UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL

MESTRADO EM DOENCAS TROPICAIS

Caracterizacao antigénica e molecular de amostras de
rotavirus do tipo G1, obtidas de criancas participantes de
estudos em gastroenterites virais, no periodo de 1982 a 2003,

em Belém, Para, Brasil

Luana da Silva Soares

Belém - Para

2006



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL

MESTRADO EM DOENCAS TROPICAIS

Caracterizacao antigénica e molecular de amostras de
rotavirus do tipo G1, obtidas de criancas participantes de
estudos em gastroenterites virais, no periodo de 1982 a 2003,

em Belém, Para, Brasil

Luana da Silva Soares

Dissertacdao de mestrado apresentada ao
Nucleo de Medicina Tropical para
obtencao do Titulo de Mestre em Doencgas

Tropicais.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre da C.
Linhares
Co-orientadora: Prof. MSc. Joana D’Arc

Pereira Mascarenhas

Belém - Para

2006



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL

MESTRADO EM DOENCAS TROPICAIS

Caracterizacao antigénica e molecular de amostras de
rotavirus do tipo G1, obtidas de criancas participantes de
estudos em gastroenterites virais no, periodo de 1982 a 2003,

em Belém, Para, Brasil

Dissertacao avaliada pela comissdo composta pelos doutores:

Banca examinadora: Prof. Dr. José Paulo Gagliardi Leite

Fundacado Oswaldo Cruz, Fiocruz

Prof. Dr. Luiz Fernando Almeida Machado

Universidade Federal do Para, UFPA

Profé. Dr2. Rita Catarina Medeiros Sousa

Universidade Federal do Para, UFPA

Suplente: Prof. Dr. Wyller Alencar de Mello

Instituto Evandro Chagas, MS, SVS

Dissertacédo defendida e aprovada em 03 de julho de 2006



S676¢c Soares, Luana da Silva
Caracterizagdo antigénica e molecular de amostras de
rotavirus do tipo G1, obtidas de criangas participantes de
estudos em gastroenterites virais, no periodo de 1982 a 2003,
em Belém, Para, Brasil / Luana da Silva Soares. — Belém,
2006.
97f.:il.; 30cm.

Orientador: Alexandre da Costa Linhares

Dissertagdo (Mestrado em Patologia das Doengas
Tropicais) — Nducleo de Medicina Tropical, Universidade
Federal do Para, 2006.

1. Infecgbes por rotavirus. 2. Gastroenterite. 3. Gendtipo.

4. Variacdo genética. |. Linhares, Alexandre da Costa. Il.
Titulo.

CDU: 616.34-002




Trabalho realizado no Laboratério de
Rotavirus da Seg¢do de Virologia do
Instituto Evandro Chagas (IEC), da
Secretaria de Vigilancia em Saude
(SVS/MS), sob a orientagdo do Dr.

Alexandre da Costa Linhares.



DEDICATORIA

A Deus, por todas as realizagdes, vitorias e glorias que Ele me deu o privilégio de

alcancar.

Aos meus pais, Messias e Klieds, pela graca de existir e incentivo a mim dedicado

nesta longa caminhada.

Aos meus amores, Augusto e Ariela, pelo amor, compreenséo e por estarem sempre

ao meu lado e em meu coragao.

Aos meus irmé&os, Daiany e Thiago, pelo carinho e companheirismo durante a minha

vida.



AGRADECIMENTOS

Ao Dr. Alexandre da Costa Linhares, meu orientador, Chefe da Secéao de
Virologia do IEC, minha infinita gratiddo pela confianga, paciéncia e conhecimentos

repassados para realizagao e execugao deste estudo.

A Dr? Joana Mascarenhas, minha co-orientadora, meus agradecimentos
pelo imenso incentivo, apoio, amizade e com quem sempre pude e poderei contar no

decorrer da minha vida profissional.

A Dr® Elisabeth Santos, Diretora do Instituto Evandro Chagas, pelo
amparo técnico e institucional que esta “casa” me proporcionou para execugao desta

investigacao.

A Dr? Edna Ishikawa, Coordenadora do Curso de Mestrado em Doencas
Tropicais, bem como a secretaria Socorro e demais funcionarios, pela oportunidade

em desenvolver este trabalho.

A todas as criancas e seus familiares que participaram com retidao e

bondade deste estudo.

A todos os pesquisadores da Secado de Virologia do Instituto Evandro
Chagas, Drs. Yvone Gabbay, Olinda Macédo, Wyller Mello, Ronaldo Freitas, Lourdes
Gomes, Talita Monteiro, Ceyla Castro, Darleise Oliveira e Ana Wanzeller, pelo

estimulo dedicado.



As minhas amigas Telma Vitorina e Mirleide Santos que sempre estiveram

ao meu lado me apoiando nesta caminhada.

A auxiliar técnica Euzeni Menezes e as estagiarias Clarissa Lima e Sylvia

Guerra, por toda ajuda e carinho concedido.

A todos da Secdo de Virologia, em especial a auxiliar técnica Anténia
Alves e o ex-estagiario Jackson Lima, que sempre me deram amparo e ajuda no

desenvolvimento deste estudo.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico pelo

auxilio que me foi dispensado.

Aos meus parentes e amigos, pela forga, incentivo e por acreditarem

nesta minha conquista.

A todos aqueles que participaram de alguma forma no desenvolvimento

desta pesquisa.



RESUMO

A mortalidade infantil permanece como um importante problema de saude publica
em escala mundial, principalmente nos paises em desenvolvimento. Dos mais de 50
agentes etiolégicos implicados nessa moléstia, os rotavirus se destacam por
estarem associados a 111 milhdes de episédios diarréicos, resultando em mais de
600.000 obitos entre criangas menores de cinco anos, dos quais 82% sao
notificados nos paises mais pobres do mundo. O estudo em questdo objetivou a
caracterizagao antigénica e molecular de amostras de rotavirus do tipo G1, obtidas
de criangas participantes de estudos em gastroenterites virais, no periodo de 1982 a
2003, em Belém, Para, Brasil. Cento e quarenta e oito espécimes de rotavirus G1
foram analisados na presente investigacdo. A prevaléncia global do tipo G1 foi de
41,3%, sendo que a frequéncia deste genotipo no decorrer dos estudos analisados
variou de 11,0% a 67,6%. A caracterizacdo dos eletroferotipos, sorotipos G e
genotipos P de rotavirus G1 ocorreram em frequéncias de 78,4%, 89,9% e 87,8%,
respectivamente. Foram identificadas trés variedades de eletroferotipos longo, sendo
que a variedade L1 foi encontrada com maior frequéncia (79,3%). Os sorotipos G1,
G9 e G1+G4 foram detectados em 88,0%, 9,8% e 2,2% dos espécimes,
respectivamente. Detectou-se a infeccdo mista G1+G4 em uma amostra. A
combinacgao binaria prevalente foi P[8],G1, sendo responsavel por 72,3% dos casos.
Infecgdes mistas circularam em percentual de 20,0% , sendo detectados os
genotipos P[4]+P[8],G1, P[6]+P[8],G1, P[4]+P[6],G1, P[4]+P[6]+P[8],G1 e PI[6]+
P[8],G1+G4. O tipo G1 circulou do 2° ao 35° meses de idade e registrou-se maior
nuamero de casos na faixa compreendida entre 6 a 16 meses de idade. Nao se
verificou diferenga de gravidade entre as variedades genotipicas G1 e outros tipos
de rotavirus. A presente analise assume um carater pioneiro no Brasil, permitindo
ampliar os conhecimentos acerca da diversidade antigénica e molecular das
infeccoes pelo tipo G1 de rotavirus e esses resultados permitirdo entender a

complexidade genética de tais agentes virais.

Palavras chave: diarréia, rotavirus, diversidade genética e molecular.



ABSTRACT

Infant mortality remains an important problem of public health worldwide, mainly in
developing countries. Of more than the 50 etiologic agents implied in this disease,
rotavirus causes 111 million episodes of diarrhoea, resulting in more than 600,000
deaths among children less than five years, of which 82% are notified in the poorest
countries of the world. This study aimed at the antigenic and molecular
characterization of G1 rotavirus strains among children participanting of viral
gastroenteritis studies, carried out from 1982 to 2003, in Belém, Para, Brazil. One
hundred and forty-eight specimens of G1 rotavirus were analyzed in the present
investigation. Overall, the prevalence of the G1 type was of 41.3%, being that
frequencies of this genotype through studies ranged from 11.0% to 67.6%.
Eletropherotypes, G serotypes and P genotypes characterization of G1 rotavirus
occurred in frequencies of 78.4%, 89.9% and 87.8%, respectively. Three long
eletropherotypes varieties were identified, being that the L1 variety was found
frequently (79.3%). The G1, G9 and G1+(G4 serotypes were detected in 88.0%, 9.8%
and 2.2% of the specimens, respectively. Mixed infection by G1+G4 genotype was
detected in one sample. The prevalent binary combination was P[8],G1, being
responsible for 72.3% of the cases. Mixed infections circulated in percentage of
20.0%, including genotypes P[4]+P[8],G1, PI[6]+P[8],G1, P[4]+P[6],G1,
P[4]+P[6]+P[8],G1 and P[6]+P[8],G1+G4. The G1 genotype circulated among 2" to
35™ months of age and a highest number of cases was registered between 6 to 16
months of age. Clinical severity differences among G1 and other genotypes of
rotavirus were not verified. The present analysis gathers pioneer findings in Brazil,
allowing to extend the knowledge concerning the antigenic and molecular diversity of
the infections by G1 rotavirus and these results will allow to understand the genetic

complexity of such viral agents.

Key words: diarrhoea, rotavirus, genetic and molecular diversity.
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Luana da Silva Soares Introducao

1. INTRODUCAO

1.1. GENERALIDADES

A mortalidade infantil permanece como um importante problema de saude
publica em escala mundial, principalmente nos paises em desenvolvimento. De
acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), das 10,6 milhdes de mortes
entre criangas menores de cinco anos, a doenca diarréica € responsavel por
aproximadamente 18% dos casos que ocorrem anualmente (Bryce et al., 2005). Em
paises da América Latina, Africa e Asia estima-se que ocorram, a cada ano, cerca
de 744 milhdes a 1 bilhdo de casos de diarréia, nesta mesma faixa etaria,
ocasionando 6600 a 9000 mortes por dia (Linhares e Bresee, 2003). No Brasil, por
meio do programa de Monitorizagdo das Doencas Diarréicas Agudas (MMDA) do
Ministério da Saude, foram registrados quase 1 milhdo e 200 mil casos de diarréia

entre menores de 5 anos, em 2004 (Brasil, 2006).

A diarréia aguda é caracterizada pelo aumento do numero de
evacuacoes, ocorrendo fezes aquosas ou semi-sélidas, acompanhadas de febre,
vOmitos e colicas, podendo perdurar por até 14 dias. O impacto que esta doenca
ocasiona esta relacionado aos danos a saude da populagao infantil, bem como no

contexto da sociedade em geral (Brasil, 2006).
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Dos mais de 50 agentes etiolégicos implicados nessa moléstia, os
rotavirus se destacam como o0s mais importantes epidemiologicamente, por
infectarem os seres humanos, além de varias espécies de aves e mamiferos (Hart et
al., 2002). Com efeito, cerca de 111 milhdes de episddios diarréicos estao
associados a esses virus, a cada ano, resultando em mais de 600.000 6bitos entre
criangas menores de cinco anos, dos quais 82% sao notificados nos paises mais

pobres (Parashar et al., 2003; 2006).

A ocorréncia universal dos rotavirus € amplamente reconhecida, sabendo-
se que praticamente todas as criangas até os cinco anos de idade ja se infectaram
(Parashar et al., 2003). Esses virus sao referidos como “agentes democraticos”, visto
que infectam criangas de todas as partes do mundo, compreendendo diferentes

racas e classes sociais (Kapikian et al., 2001).

As consequéncias da infecgdo causada por esses agentes virais sao
bastante diversas, dependendo do perfil sécio-econbmico de cada pais. Por
exemplo, nos Estados Unidos, anualmente, os rotavirus causam menos de 40
mortes (Glass et al., 1996), enquanto na Africa, 110.000 a 150.000 criancas menores
de cinco anos morrem em consequéncia da infecgdo por esses agentes (Molbak et

al., 2000).

