus sob forma de inclusões 

citoplasmáticas, sendo codificada por uma ORF do 11° segmento. Esta proteína interage 

com a NSP5, evidenciando sua participação na replicação e encapsidação do vírus 

(ESTES, GREENBERG, 2013). 

 

2.9 EPIDEMIOLOGIA DOS RVA CIRCULANTES 

 

Embora as vacinas contra o RVA tenham apresentado eficácia comprovada, 

novos genótipos e surtos resultantes da combinação de genótipos raros têm surgido 

(CHUNG et al., 2015). A variabilidade dos RVA circulantes é amplamente demonstrada 

nos diversos estudos desenvolvidos em todo o mundo (SANTOS, HOSHINO, 2005; 

GURGEL et al., 2008; LEITE et al., 2008; CLARK et al., 2011; MODARESS et al., 

2011; GUERRA et al., 2015). 

Apesar da grande diversidade genômica e antigênica dos RV, globalmente 

apenas um pequeno número de tipos de RV têm prevalecido em seres humanos durante 
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as últimas 3 décadas, representando mais de 88% dos tipos detectados, sendo eles 

G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8] e, mais recentemente G12P[8]/P[9] que têm 

co-circulado em alta frequência (GENTSCH et al, 2005; SANTOS, HOSHINO, 2005; 

ITURRIZA-GÓMARA et al, 2011; BÁNYAI et al., 2011; TROJNAR et al., 2013; WU 

et al., 2014; CHUNG et al., 2015). A maior diversidade de estirpes de rotavírus é 

encontrada nas regiões da África e Ásia e as possíveis razões para esta alta diversidade 

incluem a prevalência de casos de infecções mistas com várias cepas de rotavírus e/ou 

habitação em estreita proximidade aos animais domésticos (SHARMA et al., 2009; LIN 

et al., 2014). 

A vigilância de cepas de RV no Brasil ainda é bastante irregular, e a maioria 

dos estudos foram realizados entre as crianças com menos de cinco anos de idade, 

mesmo antes da introdução da vacina (TIMENETSKY et al., 1994; MORILLO et al., 

2010; LINHARES et al., 2011). Estudo conduzido por Luchs et al. (2015) identificou 

que as  frequência de infecção por RV detectado no Brasil foi de 19,1%,  menor do que 

proporções globais (24,3%), bem como os observados em estudos realizados em outros 

países da América Latina: Argentina (28,3%), Bolívia (28,9%), Chile (31,1%), 

Colômbia (30%), Costa Rica (44,3%), Equador (30,9%), Guatemala (30,1%), Panamá 

(24,9%), Paraguai (25,3%), Peru (25,1) e Uruguai (37,5%). Esse estudo detectou uma 

redução dos casos de infecção por RVA tanto em crianças menores de cinco anos como 

naquelas com maior idade que não foram vacinadas, sugerindo que as crianças agem 

como portadores primários da infecção, sendo que essa proteção indireta ocorre como 

resultado da redução da transmissão do RVA na comunidade, ampliando os benefícios 

da vacinação mesmo para aqueles sujeitos não vacinados. 

O panorama do RVA antes da implantação da vacina contra o RV era de 

prevalência do genótipo G1 entre os tipos usuais (figura 8) (SANTOS, HOSHINO, 

2005; ARISTA et al., 2005; LEITE et al., 2008, CARVALHO-COSTA et al., 2011). 

Contudo, na era pós-vacina, a detecção de G1 chegou a representar 3% das amostras 

analisadas, porém a partir de 2010, esse tipo passou a circular com maior frequência, 

sendo detectado em mais de 36,6% das cepas circulantes (DE DONNO et al., 2009; 

SOARES et al. 2010; CARVALHO-COSTA et al., 2011; GUERRA et al., 2015; 

BANAJEH, BASHEER, 2015; NIRWATI et al., 2016). 
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Figura 8: Distribuição geográfica das amostras de RV humanos de grupo A detectadas entre 2007 e 

2012. Adaptado de DÓRÓ et al.(2014). 

 

Na era pós-vacina (figura 8), vários países começaram a detectar um 

aumento significativo na frequência do genótipo G2, fato este que ocorreu tanto em 

locais que implantaram, como naqueles que não implantaram a vacina contra o RV 

(MASCARENHAS et al., 2010; AHMED et al., 2010; TATTE et al., 2010; 

FINAMORE et al., 2011; DONATO et al., 2014; GUERRA et al., 2015). Estudo 

realizado no Brasil demonstrou o ressurgimento de RV-A genótipo G2P [4] no Brasil no 

período de 2005 a 2008, evidenciando que a taxa de detecção de G2P [4] foi reduzida 

em 2009, provavelmente refletindo oscilações naturais de genótipos de RV-A (figura 9). 
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Figura 9: Localização geográfica dos genótipos de RVA detectados no Brasil no período de 2005 a 2009. 

(Adaptado de CARVALHO-COSTA et al., 2011). 

 

Com a implantação da vacina passou-se a registrar uma maior ocorrência 

nos casos de infecções mistas por RV (BANAJEH, BASHEER, 2015; GUERRA et al., 

2015).  Foi identificado também um maior número de combinações não usuais como 

G1P[4], G3P[9], G3P[8], G4P[6] e G9P[4] (KIM et al., 2014; MANEEKARN, 

KHAMRIN, 2014). 

Devido às altas taxas de cobertura vacinal no país, as cepas G1P[8] foram 

detectadas em baixa prevalência. A frequência de detecção das cepas G9P[8] diminuiu 

abruptamente nos 2 anos seguintes após a introdução da Rotarix®, ressurgindo como o 

genótipo dominante em 2011 e, em seguida, diminuindo novamente de modo rápido em 

2012. Em contraste, a G3P[8], raramente detectado nas Regiões Sul, Sudeste e Centro-

Oeste do Brasil por 3 anos consecutivos (2006 a 2008), elevou progressivamente sua 

taxa de detecção ao longo de 2009, 2010 e 2011, atingindo pico de prevalência em 2012 

e 2013. G12P[8] foi detectada pela primeira vez, com baixa prevalência, durante as 

temporadas de 2008 e 2009. Entre 2011 e 2012, as cepas G12P[8] exibiram um aumento 

gradual de circulação. Em 2013, a detecção de G12P[8] diminuiu drasticamente, para, 

de repente, reemergir como o genótipo mais prevalente em 2014 (LUCH et al., 2016). 

A maior parte dos estudos sobre a diversidade genética dos RVA estão 

limitados aos genes VP7 e/ou VP4. Pelo fato do genoma segmentado que o RV possui, 

ele é mais vulnerável a eventos de rearranjo frequentes e, portanto, as análises 

completas do genoma RVA são essenciais para identificar a verdadeira origem de uma 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Banajeh%20SM%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abu-Asba%20BA%5Bauth%5D
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cepa (GHOSH et al., 2011). Estudos envolvendo a caracterização molecular dos genes 

VP1, VP2 e VP3 de RV bovinos, caprinos e suínos demonstraram, após análise 

filogenética, haver características similares entre RVA animal e humano, bem como de 

humano e animal, destacando-se a conservação de várias porções gênicas (VARGHESE 

et al., 2006; MUKHERJEE et al., 2009; GHOSH et al., 2011; KOMOTO et al., 2016). 

Em Belém, Mascarenhas et al. (2007) encontraram RVA humano com 

sequências nucleotídicas dos genes VP4 e NSP4 semelhantes às de origem suína, 

sugerindo transmissão entre espécies. Enquanto que Benati et al (2010), analisando os 

mesmos genes em amostra G3P[9] no Rio de Janeiro, sugeriram a transmissão entre 

espécies humano-felino-canino. 

Matthijnssens et al. (2008) ao descrever a primeira detecção em humanos da 

amostra G6P[6], evidenciou a presença dos genes VP7 e VP3 de origem bovina, 

enfatizando a possível transmissão entre espécies. 

Estes fenômenos podem causar um considerável impacto no processo de 

controle e prevenção contra o RV, principalmente no que concerne ao desenvolvimento 

e implantação de imunizantes seguros e eficazes, estratégia esta, extremamente 

necessária, sobretudo nos países em desenvolvimento (SANTOS, HOSHINO, 2005; 

FREITAS et al., 2008). 

 

2.10 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO ROTAVÍRUS GENÓTIPO 

G2 

 

O RVA tipo G2 se constitui entre todos, o mais variável em suas 

características genéticas. Apresenta perfil eletroforético de migração curta, pertence ao 

genogrupo DS-1, geralmente está associado ao tipo P1B[4] de VP4 e possui 

especificidades com o SGI de VP6 e NSP4 tipo A (KAPIKIAN et al., 2001). 

Estudos têm detectado a ocorrência de RVA genótipo G2 com padrão 

eletroforético longo, fato que pode surgir como resultado de um rearranjo genético em 

condições naturais entre RV pertencentes aos dois maiores genogrupos, o Wa e o DS-1 

(WARD et al., 1991; NAKAGOMI, NAKAGOMI, 1991; KAGA, NAKAGOMI, 1994). 

Ahmed et al (2005) apresentaram evidências que sugerem ocorrer rearranjo entre 

espécies de cepas de RV animal e cepas humanas, com posterior evolução para uma 

cepa capaz de causar infecção sintomática em seres humanos. 



