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RESUMO

A gastrenterite aguda (GA) é uma das principais causas de morbidade e
mortalidade, sendo o rotavirus um dos agentes causadores de GA, o qual é
responsaveis por cerca de 38,3% dos casos de hospitalizagdes, resultando em
197.000 ébitos de criangcas menores de cinco anos anualmente, principalmente nos
paises em desenvolvimento. O rotavirus pertence a familia Reoviridae, género
Rotavirus, possuem genoma dividido em 11 segmentos de RNA de fita dupla
(dsRNA) e é classificado em oito grupos/espécies sorolégicos distintos (A ao H). O
mais comumente encontrado pertence ao grupo/espécie A (RVA), contudo o
rotavirus do grupo/espécie C (RVC) vem assumindo importancia nas gastrenterites
e, geralmente, se relaciona a quadros de diarreia infantil de curso autolimitado, com
possivel transmissdo de suinos. Este estudo visou detectar o RVC em criancas
menores de trés anos de idade hospitalizadas com gastrenterite aguda em Belém,
Para. Para tanto, de maio de 2008 a abril de 2011, uma vigilancia intensiva para
gastrenterite aguda (GA) foi realizada em um hospital pediatrico de Belém. Foram
coletadas amostras de fezes de criangas com GA, das quais 279 amostras
apresentavam resultados negativos para RVA e/ou norovirus (NoV). Nestas, o acido
nucléico foi extraido a partir da suspensao fecal pelo método de silica sendo
reversamente transcrito e amplificado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
utilizando os pares de iniciadores G8S/G8A para VP7; C1/C4 para VP6; T434/T435
para VP4; e NSP4(+)/(-) para NSP4. O Controle positivo (prototipo Cowden) e o
negativo (adgua) foram utilizados em todos os testes. Foi realizado o sequenciamento
automatico e a andlise filogenética subsequente. Os dados foram analisados atraves
de testes estatisticos de qui-quadrado particdo, exato de Fisher e regresséo logistica
simples com valores de p < 0,05. A positividade para o RVC foi de 2,1% (6/279) pelo
EGPAe RT-PCR. Posteriormente, foram submetidas ao sequenciamento automatico
e classificadas nos genoétipos 12, G4, P[2] e E2 para os genes VP6, VP7, VP4 e
NSP4, respectivamente. A frequéncia de RVC foi maior na faixa etaria de 24 a 36
meses (5,7%) com p estatisticamente significativo (p = 0,0493). O género mais
acometido pelo RVC foi o masculino com frequéncia de 83,3%. Os sinais e/ou
sintomas clinicos mais frequentes em criancas com RVC foi febre (80%), vomito
(83,3%) e desidratacao (100%). Portanto, neste estudo foi possivel a caracterizacdo
e analise filogenética de VP6, VP7, VP4 e NSP4 desse virus em criancas
hospitalizadas com gastrenterite, fornecendo dados importantes quanto a circulacéo
desses agentes em criancas hospitalizadas com gastrenterite na regido
metropolitana de Belém, Para.

Palavras-chave: Rotavirus do grupo C; gastrenterite aguda e criancas
hospitalizadas.



ABSTRACT

Acute gastroenteritis (AG) is a major cause of morbidity and mortality of children
worldwide, being rotavirus one of the causative agents of AG, responsible for about
38.3% of the cases of hospitalization, resulting in 197,000 deaths of children under
five years annually, mostly in developing countries. Rotavirus belongs to the family
Reoviridae, genera Rotavirus, have genome composed by 11 segments of double-
stranded RNA (dsRNA) and are classified into eight groups/different species (A to
H).The most commonly found belongs to the group/species A (RVA), however
rotavirus group/species C (RVC) has assumed importance in gastroenteritis and
usually relate to self-limiting course of childhood diarrhea, with possible transmission
from pigs. This study aims to detect the RVC in children less than three years of age
hospitalized with acute gastroenteritis in Belém city, Para state, Amazon region,
Brazil. From May 2008 to April 2011, an intensive surveillance for AG was performed
in a pediatric hospital of Belém in children with AG, of which 279 samples had
negative results for RVA and norovirus. Accordingly, the nucleic acid was extracted
from the fecal suspension with silica by the method of reverse transcribed and
amplified by polymerase chain reaction (PCR) using primer pairs specific for the VP7
gene G8S/G8A; C1/C4 for VP6; T434/T435 for VP4; and NSP4 (+)/(-) specific for
NSP4 gene. The positive control (prototype Cowden) and negative control (water
RNAse free) were used in all tests. Automatic sequencing and subsequent
phylogenetic analysis were performed. Data were analyzed using statistical chi-
square partition, Fisher's exact test and simple logistic regression with p values <
0.05. The positive rate for RVC was 2.1% (6/279) by PAGE and RT-PCR and
posteriorly, submitted to automated sequencing and classified in genotypes 12, G4,
P[2] and E2 for VP6, VP7, VP4 and NSP4 genes, respectively. The frequency of
RVC was higher in the age group between 24 to 36 months (5.7%) (p= 0.0493).
Gender more affected by RVC was the male with a frequency of 83.3%. Signs and/or
symptoms most frequent in children with RVC were fever (80%), vomiting (83.3%)
and dehydration (100%). In summary, in this study it was possible the
characterization and phylogenetic analysis of VP6, VP7, VP4 and NSP4 genes,
providing important data regarding the presence of these agents in hospitalized
children with gastroenteritis in the metropolitan region of Belém, Para.

keywords: Group C Rotavirus; acute gastroenteritis and hospitalized children
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1. INTRODUCAO

A gastrenterite aguda (GA) € uma das principais causas de morbidade e
mortalidade resultando em 712.000 mortes por ano em todo o mundo em criangas
menores de cinco anos (FISCHER-WALKER et al.,, 2013; WHO, 2013a). Nesse
contexto, varios agentes virais sdo responsaveis por quadros de diarreia em seres
humanos como os norovirus (KAPLAN et al., 1982), astrovirus (MADELEY et al.,
1975), adenovirus entéricos (YAMASHITA et al., 2001), com destaque para 0S
rotavirus (RV) (BISHOP et al., 1973). Estes ultimos sdo responsaveis por cerca de
38,3% dos casos de hospitalizacbes, resultando em 197.000 Obitos de criancas
menores de cinco anos anualmente, principalmente nos paises em desenvolvimento
(LANATA et al., 2013).

Os rotavirus pertencem a familia Reoviridae, género Rotavirus, possuem
genoma dividido em 11 segmentos de RNA de fita dupla (dsRNA) e séo
classificados em oito grupos/espécies distintos (A ao H) (MATTHIINSSENS et al.,
2012). O rotavirus do grupo/espécie A (RVA) é o0 mais importante
epidemiologicamente e disseminado mundialmente (ATTOUI et al., 2012; PATTON,
2012). Contudo, o rotavirus do grupo/espécie C (RVC) é o segundo mais comum
encontrado em seres humanos e tem uma epidemiologia bastante distinta do RVA
(ESTES E KAPIKIAN, 2007).