13
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1.2. HISTORICO

Os rotavirus foram descobertos ha aproximadamente trés décadas em
estudo realizado por Bishop et al. (1973) em Melbourne, Australia, por meio da
microscopia eletrénica (ME). Esses investigadores observaram pela primeira vez
esses virus no epitélio duodenal de criangas com diarréia de etiologia nao-
bacteriana, recebendo a denominagdo de Duovirus. Devido ao seu aspecto
semelhante ao de uma roda, foram denominados posteriormente Rotavirus (Figura
1) (Flewett et al., 1973). A primeira detec¢ao de rotavirus no Brasil foi registrada por
Linhares et al. (1977), a partir de um estudo-piloto realizado em Belém, Para, que
reuniu 25 criangas com quadro de gastroenterite aguda sob atendimentos
ambulatorial e hospitalar. A partir de entdo, inumeras investigagdes foram
conduzidas em ambito nacional, ressaltando os aspectos epidemiolégicos de tais
agentes virais (Oliveira e Linhares, 1999; Linhares, 2000; Cardoso et al., 2003;

Souza et al., 2003; Luz et al., 2005; Carneiro et al., 2005).

Figura 1. Micrografia eletrénica do rotavirus.

Cortesia de Dr?. Yvone Gabbay, IEC, 2004.
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1.3. O ROTAVIRUS

1.3.1. Taxonomia

Sao virus que contém acido ribonucléico de dupla cadeia, pertencem a
familia Reoviridae, género Rotavirus. Apresentam trés especificidades antigénicas,
quais sejam, grupo, subgrupo e genotipo. Existem sete grupos (A-G) (Kapikian et al.,
2001), quatro subgrupos (1, Il, I+l e ndo-I/ndo-Il) (Desselberger, 1996) e pelo menos
quinze sorotipos/genotipos G e vinte e seis genotipos P (Rao et al., 2000; Martella et
al., 2006). Os genotipos sao determinados via métodos moleculares, enquanto os

sorotipos por de neutralizacao.

1.3.2. Morfologia viral

A particula completa do rotavirus mede cerca de 100 nm de diametro, ndo
possui envelope e é dotada de nucleocapsideo exibindo simetria icosaédrica. E
constituida por trés camadas protéicas concéntricas reunindo os capsideos externo
e interno, além do core intimamente associado ao genoma viral; este, composto de
acido ribonucléico com dupla cadeia contendo 11 segmentos distintos, denominado

dsRNA (double-stranded RNA) (Figura 2).
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VP6

VP7 VP2

Capsideo externo Capsideo interno

Figura 2. Representacéao tridimensional do rotavirus demonstrando as

proteinas do capsideo externo, interno e core.

Adaptado de Estes, 2001.

O capsideo externo € composto de 780 e 120 moléculas das proteinas
VP7 e VP4, respectivamente. A VP7, uma glicoproteina, apresenta massa molecular
de 38 kDa (kilo Dalton) e constitui 30% da particula viral. A VP4 compde as 60
projecbes com cerca de 10 a 12 nm de comprimento, massa molecular de 88 kDa e
compreende 1,5% do virion. E clivada por acdo de enzimas proteoliticas, dando
origem a dois fragmentos, VP5* (60 kDa) e VP8* (28 kDa), processo envolvido no

potencial infectante viral (Estes, 2001; Kapikian et al., 2001).

O capsideo interno é formado por 780 moléculas da proteina VP6, sendo

esta a mais abundante, e constitui 51% do virion. Possui massa molecular de 41 kDa
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e interage tanto com as proteinas mais externas quanto as do core. Este polipeptidio
parece estar envolvido no processo de entrada na célula hospedeira e também se

associando a transcricdo do RNA viral (Estes, 2001).

O core é constituido pelas proteinas VP1, VP2 e VP3, sendo que a VP2 é
a mais abundante e se encontra disposta em 120 moléculas. A VP2 Interage com a
proteina nao estrutural NSP5, estando ambas relacionadas no processo de
revestimento do genoma viral (Estes, 2001; Berois et al., 2003). A VP1 é uma RNA
polimerase dependente de RNA e esta envolvida nos processos de transcricao e
replicagao virais. A VP3 ainda possui sua fungao pouco conhecida, porém se sabe
que ela é uma metil e guanililtransferase e, assim como a VP1 e VP2, concorre para
0 mecanismo de revestimento do core (Chen et al., 1999; Estes, 2001; Jayaram et

al., 2004).

1.3.3. Organizacdo gendmica

O genoma viral possui 18550 pares de base (pb), mostrando-se rico em
adenina e uracila, e contém onze segmentos de dsRNA, com massas moleculares
que variam de 0,6 a 3,3 kilopares de bases (Kb). Os segmentos gendmicos tém uma
estrutura semelhante, sendo que no sentido 5 — 3’ a sequéncia dos genes inicia
com uma guanina, seguida por regido nao codificante. Logo apds é encontrada uma
“fase aberta de leitura” (ORF- open reading frame) para codificagdo da proteina,
acompanhada de um codon de “terminagdo” e novamente uma area nao

codificadora finalizada por citosina (Figura 3).
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Nao codificadora ORF Nao codificadora
(9-48) (17-182)

. /

GGCUUUUAAA UUAAGUUAGAACUGUAUGAUGUGACC

Figura 3. Representagédo esquematica dos segmentos gendmicos de rotavirus.

Adaptado de Estes, 2001.

Cada segmento codifica uma proteina, com exce¢do do 11° que se
associa a sintese de dois polipeptidios, totalizando doze, sendo seis nao estruturais
(NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6) e outras seis estruturais (VP1, VP2,
VP3, VP4, VP6 e VP7). A VP4 define os genotipos P, assim designados pela
proteina revelar-se sensivel a protease. A glicoproteina VP7, por sua vez, determina
os sorotipos/genotipos G, sendo codificada pelos genes 7, 8 ou 9, dependendo da

amostra viral (Kapikian et al., 2001).

Dada a natureza segmentada do genoma viral, este & analisado pela
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA). De acordo com a
mobilidade de cada segmento, devido a diferenca de massa molecular, eles podem
ser agrupados em quatro classes: classe |, englobando os genes 1 a 4; I, 5 e 6; I,
7,8e9;elV,10 e 11. Também por meio da EGPA, se pode fazer a classificagao do
perfil eletroforético, baseada na migracdo do 11° segmento, em longo, curto e super-

curto. Existe uma correlagdo consistente entre esses perfis com subgrupo e tipo G
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de rotavirus, ja que espécimes perfil longo pertencem ao subgrupo Il e denotam tipo
G1, G3, G4 ou G9. Os perfis curtos, por sua vez, sao subgrupo | e tipo G2. Ja os
perfis supercurtos, pertencem ao subgrupo | e tipo G8 (Taniguchi e Urasawa, 1995;

Kapikian et al., 2001).

1.4. TRANSMISSAO DOS ROTAVIRUS

A principal via de transmissdo dos rotavirus é a fecal-oral, e durante os
episodios diarréicos sao eliminadas cerca de um trilhdo de particulas virais por
mililitro das fezes, sendo a dose infectante representada por apenas dez particulas
virais (Ward et al., 1986). A excregao viral maxima se da entre o 3° e o0 4° dias apos

o inicio dos sintomas (Kapikian et al., 2001).

Postula-se a transmissao pela via respiratéria, por meio de aerossois, a
julgar pela presenga de anticorpos no trato respiratério de criangas (Zheng et al.,

1991). A contaminagéao através de fémites também ja foi relatada (Sattar et al.,1994).

A transmissao de rotavirus animal para seres humanos € mais provavel
de ocorrer nos paises em desenvolvimento, onde em geral as pessoas vivem sob
precarias condicoes de higiene e tém maior contato com animais, principalmente
bovino, suino e aves (Jain et al., 2001). No Brasil, varios trabalhos tém mostrado o
envolvimento das amostras de origem suina, especificamente as dos sorotipos G5 e
G9, causando diarréia em criangas, sugerindo uma constante permuta de material
genético entre as amostras virais de origens humana e animal (Gusmé&o et al., 1994;
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Alfieri et al., 1996; Leite et al., 1996; Timenetsky et al., 1997; Mascarenhas et al.,

2002; Santos et al., 2005).

1.5. CICLO DE REPLICAGAO DOS ROTAVIRUS

O principal sitio de replicagao viral é o intestino delgado, em particular o
jejuno, situando-se especificamente nas células epiteliais maduras que revestem as
microvilosidades intestinais. A entrada dos rotavirus nos enterdcitos € um processo
até entdo nao elucidado plenamente. Estudos recentes demonstram que esta etapa
€ muito complexa e envolve varias moléculas (acido sialico, integrinas, proteina
hsc70) como possiveis receptores celulares (Lopez e Arias, 2004; 2006). Sabe-se
que a clivagem da proteina VP4 desencadeia o processo infeccioso, promovendo a
penetragcdo do virus e desse mecanismo também participa a VP7, que atua como

moduladora da VP4 (Estes, 2001).

Apods a internalizagao, o virion é transportado ao lisossomo onde ocorre a
perda do seu revestimento externo por acdo das enzimas lisossomais devido as
baixas concentragdes de ions calcio, dando origem a particulas de dupla camada.
Em seguida ha a ativagao da transcriptase viral, promovendo a produ¢céao de RNAm
tanto para formacéo das proteinas virais como constituindo em moldes com vistas a
formagdo das progénies. Os canais que atravessam o core e o capsideo interno
permitem o efluxo de tais RNAm que sado traduzidos. Particulas subvirais sao
desenvolvidas e agrupadas em areas eletrodensas denominadas viroplasmas,
localizadas proximas ao reticulo endoplasmatico (RE). Entdo, tais particulas
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atravessam para o interior do RE por ag¢ao da glicoproteina nao estrutural NSP4, que
atua como um receptor intracelular. As particulas adquirem um envelope transitorio
devido a membrana do RE, que posteriormente é perdido e substituido por uma fina
camada de proteina que constitui o capsideo externo. Por fim, particulas virais
maduras sao liberadas por meio da lise celular (Ramig, 1997; Estes, 2001; Jayaram

et al., 2004; Ball et al., 2005).

1.6. PATOGENIA DA INFECCAO PELOS ROTAVIRUS

Os mecanismos fisiopatoldgicos da gastroenterite associada aos rotavirus
ainda nao estao totalmente esclarecidos. A extensa lesdo do epitélio desencadeia o
fendbmeno de ma-absorcdo, devido principalmente a depresséao transitéria no nivel
das dissacaridases, particularmente a lactase, o que resultaria no carater
essencialmente osmoético da diarréia (Bishop et al., 1996). Experimentos em
modelos murinos, entretanto, demonstram o papel da proteina nao estrutural NSP4
no tocante ao seu potencial enterotoxigénico (Ball et al.,, 1996). Essa proteina
desencadearia o efluxo de ions CI" e agua para o lumen intestinal, provocando um
quadro diarréico de natureza secretora (Estes et al., 2001). Observagoes
subsequentes suscitam a hipotese de que a secrecdo dos fluidos e eletrdlitos
decorre da ativagao direta do sistema nervoso entérico (Lundgren et al., 2000)

(Figura 4).
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Figura 4. Representagcdo esquematica dos potenciais mecanismos envolvidos na
patogénese da diarréia provocada pelos rotavirus.

Adaptado de Linhares et al., 2005.

1.7. CARACTERISTICAS CLINICAS DAS INFECCOES PELOS ROTAVIRUS

As infecgcdes pelos rotavirus podem ser assintomaticas ou se
expressarem como gastroenterite moderada ou grave. O periodo de incubagao é
curto (um a trés dias), evoluindo para o aparecimento de vémitos, febre
moderada/alta e diarréia aquosa que perduram por 5 a 8 dias, podendo levar a
desidratacdo. Caso nao haja a intervencgao terapéutica precoce o0 processo pode
culminar com o 6bito (Kapikian et al., 2001).
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Em geral, a mais expressiva incidéncia das infec¢des sintomaticas por
esses virus ocorre principalmente na faixa etaria de 6 a 24 meses, e estudos
demonstram que eles causam 12-71% dos episodios de gastroenterites graves
nessa idade (O’'Ryan et al., 2001). Em contrapartida, prevalecem as formas
inaparentes entre recém-nascidos e lactentes até os 3 a 4 meses, provavelmente em
decorréncia da protegédo conferida pelos anticorpos de origem materna (Linhares et

al., 1989; Bishop et al., 1996).

No tocante as manifestagcdes clinicas atipicas, tais como encefalites,
doenga de Kawasaki, sindrome de Reye, ocasionadas pelos rotavirus ja foram
relatados em determinadas situacdes. Evidéncias apontam a associagdao entre
infeccbes por rotavirus e casos de enterocolite necrotisante e gastroenterite
hemorragica em neonatos além de diarréia prolongada em pacientes
imunocomprometidos. Nesse contexto, cabe ressaltar os casos de intussuscepgao
registrados nos Estados Unidos devido a administracdo da vacina quadrivalente

RRV-TV contra rotavirus (Kapikian et al., 2001; Mascarenhas e Linhares, 2005).