35 

 

O RVA genótipo G2 esteve durante muito tempo associado a surtos de 

diarreia em crianças e adultos e alguns autores defendiam uma ocorrência natural cíclica 

deste tipo (LINHARES, VELÁZQUEZ, 2008). Sua natureza ainda reserva aspectos 

intrigantes, por sua capacidade de ressurgir repentinamente e causar surtos em larga 

escala mesmo depois de ter passado anos sem circular (ZAO et al., 1999). 

Em 1997 e 1999, o genótipo G2 foi o mais detectado em vários países 

africanos (PAGE, STEELE, 2003).  Em Bangladesh no período de 2004 a 2006 este 

genótipo foi o mais prevalente em crianças e adultos. Tal fato foi também observado em 

vários países como China, Taiwan, África do Sul e Brasil (ARISTA et al., 2005; LEITE 

et al., 2008). Estudo publicado em 2010 mostrou ser o genótipo G2 aquele de maior 

ocorrência (45,5%) em Bangladesh, no período de julho de 2005 a junho de 2006 

(AHMED et al., 2010). Outro estudo conduzido em dois períodos (1993-1996 e 2004-

2007) em Pune, Índia, identificou o genótipo G2P[4] como o mais prevalente no 

segundo período, mostrando que as amostras agruparam dentro das linhagens, I e IIb de 

G2 (TATTE et al., 2010). 

No Brasil o genótipo G2 de RVA foi detectado nos anos de 1992-1994 em 

83,6% das amostras de crianças diarreicas de 0-5 anos (GUSMÃO et al., 1999). No 

período de 1992-1998, um estudo desenvolvido em Belém por Linhares et al. (2002) 

identificaram a presença do G2 em 62,7% dos casos estudados. O genótipo G2P[6] foi 

identificado em 98% dos casos investigados em Belém, Pará (MASCARENHAS et al., 

2007). Em Goiânia e Salvador os RVA genótipo G2P[4] foi o mais predominante no 

período de 2005-2006 (MUNFORD et al., 2009). 

Uma revisão de 12 estudos realizados em Belém, ao longo de 26 anos 

mostrou que o RVA genótipo G2 esteve presente em 32,1% dos casos investigados. Nos 

períodos de 1981-1990, 1982-1986, e 1990-1992, a ocorrência de RVA genótipo G2 

variou de 14,6% e 26,3%. De 1992-1994 e 1996-1998 este tipo foi responsável por 

76,7% e 60,7% dos casos ocorridos, respectivamente. Seguiu-se a essa estação de RVA 

genótipo G2, uma queda abrupta nos cinco anos seguintes, chegando a não ser detectado 

no ano de 2003 e ressurgindo como o genótipo mais prevalente no início de 2006, antes 

da introdução da vacina contra RVA (OLIVEIRA et al., 2012). 

 Estudo realizado no Sul do Pará nos anos de 2006 e 2008 identificou o 

genótipo G2P[4] em 90% das amostras testadas, sendo que estes foram classificados 

como pertencendo a linhagem II, sublinhagem IIa (2006) e IIc (2008) 

(MASCARENHAS et al., 2010). O G2P[4] foi também predominante entre as cepas de 
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RVA que circularam durante o estudo de efetividade da vacina Rotarix
®

 realizado em 

Belém, Brasil no período de maio de 2008 a maio de 2009 (LINHARES, 2010). 

O surgimento do G2P[4], desde 2006, foi relatado em populações vacinadas 

na Austrália (RotarixTM e RotateqTM), Nicarágua (Rotateq
TM

) (Kirkwood et al., 2009; 

Patel et al., 2009 ), Brasil (Rotarix
TM

) (JUSTINO et al., 2011; GUERRA et al., 2015), 

mas também - em menor grau - em populações não vacinadas (ESTEBAM et al., 2010). 

O surgimento do G2P [4] e a alta prevalência deste genótipo, provavelmente segue uma 

tendência mundial ditada pelas flutuações oscilatórias naturais dos genótipos mais 

prevalentes em vez de ser um efeito da vacinação (LUCHS et al., 2015). 

O monitoramento de cepas de RVA circulando em adultos foi conduzido no 

Brasil, visando esclarecer a suposta pressão vacinal sobre a população pediátrica. Nesse 

estudo, uma alta prevalência de G2P[4] também foi observada, sugerindo que essa 

emergência provavelmente segue uma tendência mundial ditada pelas flutuações 

oscilatórias dos genótipos de RVA e, aparentemente, não está relacionada à vacinação 

(LUCHS et al., 2014). 

Estudo conduzido em Belém do Pará no período de 2008 a 2010 identificou 

o genótipo G2P[4] em 57,2% das cepas ao longo de todo o período de estudo com 

predominância deste genótipo no período de maio de 2008 a janeiro de 2009 (GUERRA 

et al., 2015). 

Uma recente revisão realizada na América Latina com estudos da era pré e 

pós vacina contra o RV identificou o genótipo G2 como o tipo G mais prevalente no 

período posterior a implantação da vacina (51,6%) e a combinação G2P[4] como a de 

maior prevalência no Brasil (54,2%) (SANTOS et al., 2016). 

 

2.11 REPLICAÇÃO VIRAL 

 

No processo de replicação viral, somente partículas com triplo capsídeo 

conseguem aderir-se às células. A proteína VP4 atua no ciclo de replicação, 

promovendo o reconhecimento do receptor e subsequente penetração celular. A 

infectividade dos RV in vitro é aumentada e depende da presença de tripsina. Este 

tratamento proteolítico resulta na clivagem de VP4, originando os polipeptídeos VP5* e 

VP8* que são fundamentais no processo de internalização das partículas na célula 

(ZÁRATE et al., 2000). In vivo, os RV possuem um tropismo celular natural pelos 
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enterócitos maduros do intestino. A replicação ocorre no citoplasma das células 

absortivas diferenciadas (figura 10), sendo que as partículas infecciosas são liberadas no 

lúmen intestinal e a replicação continua na área distal do intestino delgado (ESTES, 

GREENBERG, 2013; ZÁRATE et al., 2004). 

 

 

 

Figura 10: Replicação dos RV (Fonte: commons. wikimedia.org/wiki/file:Rotavírus.rep). 

 

Os receptores para RV incluem gangliosídeos GM1 e GM3, integrinas 21, 

x2 e v3 e a “proteína de choque térmico” hsc 70 (ARIAS et al., 2001). O ácido siálico 

pode participar direta ou indiretamente do processo de interação do RV com a célula 

(KELJO, SMITH, 1988). O ciclo de replicação e a estrutura dos RV são extremamente 

dependentes da concentração de Ca
++

 no meio (RUIZ et al., 2000). Após a ligação, o 

vírus é internalizado, sendo que esta não ocorre entre 0°C e 4°C, indicando que esse 

passo requer processo celular ativo (KELJO, SMITH, 1988). 

 O mecanismo de entrada do RV na célula ainda é obscuro, mas pode ocorrer 

por entrada direta com a clivagem de VP4 pela tripsina pancreática ou por endocitose 

sem acidificação do endossoma (RUIZ et al., 1997). O processo endocítico é Ca
++ 

dependente, a ligação do RV ao receptor celular induz à formação de uma vesícula 

endocítica, isolando a partícula com capsídeo triplo em um compartimento intracelular. 

Ocorre ainda a redução na concentração do Ca
++ 

no interior das vesículas e, equilibrada 
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a concentração de Ca
++ 

com o citoplasma, o vírus perde o capsídeo externo e ocorre a 

lise vesicular, permitindo que partículas com duplo capsídeo passem para o citoplasma, 

sendo ativas para a transcrição (RUIZ et al., 2000). 

A transcrição dos RV e todas as demais atividades inerentes à replicação do 

genoma e montagem dos vírions são feitas por enzimas virais (IMAI et al., 1983). Os 

RNAs transcritos pela RNA polimerase RNA-dependente atuam na síntese das 

proteínas estruturais e não estruturais, e também servem de molde do RNA para a 

síntese da fita negativa do material genético (ESTES, GREENBERG, 2013). 

A maioria das proteínas virais é sintetizada no viroplasma e a formação de 

novos vírions envolve a participação das proteínas virais do citoplasma e dos 

viroplasmas. A formação do core com uma cópia de cada um dos 11 segmentos do 

genoma dos RV é bastante coordenada (PATTON, SPENCER, 2000). Após a formação 

das partículas de duplo capsídeo elas saem do viroplasma para o interior do RE 

adjacente. Estas partículas adquirem temporariamente uma camada lipídica dupla e são 

provisoriamente envelopadas, contêm as proteínas de superfície, VP7 e VP4 e pequenas 

quantidades das NSPs (PORUCHYNSKY, ATKINSON, 1991). O envelope lipídico é 

removido levando a formação dos vírions maduros (ESTES, GREENBERG, 2013; 

JAYARAM et al., 2004). 

Extensas citólises ocorrem no término da infecção e drásticas alterações na 

permeabilidade da membrana plasmática em células infectadas resultam na liberação 

das proteínas celulares e virais. Apesar da lise celular, muitas partículas com duplo ou 

triplo capsídeo permanecem associadas com restos celulares, sugerindo interações com 

estruturas no interior da célula (MUSALEM, ESPEJO, 1985).  