O RVC vem assumindo importancia nas gastrenterites, e geralmente se
relaciona a quadros de diarreia de curso autolimitado tanto em criancas quanto em
adultos, com possivel transmissdo de suinos, ocasionando surtos em escolas,
hospitais ou ambientes militares (GABBAY et al., 1999; LINHARES et al., 2005).

O RVC foi detectado primeiramente em suinos no ano de 1980 (SAIF et al.,
1980) e posteriormente em seres humanos (BRIDGER et al., 1986). Tem sido
detectado em varios paises, tanto associado a surtos de gastrenterites como no
Japao (KUZUYA et al., 1998), Suécia (NILSSON et al., 2000) e Brasil (GABBAY et
al.,1999), assim como em casos esporadicos como na Africa do Sul (SEBATA E
STEEB, 1999), demonstrando que o RVC nao era tdo incomum como se pensava.

No Brasil, a primeira deteccdo ocorreu no Rio de Janeiro (PEREIRA et al.,
1983a), e posteriormente em outras localidades como em S&o Paulo (SOUZA et
al.,1998; LUCHS et al., 2009), Goias (LUCHS et al., 2009) e Belém (GABBAY et
al.,1999).
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Na regido norte do Brasil, esse grupo de RV é associado tanto a surtos
guanto a casos esporadicos. No caso de surto, eles causaram infec¢cdo em 33% das
criancas de uma creche de Belém (GABBAY et al., 1999) e em casos esporadicos,
0S mesmos causaram infeccdo em criangas de 0-3 anos, resultando em 6,5% das
criangas positivas para RVC para o gene VP6 estritamente relacionados a seres
humanos e 4% para o gene VP6 de suinos (GABBAY et al., 2008). Mais
recentemente, Kaiano et al. (2010), analisaram espécimes fecais de criancas
sintomaticas ou ndo para gastrenterites, residentes em uma comunidade
remanescente de quilombos em Ananindeua, Paré e registraram o primeiro caso de
RVC em uma crianga com diarreia vivendo em uma comunidade semi isolada,

representando 2,3% dos casos.
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2. JUSTIFICATIVA

As doencas diarreicas representam um importante problema de saude publica
principalmente nos paises em desenvolvimento, onde o rotavirus, calicivirus, E. coli
enteropatogénica e enterotoxigénica sao responsaveis por 55% de todas as mortes
por diarreia. Estimativas apontam que é a segunda principal causa de mortalidade
de criancas menores de cinco anos de idade, sendo responsavel por 712.000 mortes
de criancas a cada ano em escala mundial (LANATA et al., 2013; WHO, 2013a).

O RVC geralmente esta relacionado a quadros de diarreia de curso
autolimitado tanto em criancas quanto em adultos (GABBAY et al., 1999; LINHARES
et al.,, 2005). A infeccdo por este grupo € subestimada, pois os métodos de
diagnostico apropriados tais como eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA),
reacdo em cadeia mediada pela polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-
PCR) e o sequenciamento automatico séao utilizados em nivel de pesquisa e néo de
diagnostico, o que dificulta a descoberta rapida e imediata da infeccao para este tipo
de RV (GABBAY et al., 1999).

Além disso, a inexisténcia de uma vacina especifica para RVC, as epidemias
desse patdégeno e de outros agentes causadores de gastrenterite podem aumentar
em resposta as reducdes de GA ocasionadas pela vacinacdo de RVA (KUMAZAKI E
USUKU, 2013).

Embora varios estudos em Belém tenham demonstrado a circulacdo de RVA,
norovirus, astrovirus e adenovirus entéricos, em criangas com gastrenterite, muitos
casos continuam sem uma etiologia definida, fato este que reforca a necessidade de
uma investigacdo de outros agentes etioldgicos que também possam estar
envolvidos em casos de gastrenterite, como o RVC.

Para um maior conhecimento do RVC é importante se proceder a analise
molecular de genes importantes tais como VP4, VP6, VP7 e NSP4 em amostras
fecais oriundas de criancas menores de cinco anos, ja que este grupo de RV foi
detectado apenas associado a surtos e casos esporadicos nessa faixa etaria, sendo
de fundamental importancia a pesquisa de RVC nessa populacdo. Logo, o presente
estudo configura-se de tal importancia uma vez que visa contribuir para o
conhecimento dos casos de gastrenterite sem um agente etiolégico definido em

criangas hospitalizadas na cidade de Belém, Par4, Brasil.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. HISTORICO

As gastrenterites agudas na infancia representam um problema significativo de
saude publica, particularmente em criangas na faixa etaria de zero a cinco anos de
idade (WHO, 2013a). Na tentativa de explicar a diarreia aguda em criancas, foram
necessarias pesquisas envolvendo agentes como bactérias, virus e parasitas.
(ESTES E KAPIKIAN, 2007).

Em 1973, Bishop et al. (1973) em Melbourne, Australia, observaram particulas
virais e sua associacdo com diarreia grave em criancas, a qual foi identificada por
bidpsia da mucosa duodenal e visualizagédo direta em microscopia eletrénica (ME).
Concomitantemente, houve a identificacdo dessa mesma particula viral em amostras
fecais na Inglaterra por Flewett et al. (1973). Inicialmente tal virus foi denominado de
Duovirus, porém, ao considerar sua similaridade morfolégica ao de uma roda em
ME, o mesmo foi denominado de RV (FLEWETT E WOODE, 1978), como observado
na FIGURA 1.

FIGURA 1- Micrografia eletrénica
de extrato fecal
contendo  particulas
completas de RV (75-

100° nm de diametro).

"~ 100nm

Fonte: Cedida pelo setor de
microscopia eletrénica do
IEC (2004).
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A primeira detecgao do RVA no Brasil foi registrado por Linhares et al. (1977), a
partir de um estudo piloto realizado em Belém, Para, que reuniu 25 criangas com
guadro de gastrenterite aguda sob atendimentos ambulatorial e hospitalar conduzido
no Hospital Santa Casa de Misericordia do Para.

O RVC foi detectado nos EUA, pela primeira vez, em suinos que apresentavam
diarreia (SAIF et al., 1980) e posteriormente, em suinos na Europa e Australia
(BRIDGER et al., 1982; VON BONSDORF E SVENSSON, 1988; LEE et al., 2011).
Além disso, foi detectado em bezerros e bovinos adultos (TSUNEMITSU et al., 1991,
CHANG et al., 1999a; MAWATARI et al., 2004), caes (OTTO et al., 1999) e furbes
(TORRES-MEDINA, 1987).

Apoés estes achados, Bridger et al. (1986) observaram que algumas amostras
detectadas em seres humanos apresentavam eletroferotipos e propriedades
antigénicas semelhantes ao virus encontrado em suino, notificando, assim, a
patogenia do RVC em seres humanos.

No Brasil, a primeira deteccao do RVC ocorreu, em 1983, na cidade do Rio de
Janeiro por Pereira et al. (1983a). Em Belém, Para, inicialmente foi identificado o
RVC como um RV atipico (GABBAY et al., 1989). Logo apoés, foi realizado um
estudo de coorte em criancas de ambientes urbanos de baixa renda com objetivo de
investigar a epidemiologia do RVC em criancas com diarreia em Belém, Para
(LINHARES et al., 1989). Em outro estudo como o conduzido por Gabbay et al.
(1999) o RVC foi identificado em 33% das criancas de uma creche de Belém, Para.