1.8. IMUNIDADE NAS INFECCOES PELOS ROTAVIRUS

Os mecanismos da resposta imunoldgica em relacdo a protegdo contra
diarréia por rotavirus ainda ndo estdo bem esclarecidos (Kapikian et al., 2001).
Estudos demonstram que a protegcdo a infecgao ou reinfeccédo envolve anticorpos
sistémicos e locais, bem como a imunidade celular (Offit et al., 1992; Jiang et al.,
2002).
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As proteinas VP4 e VP7 desempenham importante papel na indugao da
resisténcia a infeccdo por rotavirus, uma vez que estimulam a producdo de
anticorpos neutralizantes. Apesar disso, até o presente ndo se sabe qual dessas
proteinas de superficie e que regidao sao mais eficientes em induzir imunidade

protetora (Kapikian et al., 2001).

Postula-se que altos niveis de anticorpos sistémicos, principalmente
aqueles das classes IgA e IgG, estejam relacionados a protegcéo contra os episédios

graves de diarréia por rotavirus (Kapikian et al ., 2001).

O papel dos anticorpos locais envolvidos na protecdo ainda nao esta
suficientemente elucidado, face a dificuldade na coleta dos fluidos intestinais de
criangas com diarréia, o carater fugaz dos anticorpos no intestino e a variagdo na
sensibilidade dos testes utilizados. No entanto, ha evidéncias da funcao protetora da
IgA produzida por plasmdécitos na lamina prépria intestinal (Kapikian et al. 2001;

Jiang et al., 2002).

A infecgdo por rotavirus induz imunidade tanto homotipica quanto
heterotipica. No caso das primoinfecgdes ha, principalmente, produgéao de anticorpos
sorotipos-especificos, ao passo que a resposta imune nas reinfecgdes apresenta-se

mais ampla, traduzindo-se também por anticorpos heterdlogos (Jiang et al., 2002).

A importadncia da imunidade celular na infecgdo por esses agentes
encontra-se sobre investigagcado. Estudos demonstram que varias citocinas, tais como
IFN-a, IFN-y, IL-10 e TNF-a. estdo envolvidas no processo de protegdo contra a
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infeccao por rotavirus através de mecanismos como inibicdo da entrada desses virus
nas células do hospedeiro, aumento da atividade dos linfécitos T citotoxicos, todavia
a funcao que tais citocinas desempenham na patogénese e no controle da doenca

permanec¢am indefinidos (Bass, 1997; Rollo et al., 1999; Jiang et al., 2002).

1.9. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DAS INFECCOES POR ROTAVIRUS

Vigilancias epidemioldgicas realizadas em escala global demonstram a
importancia que esses agentes assumem na etiologia das diarréias infantis graves
(Kapikian et al., 2001; Doan et al., 2003; Mota-Hernandez et al., 2003; Santos et al.,
2003). Dentre as investigagdes conduzidas até entdo, observa-se que os rotavirus
sao responsaveis por 29 a 45% (média 39%) dos casos diarréicos que culminam em
hospitalizagdo, sendo que este indice aumentou em relacdo aos anos anteriores,
uma vez que a média era de 22% (Parashar et al., 2003; 2006). Em relacdo aos
estudos dirigidos a comunidade, os resultados demonstram incidéncias que variam

de 6% a 24%, com média alcangando 10% (Linhares et al., 1989; Bern et al., 1992).

Os rotavirus do grupo A sdo os mais importantes, uma vez que
predominantemente infectam seres humanos (Kapikian et al., 2001). Em relagao aos
dos grupos B e C, sdo isolados de animais como bovinos, caninos e suinos, sendo
encontrados esporadicamente infectando seres humanos, uma vez que ja foram
relatados casos de diarréia associados a esses virus (Sanekata et al., 2003; Kuzuya
et al., 2005). Ja os dos grupos D, E, F e G infectam apenas animais (Saif e Jiang,
1994).
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Dentre os genotipos que infectam os seres humanos descrevem-se dez
tipos G e onze P em diferentes combinagdes (Gentsch et al., 1996; Hoshino e
Kapikian, 2000). Em relagdo aos tipos de rotavirus circulantes freqientemente
detectados, assumem importancia epidemioldgica universal os tipos G1, G2, G3, G4
e, mais recentemente o G9, em combinagao com P[8], P[4] ou P[6], sendo que as
amostras P[8],G1 prevalecem amplamente. Nao obstante, registra-se a emergéncia
de outros sorotipos G como G5, G6, G8, G10 e G12, principalmente nos paises em
desenvolvimento (Leite et al., 1996; Cunliffe et al., 2001; Coluchi et al., 2002; Banyai

et al., 2003; Castello et al., 2006).

Em uma revisdo bibliografica realizada por Santos e Hoshino (2005),
abrangendo 124 estudos publicados entre 1989 a 2004 nos cinco continentes,
demonstrou-se que a combinacédo P[8],G1 esteve associada a 65% das amostras
analisadas. O tipo G1 foi o predominante, sendo encontrado em 74% na Australia/
Oceania, 74% na América do Norte, 60% na Europa e na Asia, 57% na América do

Sul e 36% na Africa.

As infecgbes por rotavirus apresentam padrao de ocorréncia sazonal nos
paises de clima tropical, onde ocorrem expressivamente no periodo do outono a
primavera. Entretanto, tal configuragdo sazonal revela-se menos evidente nas
regides tropicais e subtropicais, onde se registra a infecgao por tais virus ao longo de
todo o ano, apesar de se constituir um pico de incidéncia nos meses mais secos,
compreendendo o periodo de maio a setembro (Cook et al., 1990; Gusmao et al.,

1995; Linhares, 1997).
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Grande parte dos estudos conduzidos no Brasil foi realizada no ambito
hospitalar ou ambulatorial, € demonstraram as taxas variaveis de prevaléncia das
diarréias por rotavirus entre criangcas menores de seis anos. Deste modo, a
frequéncia das diarréias associadas a esses agentes variou de 12 a 42%,

alcangando 36,5% na regiao norte (Linhares, 2000).

No que tange as infecgbes nosocomiais por rotavirus no Brasil, até o
presente ainda se apresentam com uma abordagem pouco explorada, uma vez que
a principal investigagao ocorreu no periodo de 1992 a 1994 e envolveu 237 criangas
atendidas em um hospital publico de Belém. Os dados dessa investigacao
demonstraram que os rotavirus foram responsaveis por cerca de 30% dos episédios
diarréicos desenvolvidos no decorrer da internagdo, bem como 7% das infec¢des
assintomaticas entre criancas menores de cinco anos. Outro fato importante
abordado foi em relacdo as amostras virais circulantes, onde se revelou que, em
geral, as mesmas que sao encontradas no meio comunitario estdo circulando no

ambiente hospitalar (Gusmao et al., 1995; Gusméao et al., 1999).

As investigagdes longitudinais conduzidas no seio comunitario, abordando
principalmente os quadros leves e moderados de gastroenterite, foram
desenvolvidas em numero reduzido no Brasil ao longo das ultimas trés décadas. Um
desses estudos foi realizado no inicio dos anos 80 e envolveu um grupo de 80
criangcas que residiam em areas periféricas de Belém, acompanhadas desde o
nascimento até os trés anos de idade. Foi observado que ocorreram, em média, 2,5
episddios diarréicos agudos por crianga/ano, sendo que 10% estavam associados
aos rotavirus (Linhares et al., 1989).
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Nos ultimos anos, varias investigagdes acerca da epidemiologia molecular
das infecgdes por rotavirus foram desenvolvidas no Brasil (Mascarenhas et al., 2002;
Santos et al., 2003; Carmona et al., 2004). Os resultados disponiveis revelam que os
quatro tipos G de importdncia universal (G1, G2, G3 e G4) circulam
predominantemente no Brasil, embora seja notavel a diversidade antigénica no
contexto nacional, considerando a detec¢ao dos genotipos G5, G8 e G10 (Leite et
al., 1996; Volotao et al., 2006). A par disso, registra-se a emergéncia do tipo G9 no

pais (Linhares et al., 1996; Araujo at al., 2001; Santos et al., 2005).

Assim como outros virus que apresentam o genoma segmentado, como
influenza, os rotavirus possuem trés principais mecanismos de variagdo genética.
Nesse contexto, destaquem-se: a) acumulagdo de mutagdes pontuais; b) rearranjo
genbmico, em que dois virus genotipicamente diferentes, apds coinfecgdo, geram
uma nova prole contendo sequéncias derivadas dos virus originais e c)
recombinacao intramolecular que sao insergdes, geralmente duplicagcbes, ou
delecbes, na sequéncia de segmentos (Taniguchi e Urasawa, 1995; Ramig, 1997;
lturriza-Goémara et al.,, 2001). Com efeito, estudos a respeito da epidemiologia
molecular dos rotavirus circulantes sao necessarios, a fim de verificar a eventual
emergéncia de novas amostras virais, bem como para analisar a eficacia das

vacinas frente a tal diversidade antigénica potencial.
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1.10. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

As manifestacdes clinicas da doenca causada pelos rotavirus ndo sao
suficientes para permitir o diagndstico, ja que outros enteropatégenos podem
provocar quadros clinicos semelhantes, dai a necessidade da realizagao de exames

laboratoriais especificos para sua confirmacao.

A microscopia eletrbnica de transmissdo (ME) foi a primeira técnica
utilizada, resultando na detecg¢ao pioneira de particulas virais em secdes do epitélio
intestinal. Essa técnica apresenta boa sensibilidade, sendo de rapida execucéo. Nao
obstante, envolve alto custo e requer técnicos qualificados, o que limita seu uso em

larga escala.

O ensaio imunoenzimatico (EIE) se constitui em uma técnica com altas
sensibilidade e especificidade, amplamente usada e se baseia na utilizacdo de
anticorpos dirigidos ao antigeno comum (VP6) dos rotavirus do grupo A, embora ja
se encontrem reagentes em escala limitada para detecg¢ao de rotavirus dos grupos B

e C (Kapikian et al., 2001).

Outra técnica usada € a aglutinacdo em particulas de latex sensibilizadas
com anticorpos especificos para a proteina VP6. Trata-se de um método com facil e

rapida execugao, baixo custo e sensibilidade satisfatoria.

A EGPA representa uma técnica sensivel e especifica que permite
analisar o genoma viral revelando os padrées de migragdo dos segmentos
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gendmicos. Esse método permite, ainda, detectar os rotavirus atipicos, isto €, ndo
integrantes do grupo A, ai se incluindo os que infectam animais (Kapikian et al.,

2001).

Com o advento da biologia molecular nas ultimas décadas, novas técnicas
foram introduzidas como recurso de caracterizagao genética, tais como: hibridizagéo
(dot blot), reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), PCR-ELISA, PCR em tempo
real, sequenciamento de nucleotideos e microarray. No entanto, sua aplicagao ainda
se restringe a area cientifica, emergindo como importantes “ferramentas” nos

estudos epidemioldgicos.

1.11. TRATAMENTO

A reposicao hidroeletrolitica, principalmente por via oral, apresenta-se
como recurso terapéutico amplamente usado nos quadros de gastroenterites por
rotavirus, tendo determinado um sensivel declinio nos indices de morbi-mortalidade
(AAP,CID, 1998). O tratamento por via parenteral é usado em situagdes de maior

gravidade, justificando a necessidade da reposi¢cédo de agua e eletrdlitos.

Varias investigagdes com finalidade em desenvolver novos tratamentos,
tais como uso de probidticos, utilizagdo de drogas antivirais, administragcdo de
imunoglobulinas por via oral, ja foram conduzidos, todavia experimentos ulteriores
devem ser levados a efeito para avaliar seus potenciais terapéuticos (Kapikian et al.,
2001).
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1.12. VACINAS CONTRA ROTAVIRUS

O desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz contra rotavirus é
extremamente necessario, principalmente para uso nos paises em desenvolvimento.
Com isso, multiplas estratégias objetivando o desenvolvimento de imunizantes que
oferegcam protecdo contra as diarréias por rotavirus, particularmente aquelas dotadas
de maior gravidade, ja foram desenvolvidas ou estdo sendo analisadas em varias

partes do mundo.

Neste contexto, a primeira geragdo de vacinas para rotavirus foi baseada
na estratégia “Jenneriana”, que utilizava virus de origem animal na expectativa de
conferir protegcao heterotipica contra esses virus. A seguir, uma segunda geragao foi
proposta, designada de “Jenneriana modificada” envolvendo o co-cultivo de rotavirus
de origem animal e humana, proporcionando o desenvolvimento de vacinas
polivalentes usando estirpes rearranjadas. Uma terceira estratégia engloba as
vacinas “nao Jennerianas”, empregando virus de origem humana atenuados ou
isolados a partir de neonatos assintomaticos. Outras preparagbes isentas de
particulas virais infecciosas, obtidas através da biologia molecular, estdo em fase
inicial de testes e representam alternativas futuras no processo de imunizagao

(Bresee et al., 2005; Mascarenhas e Linhares, 2005).