 

2.12 FISIOPATOLOGIA 

 

Após a ingestão, as partículas de RV são transportadas para os enterócitos 

maduros das porções média e alta do intestino delgado e isso se dá por entrada direta ou 

por endocitose Ca
++ 

dependente (Figura 11) (ANDERSON, WEBER, 2004). Durante a 

replicação dos vírus nos enterócitos, ocorrem morte e descamação dessas células, que 

são substituídas por outras imaturas das criptas intestinais (enteroblastos), as quais têm 

capacidade de absorção reduzida. A infecção dos enterócitos é responsável por 

anomalias estruturais e funcionais do epitélio, originando a diarreia (BLUTT et al., 

2007). Observa-se redução da Na/K ATPase, responsável pelo processo de absorção 
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intestinal do Na acoplado à glicose, havendo redução da absorção deste, assim como de 

água. Há também redução da atividade inerente às dissacaridases, principalmente da 

lactase, comprometendo o desdobramento dos dissacarídeos e sua absorção, 

promovendo um aumento da osmolaridade do lúmen intestinal e consequente aumento 

do afluxo de líquidos. O açúcar não absorvido pode sofrer ação de bactérias que 

colonizam as porções mais distais do intestino, resultando na eliminação de fezes com 

pH ácido, resultando na diarreia de natureza osmótica (PEREZ-SCHAEL et al., 2003). 

O processo de replicação viral leva à expressão de genes do vírus e à 

indução de várias citocinas inflamatórias, redução na expressão de genes do enterócito e 

vacuolização (CASOLA et al., 1998; ROLLO et al., 1999; BOSHUIZEN et al., 2003). 

Durante a diarreia ocorre diminuição da digestão de açúcares e da absorção de sais 

minerais e água, aumentando a gravidade da doença. 

Lesões como a infiltração mononuclear da lâmina própria, distensão da 

cisterna do RE, aumento mitocondrial e presença de microvilosidades esparsas e 

irregulares também têm sido relacionadas aos RV (MOON, 1997). Estudos 

demonstraram a participação da NSP4 dos RV, como uma enterotoxina, induzindo a 

diarreia (BALL et al., 1996; ESTES, MORRIS, 1999). A proteína NSP4 interage com 

receptores celulares do epitélio intestinal, ativando uma via de sinalização transducional 

que aumenta os níveis de Ca
++

, levando ao aumento da permeabilidade da membrana 

plasmática ao Cl
-
 e da secreção do íon cloreto, induzindo a diarreia (ESTES, 

GREENBERG, 2013). A NSP4 pode estar envolvida na estimulação do sistema nervoso 

entérico através da liberação de aminas/peptídeos por meio de células endócrinas das 

vilosidades intestinais, pelo efeito da NSP4 no Ca
++

 intracelular (LUNDGREN, 

SVENSSON, 2001). 

Lundgren e Svensson (2001) sugerem que a infecção por RV impede o 

desenvolvimento dos enterócitos e, posteriormente, afeta a função não apenas do 

epitélio intestinal, mas também do sistema nervoso. Distúrbio neurológico observado 

em crianças com infecção por RV onde este infectou o sistema nervoso central 

causando convulsões (KEIDAN et al. 1992; LYNCH et al., 2001). 

Infecções graves por RV diminuem os níveis de pp70S6K, pMAPK, 

prostaglandina E2 e óxido nítrico e aumentam a toxicidade para impedir o 

desenvolvimento normal dos enterócitos  das vilosidades do intestino delgado e com 

consequente alteração na estrutura e função do epitélio. Essas mudanças são 
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susceptíveis de provocar má-absorção e motilidade gastrointestinal anormal durante 

infecção por RV (SURENDRAN, 2008). 

Os RV, por um mecanismo desconhecido evadem do trato gastrointestinal e 

causam viremia. Casos foram relatados, sugerindo que o RV podem causar infecções 

em células fora do intestino causando hepatites, nefrites, pneumonia, exantemas, 

coagulação intravascular disseminada, linfocitose hemofagocítica e complicações 

neurológicas (YOSHIDA et al., 1995; BLUTT et al., 2007). Antígenos de RV foram 

detectados em amostras de crianças com diarreia, indicando antigenemia e possível 

viremia ocorrendo durante infecção por RV (BLUTT et al., 2003; CRAWFORD et al., 

2006). As possíveis consequências clínicas da viremia em seres humanos são 

desconhecidas. 

 

 

Figura 11: mecanismos de patogênese do RV. No primeiro ciclo de replicação visualizamos os dois 

mecanismos de entrada do RV na célula (adsorção e penetração), a formação de DPLs, liberação da NSP4 
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e ativação do SNE; diarreia secretória induzida pela NSP4 com ativação do SNE e a posteriormente, 

temos a diarréia osmótica induzida pelo Ca
++

. Fonte: www4.appliedbiosystems.com tools pathwy. 

 

 

2.13 QUADRO CLÍNICO 

 

As manifestações clinicas da infecção por RV podem ser sintomáticas ou 

assintomáticas, dependendo de fatores do hospedeiro quanto de fatores virais. O quadro 

clínico das infecções por RV geralmente envolve vômitos, febre, diarreia aquosa e 

desidratação variando de leve a grave, além de dor abdominal. Vômitos e febre 

geralmente perduram por dois ou três dias, enquanto a diarreia geralmente persiste por 

cinco a oito dias (LINHARES, BRESEE, 2000). Entretanto, o quadro pode agravar-se 

ou até mesmo levar a morte, quando associado a desnutrição ou a quadros de 

desidratação grave. A diarreia geralmente é autolimitada e a recuperação do paciente 

tende a ocorrer num período de sete a dez dias (BISHOP, 1996). 

A infecção por RV pode ocorrer de forma assintomática ou levar à 

gastroenterite aguda, com diarreia variando de leve a grave, vômito e desidratação. A 

diarreia é precedida de um período de incubação de um a três dias, evoluindo com 

episódios de vômitos em mais de 50% das situações, com subsequente febre e diarreia. 

Os vômitos, geralmente, precedem a diarreia, ocorrendo por um período de 3 a 5 dias, 

gerando um grave desequilíbrio hidroeletrolítico e levando à desidratação grave que 

quando não tratada ocasiona a morte. Eventualmente os vômitos se tornam constantes, 

levando a desidratação (KAPIKIAN et al., 2001). O quadro diarreico varia de quatro a 

oito dias, com a presença de muco em 25% dos casos (RODRIGUEZ et al., 1978). A 

febre é registrada em mais da metade dos casos, com temperatura axilar ≥ 39ºC. Adultos 

e crianças com imunidade deficiente quando infectados por RV podem manifestar 

gastroenterite prolongada (MORILLO et al., 2010). 

Alguns pesquisadores têm associado a infecção por RV a outros sinais 

clínicos como infecção do sistema nervoso central (ITURRIZA-GÓMARA et al., 2001), 

com edema agudo hemorrágico infantil (DI LERNIA et al., 2004) e diabetes autoimune 

(BLOMQVIST et al., 2002). 
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2.14 IMUNIDADE 

A resolução de uma gastroenterite depende em grande parte da resposta 

imunológica. Em um hospedeiro normal, os antígenos de RV são transportados em 

placas de Peyer, processadas por células B, macrófagos ou células dendríticas e 

apresentadas às células T auxiliares. Isto culmina com a estimulação de células B RV 

específicas e proliferação dos linfócitos T citotóxicos precursores (OFFIT, 1996; 

ANDERSON, WEBER, 2004). Estudos mostraram que após uma infecção por RV as 

concentrações de Ig A atingem seu pico nos dias 14 a 17 e persistem ao longo de um 

ano, com posterior declínio na sua concentração. Esses resultados sugerem que a IgA é 

o mais consistente marcador de proteção contra RV (BERNSTEIN et al., 1989; 

ANDERSON, WEBER, 2004). Entretanto, a IgA para RV é frequentemente não 

detectável em fluidos duodenais ou fezes após a primeira semana de infecção (OFFIT, 

1996;  ANDERSON, WEBER, 2004). 

Muitas das infecções sintomáticas por RV ocorrem entre o terceiro mês e o 

segundo ano de vida, com um pico de incidência entre o 7° e o 15° meses. Infecções por 

RV são mais frequentemente graves em crianças com 3 a 24 meses de idade, do que nos 

mais velhos ou adultos (CHRYSTIE et al., 1978; PEREZ-SCHAEL et al., 1987; 

DENNEHY, 2008). Estudos longitudinais demonstraram que as infecções por RV 

naturalmente adquiridas induzem uma proteção frente à reinfecção pelo vírus, fato 

muito importante para prevenir eventos mais graves da doença (VELAZQUEZ et al., 

1996; FISCHER et al., 2002). Embora as crianças possam ser infectadas por RV várias 

vezes durante sua vida, a infecção inicial após os 3 meses de idade mais provavelmente 

pode  causar diarreia grave e desidratação. 

Estudos têm demonstrado que a resposta imune frente à primeira infecção por 

RV é predominantemente homotípica quanto à indução de anticorpos neutralizantes 

específicos (VELAZQUEZ et al., 1996). Os RV podem escapar à ação do sistema 

imune e induzir uma nova infecção através de vários mecanismos. São múltiplos os 

grupos, subgrupos e sorotipos, em subsequentes infecções, e a resposta passa a assumir 

caráter heterotípico, daí podendo advir proteção cruzada (CLARK et al., 1985; 

CHRISTY et al., 1988; MATSON et al., 1992; ORYAN et al., 1994; JIANG et al., 

2002; ANDERSON, WEBER, 2004; DENNEHY, 2008). 