Desde entdo, estas infeccOes tém sido identificadas esporadicamente ou
associada a surtos em varios momentos e locais por todo o mundo (TIMENETSKY et
al., 1993; GABBAY et al., 1989, 1999; SOUZA et al, 1998; TEIXEIRA et al., 1998;
CUNLIFFE et al., 2001; PHAN et al., 2004; SCHNAGL et al., 2004; STEYER et al.,
2006; ABID et al., 2007; LUCHS et al., 2011). Em decorréncia disso, estudos de
vigilancia epidemiolégica conduzidos no Brasil e no mundo tém sido realizados a fim
de monitorar esse agente viral e a sua diversidade genética e antigénica
(MARTELLA et al., 2007; GABBAY et al., 2008; ARAUJO et al., 2011; LUCHS et al.,
2011).
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3.2. O ROTAVIRUS

3.2.1. Classificagéao viral

O RVC pertence a familia Reoviridae, subfamilia Sedoreovirinae, a qual esta
organizada em seis géneros, dentre eles o Rotavirus, que infecta muitas espécies de
mamiferos (ESTES E KAPIKIAN, 2007; LEE et al., 2011; ICTV, 2012).

O RV é classificado em oito grupos/espécies determinado pela proteina VP6
(A, B, C,D, E, F, GeH). Tem sido encontrado em animais distintos, sendo que o0s
grupos detectados acometendo seres humanos e animais foram o A, B, C e H,
sendo este Ultimo mais recentemente descrito, também tem sido identificado como
causador de diarreia em humanos adultos (ATTOUI et al., 2012; MATTHIINSSENS
et al., 2012; PATTON, 2012). Os demais foram identificados apenas em animais
como os grupos D, E, F e G detectados em espécies de aves (ESTES E KAPIKIAN,
2007; SANTOS E SOARES 2008; TROJNAR et al., 2010).

A andlise filogenética do gene VP1, revelou as sequéncias de aminoacidos (aa)
e nucleotideos (nt) em distintos grupos/espécies do RV, o que pode demonstrar a
similaridade e divergéncia entre os mesmos. Destaca-se 0 RVC que demonstra
similaridade ao nivel de aa com os RVA, RVF e RVD na FIGURA 2 (OGDEN et al.
2012).



FIGURA 2- Arvore filogenética comparando a sequéncia de nt e aa do gene
VP1 para varios isolados de RVA-RVH.

Nucleotideos (nt) Aminoacidos(aa)
BB RVG
RVG
RVH I;Q”r,

(ST
\ g

RVA —

Fonte: Retirado e adaptado de Ogden et al. (2012).

3.2.2. Particula viral

24

As particulas virais infecciosas do RV medem de 75 a 100 nandémetros de

diametro, incluindo as espiculas de VP4. S&do desprovidas de envelope lipoproteico e

seu nucleocapsideo possui simetria icosaédrica e forma arredondada se observado

a microscopia eletrbnica. Este virus possui trés camadas protéicas concéntricas

contendo o capsideo externo, intermediario e interno, no qual o core esta

intimamente associado ao genoma viral contendo acido ribonucleico de fita dupla,
denominado de dsRNA (double-stranded RNA), conforme observado na FIGURA 3

(ESTES E KAPIKIAN, 2007).
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FIGURA 3- Representacdo esquemdtica da estrutura da particula de RV
demonstrando as proteinas dos capsideos externo, intermediério

e interno do virion.

Rotavirus

icul -virai ici 1 i o e
Particulas sub-virais transcricionalmente ativas Virion Infeccioso

Legenda: M v -core
VPL*. - Receptores de membrana
VP&* (Penetracdo e ligacdo)
B ves - Camada intermediaria
—| VBT Camada externa

Fonte: Adaptada de Trask et al. (2012).

O genoma viral contém 18.556 pares de base (pb) divididos em 11 segmentos
de dsRNA, com tamanhos que variam de 667 a 3.302 pb. Estes 11 segmentos
codificam 12 proteinas especificas para o ciclo reprodutivo, sendo seis proteinas
estruturais (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7) e seis ndo estruturais (NSP1, NSP2,
NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6). Cada segmento genbmico sintetiza uma proteina,
com excecao das proteinas NSP5 e NSP6 que sdo codificadas pela regido de
sobreposicdo de um unico segmento (11° segmento) (ESTES, 2001; ESTES E
KAPIKIAN, 2007; MATTHIINSSENS et al., 2008; KHANANURAK et al., 2010).

O capsideo externo € constituido pelas proteinas VP4 e VP7, respectivamente,
sendo responsaveis pela imunidade do hospedeiro e a inducdo de anticorpos
neutralizantes. A Glicoproteina VP7 esta relacionada ao genoétipo G e a proteina
VP4 esté relacionada ao genotipo P (sensivel a Protease) e compde as 60 projecdes
(espiculas) localizadas no capsideo externo. Esta proteina é clivada por acdo de
enzimas proteoliticas, dando origem a dois fragmentos, VP5* e VP8*, envolvidos no
processo de patogénese viral (ESTES E KAPIKIAN, 2007; SANTOS E SOARES,
2008).
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O capsideo intermediério € constituido pela proteina VP6, sendo esta a mais
abundante, a qual interage tanto com as proteinas do capsideo externo, quanto do
interno. Esta proteina estd relacionada a determinacdo dos grupos/espécie e
subgrupos de RVA e é necessaria para a transcricao viral, bem como a entrada na
célula hospedeira (ESTES E KAPIKIAN, 2007; SANTOS E SOARES, 2008).

O core €é constituido pelas proteinas VP1, VP2 e VP3. A proteina VP2 é a mais
abundante, que interage com a VP1, VP3 e VP6 e com o0 genoma viral. Estéo
associadas ao processo de revestimento do genoma viral (JAYARAM et al., 2004,
ESTES E KAPIKIAN, 2007). As proteinas estruturais VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 e

VP7 estao representadas na figura abaixo.

FIGURA 4- Estrutura e localizacdo das proteinas estruturais (VP1-4, VP6 e VP7) do
RV.

TLP

VP4 (Trimero) VP2

(o
Ye

AN

Ly

Fonte: Retirado e adaptado de Estes e Greenberg (2013).
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As proteinas ndo estruturais (NSP), ndo compéem a morfologia do virus e
estdo presentes apenas na célula infectada, exercendo as fungbes vitais para a
infectividade e replicacdo das particulas virais (ESTES E KAPIKIAN, 2007).

A proteina NSP4 é uma das seis proteinas ndo estruturais presentes durante a
biossintese dos RV, sendo a Gnica que n&o se liga ao RNA viral. E transmembrana e
estd localizada, especificamente, no reticulo endoplasmatico (RE) da célula
infectada. Apresenta importante papel na morfogénese viral, uma vez que atua como
receptor intracelular na membrana do RE para receber as particulas incompletas
durante o processo de maturacdo. A NSP4 é capaz de ativar os canais dependentes
de Ca'™ no intestino e vem sendo descrita como a primeira enterotoxina viral com
capacidade de induzir diarreia de natureza secretora com acao semelhante ao que
se observa com a enterotoxina labil da Escherichia coli (BALL et al., 1996, 2005;
HUANG et al., 2004; JAGANNATH et al., 2006; ESTES E KAPIKIAN, 2007; SANTOS
E SOARES, 2008).