No momento, pelo menos duas diferentes preparagées despontam como
efetivas vacinas contra rotavirus, destacando-se uma preparagdo pentavalente de
origens bovina e humana (Vesikari et al., 2006), e outra de origem humana,
atenuada RIX 4414, tipo P[8],G1, obtida de crianga com diarréia em Cincinnati, Ohio,
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EUA (Bernstein et al., 1999). Esta vacina foi testada na Finlandia e em onze paises
da América Latina, onde demonstrou eficacia de até 100% contra os episddios mais
graves de diarréia por esses agentes virais. Esse imunizante também mostrou
induzir protegcdo homoéloga (amostras G1) e heterdloga, inclusive contra o tipo G9,
que se apresenta emergente no mundo todo (Salinas et al., 2005; Linhares et al.,

2006; Ruiz-Palacios et al., 2006).

Duas candidatas a vacinas contra rotavirus ja foram testadas no Brasil. A
primeira foi a tetravalente de origem simio-humana (RRV-TV), produzida pela
Wyeth—Ayerst Research Inc. (Marietta, Pensilvania, EUA), que demonstrou eficacia
de até 75% nos casos mais graves de diarréia por rotavirus (Linhares et al., 1999).
Foi licenciada para uso nos Estados Unidos, porém suspensa devido a casos de
intussuscepgao ocorridos nas criangas vacinadas (CDC, 1999; Linhares e Bresee,

2000).

O segundo imunizante avaliado no pais foi a amostra RIX 4414, atenuada
de origem humana, obtida a partir de passagens em cultivo celular e clonagem da
cepa original 89-12. Ela apresentou eficacia de 86,0% e 93,0% contra
gastroenterites graves e hospitalizagdes por rotavirus, respectivamente (Linhares et
al., 2006). Atualmente este imunizante faz parte do calendario proposto pelo
Programa Nacional de Imunizacbes (PNI). Com esta acdo, espera-se uma
diminuicéo de até 42% das internagdes por gastroenterite em geral e 34% dos ébitos
que ocorrem em criangas menores de cinco anos <http:

/lwww .brasil.gov.br/noticias/ultimas_noticias/24263 saude 060306>.
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2. RELEVANCIA DO ESTUDO

Véarios estudos ja demonstraram a ampla diversidade genética e
antigénica dos rotavirus sugerido pela elevada frequéncia de infecgoes mistas e
genotipos incomuns, refletido pelo complexo padrao de tais infecgdes virais. Esse
estudo proporcionara um melhor entendimento a respeito da genética dos rotavirus
G1 e o comportamento no decorrer das ultimas duas décadas em Belém, Para, uma
vez que esse sorotipo/genotipo se apresenta amplamente difundido em todo globo.
A par disso, servira de apoio a estudos posteriores, principalmente os relacionados a
implantacdo de vacinas anti-rotavirus e possiveis modificacbes epidemioldgicas

geradas pelo uso em larga escala desses imunizantes.
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3. ASPECTOS ETICOS E DE BIOSSEGURANCA

O estudo nao acarretou qualquer risco ou prejuizo para as criangas ou
seus responsaveis. A presente investigacdo foi avaliada pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Evandro Chagas, bem como pela Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP) em respeito as normas nacionais e internacionais que

regulamentam tal atividade.

Em relagdo aos aspectos de biosseguranga, no decorrer dos
procedimentos foram utilizados equipamentos de protegéo individual (EPIs) e todo
material potencialmente contaminado foi manipulado em laboratério de segurancga

NB3 com o uso de cabine de contencgao bioldgica nivel 2.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizagado antigénica e molecular de amostras de rotavirus do tipo

G1, obtidas de criangas participantes de estudos em gastroenterites virais no

periodo de 1982 a 2003, em Belém, Par4, Brasil.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a prevaléncia das amostras de rotavirus G1 obtidas de varios estudos

conduzidos em Belém, Para;

b) determinar a variabilidade de eletroferotipos dos rotavirus G1;

c) comparar o genotipo G1 de rotavirus detectado por reagdo em cadeia pela

polimerase, precedida por transcricdo reversa (RT-PCR), com os sorotipos G

estabelecidos por ensaio imunoenzimatico (EIE), usando anticorpos monoclonais

especificos;

d) determinar os genotipos P dos rotavirus G1;

e) determinar o percentual de infecgbes mistas e genotipos incomuns relacionados
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ao tipo G1 circulante na populagao estudada;

f) determinar a frequéncia e distribuicdo temporal dos rotavirus G1 no decorrer dos

estudos;

g) descrever a distribuicdo etaria das criangas envolvidas nos estudos, em relagéo

ao tipo G1; e

h) comparar a gravidade da gastroenterite causada por rotavirus do tipo G1 com

outros tipos de rotavirus.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. MATERIAL

5.1.1. Area de estudo

Os estudos a partir dos quais se obtiveram as amostras foram
desenvolvidos em Belém, Para, Brasil, localizada na Amazbnia oriental, na
confluéncia dos rios Para e Guama. O clima é tropical e umido, apresentando niveis
pluviométricos elevados no periodo de janeiro a abril. A cidade de Belém é a capital
do Estado, possui uma area de 1065 Km?, sua populacdo é estimada em 1.405.871
habitantes, incluindo 96.270 criancas menores de trés anos de idade

<http://www.ibge.gov.br/cidadesat/default.php>.

5.1.2. Pacientes e espécimes clinicos

Os espécimes clinicos analisados no presente estudo sdo oriundos de

cinco projetos de pesquisa em gastroenterites virais levados a efeito em Belém,

Par4, Brasil, a seguir descritos resumidamente (ver Anexo 1):
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a) Estudo longitudinal das infecgbes por rotavirus entre criangas de Belém, Brasil

(Estudo Longitudinal).

Essa investigagao focalizou a epidemiologia e os aspectos clinicos da
infeccao por rotavirus. Foi realizada no periodo de dezembro de 1982 a marco de
1986 e englobou um grupo de 80 criangas que residiam em areas periféricas de
Belém, Para, acompanhadas desde o nascimento até os trés anos de idade. A
coleta dos espécimes fecais era feita apdés o nascimento e, durante o periodo de
internacao, esses materiais eram coletados diariamente. Apds a saida da crianca do
hospital, as visitas para coleta das amostras eram efetuadas em domicilio,
observando dias alternados, até o 14° dia. Apds essa data as fezes eram coletadas
quinzenalmente ou quando algum sinal de quadro diarréico ocorresse. As maes
eram esclarecidas que diarréia significava trés ou mais evacuagdes liquidas ou
semiliquidas em um periodo de 24 horas. Foram detectados 441 episodios
diarréicos, dos quais 36 se revelaram positivos para rotavirus pelo EIE, sendo que 9

foram analisados no estudo em questao.

b) Estudo da imunogenicidade e inocuidade da vacina tetravalente contra rotavirus
de origem simio-humana, geneticamente rearranjada, em Belém, Para, Brasil

(Estudo com a vacina RRV-TV).

Esse estudo objetivou avaliar a inocuidade, imunogenicidade e eficacia de
trés doses da vacina tetravalente rearranjada “RRV-TV” em criangas saudaveis em
Belém, Brasil. Foi conduzido no periodo de junho de 1990 a junho de 1992 e
consistiu em um grupo de 540 criangas que receberam a “RRV-TV” ou placebo aos
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1°, 3° e 5° meses de idade, sendo acompanhadas por dois anos apds a tomada da
primeira dose. Apds a vacinacao, cada crianga era visitada duas vezes por semana
para se detectarem casos de diarréia. Quando detectados, as amostras fecais eram
coletadas diariamente até cessada a diarréia. Dos 1990 casos de diarréia avaliados
pelo EIE, 90 se revelaram positivos para rotavirus, com o genotipo G1 detectado em

44 amostras.

¢) Subgrupos, sorotipos e eletroferotipos de rotavirus em criangas hospitalizadas em

Belém, Para (Estudo Nosocomial).

Essa investigagao teve como objetivo determinar o papel dos rotavirus na
diarréia nosocomial. Foi realizada no periodo de novembro de 1992 a maio de 1994,
quando se examinaram amostras fecais de 290 criangas (um espécime para cada)
na faixa etaria de 0 a 5 anos, internadas na Santa Casa de Misericérdia do Para.
Trés grupos foram constituidos: nosocomial (criangas que desenvolveram diarréia
pelo menos trés dias depois da internagéo - 54 pacientes); comunitario (aquelas ja
admitidas com diarréia ou que a apresentavam nas primeiras 72 horas apos a
internacao - 182 criangas); e néo diarréico (que nao apresentaram diarréia trés dias
antes e depois da coleta dos espécimes - 54 pacientes). Visitas diarias eram
efetivadas a enfermaria. Dos 290 episédios diarréicos registrados, 48 apresentaram-
se positivos para rotavirus pelo EIE, sendo que 14 espécimes denotaram a

especificidade molecular G1.

d) Estudo de vigilancia da doenga diarréica por rotavirus em Belém, Para, antes da
implementacéo de vacinas (Estudo Hospital-Sentinela).
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Esse estudo objetivou caracterizar a diversidade antigénica das amostras
circulantes de rotavirus e o impacto da doenca causada por esses agentes em
Belém, Para. Foi conduzido no periodo de maio de 1998 a maio de 2000, quando se
coletaram 834 espécimes fecais de criancas na faixa etaria de 0 a 3 anos, atendidas
a nivel ambulatorial ou internadas em um hospital publico de Belém, Para. As
coletas no posto de saude (ambulatérios) eram realizadas duas vezes por semana,
enquanto que no hospital obtidas diariamente. Das 834 amostras coletadas, 281

foram positivas para rotavirus pelo EIE, sendo que 31 denotaram genotipo G1.

e) Estudo prospectivo, multicéntrico, de vigilancia hospitalar para estimar o impacto
da gastroenterite por rotavirus em criangas com menos de trés anos de idade na

América Latina (Vigilancia Epidemiolégica).

Essa vigilancia visou a estimar o impacto da doenca grave e a
epidemiologia dos rotavirus em uma populagao de criangas menores de trés anos.
Conduziu-se tal estudo no periodo de margo a outubro de 2003. Participaram dessa
investigacdo 762 criangas que foram internadas em hospitais publicos de Belém,
Para, por apresentarem quadro diarréico agudo. Também se incluiram aquelas
atendidas no setor de emergéncia das unidades de saude, requerendo reidratagao.
As amostras eram coletadas no primeiro dia de internagdo. Dos 762 episddios
diarréicos analisados, 343 (45,0%) foram positivos para rotavirus pelo EIE, e o
genotipo G1 foi detectado em 232 amostras, sendo que 50 espécimes foram

selecionados aleatoriamente a fim de constituir a presente analise.
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5.1.3. “Iniciadores” usados para deteccdo e caracterizacdo genotipica de

rotavirus

Na Tabela 1 observam-se as sequiéncias dos “iniciadores” usados para
deteccdo e caracterizagdo genotipica dos tipos G (VP7) e P (VP4) de rotavirus.

Todos os “iniciadores” utilizados foram sintetizados pela Invitrogen.

Tabela 1. Sequéncias dos “iniciadores” utilizados na RT-PCR para caracterizacao

molecular dos tipos G e P de rotavirus.