A maioria das mães possui anticorpos contra RV que são repassados aos 

filhos via transplacentária, protegendo o neonato. Consequentemente, a maioria dos 
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recém nascidos infectados mostra-se assintomática ou desenvolverá doença branda 

(BISHOP et al., 1983; DENNEHY, 2008), exceção feita aos bebês prematuros que 

apresentam um maior risco de doença grave devido à ausência de anticorpos maternos 

compartilhados via transplacentária (NEWMAN et al., 1999). 

A VP6 é o antígeno dominante quanto à propriedade de induzir resposta 

imune à infecção por RV humano (SVENSSON et al., 1987). As imunoglobulinas do 

tipo A do soro ou anticorpos IgG atuam reagindo contra o antígeno VP6 em ensaios 

imunoenzimáticos (FRANCO et al., 1996). 

A imunidade local no intestino parece ser importante para proteção contra 

infecções subsequentes. Os níveis de IgA anti-RV no soro, medido imediatamente após  

a infecção, geralmente refletem níveis de IgA da mucosa e parece ser os  melhores 

marcadores de proteção (FRANCO et al., 2006). 

A resolução da infecção por RV envolve CD8, linfócito T citotóxico e 

resposta de anticorpos (FRANCO et al., 1997; MCNEAL et al., 1997). Demonstraram-

se elevados níveis de citocinas, interferon α, interleucina 10 (IL10) e fator de necrose 

tumoral (TNFα) em soro e plasma de crianças com RV. Portanto, sugere-se que a 

imunidade humoral e a mediada por células exercem um importante papel na resolução 

de uma infecção em curso causa por RV, além da proteção frente a infecções 

subsequentes (JIANG et al., 2003). 
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Figura 12: Resposta celular inata á infecções por RV. Durante internalização do rotavirus o ácido 

nucleico viral pode ser exposto e reconhecido por receptores do tipo Toll (TLR3) ou receptores 

intracelulares RIG-I-Like (RLRs). RLRs ativados podem ligar e ativar a proteína mitocondrial de 

sinalização antiviral (MAVS), que recruta um complexo de sinalização necessários para ativar os fatores 

de transcrição incluindo o fator citoplasmáticos regulador de interferon 3 (IRF3) e  o fator nuclear-kB 

(NF-kB). No outro lado, a ativação endossomal de TLR3 facilita o recrutamento do adaptador TRIF, o 

que permite o recrutamento de moléculas de sinalização, tais como IKKS que fosforilam IRF3 ou NF-kB 

(Adaptado de GUERRERO, ACOSTA, 2016). 

 

2.15 TRANSMISSÃO 

 

A transmissão dos RV ocorre principalmente pela via fecal oral, através da 

ingestão de água e alimentos contaminados com fezes ou contato com fômites (ESTES, 

GREENBERG, 2013). Apenas uma gotícula infectada com esse vírus em uma 

superfície onde uma criança possa encostar a boca é o suficiente para contaminá-la 

(GLASS et al. 2006). Nesse sentido, as creches, os asilos e os hospitais são focos de 

disseminação do vírus. 

A excreção assintomática de RV em adultos é um potencial importante na 

transmissão e perpetuação deste vírus de forma endêmica (ESTES, GREENBERG, 

2013), já que as partículas infecciosas podem permanecer por longos períodos (1 a 10 

dias) sobre superfícies e em ambientes com pouca umidade (GLEIZES et al., 2006). As 

partículas virais são relativamente resistentes aos desinfetantes comuns mantendo seu 

potencial infeccioso por vários meses, em temperaturas entre -40°C e -200°C 

(PARASHAR et al., 2003). 

Autores relatam ainda, a possível transmissão dos RV pela via respiratória 

(GORDON, 1982; COOK et al., 1990; ZHENG et al., 1991), além da veiculação hídrica 

de partículas infecciosas como um importante e expressivo meio de propagação viral em 

lugares com saneamento básico deficiente ou inexistente (ESTES, GREENBERG, 

2013). 

 Em modelos experimentais, há relatos de que apenas um vírion pode levar à 

infecção (GRAHAN et al., 1987), já Glass et al., (2006) postulam que apenas dez 

partículas virais seriam suficientes para acometer uma criança. Ademais as elevada 

proporção de portadores assintomáticos contribui para a rápida disseminação do vírus 

(PARASHAR et al., 2003; GLEIZES et al., 2006). 

 Algumas pesquisas sustentam o caráter zoonótico das infecções por RV, 

haja vista as observações da ocorrência de estirpes de RV de animais que compartilham 

o mesmo antígeno neutralizante com outros provenientes de seres humanos. Além disso, 
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há registros da ocorrência de amostras de origem animal que naturalmente infectam 

seres humanos ou que são capazes de formar recombinantes gênicos com cepas de RV 

humanos (NAKAGOMI, NAKAGOMI, 1991; JAIN et al., 2001; RAHMAN et al., 

2003; MARTELLA et al., 2005). 

 

2.16 TRATAMENTO 

 

O tratamento das gastroenterites por RV é sintomático, voltado para 

prevenir e tratar a desidratação, secundária ao processo. Para isto, é indicada a ingestão 

de líquidos e da terapia de reidratação oral (TRO), que também corrigem o déficit 

hidroeletrolítico existente assegurando um aporte adequado de eletrólitos frente às 

perdas causadas pelo vômito e a diarreia. No Brasil, o uso rotineiro da reidratação oral, 

preconizada pela Organização Mundial de Saúde, tem sido prática e eficaz no combate à 

diarreia aguda e de ampla aceitação (LINHARES, 2000). Em casos de incapacidade 

quanto à ingestão de líquidos pela via oral ou desidratação grave, será necessária 

internação hospitalar para hidratação intravenosa e aporte médico (SANTOSHAM, et 

al.,1997). Infelizmente, a cobertura conhecida para intervenções eficazes como a TRO é 

inferior a 35% em partes da África e Sul da Ásia (SANTOSHAM, 2010). 

No que diz respeito à alimentação rotineira da criança, esta deve ser 

continuada com o intuito de manter a ingestão de nutrientes necessários ao seu 

desenvolvimento e evitar a perda de peso no decorrer da infecção. A suplementação de 

Zn
++

 no decorrer da doença diarreica é indicada por alguns autores que têm demostrado 

que essa atitude ajuda na redução do episódio diarreico, gravidade e incidência de 

episódios subsequentes nos 2-3 meses seguintes à terapia (OMS, 2005). 

Estudos têm postulado ação terapêutica na diarreia por RV, usando uma 

combinação de Lactobacillus rhamnosus GG, reconhecido como probióticos (PANT et 

al., 2007). 

A utilização de constipantes (Caolin, pectina, colestiramina) e de 

antiespasmódicos não é recomendada pela OMS, pois não atuam na eliminação da 

doença, nem na melhora do quadro clínico (OMS, 2005). A nitazoxanida
®
 vem sendo  

avaliada quanto à possibilidade de ser utilizada no tratamento de doença diarreica por 

RVA. Entretanto, os resultados obtidos com esse medicamento ainda são mínimos, 

necessitando de maiores investigações.  O rececadotril
®
 é uma droga antissecretora que 
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atuaria na redução do número de episódios diarreicos, entretanto este só foi avaliado em 

adultos (CEZSARD, SALAZAR-LINDO, 2005). 

Estudos recentes tem demonstrado que a utilização de N-acetilcisteína 

(NAC) vem sendo usada como ferramenta terapêutica para o tratamento de infecções 

por RVA em crianças. A administração de NAC após o primeiro episódio diarreico 

reduziu o número de evacuações, a excreção de antígenos nas fezes e a resolução dos 

sintomas após dois dias de tratamento. O fato do RV induzir ao estresse oxidativo e a 

sinalização inflamatória ofereceu uma oportunidade para o desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas nas infecções por RV como a utilização Agonistas de 

Receptores Gama ativados por Peroxissoma (PPAR) e anti-inflamatórios não esteroidais 

(AINES). A indometaciana, inibidora da COX foi mostrado como redutora significativa 

da infecção por RV cepa Wa em células Caco-2 (GUERRERO et al., 2014). 

Recentemente, plantas medicinais brasileiras foram testadas e apresentaram 

atividade antiviral relevante contra infecção por RVA. Entre as espécies estudadas estão 

a Byrsonima verbascifolia, Eugenia dysenterica, Hymenaea courbaril e Myracrodruon 

urundeuva (CECILIO et al., 2012). 

Estudo utilizando abordagens computacionais propuseram que a planta 

Rhizophora mucronata Lamk pode ser eficaz contra a infecção por RVA (HOSSAIN et 

al., 2016). A planta Achyrocline bogotensis que tradicionalmente é utilizada para tratar 

infecções de pele, respiratórias e do trato urinário foi identificada com substâncias 

apresentando atividade antiviral in vitro contra o RV e astrovírus (TÉLLEZ et al., 

2015). 

 

2.17 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 

 

Os elevados índices de morbi-mortalidade gerados pelos RV levaram ao 

desenvolvimento de pesquisas que culminaram com técnicas rápidas e seguras para o 

diagnóstico de RV, hoje amplamente difundidas na elucidação de quadros suspeitos, no 

monitoramento de cepas circulantes e na identificação e classificação de novos 

genótipos. 