No QUADRO 1 estdo descritas esquematicamente as 12 proteinas estruturais
(VP1-VP4, VP6-VP7) e ndo-estruturais (NSP1-NSP6) dos 11 segmentos genémicos
do RV.
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QUADRO 1- Funcéo e localizagéo das proteinas dos RVC.

1 VP1 Core RNA polimerase-RNA

dependente
2 VP2 Core Ligacdo ao RNA viral
3 VP3 Core Guanililtransferase
Hemaglutinina, proteina de
* )
4 VP4 (VE)S Capsideo Externo ligacao a célula, peptideo de
e VP8%) ~ . .
fusdo, antigeno neutralizante
5 NSP1 N&o Estrutural Ligacdo ao RNA viral
6 VP6 Capsideo Interno Antlggno de subgrupo', .
necessario para a transcricao
Inibe a traducédo de proteinas
7 NSP3 N&o Estrutural celulares, ligagéo ao terminal 3’
do mRNA viral
Ligacdo ao RNA, helicase,
8 NSP2 N&o Estrutural NTPase, forma viroplasmas com
NSP5
9 VP7 Capsideo Externo Glicoproteina antigeno

neutralizante
Glicoproteina, papel na
10 NSP4 N&o Estrutural morfogénese, modula Calcio
intracelular, enterotoxina
Ligacdo ao RNA, forma
NSP5 N&o Estrutural viroplasmas com NSP2, interage
com VP2 e NSP6

11

Interage com NSP5, presente no

NSP6 N&o Estrutural viroplasma

*Polipeptideos originados pela clivagem da VP4 por acéo da tripsina

Fonte: Retirada e adaptada de Santos e Soares, 2008.

A particula viral é estavel em pH entre 3 e 9 e pode manter sua infecciosidade
guando exposta ao fluorocarbono, éter, cloroférmio ou desoxilato a 4°C ou -20°C,
guando estabilizada com cloreto de célcio. No entanto, pode ser inativada por fenol,
formalina, cloro e etanol a 95%, pois remove o capsideo externo (KAPIKIAN et al.,
2001; SANTOS E SOARES, 2008; ESTES E GREENBERG, 2013).
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3.2.3. Perfil eletroforético do RVC

Pelo fato do genoma do RV ser segmentado, a disposicdo e mobilidade de
cada segmento viral séo exibidas em uma configuracdo que é tipica do seu grupo de
origem. A andlise dos eletroferotipos € realizada por eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA), técnica facil e rapida para a deteccéo do virus e para estudos
de epidemiologia molecular que possibilita a deteccdo de polimorfismo gendmico
nas amostras circulantes (MASCARENHAS et al., 1988, 1997; ESTES E KAPIKIAN,
2007; MODARRES et al., 2008; CHOUIKHA et al., 2009).

A analise do padréo eletroforético permite que os segmentos de RNA sejam
distribuidos em quatro classes distintas, com base na ordem de migracéo no gel. O
RVC exibe o padrdo o 4:3:2:2, que significa classe |, segmentos de alto peso
molecular (genes 1, 2, 3 e 4); classe Il, segmentos de médio peso molecular (genes
5, 6 e 7); classe lll, distinta dupla de segmentos (genes 8 e 9) e classe 1V,
segmentos de baixo peso molecular (genes 10 e 11) (ESTES E KAPIKIAN, 2007). A
FIGURA 5 a seguir mostra os 11 segmentos gendmicos do RV pertencentes aos

grupos/espécies A a G, com énfase para os RVC.

FIGURA 5- Perfis eletroforéticos dos grupos de rotavirus de A-G, associados a

infeccdo no homem e outros animais.
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Fonte: Retirado e adaptada de Kapikian et al. (2001)
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3.2.4. Mecanismo de evolugédo genética

Mundialmente, ha uma grande diversidade genética no que tange a circulacao
de cepas do RV, as quais se encontram em constante mudanca ao longo do ano e
de pais para pais e que podem levar a quadros de gastrenterite grave (KIRKWOOD,
2010). Nos paises em desenvolvimento, cepas do RV de origem humana com
combinagdes incomuns de G/P, devido ao reassortment com RV de origem animal,
pode ser a causa de doencas graves em criangas, ja que estes sao responsaveis
por gastrenterites nao s6 em seres humanos, mas também em animais comuns de
fazenda (bovinos, ovinos e suinos), exoticos (lhamas, girafas), primatas néo
humanos (macacos), animais domeésticos (cdes e gatos), roedores e passaros
(MARTELLA et al., 2010; PATTON, 2012).

O RV possui elevada variabilidade genética, com destaque para o0s
mecanismos: mutacdes pontuais (variantes intratipicas), que consistem nas trocas
de bases nucleotidicas que geralmente ocorrem com mais frequéncia, que podem
ser acumuladas e transmitidas para novas progénies do virus; rearranjos genémicos
(recombinacao intramolecular), que sdo modificacdes na sequéncia do segmento
genbmico ocasionado por uma duplicacdo parcial ou delecédo; reestruturacao
genética (reassortment), quando ha a permuta de material genético entre dois virus
pertencentes ao mesmo grupo, durante infec¢cdes mistas in natura ou por meio de
coinfeccdo em cultivo celular (FIGURA 6). A introducao de genes do RV de origem
animal em amostras do RV de origem humana é o principal mecanismo de evolugao
gue sugere o possivel papel zoonotico do RVC em populacbes humanas
(ITURRIZA-GOMARA et al., 2001, 2004; GABBAY et al., 2008).
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FIGURA 6- Mecanismos de mutagdo genética

Genoma Genoma da progénie
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Legenda: (A) Genoma rearranjado de rotavirus com duplicacdo parcial da regido codificante, (B)
Genoma rearranjado de rotavirus com delecdo da regido codificante e (C)
Reestruturacéo genética entre RV em uma co-infec¢éo.

Fonte: Retirada e Adaptada de Desselberger (1996) e Ramig (1997).

A ocorréncia do RV de origem animal acometendo seres humanos se registra
pela transmissdo direta entre seres humanos e animais contribuindo para a
reestruturacdo genética dos segmentos gendmicos (ITURRIZA-GOMARA et al.,
2001; MATTHIIJNSSENS et al., 2006; BANYAI et al., 2006; MARTELLA et al., 2010).

Essa reestruturacdo é mais frequente em paises em desenvolvimento,
provavelmente devido as precéarias condicdes de higiene e saneamento basico,
defesas imunoldgicas limitadas, infeccbes parasitarias concomitantes e maior
convivio do homem com animais (domésticos e outros) favorecendo a ocorréncia de
infeccBes mistas e provavelmente transmissdo entre espécies (DESSELBERGER,
1996; MASCARENHAS, 2006; DE GRAZIA et al., 2010; MARTELLA et al., 2010).