Fragmento

“Iniciadores” Sequéncia 5-3’ Gene amplificado Referéncias
(pb)*

9con1(+) TAG CTC CTT TTA ATG TAT GG VP7 - Das et al., 1994
9con2 (-) GTA TAA AAT ACT TGC CAC CA VP7 904 Das et al., 1994
Beg9 (+) GGC TTT AAAAGA GAG AAT TTC CGT CTG G VP7 - Gouvea et al., 1990
End9 (-) GGT CAC ATC ATA CAATTC TAATCT AAG VP7 1062 Gouvea et al., 1990
4con3 (+) TGG CTT CGC CAT TTT ATAGAC A VP4 - Gentsch et al., 1992
4con2 (-) ATT TCG GAC CAT TTATAA CC VP4 876 Gentsch et al., 1992
Sbeg9 (+) GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTC VP7 - Gouvea et al., 1994
9TI-1 (-) G1 TCT TGT CAA AGC AAATAA TG VP7 158 Das et al., 1994
9TI-2 (-) G2 GTT AGA AAT GAT TCT CCACT VP7 244 Das et al., 1994
9T-3P (-)G3 GTC CAG TTG CAG TGT TAGC VP7 466 Das et al., 1994
9T-4 (-) G4 GGG TCG ATG GAA AAT TCT VP7 403 Das et al., 1994
9T-9B (-) G9 TAT AAA GTC CAT TGC AC VP7 110 Das et al., 1994
FT5 (-) G5 CAT GTACTC GTT GTT ACG TC VP7 780 Gouvea et al, 1994
DT6 (-) G6 CTAGTT CCT GTG TAG AATC VP7 500 Gouvea et al, 1994
HT8 (-) G8 CGG TTC CGG ATT AGA CAC VP7 274 Gouvea et al, 1994
ET10(-)G10 TTC AGC CGT TGC GAC TTC VP7 715 Gouvea et al, 1994
1T-1 (-)P[8] TCT ACT TGG ATA ACG TGC VP4 345 Gentsch et al, 1992
2T-1(-)P[4] CTATTG TTA GAG GTT AGA GTC VP4 483 Gentsch et al, 1992
3T-1(-)P[6] TGTTGATTAGTT GGATTC AA VP4 267 Gentsch et al, 1992
4T-1 (-)P[9] TGA GAC ATG CAATTG GAC VP4 391 Gentsch et al, 1992

*pb: pares de base

41




Luana da Silva Soares Material e Métodos

5.1.4. Solugdes

O preparo das solucdes utilizadas no estudo em questao esta descrito no

Anexo 2.

5.2. METODOS

Em todos os procedimentos realizados foram utilizados controles positivo

e negativo com intuito de validar e evitar a possivel contaminacgéo dos testes.

5.2.1. Ensaio Imunoenzimético (EIE) para deteccéo de rotavirus

As amostras fecais incluidas neste estudo, oriundas de pesquisas
anteriores, foram submetidas ao EIE utilizando-se o kit DAKOPATTS (Copenhague,

Dinamarca) para detecg¢ao de antigeno viral (VP6) de rotavirus do grupo A.

O teste foi realizado em microplacas de poliestireno com 96 orificios,
sensibilizadas com 100 uL de anticorpo anti-rotavirus diluido a 1:50 (v/v) em tampé&o
carbonato-bicarbonato 0,1 M, pH 9,6. As placas foram entdo incubadas por 1 h a
temperatura ambiente (TA= 25°C) e os reagentes aspirados com dispositivo semi-
automatico de lavagem (Nunc Immunowash) utilizando-se bomba a vacuo. A seguir,
as placas foram lavadas cinco vezes com tampao PBS 10 mM, pH 7,5, contendo

Tween 0,1% (v/v) Adicionaram-se 100 uL do controle positivo e suspensdes fecais
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a 20% (v/v) em solugéo de NaCl 0,15 M. Os controles foram diluidos a 1:10 (v/v) em
tampao de diluicdo e adicionados a quatro orificios, sendo que dois sensibilizados
com anticorpo anti-rotavirus e outros dois sem reagentes e incubados a TA por 1 h.
Entdo, as placas foram lavadas novamente cinco vezes e adicionados 100 uL da
imunoglobulina normal de coelho conjugada a peroxidase diluida a 1:25 (v/v) no
tampéao de diluicdo. As placas foram incubadas por 30 min a TA e lavadas cinco
vezes, sendo que a ultima lavagem se efetivou com tampé&o citrato-fosfato 0,1 M, pH
5,0. Foram adicionados 100 pL de substrato contendo 2 mg de 1,2-
ortofenilenodiamino (OPD) diluido em tampao citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,0.
Adicionou-se 1 uL de peréxido de hidrogénio a 30%, antes do uso, para cada tablete
de OPD. Incubaram-se as placas por 15 min a TA e, posteriormente, a reacao foi
estabilizada com 150 pL de &cido sulfurico 1 M, e sucedendo-se a leitura das
densidades opticas em fotdmetro (Flow Multiskan) com filtro de 492 nm. Os valores
de absorbancia foram calculados pela adicao da constante 0,07 a média dos
controles negativos, sendo que as amostras foram consideradas positivas quando os

valores da absorbancia se revelaram iguais ou maiores que a média do padrao.

5.2.2. Suspensao fecal

Foram preparadas suspensdes fecais a 10% em tampéo Tris-Ca™ 0.01 M,
pH 7,2 a fim de proceder a extracdo do RNA viral. Em seguida, se homogeneizaram
as suspensodes sucedendo-se a centrifugagcado a 1700 x g por 10 min a 4 °C. Coletou-

se o sobrenadante e estocando-o a -20 °C.
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5.2.3. Ensaio Imunoenzimatico com anticorpos monoclonais especificos para o

sorotipo G

Incubou-se por 16 h a 4 °C uma microplaca de poliestireno sensibilizada
com 100 uL de fluidos asciticos contendo os sorotipos especificos G1, G2, G3, G4 e
G9, diluidos a 1:50 (G1 a G4) ou 1:16000 (G9) em PBS 10 mM, pH 7,5. A seguir
procedeu-se duas lavagens com PBS-Tween contendo 1% de albumina bovina
(BSA), e posteriormente ocorreu a incubagdo nas mesmas condigdes anteriores.
Realizaram-se duas lavagens com PBS 10 mM, pH 7,5, adicionando-se 50 pL de
suspensdes fecais a 10%, diluidas a 1:3 em PBS-Tween contendo 10% de leite
desnatado e incubados por 16 h a 4 °C. Em seguida a microplaca foi lavada
novamente trés vezes e, a seguir, adicionados 50 uL de imunoglobulina anti-IgG de
coelho conjugada a peroxidase, diluida a 10% em PBS-Tween; a seguir houve a
incubacéao por 1 h a 37°C e posterior lavagem por quatro vezes. Adicionaram-se 100
ML em cada orificio de substrato cromogénico e incubou-se a TA por 30 min.
Adicionaram-se 25 yL de &cido sulfurico a 20% (v/v). A leitura em fotdbmetro com
filtro de 492 nm foi realizada, obtendo-se as densidades 6pticas em dois orificios da
mesma amostra. As amostras que exibiram valores de absorbancia superiores a

0,200 foram consideradas reagentes para determinado sorotipo.

5.2.4. Extracdo do genoma viral

O genoma viral foi extraido a partir das suspensdes fecais de acordo com

o método descrito por Boom et al. (1990). A técnica consistiu na adigdo em tubos
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estéreis de 200 uL de suspenséao fecal, 20 uL de proteinase K e 200 uL de etanol, os
quais foram homogeneizados e incubados a 56 °C por 10 min. A seguir foram
adicionados 800 pL de tampao L6 e 20 pL de silica, homogeneizados e incubados
sob agitacao lenta a TA por 30 min. A seguir os tubos foram agitados em “vortex”
durante 10 seg e centrifugados a 20800 x g por 15 seg, decantando-se os
sobrenadantes subseqlentemente. Aos sedimentos adicionaram-se 500 pL de
tampéao L2, agitando-se em “vortex” e sobrevindo a centrifugagao (20800 x g / 15
seg). Apds essa etapa foram realizadas lavagens com etanol a 70 % (4 °C) e
acetona (4 °C). Os sobrenadantes foram desprezados, incubando-se os sedimentos
em banho-maria (BM), a temperatura de 56 °C por 15 min para evaporagdo da
acetona. Em seguida, foram adicionados 60 uyL de agua milli-Q estéril, agitando-se
por 15 seg, com incubagao subsequente em BM a 62 °C por 15 min. A seguir, 0s
tubos foram centrifugados (20800 x g / 3 min) e os sobrenadantes, contendo o
dsRNA puros, coletados e armazenados a —70 °C para realizacdo de testes

posteriores (EGPA e RT-PCR).

5.2.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA)

A analise dos perfis eletroforéticos de rotavirus foi realizada pela técnica
de EGPA, de acordo com o procedimento descrito por Pereira et al. (1983). Dez
microlitros de cada amostra de dsRNA extraida foram misturados a 2 uL de azul de
bromofenol e aplicados a cada orificio do gel de poliacrilamida na concentragao final
de 5%. Esse gel foi submetido a eletroforese vertical, utilizando-se 100 V, 100 W e
21 mA por 2 h e 30 min. Apds a corrida o gel foi retirado da cuba e os fragmentos do
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genoma viral fixados com o uso de etanol e acido acético, corados com nitrato de
prata, seguido a revelagéo utilizando-se hidroxido de sédio 10 M e formaldeido a
37% (v/v). O perfil eletroforético foi visualizado em negatoscépio de luz branca,
procedendo-se a classificagdo dos eletroferotipos de acordo com Herring et al.

(1982).

5.2.6. Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

Esta técnica foi executada de acordo com o preconizado por Das et al.
(1994), Gouvea et al. (1990) e Gentsch et al. (1992), com modificagbes de Leite et

al., (1996). Observando-se em duas etapas:

a) Reacado em cadeia pela polimerase precedida de transcricao reversa (RT-PCR)

Pelo fato do material genético do rotavirus ser de RNA, é necessaria a
producdo de um DNA complementar (cDNA) para posterior amplificagdo. Na
transcricdo reversa, utilizou-se uma mistura de “iniciadores” consensuais 9con1/
9con2 (20uM cada) para o tipo G de rotavirus humano, Beg9/End9 para G de
rotavirus animais e 4con2/4con3 para P, a qual se adicionou uma quantidade de
dsRNA que variou de 2 a 5 ulL, de acordo com a concentragdo de material genético
observado na EGPA. Essa mistura foi desnaturada a 97 °C por 7 min, seguida de
imersdo em banho de gelo por 5 min para hibridizacdo dos “iniciadores”. Foram

adicionados 20 uL da mistura da reagdo composta por dNTP, tampao 10X, MgCl, e
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RT (transcriptase reversa) (Tabela 2), seguindo-se a incubagao a 42 °C por 1 h, a
fim de se transcreverem os dsRNA, sintetizando-se entdo os cDNA. Em seguida
foram adicionados 25 uL da mistura contendo dNTPs, tampdo 10X e a enzima Taq
DNA polimerase (Tabela 2). Os tubos com os reagentes foram colocados em
termociclador (DNA Thermal Cycler 480, Applied Biosystems) para realizagdo de 35
ciclos de amplificacdo, cada um deles compreendendo temperaturas assim
especificadas: 94 °C por 1 min (desnaturagdo), 42 °C por 1 min (hibridizagdo), e 72
°C por 1 min (extensao), seguindo-se um ciclo final de extensdo a 72 °C durante 10
min. Os cDNA foram conservados a 4 °C e submetidos a eletroforese horizontal
utilizando-se gel de agarose a 1,5 % em tampao tris-borato-EDTA (TBE), sob 120 V,
400 mA por cerca de 45 min a 1 h. Ao final o gel foi corado com brometo de etidio (5
ug/mL) por 20 min a TA sob agitagcéo, e os amplicons visualizados com o auxilio do

sistema de fotodocumentacgao Bio Capt versao 12.1.
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Tabela 2. Reagentes necessarios na execucado da RT-PCR para detecgao de

rotavirus.
TRANSCRICAO
REAGENTES PCR
REVERSA
1X/uL
1X/uL
H.O 11 18
dNTP 25mM°* 4 4
Tampao 10X 2,5 2,5
MgCl, 50mM 2 ;
RT 10U* 0,5 -
Taq DNA Polimerase 2,5U* - 0,5
Total 20 25

*Mistura dos quatro deoxirribonucleotideos trifosfato: dATP, dCTP, dGTP e dTTP.
*SuperScriptT'VI I RNAse Reverse Transcriptase 10000U, 200 U/uL (Invitrogen)
*Taq DNA polimerase 250 U, 5 U/uL (Biotools)

b) Nested-PCR

Para caracterizagdo genotipica dos rotavirus pela nested-PCR, foram
usados 0,5 uL do “iniciador” 9con1 e 0,5uL da mistura dos “iniciadores” especificos
para os tipos G de rotavirus humanos (G1, G2, G3, G4 e G9). Em relagao aos tipos
G dos rotavirus oriundos de animais, foram utilizados 0,5 ul do “iniciador” Sbeg9 e
0,5ul da mistura dos “iniciadores” especificos (G5, G6, G8 e G10). Para o tipo P
foram usadas as mesmas concentragdes dos “iniciadores” 4con3 e P[4], P[6], P[8] e

P[9]. Adicionaram-se 2 ou 5 ulL, no caso de visualizagdo ou ndo do produto de
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amplificagdo, a 23 ou 25 uL da mistura composta pelos reagentes da Tabela 3. Essa
mistura foi submetida a 30 ciclos de amplificagdo com as mesmas condi¢cdes de
temperatura e tempo da RT-PCR. O produto do nested-PCR foi analisado por

eletroforese em gel de agarose a 1,5 % (m/v).