A microcopia eletrônica (ME), usada como método pioneiro no diagnóstico 

de RV, permite a visualização das partículas virais nas fezes, apresenta elevada 

especificidade na fase aguda da doença e rapidez de diagnóstico. Entretanto, é uma 

técnica com custos de execução elevados, exige equipe qualificada e não permite 
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diagnóstico em larga escala, sendo desta forma pouco utilizada (CARTER, 2005; 

CLARK et al., 2003). 

A propagação do vírus em cultura celular é possível, utilizando linhagens 

celulares como células de rim de macaco (MA-104) e célula de carcinoma de cólon 

humano (CaCo-2).  Entretanto, a propagação do vírus em cultura é muito lenta e não 

tem valor diagnóstico (SANTOS et al., 2003). 

O ensaio imunoenzimático (ELISA ou EIA) é o método mais amplamente 

utilizado para o diagnóstico laboratorial.  É uma técnica voltada para detecção de 

antígenos virais nos espécimes clínicos e que permitem a detecção do vírus em um 

maior número de amostras e em um curto intervalo de tempo, além de apresentar uma 

boa sensibilidade, muito embora necessite de 10
4
-10

7
 partículas virais para detectar a 

infecção (ESTES, GREENBERG, 2013; ANDERSON, WEBER, 2004). Geralmente, 

os kits diagnósticos incluem anticorpos policlonais ou monoclonais dirigidos ao 

antígeno comum VP6 dos RVA. Embora haja testes imunoenzimáticos para a detecção 

de RVB e RVC, estes somente são utilizados em alguns centros diagnósticos. 

O teste de aglutinação em látex é muito utilizado em hospitais por 

apresentar um baixo custo, praticidade e rapidez. Baseia-se no agrupamento de 

antígenos livres os quais se ligam a anticorpos específicos, os quais se destinam à 

determinação qualitativa direta de antígenos virais de RV em fezes (SANTOS et al.,  

2008). Os testes de imunocromatografia também se baseiam na detecção qualitativa de 

antígenos virais em amostras de fezes. Esses métodos diagnósticos possuem 

sensibilidade comparável à da técnica imunoenzimática, além de ser um método rápido, 

e que não exige grandes aparatos laboratoriais. 

A eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) é um método muito 

utilizado por sua sensibilidade e especificidade na detecção do genoma viral de acordo 

com os padrões de migração de seus segmentos genômicos. É uma técnica que permite 

detectar todos os grupos de RV (ESTES, GREENBERG, 2013), além de identificar 

perfis genômicos e padrões de migração de todos os grupos de RV, o que permite 

avaliar a diversidade do RV circulantes. 

Técnicas moleculares foram desenvolvidas e muito difundidas nos últimos 

anos, sendo introduzidas na rotina dos laboratórios de pesquisa, porém não naqueles 

que visam estritamente ao diagnóstico. A reação em cadeia pela polimerase precedida 

da transcrição reversa (RT-PCR) é uma técnica de amplificação do RNA viral que é 

inicialmente convertido em cDNA por transcrição reversa, antes de inciar o processo de 
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amplificação. A RT-PCR é sem dúvida uma das mais utilizadas na atualidade por 

apresentar elevada sensibilidade, custo razoável e possibilita a genotipagem dos RV 

(FISCHER, GENTSCH, 2004; ITURRIZA-GOMARA et al., 2004). Uma variação 

dessa técnica é a PCR quantitativa, a qual apresenta maior sensibilidade e permite a 

quantificação da carga viral em uma infecção, bem como a PRC multiplex para o 

diagnóstico diferencial de infecções virais por vários patógenos (LIU et al., 2011). 

Outras técnicas, ainda restritas ao campo científico, também têm sido muito 

utilizadas, tais como: hibridização, dot blot. Nesta técnica, a sequência alvo é separada 

por eletroforese, transferida para uma membrana e hibridizada com uma sonda marcada 

com radioisótopos ou enzima. A hibridização em microarranjos consiste na 

hibridização de amostras de DNA com sequências gênicas específicas imobilizadas em 

superfícies sólidas. O sequenciamento de nucleotídeos é utilizado para a análise 

genética do RV (CORTESE, 2010). 

 

2.18 IMUNIZANTES CONTRA ROTAVÍRUS  

 

O desenvolvimento de novas vacinas eficazes e seguras contra o RVA, foi 

reconhecido como a estratégia de intervenção mais eficaz, podendo trazer um resultado 

significativo sobre o impacto da doença (ORYAN, LINHARES, 2009). 

A primeira vacina contra o RV foi desenvolvida nos anos 80, fundamentada 

na abordagem Jeneriana, usando vírus antigenicamente relacionado a um hospedeiro 

animal. Esta abordagem se baseava em estudos que indicavam que o RV de animais e 

humanos compartilhavam antígenos comuns e que animais imunizados com cepas de 

RV de outros animais apresentavam baixo risco para a doença e para a replicação viral 

quando desafiados com RV humano. Durante fases de teste desta vacina, foi detectada 

uma grande variabilidade viral e que esta vacina não era eficaz, sendo esta pouco 

utilizada (KAPIKIAN et al 1986; TANAKA et al., 2006). 

Os primeiros ensaios com vacinas foram realizadas utilizando a RIT 4237, 

uma cepa bovina G6P[1] (VESIKARI et al 1983). Esta vacina se mostrou segura e 

eficaz na Finlândia, mostrando eficácia protetora de 80% contra a doença grave por RV 

(VESIKARI et al, 1985). No entanto, estudos posteriores nos países em 

desenvolvimento foram decepcionantes, mostrando pouca ou nenhuma eficácia, 

provocando assim a cessação de estudos com esta vacina (HANLON et al 1987; 

LANATA et al 1989). 
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Posteriormente, estudos iniciais com a WC3, uma cepa de RV bovino 

G6P[5], apresentou esta como uma promissora candidata à vacina (CLARK et al 1988). 

No entanto, subsequentes ensaios não mostraram proteção significativa (BERNSTEIN 

et al 1990), com esta candidata  levando encerramento dos estudos com esta vacina. Em 

uma tentativa de fazer a vacina WC3 mais sorotipicamente relacionada com cepas 

humanas, foram introduzidas por rearranjo os genes que codificam as proteínas de 

neutralização, VP4 e VP7 de rotavírus humano. Este método foi denominado 

abordagem Jenneriana modificada (Flores e Kapikian, 1990), e resultou no 

desenvolvimento da vacina pentavalente RotaTeq
TM

, uma das vacinas contra o rotavírus 

licenciada em vários países atualmente. 

A vacina de rotavírus símio denominado de Rhesus (RRV) foi também uma 

das primeiras candidatas a vacina, mas a proteção induzida por ela foi inconsistente 

(FLORES et al 1987; VESIKARI et al 1990; SANTOSHAM et al 1991; MADORE et al 

1992; PADILLA-NORIEGA et al 1992) devido o maior índice de proteção ser 

oferecido contra a infecção pela cepa vacinal (G3P[3]). Para resolver este problema, foi 

feito o rearranjo da RRV com a incorporação de genes de cepas humanas de outros três 

sorotipos dominantes G (G1, G2 e G4), assim criando a vacina tetravalente Rotashield 

TM
. Esta vacina foi licenciada e incorporada no EUA em 1998, mas foi retirada por seu 

fabricante em 1999, após a descoberta de um pequeno, mas aumento significativo em 

intussuscepção em vacinados durante vigilância pós-licenciamento (MURPHY et al 

2003). 

Numerosos estudos têm documentado que a imunidade induzida por uma 

infecção natural pelo RVA protege as crianças de subsequentes episódios de diarreia 

grave por esse patógeno, embora este apresente tipos distintos (VELÁSQUEZ et al., 

1996). Baseado nesses conhecimentos foram desenvolvidas várias estratégias para a 

produção de vacinas contra RVA e algumas avaliadas em seres humanos. No ano de 

2009 a Organização Mundial de saúde (OMS) recomendou a inclusão das vacinas 

licenciadas Rotarix e Rotateq no Programa Nacional de Imunização (PNI) de países 

onde demonstrou ter significante impacto na saúde pública (WHO, 2009). Após essa 

recomendação vários países que introduziram a vacina contra rotavírus no programa de 

imunização nacional (figura 13). 

Atualmente, existem duas vacinas licenciadas e recomendadas pela OMS 

que se mostraram seguras e eficientes são elas, a Rotarix
® 

produzida pela GSK que é 

monovalente e derivada de uma amostra de RVA humana, G1[P8] e a Rotateq
® 
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(MERCK), construída a partir do protótipo viral WC3, de origem bovina, reestruturada 

com cepas de origem humana, formando assim, o imunizante pentavalente de origem 

bovino-humano, que confere imunidade contra os genótipos mais prevalentes de RVA 

que são G1, G2, G3, G4 e P[8]. 

Em 2000-2001, a China introduziu em seu Programa Nacional de 

Imunização a vacina oral LLR (atenuada, G10P[12]), derivado do isolado cordeiro 

RVA. No entanto, a eficácia desta vacina é desconhecida uma vez que não foi testada 

contra placebo em testes clínicos fase III. A Rotavac® (monovalente oral G9P [11] 

(11E6)), uma nova vacina RVA oral foi lançada na Índia, em 2014, e licenciada até o 

momento, exclusivamente neste país (BHANDARI et al., 2014). 

No Brasil, aproximadamente 36 estudos desenvolvidos no período pré-

vacina demonstraram que o RVA foi responsável por 4,5-44% dos casos de diarreia 

aguda entre os pacientes internados ou não (CDC 2009). 