A reestruturacao genética € muito utilizada na fabricacédo de vacinas contra RV,
como foi 0 caso da primeira vacina, a RRV-TV. Esta foi realizada in natura por meio
de co-infecgcdo em culturas celulares infectadas com RV de origem bovina (Lincoln)

e RV simio (SAll), resultando no primeiro clone reestruturado reunindo os
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segmentos 4, 5 e 10 do RV SAll e 1, 2, 3, 6 e 11 do RV bovino (TANIGUCHI E
URASAWA, 1995; MASCARENHAS, 2006; LINHARES et al., 2009) (FIGURA 7).

FIGURA 7- Reestruturacdo no genoma de RV.
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Fonte: Retirada e adaptada de Kapikian et al. (1996)

3.2.5. Classificacédo genémica do RVC

A classificacdo sorotipica/genotipica do RVC é similar ao do RVA. Baseando-
se na especificidade antigénica dos 11 genes que codificam para as 12 proteinas
(VP1-VP4, VP6-VP7; NSP1-NSP4), os genoétipos podem ser determinados pelo
sequenciamento de nucleotideos apés os testes de RT-PCR (ESTES E KAPIKIAN,
2007; MARTELLA et al., 2007; SANTOS E SOARES, 2008).

Matthijnssens et al. (2011) propuseram a seguinte classificacdo baseada nas
caracteristicas moleculares dos genes que codificam para as proteinas: 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. Desta forma, a classificacao utilizada para o

RVA também esta sendo usada para o RVC.



33

As arvores filogenéticas relacionadas aos RVC demonstraram que todas as
cepas humanas desse grupo até o presente momento séo classificadas em um
Unico gendétipo, o G4P[2] como descrito por Martella et al. (2007). Contrariamente,
varios tipos diferentes do RVC foram identificados para cepas suinas (G1, G3, G5 e
G6; P [1]) e uma cepa bovina (G2P[3]) (JIANG et al., 1999; MARTELLA et al., 2007,
COLLINS et al., 2008). Contudo, a sequéncia do genoma completo foi realizada por
Yamamoto et al. (2011), revelando os gendtipos correspondentes aos 11 genes
como observado no QUADRO 2.

QUADRO 2- Gendtipos correspondentes aos 11 genes (VP1-VP4, VP6-VP7;
NSP1- NSP6) do RVC.

Tipos de Gendtipos
Segmento .
Gendmico FUHIES Cepa Cepa Cepa
Humana* Suina* Bovina*
1 VP1 R2 R1 -
2 VP2 C2 C1 -
3 VP3 M2 e M3 M1 M4
VP4 (VP5* e
4 VP8 P[2] P[1] P[3]
5 NSP1 A2 Al -
6 VP6 12 11 13
7 NSP3 T2 T1 T3
8 NSP2 N2 N1 -
9 VP7 G4 GlG3 Goe G2
G6
10 NSP4 E2 El -
NSP5
11 (NSP6) H2 H1 H3

*Referéncias das cepas utilizadas: Protétipo Bristol de humano; protétipo Cowden de suino e
prototipo Shintoku de bovino.

Fonte: Dados retirados de Yamamoto et al. (2011)
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As sequéncias dos genes do RVC foram determinadas para as cepas de seres
humanos, suinos e bovinos, principalmente para os genes VP7, VP4 e VP6. No que
se refere a genotipagem dos segmentos de outros genes tal procedimento ainda €
limitado (MARTELLA et al., 2007).

Atualmente, as anadlises das sequéncias de cepas humanas do RVC de
diferentes paises indicam que os genes VP7, VP4 e VP6 sdo altamente conservados
e sao considerados como pertencentes a um genétipo distinto do RVC de origem
animal (SCHNAGL et al., 2004, RAHMAN et al., 2005; KUZUYA et al., 2007,
KHAMRIN et al., 2008; MITUI et al., 2009; YAMAMOTO et al., 2011). Outro gene
muito estudado atualmente é o codificante da proteina NSP4, devido seu papel na
morfogénese viral e seu potencial enterotoxigénico, sendo relevante no RVC
(ARAUJO et al., 2011).

Todos os RVC de origem humana partilham um elevado grau de conservacéo
no interior do gene VP7 e pertencem ao genodtipo G4, distinto dos genotipos
circulantes em animais e que pertencem ao G1 (JIANG et al., 1996; ADAH et al.,
2002; CASTELLO et al., 2002; RAHMAN et al., 2005; BANYAI et al., 2006). Contudo,
outros estudos demonstram a relacdo antigénica do RVC de origem humana com
cepas semelhantes ao Cowden suino demonstrando uma similaridade a nivel de aa
do gene VP7 o qual G4 esta prOximo aos genotipos suinos como exposto na
FIGURA 8. Observou-se também, que oito regides variaveis (VR-1 a VR-8) foram
reconhecidas na proteina VP7 entre cepas antigenicamente distintas, em locais
similares aos das regides variaveis do RVA (TSUNEMITSU et al., 1992; MARTELLA
et al., 2007).
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FIGURA 8- Arvore filogenética baseada na sequéncia completa de

aminoacidos do gene VP7 do RVC suino.

G4 e, -
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Cepas de referéncia: suino (Po): Cowden, HF, WH; bovinos (Bo): Shintoku, Yamagata; humano
(Hu): Belém, Moduganari, OK450 e Preston. A barra de escala é
proporcional com a distancia filogenética.

Fonte: Adaptado de Martella et al. (2007).

No que se refere ao gene VP4, analises genéticas também revelaram trés
genotipos P distintos para cepas do RVC de origem humana agrupadas em genétipo
do tipo P[2], RVC de origem suina agrupadas no genétipo do tipo P[1] e RVC de
origem bovina agrupadas no gendtipo P[3] (JIANG et al., 1999; YAMAMOTO et al.,
2011).

Na andlise dos demais genes realizada por Yamamoto et al. (2011), especula-
se gque além dos gendtipos para os genes VP7, VP6 e VP4, o genétipo M3 do gene
VP3 pode ter se originado a partir de um RVC de origem suina. A ocorréncia de
recombinacdo do RVC de origem humana associados a transmisséo entre espécies
tem sido documentada com base na andlise completa do genoma (RAHMAN et al.,
2007; HEIMAN et al., 2008; MATTHIINSSENS et al., 2006, 2008).

A transmissdo do RVC de origem suina para seres humanos foi documentada
em um estudo realizado em Belém, Brasil, onde o RVC tanto de origem humana,

guanto suina era endémico (GABBAY et al., 2008). Evidéncia de transmissao entre
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espécies também foi relatada entre RVC de origem suina e bovina (CHANG et al.,
1999a; JEONG et al., 2009; YAMAMOTO et al., 2011).