Tabela 3. Reagentes necessarios para realizagao da nested-PCR.

REAGENTES NESTED-PCR
1X/ulL

H,O 13 ou 15
dNTP 25mM 4
Tampao 10X 2,5
MgCl, 50Mm 2
Iniciadores especificos G ou P 1
Taqg DNA Polimerase 2,5U 0,5

Total 23 ou 25

5.2.7. Andlise estatistica

As analises estatisticas aplicadas no presente estudo foram realizadas
utiizando o programa BioEstat versdo 3.0. Os testes paramétricos e nao
paramétricos foram feitos levando-se em consideracéo o teste do qui-quadrado (y?),
com corregdo de Yates e o teste Z. A significancia estatistica foi definida como

p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. DETERMINAGAO DA PREVALENCIA DO TIPO G1 DE ROTAVIRUS

A prevaléncia total do tipo G1 em criangas infectadas por rotavirus foi de
41,3% (330/798). Isto considerando a totalidade representada pelas 148 amostras
que fizeram parte deste estudo, sendo 9 espécimes do Longitudinal, 44 da
investigacdo com a vacina RRV-TV, 14 do Nosocomial, 31 do Hospital Sentinela e

50 da Vigilancia Epidemioldgica (Figura 5).

Rotavirus G1
22.8%

Vigilancia
33.8%

Sentinela
20.9%
Nosocomial
9.5%

RRV-TV
29.7%

Longitudinal
6.1%

Rotavirus +
Nao G1
58.7%

Figura 5. Ocorréncia do tipo G1 de rotavirus em 148 criangas no decorrer de onze
anos de estudos em gastroenterites virais em Belém, Para, Brasil.
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6.2. DETERMINAGAO DOS ELETROFEROTIPOS PELA EGPA

Das 148 amostras analisadas, em 116 (78,4%) pbde-se caracterizar o
perfil eletroforético pela EGPA, sendo que o padrao longo foi encontrado em todos
esses espécimes. Foram identificadas trés variedades de eletroferotipos longo (L1,
L2 e L3), com base na diferenga da migracado dos segmentos gendmicos 2, 5 e 10.
Quando se compararam as variedades L1 e L2, verificou-se que o segmento 2 da
variedade L2 migrou mais lentamente que o seu correlato L1. Em relagdo a L3,
observaram-se diferencas de migracao entre os segmentos 5 e 10, em comparagao
a L1. Encontrou-se um segmento extra em uma amostra que apresentava o perfil L1,

pertencente ao estudo com a vacina RRV-TV (Figura 6).
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Linhas: SA11 — protétipo com perfil longo; C- controle com perfil curto; 1, 3,
4,7 e 10 — amostras com perfil L1; 2, 5 e 8 - amostras com perfil L2; 6 -
amostra com perfil L3; 9 - amostra ndo caracterizada ( « principais
diferengas na migracao dos segmentos; « segmento extra)

Figura 6. Perfis eletroforéticos de rotavirus em gel de poliacrilamida.
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As amostras da Vigilancia Epidemioldgica exibiram o maior indice de
eletroferotipos identificados (96,0%). Em contrapartida, o estudo Longitudinal foi o
que teve a menor taxa (33,3%). Detectou-se a variedade L1 em maior frequéncia

nos estudos, com excegao do Hospital Sentinela, em que prevaleceu a L2 (Tabela

4).
Tabela 4. Distribuicdo dos perfis eletroforéticos associados com o tipo G1 de
rotavirus.
N° de amostras N° de amostras de acordo com a variedade do
Projeto submetidas a eletroferotipo
EGPA
L1 L2 L3 NC*
Longitudinal 9 3 - - 6
RRV-TV 44 28 1 1 14
Nosocomial 14 7 2 -
Sentinela 31 7 16 3
Vigilancia 50 47 1 -
Total 148 92 20 4 32

NC*: ndo caracterizada

6.3. ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA SOROTIPO G DE ROTAVIRUS

Um total de 89,9% (133/148) dos espécimes fecais reagiu com anticorpos

monoclonais especificos para tipos G de rotavirus. Os sorotipos G1, G9 e G1+G4
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foram detectados em 117 (88,0%), 13 (9,8%) e 3 (2,2%) amostras, respectivamente.
Houve correlagdo entre genotipo G1 detectado pela nested-PCR e sorotipo
determinado por EIE em 79,0% das amostras comparadas. Todos o0s espécimes que

pertenceram ao sorotipo G9 se detectaram no projeto Vigilancia Epidemioldgica.

A Tabela 5 sumaria a caracterizacdo das 148 amostras analisadas pela

EGPA, EIE e Nested-PCR para o gene VP7.

Tabela 5. Eletroferotipos, sorotipos e genotipos G de rotavirus em 148 amostras de

rotavirus distribuidas nos projetos analisados.

Projetos
EF, ST, GN Total

Longitudinal RRV-TV Nosocomial Sentinela Vigilancia

EF
L1 3 28 7 7 47 92
L2 - 1 2 16 1 20
L3 - 1 - 3 - 4
NC 6 14 5 5 2 32
ST
G1 5 42 10 27 33 117
G1+G4 1 - 1 1 - 3
G9 - - - - 13 13
NT 3 2 3 3 4 15
GN
G1 8 44 14 31 50 147
G1+G4 1 - - - - 1
EF: eletroferoripo NC: néo caracterizada
ST: sorotipo NT: néo tipada
GN: genotipo
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6.4. GENOTIPAGEM PARA OS TIPOS G E P DE ROTAVIRUS

Em relagado ao tipo G, 147 (99,3%) amostras denotaram o tipo G1 e em
apenas uma se detectou a infecgao mista G1+G4, a qual fazia parte do estudo

Longitudinal. Nao foi observada nenhuma co-infecgdo com rotavirus animais.

Os produtos da amplificagao pela nested-PCR do gene VP7 podem ser

visualizados na Figura 7.
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Linhas: PM — marcador de peso molecular de 123 (Invitrogen);
1 a 6 — genotipo G1; CN — controle negativo.

Figura 7: Nested-PCR para determinagao do genotipo G1 de rotavirus
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Dos 148 espécimes testados pela RT e Nested-PCR foi possivel a
determinagao do tipo P em 130 (87,8%), sendo que o genotipo P[8] predominou
(72,3%). Das 36 amostras restantes, 11 (8,5%) eram P[6]+P[8], 11 (8,5%) P[4]+P]8],

6 (4,6%) P[6], 4 (3,1%) P[4], 3 (2,3%) P[4]+P[6], e 1 (0,7%) P[4]+P[6]+P[8].

A Figura 8 demonstra os produtos da amplificagdo da Nested-PCR do

gene VP4,

Linhas: PM — marcador de peso molecular de 123 (Invitrogen); 1
e 5 —genotipo P[8]; 2, 4 e 6 — genotipo P[4]; 3 — genotipo P[6];
CN - controle negativo.

Figura 8. Nested-PCR para determinagao do genotipo P de rotavirus
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A combinagao binaria dominante foi P[8],G1 concorrendo com 72,3% das
infeccbes. Em 26 (20,0%) espécimes identificaram-se as infecgbes mistas, assim
caracterizadas: 11 (8,5%) eram P[4]+P[8],G1, 10 (7,7%) P[6]+P[8],G1, 3 (2,4%)
P[4]+P[6],G1, 1 (0,7%) P[4]+P[6]+ P[8],G1 e 1 (0,7%) P[6]+ P[8],G1+G4. Os
genotipos incomuns, tais como P[6],G1 e P[4]G1 foram encontrados com frequéncia

de 4,6% e 3,1%, respectivamente.

A Tabela 6 sintetiza a caracterizagdo dos genotipos G e P das 130

amostras fecais, de acordo com os projetos analisados.

Tabela 6. Combinagao binaria envolvendo os genotipos G e P de rotavirus em 130

criangas.

Combinacoes Projetos

Binarias Total

Longitudinal RRV-TV Nosocomial Sentinela Vigiléncia

P[8],G1
P[4],G1

P[6],G1
P[4]+[6],G1
P[4]+[8],G1
P[6]+[8],G1
P[6]+P[8],G1+G4
P[4]+[6]+[8],G1

Total

—

20

N 0 s W -

41

W = O,

11

21

28

46

46

94

11
10

130
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A Tabela 7 demonstra a caracterizagao dos eletroferotipos e genotipos G
e P em 105 espécimes fecais. A combinacdo G1P[8] apresentando o eletroferotipo

L1 foi registrada em 62,8% das amostras.

Tabela 7. Caracterizagao de eletroferotipos e genotipos G e P de rotavirus em 105

espécimes fecais.

Combinacoes Eletroferotipos
Binarias Total
L1 L2 L3
P[8],G1 66 13 2 81
P[4],G1 2 1 - 3
P[6],G1 1 1 - 2
P[4]+[6],G1 1 - 1 2
P[4]+[8],G1 6 1 - 7
P[6]+[8],G1 7 1 1 9
P[4]+[6]+[8],G1 1 - - 1
Total 84 17 4 105
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6.5. RESULTADOS EPIDEMIOLOGICOS

Os 148 espécimes fecais incluidos neste estudo foram coletados ao longo
de 11 anos, originados de cinco projetos de pesquisas em gastroenterites virais Em
relacdo a frequéncia de rotavirus G1, registre-se que foi responsavel por 25,0%
(9/36), 48,8% (44/90), 29,2% (14/48), 11,0% (31/281) e 67,6% (212/343) das
infeccbes nos estudos Longitudinal, com a vacina RRV-TV, Nosocomial, Hospital

Sentinela e Vigilancia Epidemioldgica, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Frequéncia do tipo G1 de rotavirus em 148 criangas de acordo com os

estudos em gastroenterites virais em Belém, Para, Brasil.
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Os rotavirus do tipo G1 foram detectados entre junho de 1983 a setembro

de 2003, também circulando ao longo de todos os trimestres dos anos de 1991,

1994 e 1999. Observou-se uma prevaléncia nos meses de julho a setembro dos

anos de 1991, 1994 e 2003. Cabe ressaltar que as amostras do projeto Vigilancia

Epidemiolégica foram coletados apenas no periodo de margo a outubro de 2006
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Figura 10. Distribuigao trimestral de rotavirus G1 em 148 criangas no decorrer de

onze anos de estudos em gastroenterites virais em Belém, Para, Brasil.
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O tipo G1 foi encontrado infectando criangcas na faixa etaria de 2 aos 35
meses. Criangas com idade superior aos 2 anos foram registradas apenas nos
estudos Nosocomial e Vigilancia Epidemiolégica. Foi detectado maior numero de

casos na faixa compreendida entre 6 a 16 meses de idade (Figura 11).
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Figura 11. Distribuicdo de rotavirus G1 em 148 criangas participantes de cinco

estudos em gastroenterites virais de acordo com a idade em Belém, Par4, Brasil.
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A distribuicao temporal das infecgcbes por rotavirus relacionados ao gene
VP4, ao longo dos 11 anos de estudo, € demonstrada na Figura 12. Denotou-se o
tipo P[8] em expressiva freqliéncia e registrado em todos esses anos, com excegao
de 1984, o qual nao foi tipado nenhum genotipo P. As infecgbes mistas P[4]+[8] e

P[6]+[8] foram registradas em varios anos.
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Figura 12. Distribuigdo temporal de rotavirus G1 relacionadas ao gene VP4 em 130
criangas no decorrer de onze anos de estudos em gastroenterites virais em Belém,

Para, Brasil.
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No que concerne a ocorréncia do genotipo P em relacdo a idade, P[8]
circulou entre o 2° e 35° meses de idade. As infecgdes mistas P[4]+P[8] e P[6]+P[8]
foram observadas em varias faixas etarias. Ainda foram registrados casos

esporadicos de P[6] e P[4], trés casos de P[4]+P[6] e um de P[4]+P[6]+P[8] (Figura

13).
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Figura 13. Distribuicdo de genotipos P em 130 criangas participantes de cinco

estudos em gastroenterites virais de acordo com a idade em Belém, Para, Brasil.
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6.6. MANIFESTACOES CLINICAS

Os principais sintomas clinicos da doenca diarréica associados ao
rotavirus do tipo G1, comparados com outros tipos sdo demonstrado na Tabela 8.
Ndo se configurou qualquer diferenca estatisticamente significativa entre os
paramentros clinicos e as variedades genotipicas de rotavirus. Os casos do estudo
Vigilancia Epidemiolégica ndo participaram da analise em relagdo ao numero de

evacuacodes, uma vez que nao se obteve dados a respeito de tal sintoma.

Tabela 8. Comparagao das manifestagdes clinicas entre episodios de diarréia por

rotavirus G1 e rotavirus ndo G1 em criangcas menores de 5 anos de idade.