Ambas as vacinas demonstraram segurança, eficácia e proteção em grandes 

estudos clínicos pré e pós-licenciamento realizados na Europa, Estados Unidos e 

América Latina (RUIZ-PALACIOS et al., 2006; ARAÚJO et al., 2007; VESIKARI et 

al., 2007), apresentando taxas de proteção que variaram de 70 a 90% em países 

desenvolvidos (PATEL, PARASHAR, 2009; BOOM et al., 2010; VESIKARI et al., 

2010; ANDERSON et al., 2011; BUTTERY et al., 2011; GIAQUINTO et al., 2011; 

JUSTINO et al., 2011; QUINTANAR-SOLARES et al., 2011; TATE et al.,2011;  

TREGNAGHI  et al., 2011; DESAI et al., 2012; CORTESE et al., 2013; 

GASTÃNADUY et al., 2013; PAYNE et al., 2013; LESHEM et al., 2014; RHA et al., 

2014). Tal ação refletiu em significativas reduções nos índices de internação e 

mortalidade associado ao RVA (RICHARDSON et al., 2010; GASTÃNADUY et al., 

2013). Por outro lado em países de renda média e baixa, como Nicarágua, Malawi, 

Africa do Sul, Quênia e Bangladesh a eficácia da vacinação foi baixa, com cerca de 20 a 

30% (ARMAH et al., 2010; MADHI et al., 2010; ZAMAN et al., 2010). 
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Figura 13: Países que introduziram a vacina contra rotavírus no programa de imunização nacional. 

Adaptado de PATH (2015). 

 

A implantação de vacinas contra o RVA mostraram uma consistente 

proteção contra as hospitalizações relacionadas com diarreia na América Latina e 

Caribe. Os resultados foram mais satisfatórios para a Rotarix. A Eficácia foi maior entre 

as crianças menores de 12 meses e menor em crianças mais velhas (DE OLIVEIRA et 

al., 2015). Luchs et al., (2015) identificaram em seu estudo uma redução na detecção 

laboratorial de rotavírus  para 19,5 % em crianças menores de 5 anos após a introdução 

da vacina no Brasil. 

Estima-se que no período de 2007 a 2025, a vacinação universal contra o 

RV possa evitar 141 visitas médicas para cada 1000 crianças vacinadas na América 

Latina e salvar mais de 16.000 vidas (ATHERLY et al., 2009). 

 Matthijnssens et al. (2014) afirmam que embora a Rotarix seja altamente 

eficaz na proteção contra as infecções por RVA tipo G2P[4], a proporção de G2P[4] 

associado aos casos de gastrenterite é superior em vacinados do que em não vacinados. 

Outros autores não encontraram diferenças significativas da proteção conferida pela 

vacina frente a algum genótipo específico (DENNEHY, 2013; HEMMING, 

VESIKARI, 2013; DONATO et al, 2014; PELÁEZ-CARVAJAL et al, 2014).  

Guerra et al. (2015), em um estudo pós comercialização da vacina evidencia 

que o tipo G2P[4] de RVA  foi detectado como o mais predominante nos 20 primeiros 

meses do estudo, seguido por G1P[8], o que é sugestivo de uma flutuação natural do 

genótipo e não a uma possível pressão seletiva da vacina. 
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Recente meta análise realizada na América Latina evidenciou a efetividade 

da vacina em 53% contra infecções por RV, 73% contra hospitalizações relacionadas ao 

Rv e 74% contra episódios graves de diarreia. Este estudo destaca as reduções 

significativas das hospitalizações e mortes, além de redução de episódios de diarreia 

devido ao RVA entre os países que adotaram a vacinação contra o Rotavírus (SANTOS 

et al., 2016). 

Devido à elevada eficácia dos programas de vacinação contra o RVA, este 

deixou de ser a principal causa de internação em crianças (HEMMING et al., 2013; 

KOO et al., 2013; PAYNE et al., 2013; BUCARDO et al., 2014). Desta forma, 

informações sobre a efetividade da vacinação contra o RVA são de extrema 

importância, além da continuidade dos programas de vigilância de cepas seguidos pela 

caracterização genética das mesmas.  
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3 JUSTIFICATIVA 

 

Estudos apontam que o genótipo G2 reemergiu no Brasil em 2005 e tornou-

se o mais prevalente a partir de 2006, mesmo após a introdução da vacina contra o RVA 

no calendário nacional de vacinação, seguindo por um declínio, porém não 

desaparecimento, a partir de 2013. O fato deste genótipo ter infectado tantas crianças, 

mesmo após a introdução da vacina levantou muitos questionamentos quanto à proteção 

conferida pela vacina frente a este genótipo. Além disto, o fato deste tipo ter 

apresentado elevada ocorrência em países onde não houve a introdução da vacina contra 

o RVA, e também pelo fato de ter ocorrido de forma proporcional em crianças 

vacinadas e não vacinadas levantaram a hipótese de uma flutuação natural deste 

genótipo (MONTENEGRO et al., 2015). 

Em escala global e principalmente no Brasil, estudos evidenciaram nos 

últimos anos a reemergência do genótipo G2 e uma modificação no seu perfil 

epidemiológico. Este genótipo geralmente era detectado associado a surtos envolvendo 

crianças e adultos e segundo alguns autores, podendo ocorrer de forma cíclica a 

intervalos de dez anos (LINHARES, VELÁZQUEZ, 2008). 

Esta pesquisa é a extensão de um estudo conduzido na região Norte do 

Brasil de abordagem genética das proteínas VP7 e VP4 de amostras de RV G2 que 

circularam nessa região ao longo de 16 anos e que evidenciou a ocorrência de mutações 

em regiões importantes da proteína VP7, assim como a diferenciação nas linhagens 

circulantes no período anterior e posterior à introdução da vacina, evidenciado pela 

alternância na circulação das linhagens e sublinhagens desta proteína. 

Neste contexto, ainda persistem múltiplos aspectos sobre a infecção causada 

pelo genótipo G2 não suficientemente elucidados. Portanto, esse estudo é pioneiro ao 

investigar as possíveis mudanças em todas as proteínas do genótipo G2 que possam ter 

levado à predominância deste tipo por um longo período após a implantação da vacina 

no país, além de um entendimento sobre a distribuição temporal e a diversidade genética 

do genótipo G2 ao longo dos últimos 20 anos na região amazônica.  
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Estabelecer a distribuição temporal do genótipo G2 ao longo de 33 anos  na 

região Norte em amostras de crianças do período anterior e posterior à introdução da 

vacina contra o RVA. 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Determinar os genótipos circulantes dos nove genes de RV G2 

detectados ao longo de 20 anos na região norte do Brasil; 

b) Verificar a distribuição temporal das variantes genéticas de RVA antes e 

após a introdução da vacina; 

c) Verificar as variações intra-genotípicas nas amostras G2 antes e após a 

introdução da vacina contra RVA no Brasil. 

d) Construir a árvore das relações filogenéticas para os genes estruturais e 

não estruturais do RVA genótipo G2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 

 

5 MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Aspectos éticos e de biossegurança 

Este estudo foi submetido à Plataforma Brasil visando a análise junto ao 

Comitê de Ética em Pesquisa Humana do Instituto Evandro Chagas/SVS/MS. O 

presente estudo dispensou o uso do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE), uma vez que utilizou do ácido nucleico viral previamente extraído das 

amostras coletadas nos anos de ocorrência dos estudos envolvidos, não ofereceu risco 

aos pacientes, haja vista que não ter havido uso dos dados clínico-epidemiológicos dos 

pacientes, além do desconhecimento da identificação do mesmo. A carta de aprovação 

do referido estudo encontra-se no anexo 1. 

Todas as etapas de processamento do material foram desenvolvidas dentro 

das normas de biossegurança vigentes, a fim de minimizar a exposição dos 

pesquisadores e da equipe técnica a qualquer tipo de risco biológico. 

5.2 População do estudo 

Devido à inexistência de ácido nucleico de amostras de todo o período do 

estudo, a população alvo foi dividida em dois momentos: foram utilizados inicialmente 

dados de detecção de cepas de rotavírus que circularam no período de 1981 a 2012 em 

Belém do Pará com a finalidade de estimarmos as variações das cepas circulantes nesse 

período. Para o período o período de 1993 a 2012, foi utilizado o ácido nucleico de 

crianças que apresentaram diarreia aguda, em âmbito ambulatorial ou hospitalar na 

região norte do Brasil. 

Os ácidos nucleicos analisados no presente projeto foram provenientes de 

estudos desenvolvidos no Instituto Evandro Chagas (IEC) e conduzidos no período de 

1992 a 1994 (Projeto Nosocomial), 1998 a 2000 (Projeto Hospital Sentinela), 2006 a 

2012 (Projeto Rede de Vigilância de Rotavírus) e 2008 a 2012 (Projeto Rotavírus 

Efetividade). 

Todos os ácidos nucleicos selecionadas para o presente estudo foram 

previamente caracterizados como genótipo G2 por meio das técnicas de reação em 

cadeia mediada pela polimerase precedida de transcrição reversa e posteriormente por 

Nested-PCR (DAS et al., 1994; GOUVEA et al., 1990) no período de vigência dos 

estudos envolvidos. 