O papel zoonético do RVC de origem animal tem sido postulado com base no
aumento de taxas de soroprevaléncia desse grupo em popula¢gées humanas que
vivem em areas rurais (ITURRIZA-GOMARA et al., 2004). No entanto, ao contrario
do RVA, andlises moleculares de linhagens de humanos e animais ndo parecem
apoiar esta hipétese, ja que todos os RVC de origem humana sequenciados, até o
momento, parecem ter uma origem monofilética (RAHMAN et al., 2005; BANYAI et
al., 2006). Uma possivel explicacdo para estas inconsisténcias pode ser a
guantidade limitada de dados de sequéncias atualmente disponiveis a partir de
cepas de origem animal. Assim como, para o RVA, a transmisséo entre espécies do
RVC também pode ocorrer levantando questdes interessantes sobre a ecologia dos
RVC de origem humana e animal (MARTELLA et al., 2007).

3.3. INFECCAO POR RVC

3.3.1. Replicacéo viral

A transmissdo do RVC também ocorre comumente por via fecal-oral, apés a
ingestdo da particula viral, que tem tropismo por células maduras que recobrem as
vilosidades do intestino delgado chamadas de enterdcitos e in vitro ligam-se a varias
linhagens celulares, mas infectam apenas as de origem intestinal e epitelial (ARIAS
et al., 2002; GRAY et al., 2008).

A particula viral multiplica-se no citoplasma da célula, ocasionando a
descamacao dessas e impedindo a captacdo de fluidos e nutrientes. A infeccdo e
descamacdo dos enterdcitos aceleram a proliferacdo das células secretoras das
criptas, levando para o lumen intestinal grande quantidade de fluido e provocando
uma perda temporaria da capacidade absortiva (LINHARES et al., 2005; GRAY et
al., 2008).

A disfuncédo celular, também pode promover expressao de algumas enzimas
digestivas e ocasionar um aumento no potencial osmético. Promove a ma absorc¢ao
de glicose no intestino delgado, aumento da perda de fluido, resultando em uma

diarreia com caracteristicas mas absortivas e secretoras. Com relagdo ao vomito,
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este mecanismo ainda néao foi totalmente esclarecido (ESTES E KAPIKIAN, 2007;
GRAY et al., 2008).

Sendo assim, o ciclo reprodutivo do RV inicia-se pela entrada do virus na célula
mediado pelas proteinas do capsideo externo VP4 e VP7, as quais estdo
diretamente envolvidas no processo infeccioso, atuando na adesao celular,
penetracdo da membrana e entrada na célula. O processo de penetracao do virus
inicia pela clivagem da proteina VP4 pela acéo da tripsina, gerando os polipeptideos
VP5* e VP8* o0s quais interagem com receptores contendo acido sialico (AS).
Contudo nem todos os RV adsorvem por esta via, pois ndo se ligam ao receptor AS,
os chamados acido sialico independentes, sendo sugerida a participacdo de
glicoconjugados (glicoproteinas, glicolipideos e glicofosfolipideos) (ESTES E
KAPIKIAN, 2007; SANTOS E SOARES, 2008).

Varios tipos de proteinas celulares estdo implicados na entrada do virus na
célula, podendo servir como coreceptores ou fatores de entrada. As integrinas
celulares o231, a4p1, a4B37 e a proteina de choque térmico (HSP 70), podem estar
envolvidas na interacdo da VP5*, enquanto que as integrinas axp2 e avp3 podem
interagir com a VP7 em infec¢des graves (GUERRERO et al., 2000; HEWISH et al.,
2000; ZARATE et al., 2000, 2003; CIARLET et al., 2001; LOPEZ e ARIAS, 2004,
2006; SANTOS E SOARES, 2008).

O processo de internalizacdo da particula do RV ainda € controverso, tendo
sido proposto duas vias: a penetracdo direta via membrana plasmatica ou
endocitose mediada por receptores. Nesta entrada, ocorre a perda do revestimento
externo do RV pela acdo enzimatica devido as baixas concentracdes de ions calcio,
dando origem a particula de dupla camada (DLP), a qual sera translocada atravées
do plasma ou da membrana endossomal até o citoplasma celular (SANTOS E
SOARES, 2008; RUIZ et al., 2009).

Em seguida h& a ativacdo da transcriptase viral, promovendo a producao de
RNA mensageiro (RNAm) tanto para a formacdo das proteinas virais como para
constituir os moldes com vistas a formacao das progénies. No dsRNA, a fita de RNA
de polaridade negativa (-) servira de molde para a fita de RNA de polaridade positiva
(+), a qual seréa utilizada como RNAmM e de molde para a producdo de novas fitas de
RNA (-). Os segmentos sao transcritos dentro da estrutura da DLP pela VP1, que foi

identificada como uma RNA polimerase RNA-dependente e recoberta pela VP3, a
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gual possui atividades de guanilil e metiltransferase (LIU et al., 1992; CHEN et al.,
1999; ESTES E KAPIKIAN, 2007, SANTOS E SOARES, 2008).

Os canais que atravessam 0 core e 0 capsideo interno permitem o efluxo de
tais RNAmM que sao traduzidos por meio da VP2 e VP6. As particulas subvirais sao
desenvolvidas e agrupadas em inclusbes discretas e eletrodensas denominadas
viroplasmas, localizadas proximas ao RE (FABBRETTI et al., 1999; SILVESTRE et
al., 2004). As proteinas estruturais e ndo estruturais do virus, em sua maioria, sédo
produzidas nos ribossomos livres. A VP7 e NSP4 sao sintetizadas nos ribossomos
associados a membrana do RE e inseridas nessa membrana (SANTOS E SOARES,
2008).

Com isso, os viroplasmas atravessam para o interior do RE por agcdo da NSP4,
gue atua como um receptor intracelular para a DLP. Posteriormente, as mesmas
adquirem um envelope transitorio, o qual € perdido e substituido. Em seguida, ocorre
a montagem das proteinas do capsideo externo, o que resulta na formacdo de
particulas virais maduras com diametro interno aproximado de 70nm (KAPIKIAN et
al., 2001). Finalmente, o ciclo infeccioso termina quando as particulas virais sao
liberadas por meio da lise da célula hospedeira (ESTES, 2001; JAYARAM et al.,
2004; LOPEZ E ARIAS, 2004; ESTES E KAPIKIAN, 2007, SANTOS E SOARES,
2008). O ciclo reprodutivo esta detalhado na FIGURA 9.
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FIGURA 9: Esquema da replicacdo do RV.

Maturagio [protedlise de VP4)

Legenda: A) Internalizagdo do virus por endocitose; B) dissociacdo dos trimeros de VP7 e
penetracéo no citoplasma celular; C) transcrigdo e traducdo das proteinas virais como
NSP1 e NSP3, que sdo importantes na continuacdo do processo de replicacéo,
formacéo dos viroplamas; D) montagem e empacotamento do genoma; E) formacéo da
dupla camada protéica (DLP); F) posterior montagem da tripla camada (TLP) no
Reticulo endoplasmético Rugoso (RE Rugoso), possivelmente por interacdo da VP4 e
NSP4. G) O final do ciclo ocorre apés a liberacéo do virus da célula infectada, o qual
fica exposto a acdo proteolitica da tripsina, quando ocorre a divisdo em VP5* e VP8,
IFN=interferon.

Fonte: Adaptada de Trask et al.(2012).