Manifestacdes Rotavirus G1 Rotavirus ndo G1* Valor de p
Clinicas (n=90) (n=64)
N° evacuacbes™™ 4,5 4,6 0,79
Voémitos (%) 79,1 90,6 0,12
Febre (%)*** 76,9 70,3 0,46

* Tipos G2, G4 e G9.
**n° de evacuagdes médio/dia
***temp. axilar > 38°C
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A Tabela 9 demonstra as manifestagdes clinicas relatadas em 129 casos
de diarréia, considerando-se os diversos estudos em gastroenterites virais
analisados. Os pacientes do estudo Vigilancia Epidemioldgica apresentaram a maior
frequéncia de vomitos. Em relagdo ao tipo de reidratagdo, as criangas do estudo
Hospital Sentinela foram as que mais necessitaram de reidratacio oral, entretanto, a
via parenteral predominou no estudo Vigilancia Epidemioldgica, envolvendo 44,0%

das 50 criancas analisadas.

Tabela 9. Frequéncia das manifestacdes clinicas e tipo de reidratacdo em 129

episodios de diarréia por rotavirus G1 em relagéo aos estudos em gastroenterites

virais.
Manifestacdes clinicas Tipo de reidratagao
Projetos
N° Voémitos  Febre Oral IV Ambas
evacuagdes” (%) (%)™

Longitudinal (n=9) 5 55,5 100,0 NI***
RRV-TV (n=25) 4 68,0 72,0 NI
Nosocomial (n=14) 6 85,7 64,2 7,2 214 714
Hosp. Sentinela (n=31) 4 76,4 80,6 48,4 19,3 32,3
Vigilancia (n=50) NI 92,0 82,0 6,0 44,0 50,0

*n° de evacuagbes médio/dia
**temp. axilar > 38°C

***NI: ndo informado

IV: Intravenosa
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7. DISCUSSAO

A presente analise assume um carater pioneiro no Brasil, permitindo
ampliar os conhecimentos acerca da diversidade antigénica e molecular das
infecgcdes pelo tipo G1 de rotavirus. A par disso, denotaram-se aspectos
epidemioldgicos importantes das infecgbes por esse genotipo em Belém, Para. Tais
observacdes poderao contribuir para analisar a prevaléncia do tipo G1 antes da
introducdo da vacina RIX 4414, uma vez que tal acontecimento podera induzir
selecdo de algumas amostras e consequentemente gerar o escape de estirpes
mutantes, entdo investigagdes ulteriores deverdao ser realizadas para verificar a

circulagao ou emergéncia de novos genotipos.

O genotipo G1 encontra-se circulando em varias partes do mundo em
diferentes prevaléncias. Nos paises desenvolvidos, como os que compdem a
Australia, Oceania e América do Norte, sao registradas as maiores frequéncias
(70,4% -73,3%). Por outro lado, nos paises em desenvolvimento, principalmente os
localizados na Africa e América do Sul, esses percentuais sdo menores (35,7% -
57,5%). Esta configuragao esta possivelmente relacionada a circulagao de amostras
nao usuais, assim como a emergéncia de novos tipos nos paises mais pobres

(Gentsch et al., 2005; Santos e Hoshino, 2005).

Detectou-se o tipo G1 a partir dos espécimes fecais de criangas com
diarréia ao longo de onze anos, configurando as diferentes abordagens nas
populacdes alvo. Observou-se uma prevaléncia global de 41,3%, indice semelhante
ao registrado por Volotéo et al. (2006), uma vez que o genotipo G1 foi detectado em
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49,6% das criangas com diarréia aguda na cidade do Rio de Janeiro. Parra et al.
(2005) em uma investigagao conduzida no Paraguai entre os anos de 1998 a 2000
detectaram este genotipo em 17,2% dos espécimes. Este achado divergente em
relacdo a presente investigacado esta associado a prevaléncia do tipo G4, bem como

a deteccéao do tipo G9 entre as amostras analisadas no Paraguai.

Registrou-se uma variagao de 11,0% a 67,6% na frequéncia de rotavirus
no decorrer dos estudos analisados, sendo que o Hospital Sentinela denotou a
menor taxa de infeccbes pelo rotavirus G1. Este resultado provavelmente se
relaciona ao alto indice de amostras nao tipadas, bem como a emergéncia do tipo
G9 no decorrer deste estudo. Santos et al., 2005 registraram a prevaléncia de 78.8%
do G9 entre criancas hospitalizadas com diarréia em Salvador, periodo semelhante
ao que foi conduzido o estudo Hospital Sentinela. Costa et al., 2004 detectaram o
tipo G9 em 34,4% das amostras de rotavirus em Goias. Estes resultados configuram

a vasta circulagao deste genotipo no Brasil

A caracterizagdo dos eletroferotipos, sorotipos G e genotipos P dos
rotavirus G1 evidenciou a variabilidade genética inerente a esses agentes virais. Das
148 amostras analisadas, 116 (78,4%) denotaram nitidos eletroferotipos, em 133
(89,9%) identificaram-se os sorotipos e em 130 (87,8%) caracterizaram-se os

genotipos P.

Verificou-se que o maior indice de amostras nas quais nao foi possivel a
determinacao do eletroferotipo ocorreu no estudo Longitudinal, uma vez que apenas
33,3% dos espécimes foram caracterizados. Este achado possivelmente se associa
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ao tempo de coleta das amostras (mais de 20 anos) oferecendo um menor numero
de particulas virais para analise pela EGPA. Tal limitacdo, todavia, parece nao ter
interferindo na amplificacdo do genoma viral pela RT-PCR, fato provavelmente
associado a maior sensibilidade do procedimento, ndo obstante a esperada

degradacgao do acido nucléico ao longo dos anos.

Vale assinalar a correlacdo de 100,0% entre o genotipo G1 e o
eletroferotipo longo detectados na analise em questdo, apesar da extensa
diversidade encontrada. Luz et al., (2005) registraram em 19,0% dos espécimes com
especificidade G1 apresentaram o perfil curto. Este fato esta possivelmente

relacionado a ocorréncia de rearranjos na comunidade investigada.

Na presente investigacdo se observou que em 116 espécimes fecais, nas
quais se analisaram o perfil eletroforético, apenas emergiu o padrao longo. Foram
identificadas trés variedades desse eletroferotipo, demonstrando a variedade
genética circulando nesta regido. Cabe ressaltar que essas trés variedades foram
encontradas entre os espécimes do estudo com a vacina RRV-TV e Hospital
Sentinela, concomitantemente a detecgao de diversas amostras ndo usuais. Luz et
al. (2005) detectaram duas variedades de eletroferotipos longos e trés curtos
circulando entre criangas com diarréia por rotavirus no Maranhdo. Em outra
investigacdo, na Hungria, registraram-se quatro variedades, no entanto, os
espécimes apresentavam especificidade P[8],G9, sugerindo rearranjos genéticos

entre as cepas circulantes (Banyai et al., 2004a).
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Observou-se uma correlagéo entre genotipo e sorotipo G1 em 79,0% dos
espécimes fecais testados. Essa falha em caracterizar o tipo G1 pelo EIE
possivelmente se associa a presenga de reagdes cruzadas com os sorotipos G9 e
G4, bem como a impossibilidade em detectar antigenos para o tipo G1 devido a
pequenas quantidades de moléculas de VP7. Coulson et al. (1999) relataram este
problema potencial envolvendo reagao cruzada entre sorotipos. Arista et al. (2005)
analisaram 38 amostras reagindo com o sorotipo G4 e, posteriormente, pela PCR,
verificaram que em 14 espécimes se configuraram a especificidade G9. Santos e
Hoshino (2005) registraram frequéncias de amostras nao tipadas variando de 8,0% a
46,2% ao analisarem estudos realizados em varias partes do mundo. Esta questédo
se deve aos diversos mecanismos de variagao genética, resultando em falha do
reconhecimento pelos anticorpos monoclonais utilizados no EIE e a menor

sensibilidade desse teste em comparacao a PCR.

Ainda que na presente analise apenas uma mistura entre os tipos G1 e
G4 tenha sido registrada, e nenhuma infecgdo envolvendo rotavirus oriundos de
animais observada, pesquisas prévias ja denotaram tais caracteristicas.
Kebaabetswe et al. (2005), em uma investigacao realizada em Botsuana envolvendo
criangas com gastroenterite, detectaram as infecgdes mistas G1+G2, G1+G8 e
G1+G3+G9 em 5,6%, 22,0% e 5,6%, respectivamente. Santos et al., (1999) ao
analisarem espécimes de suinos verificaram a presenga de misturas dos tipos G1 e

G5 em uma amostra.

No que concerne a caracterizagao do gene VP4 pela RT e nested-PCR,
revelou-se possivel a deteccdo em 87,8% dos espécimes fecais testados. Este
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percentual foi similar ao registrado por Santos et al. (2003) entre criangas menores
de cinco anos com diarréia aguda, cuja frequéncia foi de 84,0%. Nao obstante, o alto
indice de amostras caracterizadas para o tipo P, seria digno de interesse levar-se a
efeito novas pesquisas envolvendo outras técnicas a fim de diminuir este percentual

de amostras nao tipadas.

A ocorréncia dos tipos P[8], P[6] e P[4] foi de 72,3%, 4,6% e 3,1% nas
infeccbes, respectivamente. Banyai et al. (2005), em um estudo na Hungria
envolvendo criangas hospitalizadas com gastroenterite, registraram os seguintes
percentuais: 89,9% dos casos eram P[8], 0,7% P[6] e 3,0% P[4]. E importante
salientar que na investigacdo na Hungria envolveu pesquisa de varios tipos G, tais
como G2, G3, G4, G6 e a ocorréncia de G9, ao passo que no presente estudo

engloba apenas o tipo G1.

Com relacdo a caracterizagdo das combinagdes binarias, o genotipo
P[8],G1 concorreu com 72,3% das infecgbes e circulou na faixa etaria de 2 a 35
meses de idade. Este genotipo € amplamente encontrado circulando em varias
partes do mundo (Santos e Hoshino, 2005). Gentsch et al. (2005) analisaram varios
estudos realizados na América Latina e verificaram que esta combinagao ocorreu em
52,0% das infecgbes por rotavirus. Carmona et al. (2006) detectaram P[8]G1 em
66,6% dos espécimes coletados durante oito anos de vigilancia das infec¢des por

rotavirus em Sao Paulo.

E importante destacar a freqiiéncia de 20,0% de infecgbes mistas
registradas nessa investigacdo, das quais 8,5% eram P[4]+P[8],G1, 7,7%
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P[6]+P[8],G1, 2,4% P[4]+P[6],G1, 0,7% P[4]+P[6]+P[8],G1 e 0,7% P[6]+ P[8],G1+G4.
Das et al. (2004) detectaram, em um estudo com criancas hospitalizadas na india, o
percentual de 30,0% de amostras apresentando infec¢gdes mistas, apesar de que
nesta pesquisa foram encontradas mais variedades de tais tipos de infecgdes. Esses
altos indices sdo encontrados principalmente nos paises em desenvolvimento e
resultam do rearranjo entre os genes dos rotavirus, suscitando o escape da agao do
sistema imunoldgico bem como a introdu¢cado de novos tipos G e P desse agente

viral.

Tal como ocorre nas infeccbes mistas, uma vez que sdo responsaveis
pelo aumento da diversidade dos tipos de rotavirus, as combinagdes nao usuais do
mesmo modo desempenham importante papel. No presente estudo, as infeccdes
nao usuais P[4],G1 e P[6],G1 ocorreram em 4,6% e 3,1% dos casos,
respectivamente. Abdel-Haq et al. (2003) detectaram a prevaléncia do tipo P[4],G1
em 41,0% das infecgdes por rotavirus entre criangas hospitalizadas em Detroit, EUA.
O alto indice desta combinagdo ndo usual nesta investigacdo provavelmente esta
relacionado a migracdo de diversos grupos étnicos resultando na possivel

introducéo do tipo P[4],G2 de outras partes do mundo.

Estudos anteriores demonstraram que o genotipo P[6] esta associado
tanto com infecgbes assintomaticas em neonatos como sintomaticas em criancas
jovens (Linhares et al.; 2002; Steele e Ivanoff, 2003; Banyai et al., 2004b;
Mascarenhas et al., 2006). Registrou-se o tipo P[6],G1 em 4,6% das criangas com
diarréia aos 2, 16, 17, 19 e 22 meses de idade. Doan et al. (2003) detectaram este
genotipo em 2,0% das criangas hospitalizadas com gastroenterite por rotavirus.
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No tocante a comparacao das caracteristicas clinicas associadas ao G1 e
a outros tipos de rotavirus, ndo se verificou diferenga quanto a gravidade entre as
variedades genotipicas. Estes achados corroboram a pesquisa realizada por
Nakagomi et al. (2006), ja que nao verificaram diferencas significantivas
relacionadas a viruléncia dos principais tipos de rotavirus, ainda que alguns estudos
enfatizem o envolvimento do tipo G9 associado a casos mais graves de diarréia
(Santos e Hoshino, 2005; Linhares et al., 2006). Apesar disso, estudos acerca deste

parametro devem ser conduzidos posteriormente.