O critério de inclusão das amostras selecionadas para o estudo foi com base 

na quantidade suficiente de ácido nucleico disponível e viabilidade deste para as 

análises. 



56 

 

Tabela 1: Amostras analisadas neste estudo, de acordo com o ano de coleta 

tipo de estudo e Estado de origem. 

Amostra Característica 

do estudo 

Estado Ano 

RVA/Human-wt/BRA/NSC105-PA/1993/G2P[4] Hospitalar  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pará 

 

1993 

RVA/Human-wt/BRA/NSC082-PA/1993/G2P[4] 

RVA/Human-wt/BRA/NSC206-PA/1993/G2P[4] 

RVA/Human-wt/BRA/NSC314-PA/1994/G2P[4] 1994 

RVA/Human-wt/BRA/HSP187-PA/1997/G2P[4] Ambulatorial e 

hospitalar 

1997 

RVA/Human-wt/BRA/HST030-PA/1998/G2P[4]  

1998 RVA/Human-wt/BRA/HST181-PA/1999/G2P[4] 

RVA/Human-wt/BRA/HST001-PA/1998/G2P[4] 

RVA/Human-wt/BRA/HST369-PA/1999/G2P[4] 1999 

RVA/Human-wt/BRA/RV24751-PA/2006/G2P[4] Ambulatorial 

 

2006 

 RVA/Human-wt/BRA/RV96895-PA/2006/G2P[4] 

RVA/Human-wt/BRA/RV96877-PA/2007/G2P[4] 2007 

RVA/Human-wt/BR/ RV97064-PA/2007/G2P[4] 

RVA/Human-wt/BRA/RV105658-PA/2008/G2P[4]   

 

2008 
RVA/Human-wt/BRA/1A0174-PA/2008/G2P[4] Ambulatorial e 

hospitalar RVA/Human-wt/BRA/1A0028-PA/2008/G2P[4] 

RVA/Human-wt/BR/1A0808/PA/2008/G2P[4] 

RVA/Human-wt/BRA/2A2300-PA/2009/G2P[4]  

2009 RVA/Human-wt/BR/1A1852/PA/2009/G2P[4] 

RVA/Human-wt/BRA/RV105657-PA/2009/G2P[4] Ambulatorial 

RVA/Human-wt/BR/2A3463/PA/2010/G2P[4] Ambulatorial e 

hospitalar 

 

2010 

 
RVA/Human-wt/BRA/1A3158-PA/2010/G2P[4] 

RVA/Human-wt/BRA/RV114210-PA/2010/G2P[4] Ambulatorial 

RVA/Human-wt/BRA/RV114215-PA/2010/G2P[4] 

 RVA/Human-wt/BRA/RV98321-AM/2007/G2P[4] Amazonas 2007 

RVA/Human-wt/BR/RV97717/AM/2007/G2P[4]  

RVA/Human-wt/BRA/RV99932-AM/2008/G2P[4] 2008 

RVA/Human-wt/BRA/RV115156-AM/2011/G2P[4] 2011 

RVA/Human-wt/BRA/RV44-AM/2012/G2P[4] 2012 

RVA/Human-wt/BRA/RV111830-AC/2009/G2P[4] Acre 2009 

RVA/Human-wt/BRA/RV111823-AC/2009/G2P[4] 

RVA/Human-wt/BRA/RV113425-AC/2010/G2P[4] 2010 

RVA/Human-wt/BR/RV115036/AC/2011/G2P[4] 2011 

RVA/Human-wt/BRA/RV117236-AC/2012/G2P[4] 2012 

RVA/Human-wt/BRA/RV105665-AP/2009/G2P[4] Amapá 2009 

RVA/Human-wt/BRA/RV97707-RR/2006/G2P[4] Roraima 2006 

RVA/Human-wt/BRA/RV96876-RR/2007/G2P[4] 2007 

RVA/Human-wt/BRA/RV100104-RR/2008/G2P[4] 2008 

RVA/Human-wt/BRA/RV109743-RR/2010/G2P[4] 2010 

RVA/Human-wt/BRA/RV115018-RR/2011/G2P[4] 2011 

 

5.3 Métodos 

A seção de “Metodos” deste manuscrito de tese será apresentada sob a forma de 

artigos, aceito e submetido para publicação. 
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6 RESULTADOS 

 

Os resultados serão apresentados na forma de dois artigos, um artigo já foi 

aceito e o outro está submetido e em fase de adequações. 

6.1 ARTIGO 1 : Distribuição de sorotipos de RVA na região Norte do 

Brasil ao longo de 27 anos, no período pré e pós vacina. 
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6.2 ARTIGO 2 : Molecular Analysis of structural genes of the G2 rotavirus circulating 

for 20 years in the Amazon region of Brazil. 
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7 Discussão 

 

7.1 Distribuição de sorotipos de Rotavírus circulantes na região Norte no 

período pré e pós vacina (artigo 1). 

 

Os RVA apresentam ao longo de sua história variações na circulação de 

genótipos, muitas desses genótipos também exibem peculiaridades com relação a região 

geográfica em que circulam. Essas variações se devem a diversidade genética 

apresentada por esse vírus, originando um número grande de genótipos o que facilita a 

transmissão e resistência do vírus, tanto em humanos como em animais 

(MATTHIJNSSENS et al., 2012). O monitoramento da circulação dos diferentes 

genótipos circulantes na população é de fundamental importância para elaborar padrões 

de flutuação temporal e geográfica de cada genótipo, permitindo assim detectar 

possíveis ameaças às estratégias vacinais implantadas em muitos países. 

A realização de vários estudos e ensaios de vacina durante quase três 

décadas, permitiu uma avaliação da diversidade de cepas de rotavírus que circularam ao 

longo do tempo na região norte do Brasil. 

Nossos resultados com relação a diversidade de RVA circulantes  mostram 

uma expressiva variação de cepas que circularam no norte do Brasil ao longo de 27 

anos, particularmente quando se considera os dados dos estudos realizados entre 1981 e 

2005. Nosso estudo mostrou que o sorotipo G1 foi a de maior detecção (42,9%) em todo 

o estudo e esteve presente durante todo o período de análise, resultado que é semelhante 

aos detectados  em outras regiões do Brasil e a nível mundial (SANTOS et al., 2005; 

GURGEL et al., 2008; LEITE et al., 2008). 

Para o tipo G2 de RVA foi identificado um padrão cíclico de ocorrência, 

padrão este também detectado em outras regiões do Brasil e em outros países 

(GUSMÃO et al., 1999; LINHARES 2000; PAGE, STEELE 2004 ). Um importante 

resultado encontrado em nosso estudo foi a reemergência do tipo G2 no período de 

2006 a 2008, onde sua detecção atingiu taxas de 91%, fato este que refletiu em toda 

América Latina, mesmo em países que não haviam introduzido a vacina contra RVA em 

seu território (AMARILLA et al., 2007; LINHARES et al., 2011), tornando-se ainda um 

fenômeno mundial (PATEL et al., 2008, ESTEBAM et al., 2010). 

Isto sugere que a predominância do G2 na região Norte do Brasil e em 

outras partes do país, provavelmente, refletem uma flutuação devido à variação natural 
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ao longo do tempo. Variação essa que podemos demonstrar neste artigo, onde este 

genótipo foi detectado em surtos, se mostrando prevalente por aproximadamente um ou 

dois anos e passando então mais de cinco anos sem ser detectado para posterior resurgir 

novamente. 

Pouco ainda se sabe sobre a diversidade genética de cepas de rotavírus G2 e 

de que forma seus mecanismos de evolução podem estar ou não envolvidos na eficácia 

das vacinas atualmente comercializadas, sendo de fundamental importância estudos que 

tentem elucidar esses mecanismos, principalmente após um período de grande 

ocorrência deste genótipo na população vacinada e não vacinada. 

 

7.2 Análise molecular de Rotavírus G2 no período pré e pós vacina 

(ARTIGO 2). 

 

Após a introdução da vacinação contra o RVA passou-se a detectar o 

genótipo G2 de forma crescente no Brasil e em outros países que também implantaram a 

vacina monovalente em seu calendário de vacinação (GURGEL et al., 2007; 

MASCARENHAS et al., 2007; NAKAGOMI et al., 2008; LEITE et al., 2008; 

MUNFORD et al., 2009; KIRKWOOD et al., 2009; PATEL et al., 2009; JUSTINO et 

al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012; GUERRA et al., 2015). Vale ressaltar que o genótipo 

G2 é o único representante da constelação DS-1-like. Os demais genótipos são são Wa-

like (G1P[8], G3P[8], G4P[8], G9P[8], e G12P[8]) (MATTHIJNSSENS, VAN RANST, 

2012). O surgimento deste genótipo em cenário de pós implantação da vacina e o fato 

da proteção conferida contra o tipo G2 ser menor (RUIZ-PALACIOS et al., 2006; 

VESIKARI et al., 2007; LINHARES et al., 2008; JUSTINO et al., 2011),  levantou 

postulações que sugeriam haver uma pressão vacinal a qual selecionou a cepa G2P[4]. 

Nossos resultados (artigo 1 e 2) ratificam uma maior circulação do tipo 

G2P[4] no período de pós implantação da vacina na região Norte. A análise das cepas 

circulantes ao longo do período investigado permite observar para a proteína VP7 que 

as amostras se agrupam em linhagens e sublinhagens  distintas de acordo com o período 

de detecção,  existindo uma estreita relação entre as cepas circulantes em outros países 

no mesmo período. 