3.3.2. Transmissao

Os RVC séo transmitidos principalmente pela via fecal-oral, ou por fomites,
contato inter-humano, por meio da ingestdo de agua e alimentos contaminados com

fezes, sendo também sugerida a transmissdo zoondtica ou por via respiratoria
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devido ser um virus com alta taxa de infeccdo (WARD et al., 1986; ESTES E
KAPIKIAN, 2007; MELEG et al., 2008).

Estima-se que a cada evacuacdo seja liberado até um trilhdo de particulas
virais por milimetro cubico de espécime fecal. O periodo de incubagdo é de um a
trés dias, sendo que a excre¢do maxima ocorre entre o0 3° ou 4° dias apds o inicio
dos sintomas, e a dose infectante € de apenas dez particulas virais (WARD et al.,
1986; ESTES E KAPIKIAN, 2007; MELEG et al., 2008).

A transmissdo zoondtica tem sido descrita em surtos, que podem ser
interpretados como a introducdo de cepas do RVC a partir de uma fonte ou
reservatério nao identificado, devido este apresenta elevadas taxas de
soroprevaléncia em populagbes humanas que vivem em areas rurais (ITURRIZA-
GOMARA et al., 2004; BANYAI et al., 2006; LUCHS et al., 2009).

Gabbay et al. (2008) documentaram a infeccdo do RVC suino em criancas em
Belém, Brasil, e estabeleceram este virus como uma infecgcdo zoondtica emergente
em seres humanos. A possibilidade de propagacédo de zoonoses também tem sido
considerada com base nos resultados de um inquérito soroepidemioldgico realizado
no Reino Unido em animais e em seres humanos que destacou o impacto do
potencial zoondtico do RVC de animais para seres humanos. Nesse estudo,
verificou-se a necessidade de outras pesquisas, principalmente, nos paises em
desenvolvimento onde os seres humanos e animais convivem muitas vezes em
contato fisico direto, uma possibilidade, mais comumente, da ocorréncia de
infeccdes mistas (JEONG et al., 2009).

A agua e os alimentos contaminados exercem importante papel na
disseminacao do RVC, particularmente em situacdes epidémicas, como 0s extensos
surtos de gastrenterite registrados no Brasil (GABBAY et al., 1999; 2008; ARAUJO
etal., 2011; LUCHS et al., 2011; WALKER et al., 2011).

Novos estudos tém demonstrado a importancia do monitoramento de amostras
ambientais a fim de se avaliar a epidemiologia do RV e o possivel risco de
disseminacao para a populacdo (FUMIAN et al., 2011; GANIME et al., 2012; HE et
al., 2012). Diversos estudos apontam a detec¢cdo de amostras de origem animal
capazes de formar recombinantes génicos com cepas do RV de origem humana e
vice-versa (JAIN et al., 2001; MARTELLA et al., 2010).
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3.3.3. Patogenia e imunidade

A infeccdo por RVC assim como a infeccdo causada por RVA induz a
destruicdo e a descamacao dos enterdcitos e, em consequéncia, acelera a migracao
de células secretoras das criptas para as vilosidades intestinais, provocando assim
uma perda temporaria da capacidade absortiva do intestino, o que leva ao quadro de
diarreia (SANTOS E SOARES, 2008). Essa replicacdo evolui no sentido cefalo-
caudal, no curso de um a dois dias, estendendo-se até o ileo (LINHARES et al.,
2009).

No entanto, como este mecanismo ainda ndo estd bem elucidado, estudos
demonstram que a diarreia pode ser atribuida a ma absorcdo devido a destruicao
dos enterocitos, o efeito enterotoxico da proteina NSP4 e a ativagdo do sistema
nervoso entérico (ESTES E KAPIKIAN, 2007; GRAY et al., 2008).

A diarreia de natureza osmotica ocorre devido a ma absorcdo desencadeada
pela lesédo do epitélio, o que determina principalmente a depressao transitéria no
nivel das dissacaridases, em particular a lactase. O acglUcar ndo absorvido pode
sofrer a acdo das bactérias que colonizam as por¢cdes mais distais do intestino,
resultando na eliminacédo de fezes dotadas de pH acido e/ou com positividade para
substancias redutoras (BALL et al., 1996; LINHARES et al., 2009).

A diarreia de natureza secretora consiste na acao enterotoxigénica exercida
pela proteina NSP4 e sua influéncia sobre o sistema nervoso entérico (SNE)
(SANTOS E SOARES, 2008; LINHARES et al., 2009).

O mecanismo patogénico envolvendo esta proteina seria provavelmente de
gue a NSP4 promova uma desestabilizacdo da membrana do RE, com consequente
lise do mesmo, ocorrendo um aumento do Ca™ intracelular e o acréscimo da
secrecdo de ions CI, causando diarreia de natureza secretéria (TIAN et al., 1995;
HUANG et al., 2004; BALL et al., 2005; ESTES E KAPIKIAN, 2007). Os eventos

ocorridos podem ser observados de forma esquematica ha FIGURA 10.
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FIGURA 10- Principais mecanismos envolvidos na patogénese da diarreia por RV.
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Legenda: A) Apés a formacdo de viroplasmas (VI) h4 liberacdo de novos virus e da NSP4. Esta
proteina induz um aumento da concentracdo de Ca™ em células infectadas
proporcionando a desestabilizacdo do citoesqueleto e efluxo de agua e ions Cl-,
provocando diarreia de natureza secretora. B) Ocorre a liberacdo de aminas e
peptideos as quais estimulam o sistema nervoso entérico. C) A ma digestdo dos
carboidratos deve-se a uma diminuicdo nos niveis de enzimas digestivas e diminui¢ao
da funcdo da SGLT-1 (transportador de glicose dependente de sédio).

Fonte: Adaptado de Hodges e Gill (2010).

Observacdes demonstraram que o mecanismo da diarreia por RV configura o
envolvimento do sistema nervoso autdbnomo intestinal. Sustenta-se a hipétese de
haver citocinas, prostaglandinas e 6xido nitroso pelo enteréxito infectado, induzido
pela NSP4. Uma vez que o0s neurbnios sdo dotados de receptores para tais
substancias, ocorre a despolarizacdo da membrana e o incremento no efluxo de
fluidos e eletrdlitos para o limem intestinal (RAMIG, 2004; LINHARES et al., 2009;
ESTES E GREENBERG, 2013).

Os mecanismos envolvidos na resposta imune as infec¢des por RV néo foram
totalmente esclarecidos, embora seja considerada multifatorial envolvendo a
producédo e secrecao de anticorpos neutralizantes pelas proteinas VP4 e VP7, além
do envolvimento da imunidade celular e humoral (FRANCO et al., 2006; ESTES E
KAPIKIAN, 2007; LINHARES et al., 2009).
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Os anticorpos circulantes especificos das classes IgA e IgG para as proteinas
VP4, VP7, NSP4 e VP6 estdo envolvidos, sendo esta Ultima detectada em niveis
mais elevados, principalmente, em episédios graves. Contudo, nenhuma dessas
proteinas, individualmente ou combinadas, proporcionam completa protecdo aos
individuos (GRAY et al., 2008; LINHARES et al., 2009).