Em relagao aos sintomas clinicos relatados neste estudo, a freqliéncia de
vomitos e febre entre os pacientes variou de 55,5 a 92,0% e 94,2 a 100,0% entre os
estudos, respectivamente. E importante destacar que a maior freqiiéncia da
reidratacao oral foi encontrada entre os pacientes do estudo Hospital Sentinela, isto
porque tais criancas eram atendidas em ambulatérios ou hospitais. Outra informacéao
consideravel esta relacionada a frequéncia de reidratagao parenteral entre pacientes
da Vigilancia Epidemiolégica, cujo percentual foi de 44,0%, provavelmente devido a

situagcao de maior gravidade nos casos envolvendo hospitalizagdes.

E de extrema importancia, entdo, uma constante vigilancia das amostras
de rotavirus circulantes, especialmente em paises em desenvolvimento. Além disso,
pesquisas futuras proporcionardo um melhor entendimento sobre epidemiologia

molecular deste genotipo e a dindmica da transmissao dos rotavirus no Brasil.
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8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

= Os rotavirus do tipo G1 foram detectados em 41,3% (330/798) das criangcas
infectadas por rotavirus ao longo de onze anos de pesquisa em gastroenterites
virais;

= Em relagao a frequéncia dos rotavirus G1, esta variou de 11,0% a 67,6% entre os
estudos;

= A caracterizagao dos eletroferotipos, sorotipos G e genotipos P de rotavirus G1
ocorreram em frequéncias de 78,4%, 89,9% e 87,8%, respectivamente;

= |dentificaram-se trés variedades de eletroferotipos longo, sendo que a variedade
L1 foi encontrada com maior frequéncia (79,3%);

= Detectou-se a infeccdo mista G1+G4 em uma amostra e nao foi observada
qualquer co-infecgdo com rotavirus de origem animal;

= Os genotipos incomuns circularam com frequéncia de 7,7%;

= |Infecgbes mistas foram encontradas em percentual bastante expressivo (20,0%);
= Foi registrado maior numero de casos de infecgdo por rotavirus G1 na faixa
compreendida entre 6 a 16 meses de idade;

= Nao se verificou diferenga de gravidade entre as variedades genotipicas G1 e
outros tipos de rotavirus;

= Os resultados obtidos nessa analise demonstram a diversidade molecular que os
rotavirus G1 apresentam, no entanto, estudos posteriores, utilizando outras técnicas,
como sequenciamento de acidos nucléico e microarray, permitirdo analisar e
entender mais profundamente a complexidade genética de desses agentes e o
impacto que tais mudancas geram em relagdo a eficacia da vacina anti-rotavirus
utilizada em nosso Pais.
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Anexo 1

ESTUDOS DE GASTROENTERITES VIRAIS
Instituto Evandro Chagas 1982 a 2003

Estudo Longitudinal
TIPO DE ESTUDO: longitudinal
OBJETIVO: epidemiologia e os
aspectos clinicos da infecgédo
por rotavirus
PERIODO: dezembro/82 a
margo/86
PACIENTES: 80 criancas que
foram acompanhadas desde o
nascimento até os trés anos de
idade
METODOS USADOS P/ RVs:
EIE, EGPA

N° ESPECIMES ANALISADOS:

9

Estudo com a vacina RRV-TV
TIPO DE ESTUDO:
prospectivo, duplo-cego,
randomizado e controlado com
placebo

OBJETIVO: avaliar inocuidade,
imunogenicidade e eficacia da
vacina tetravalente rearranjada
RRV-TV em criangas saudaveis
em Belém, Brasil

PERIODO: junho/90 a junho/92.
PACIENTES: 540 criangas que
receberam a RRV-TV ou
placebo aos 1°, 3° e 5° meses
de idade

METODOS PARA DETECCAO
DE RVs: EIE, EGPA,
sorotipagem com Mabs

N° ESPECIMES ANALISADOS:
44

Estudo Nosocomial
TIPO DE ESTUDO: transversal
OBJETIVO: determinar o papel
dos rotavirus como causa de
diarréia nosocomial
PERIODO: novembro/92 a
maio/94
PACIENTES: 290 criancas na
faixa etaria de 0 a 5 anos,
internadas na Santa Casa de
Misericordia do Para
METODOS USADOS P/ RVs:
EIE, EGPA, sorotipagem com
Mabs

N° ESPECIMES ANALISADOS:

14

Estudo Hospital-Sentinela
TIPO DE ESTUDO: transversal
OBJETIVO: medir a diversidade
antigénica das cepas
circulantes de rotavirus e o
impacto da doenga causada por
esses agentes em Belém, Para
PERIODO: maio/98 a maio/00
PACIENTES: 834 criangas, de
0 a 3 anos, atendidas a nivel
ambulatorial ou hospitalar
METODOS USADOS P/ RVs:
EIE, EGPA, sorotipagem com
Mabs, RT-PCR
N° ESPECIMES ANALISADOS:
31

Vigilancia Epidemioldgica
TIPO DE ESTUDO: transversal
OBJETIVO: estimar o impacto
da doenca e a epidemiologia
dos rotavirus em uma
populagéo de criangas menores
de trés anos
PERIODO: margo a outubro/03
PACIENTES: 762 criangas,
com 0 a 3 anos internadas em
hospitais de Belém
METODOS USADOS P/ RVs:
EIE, EGPA, sorotipagem com
Mabs, RT-PCR
N° ESPECIMES ANALISADOS:
50




Anexo 2 — Preparo das solucgdes

a) Tampao carbonato/bicarbonato 0,1 M, pH 9,6

Carbonato de sédio (Sigma) 1,36 g
Bicarbonato de sédio (Merck) 7,35¢g
Agua destilada quantidade suficiente para (q.s.p) 1000 mL

Dissolver os reagentes em 800 mL de agua e completar o volume para
1000 mL. Ajustar para pH 9,6 com hidroxido de sddio 1 M ou acido cloridrico 1 M, se

necessario. Filtrar e estocar a 4°C.

b) Tamp&o PBS 25X

Fosfato de sédio dibasico (Vetec) 2709
Fosfato de sédio monobasico (Merck) 7,875¢
Agua destilada q.s.p 1000 mL

c) PBS 10 mM, pH 7,5

PBS 25X 40 mL
Cloreto de sédio (Vetec) 8,59
Agua destilada q.s.p 1000 mL

Ajustar, com hidroxido de sodio 1 M a pH 7,5 e armazenar a 4,0°C.

d) Tampéao citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,0
Acido citrico 0,1 M 24,3 mL
Fosfato de sddio dibasico 0,2 M 25,7 mL

Agua destilada q.s.p. 50 mL



O acido citrico e o fosfato de sédio dibasico sdo preparados minutos antes

manipular o tampao que devera ser armazenado a 4,0°C.

e) Tampéo Tris-Ca™ 0.01M, pH 7,2

Tris Base (GIBCO-BRL) 1,219
Cloreto de calcio (Vetec) 0,22 g
Agua destilada q.s.p 1000 mL

Adicionar cloreto de calcio e tris base em 200 mL de agua destilada.
Homogeneizar e completar com agua até o volume final. Armazenar em recipientes

transparentes e estocar a temperatura ambiente (TA).

f) Silica
Dioxido de silica (Sigma) 60 g
Agua destilada q.s.p 500 mL

Homogeneizar a silica e deixar sedimentar por 24 h. Aspirar por sucgao
430 mL e desprezar o sobrenadante. Completar o volume para 500 mL com agua
destilada, homogeneizar, sedimentando-se naturalmente por 5 h. Aspirar, por
sucgao, 440 mL do sobrenadante e despreza-lo. Ajustar o sedimento para pH 2,0
pela adicdo de 600 uL de acido cloridrico 37% (Merck). Aliquotar 10 mL da solugao

em frascos de cor dmbar, autoclavar e estocar a TA.

g) Tampao L2
Isotiocianato de guanidina (Sigma) 120 g

Tris-HCI 0,1 M, pH 6,4 (GIBCO-BRL) 100 mL



Homogeneizar o isotiocianato de guanidina juntamente com tris-HCI 0,1M,
pH 6,4, até dissolver totalmente o soluto. Armazenar em frascos de cor ambar e

estocar a TA.

h) Tampéo L6

Isotiocianato de guanidina (Sigma) 120 g
Tris-HCI 0,1 M, pH 6,4 (GIBCO-BRL) 100 mL
Triton X-100 (Pharmacia Biotech) 1,39
EDTA 0,2 M, pH 8,0 (Pharmacia Biotech) 22 mL

Em um recipiente de vidro colocar EDTA 0,2 M, pH 8,0, juntamente com
Tris-HCI 0,1 M, pH 6,4. Adicionar o isotiocianato de guanidina e homogeneizar o até
total dissolucdo. Por ultimo, acrescentar triton X-100 lentamente. Armazenar em

frascos de cor ambar e estocar a TA

i) Tampao tris glicina

Tris-base 240g
Glicina 115,3 g
Agua destilada q.s.p 1000 mL

j) Persulfato de aménio 10%

Persulfato de aménio (GIBCO-BRL) 19

Agua milli-Q q.s.p 10 mL
Em 10 mL de agua destilada, adicionar persulfato de aménio. Homogeneizar,

armazenar em recipiente transparente e estocar a 4°C.



I) Acrilamida/bisacrilamida 30:0,8

N’N’-metileno-bisacrilamida (Sigma) 0,8¢g
Acrilamida (Sigma) 30g
Agua milli-Q q.s.p 100 mL

Adicionar acrilamida a 50 mL de &agua destilada e homogeneizar.
Acrescentar N’N’-metileno-bisacrilamida e dissolvé-lo. Completar com agua até o

volume final e filtrar. Armazenar em recipiente transparente e estocar a 4°C.

m) Tris Base 2M

Tris-base (GIBCO-BRL) 2429

Agua milli-Q q.s.p 100 mL
Adicionar a 50 mL de agua destilada 24,2 g de tris-base e homogeneizar.

Completar com agua até o volume final. Ajustar para pH 8,8 com HCI 1M e filtrar.

Armazenar em recipientes transparentes e estocar a 4°C.

n) Gel de poliacrilamida 5%

Acrilamida/bisacrilamida 30:0,8 1,66 mL
Tris-base 2 M, pH 8,8 1,87 mL
TEMED 6 uL
Persulfato de amonio 10% 150 uL
Agua destilada 6,28 mL

Colocar acrilamida/bisacrilamida 30:0,8, tris-base 2 M, pH 8,8 e agua
destilada em um recipiente de vidro. Adicionar TEMED e persulfato de aménio 10%
para catalisarem a reagao. Acrescentar a solugédo entre as placas de vidro onde ira

ser preparado o gel de poliacrilamida e esperar solidificar a TA.



0) Hidroxido de sédio 10M
Hidréxido de sédio (Vetec)
Agua destilada q.s.p

Armazenar em recipiente de platico a TA.

p) Solugao de nitrato de prata 100X
Nitrato de prata (Sigma)

Agua destilada q.s.p

Armazenar em recipiente devidro &mbar a 4,0 °C.

q) Azul de bromofenol
Azul de bromofenol (Invitrogen)
Glicerol (Invitrogen)

Agua milli-Q q.s.p

r) Solugéo para coloragéo
Solugéo de nitrato de prata 100X

Agua destilada q.s.p

s) Solugéo para fixagao
Etanol PA (Merck)
Acido acético PA (Reagen)

Agua destilada q.s.p

409

100 mL

0,25%
20%

100 mL

1 mL

100 mL

10 mL
0,5mL

100 mL



t) Solugao para revelagao

Hidréxido de sédio 10M 7,5mL
Formaldeido 37% (Merck) 0,8 mL
Agua destilada q.s.p 100 mL

u) Gel de agarose 1,5%
Agarose (GIBCO-BRL) 1,59

Tampao TBE 1X g.s.p 100 mL

v) Tampéao TBE 10X

Tris-base (GIBCO-BRL) 108 g
Acido bérico (Reagen Quim. Ind. Quim. S.A.) 55¢
EDTA 0,5 M, pH 8,0 (Pharmacia Biotech) 40 mL

Diluir para uso essa solucédo 1X antes do uso.
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