A dedução de aminoácidos para o gene VP7 mostrou que nas posições 75, 

113, 125, 129 178 e 213 há frequentes mutações. A alteração na posição aa 75, a qual 

pertence a VR5 (região de prolina) pode acarretar modificações das características 



88 

 

estruturais básicas (ZAO et al., 1999). O aa 213 esta localizado na região antigênica C, e 

diferenças neste resíduo estão relacionadas com perda de reconhecimento de epítopos 

específicos por monotipos específicos G2 Mabs (COULSON et al., 1996). A 

substituição de aa 96 (Asp→Asn), localizada na região antigênica A e VR5, esteve 

presente em amostras da linhagem II, sub-linhagem IIa e IIc. Estudos têm relatado que 

essa alteração induz a uma mudança na carga elétrica, podendo resultar em uma 

alteração conformacional dos epítopos reconhecidos por anticorpos neutralizantes 

(LAZDINS et al., 1995; ZAO et al., 1999; ITURRIZA-GÓMARA et al., 2001). Foi 

proposto que as regiões antigênicas A e C, que estão distantes na molécula linear 

interagem estreitamente dobrando na forma da molécula VP7 (ITURRIZA-GÓMARA 

et al., 2001). Assim, a substituição de aa 96 (Asp→Asn) é a provável responsável por 

um escape destas cepas a anticorpos de neutralização. Todas as amostras com alteração 

na posição aa 96, também tiveram alteração na posição aa 87, resultado semelhante ao 

encontrado por Iturriza-Gómara et al (2001), Gomez et al (2014) Dennis (2014). 

 A alteração na posição aa 96 do gene VP7 foi detectada 

predominantemente em amostras de 2006 a 2012. Entretanto, essa alteração foi 

identificada em uma amostra proveniente do ano de 1993 (NSC206). Esse fato sugere 

que esta mutação provavelmente surgiu no início da década de 90, conferindo a 

sublinhagem IIc uma ferramenta de escape às defesas do hospedeiro e que talvez não 

tenha sido prevalente  nesse período devido a um surto de G2 causado pela linhagem IId 

neste mesmo período, mas a partir de 2006, essa alteração tornou-se permanente neste 

genótipo ocasionando mudança na ecologia do vírus que favoreceram a manutenção 

deste tipo na população. Esses achados corroboram com a análise feita por Dennis et al., 

2014 no qual ele sugere que a sublinhagem IIc tenha surgido entre os anos de 1985 a 

1991, onde o mesmo encontrou um ancestral mais comum circulando em 1999, sendo 

que nossa amostra foi detectada em 1993, tornando-se então o ancestral mais antigo 

detectado. Nossos resultados são semelhantes aos encontrados por Zao et al (1999), 

Iturriza-Gómara et al (2001) , Arista et al (2005), Mascarenhas et al (2010), Gomez et al 

(2014), Dennis et al (2014). Essa alteração pode, portanto, ser considerada como uma 

mutação de escape a anticorpos que ocorreu independente da introdução da vacina e 

encontra-se dispersa geograficamente. 

A comparação das sequências de aminoácidos dos sítios antigênicos das 

proteínas VP7 e VP4 da cepa vacinal de Rotarix® e as amostras G2P[4] deste estudo, 
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revelou que a maioria das mudanças observadas foram mantidas nas nossas amostras ao 

longo dos anos, estando todas presentes antes da introdução da vacina Rotarix®. 

Nossos resultados reforçam a tese defendida de que fatores ligados a 

evolução genética do vírus que não estão relacionados a introdução da vacina seriam 

responsáveis pelo aumento na prevalência de G2P[4] no Brasil e em outros países que 

também introduziram a vacina em seus calendários oficiais de vacinação. Apoiando 

assim a proposta de que o tipo G2 reemerge em ciclos periódicos  (BISHOP et al., 

1991) que são favorecidos por acumulação de indivíduos imunologicamente  

susceptíveis  (CARVALHO-COSTA et al., 2009; ASSIS et al., 2013). 

A análise das proteínas estruturais e não estruturais revelou a existência de 

um padrão comum de circulação para nossas amostras apesar de diversas variantes 

virais terem circulado no período estudado, e de algumas apresentarem semelhança com 

amostras que possuíram ancestralidade animal. De acordo com o padrão de 

agrupamento apresentado pelas amostras para os genes estruturais e não estruturais 

podemos perceber que algumas amostras permanecem nos mesmos clusters 

independente do gene analisado, sugerindo um baixo índice de reagrupamento. 

O alinhamento de aa para a NSP4 revelou a ocorrência de susbtituiçãoes de aa 

nos três sítios antigênicos descritos (BORGAN et al. 2003), e na região variável inter-

espécie (aa 135 – 141) (MOHAN, ATREYA. 2000). Algumas destas substituições se 

localizaram no domínio citoplasmático da proteína, onde encontram-se os sítios de 

união a VP4 e VP6.  

Nossos dados evidenciam um grau de variabilidade genética do RVA tipo G2. 

Os RV-A apresentam um alta taxa de variação genética que tendem a se acumular ao 

longo dos anos, propiciando o surgimento de novas linhagens e sublinhagens o que 

favorece a manutenção deste vírus na população.  

Nosso estudo mostrou perfis de segregação independente para os genes que 

codificam para as proteínas VP7, VP4, VP6 e NSP4. Esses dados também foram 

encontrados em vários estudos a nível mundial. Os dados obtidos revelaram que a 

variabilidade do genótipo G2P[4] no Brasil esta altamente influenciada pela ocorrência 

de mutaçãoes pontuais e reassortment, tanto entre amostras humanas quanto entre 

amostras humanas e amostras animais. Como pode ser observado nas árvores de VP4 e 

VP7, as amostras que circularam no Brasil no período de 1993 a 2012 não formaram um 

grupo monofilético, e sim agruparam-se em separado, formando várias linhagens e 

sublinhagens, mostrando relações filogenéticas próximas com amostras que circularam 
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em diferentes regiões do Brasil e do mundo e que foram detectadas em diferentes anos. 

Este padrão filogenético indica o fluxo de variantes virais que ocorre em nível global, 

mostrando a entrada e saída de variantes de RV-A genótipo G2P[4] no Brasil. 

Quando analisamos comparativamente amostras circulantes entres os 

Estados participantes, podemos notar que essas amostras são absolutamente idênticas 

entre si, não havendo, portanto, variação de cepas entre estados envolvidos no estudo. 
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8 CONCLUSÃO 

 

 A análise temporal sugere que este genótipo vem apresentando 

modificações em seu comportamento cíclico ao longo dos anos em estudo, 

demonstrando que ele vem sofrendo constante evolução que o tornou mais persistente 

na população nos últimos anos. 

 Todas as amostras  G2P[4] para as quais foram analisados os onze 

segmentos gênicos apresentaram uma constelação gênica DS-1-like: I2-R2-C2-M2-A2-

N2-T2-E2-H2, apesar de que diversas variantes virais circularam no período estudado.  

 Não foram observadas diferenças significativas nos sítios antigênicos das 

proteínas VP8* e VP7 entre crianças vacinadas e não vacinadas. 

 Muitas alterações ao nível de aminoácidos não foram, até o momento, 

relatados pela literatura, não possuindo estudos que possam estimar o valor dessas 

mudanças. 

 Há necessidade de investigações mais apuradas sobre alterações em 

regiões de mutação pouco conhecidas, suas alterações a nível biológico associados a 

possíveis implicações clínicas. 
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APÊNDICE A: Análise de aminoácidos para os genes estudados. 

A1: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína VP7  das amostras da 

região Norte do Brasil. Os aminoácidos estão indicados pelo código de abreviação de 

uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoácido com o protótipo DS-1.   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

A2: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína VP4 das amostras da 

região Norte do Brasil. Os aminoácidos estão indicados pelo código de abreviação de 

uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoácido com o protótipo DS-1.   



 

 

 
A3: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína VP1  das amostras da 

região Norte do Brasil. Os aminoácidos estão indicados pelo código de abreviação de 

uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoácido com o protótipo DS-1.  

 
 

 A4: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína VP2  das amostras da 

região Norte do Brasil. Os aminoácidos estão indicados pelo código de abreviação de 

uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoácido com o protótipo DS-1.  



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A5: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína VP3  das amostras da 

região Norte do Brasil. Os aminoácidos estão indicados pelo código de abreviação de 

uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoácido com o protótipo DS-1.  



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A6: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína VP6  das amostras da 

região Norte do Brasil. Os aminoácidos estão indicados pelo código de abreviação de 

uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoácido com o protótipo DS-1.  



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

A7: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína NSP1 das amostras da 

região Norte do Brasil. Os aminoácidos estão indicados pelo código de abreviação de 

uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoácido com o protótipo DS-1.  

  



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A7: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína NSP2 das amostras da 

região Norte do Brasil. Os aminoácidos estão indicados pelo código de abreviação de 

uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoácido com o protótipo DS-1.  



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A8: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína NSP3 das amostras da 

região Norte do Brasil. Os aminoácidos estão indicados pelo código de abreviação de 

uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoácido com o protótipo DS-1.  



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A9: Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína NSP4 das amostras da 

região Norte do Brasil. Os aminoácidos estão indicados pelo código de abreviação de 

uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoácido com o protótipo DS-1.  



 

 

 
 

 

 