A resposta imune na infec¢cdo viral pode ser tanto homotipica (sorotipo-
especifica), quanto heterotipica (LINHARES et al., 2009). Em uma primoinfeccao, a
protecdo é homotipica, enquanto que em uma reinfeccao, a protecdo é heterotipica
e associada a prevencao de infecgbes contra diferentes sorotipos do RV (JIANG et
al., 2002; GRAY et al., 2008).

Segundo Linhares et al. (2009), criancas na cidade de Belém, Brasil,
demonstraram resposta imune heterotipica induzida na vigéncia de uma infeccao
primaria por RV constituindo-se, essencialmente, em uma propriedade intrinseca da
cepa viral.

A importancia da imunidade celular na infec¢éo por esse virus encontra-se sob
investigacdo. Estudos demonstraram que varias citocinas, tais como IFN-a, IFN-y,
IL-10 e TNF-a estdo envolvidas no processo de protecdo contra a infecgao por RV
por meio de mecanismos como a inibicdo da entrada desse virus nas células do
hospedeiro e 0 aumento da atividade dos linfocitos T citotoxicos. Todavia, a funcao
gue tais citocinas desempenham na patogénese e no controle da doenca
permanecem indefinidos (BASS, 1997; ROLLO et al., 1999; JIANG et al., 2002;
GRAFF et al., 2009).

Durante a infeccdo primaria por RV, os linfocitos T CD8" tém um papel
importante na resolucéo viral, bem como na protecao parcial contra reinfeccdo. Os
linfécitos T CD4" sdo essenciais para o desenvolvimento de imunoglobulina A
intestinal especifica contra RV (BASS, 1997; ROLLO et al., 1999; JIANG et al., 2002;
GRAFF et al., 2009).

Os anticorpos maternos adquiridos passivamente, por via placentaria ou pela
secrecdo lactea, parecem justificar os quadros de infeccBes assintomaticas em
neonatos e criancas com idade inferior a trés anos. Além destas imunoglobulinas
maternas, fatores ndo imunes, como certas glicoproteinas, parecem exercer
potencial papel protetor no que diz respeito ao leite materno (LINHARES et al., 1989,
2009).
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3.3.4. Quadro clinico

A sintomatologia clinica do RVC, geralmente, é relatada como uma infeccao
assintomética ou como uma doenca diarreica leve, com poucos episodios de
vomitos, variando de um a trés episodios por dia, apresentando, geralmente, febre,
nausea e dor abdominal. O grau de desidratacdo € menor e consequentemente,
menor numero de hospitalizagdes em criancas menores de trés anos, quando
comparado ao RVA (JIANG et al., 1995; GABBAY et al., 1999; 2008; SANCHEZ-
FAUQUIER et al., 2003; LEE et al., 2011).

Em média, a soroprevaléncia global da infeccdo por RVC € de
aproximadamente 33%, com um pico nos grupos etarios mais velhos (JAMES et al,
1997; RIEPENHOFF-TALTY et al., 1997; STEELE E JAMES, 1999; ITURRIZA-
GOMARA et al., 2004, MEDICI et al., 2009). Alguns estudos sugerem que a infec¢éo
por RVC é mais comum entre as criangas menores de cinco anos e em adultos
(KUZUYA et al., 1998, NILSSON et al., 2000).

Os sintomas da infec¢cdo por RVC sdo semelhantes ao do RVA, o qual se
manifesta em criangcas menores de cinco anos na forma assintomatica ou se
expressa por gastrenterite de forma moderada ou grave com desidratacao
potencialmente fatal. A clinica da doenca € caracterizada por vOmito, febre
moderada/alta com temperatura de 37,9°C ou acima, dor abdominal e diarreia
aquosa, podendo levar a desidratacdo e, ndo havendo a intervencado precoce,
culmina com o 6bito (ESTES E KAPIKIAN, 2007; ESTES E GREENBERG, 2013).

O periodo de infeccdo e manifestacdo clinica do RVC € semelhante ao do
RVA. O periodo de incubacéo é curto, variando de um a trés dias, e € uma infeccao
autolimitada durando em torno de trés a sete dias, podendo o virus ser eliminado
nas fezes por até 57 dias apods a infeccao. A infeccdo secundaria é clinicamente leve
ou assintomatica (BISHOP, 1996; LINHARES et al., 2005; ESTES E KAPIKIAN,
2007; SANTOS E SOARES, 2008; ESTES E GREENBERG, 2013).

ManifestacBes clinicas atipicas foram observadas em infec¢cdes por RVC, o
gual foi detectado em tecidos do figado de pacientes com atresia biliar extra-
hepatica, uma condicdo neonatal grave (RIEPENHOFF-TALTY et al.,, 1997). Tais
manifestacfes sdo observadas também para o RVA tais como encefalites, doenca
de Kawasaki, sindrome de Reye, enterocolite necrotisante e gastrenterite

hemorragica. Vale ressaltar os casos de intussuscepcéo registrados nos EUA devido
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a administracdo da vacina RRV-TV (MASCARENHAS E LINHARES, 2005; ESTES E
KAPIKIAN, 2007; ESTES E GREENBERG, 2013).

3.3.5. Diagndéstico laboratorial

O diagnéstico laboratorial do RVC pode ser realizado pela deteccao da
particula ou do antigeno viral nas fezes com o uso de testes soroldgicos e
moleculares (ESTES E KAPIKIAN, 2007).

A EGPA é considerada o padrédo ouro de diagnéstico laboratorial para RVC
realizado no dsRNA do virus extraido a partir da amostra fecal (PEREIRA et al.,
1983b). Nessa metodologia, o diagnostico das infeccées por RVC revela o perfil
gendmico da amostra viral detectada. O padréo de migracdo do segmento gendmico
€ importante para avaliar a diversidade da cepa circulante, que se identifica pelo
padrao eletroforético 4:3:2:2, o qual difere do RVA que apresenta padrao
eletroforético de 4:2:3:2, ou seja, a diferenca basica entre o0 RVC e 0 RVA ¢é a
inversdo dos trés segmentos virais (tripé), localizado na classe Il. A analise da dupla
cadeia de RNA contendo os 11 segmentos requer a presenca de pelo menos 10%-
10 particulas virais / ml para um resultado positivo (XU et al., 1990; KUZUYA et al.,
1996; KAPIKIAN, 2001; JEONG et al., 2009; LINHARES et al., 2009).

O diagnostico do RVC apresenta muitas dificuldades, principalmente
relacionada ao ensaio imunoenzimatico (ELISA), que ndo reconhecem os antigenos-
especificos do gene VP6 do RVC, embora ja apresentem disponiveis reagentes para
o diagnostico dos RVC, RVA e RVB (LINHARES et al., 2009).

A sorotipagem do RVC ainda € restrita in vitro, devido este virus possuir
dificuldades de adaptacédo a cultura de células (OSETO et al., 1994; FUJII et al.,
2000; MARTELLA et al., 2007). Porém, a propagacao do virus em cultura de células
mesmo que dificil, € possivel, utilizando linhagens celulares como MA-104 e LLC-
células de rim de macaco (MK2) e células de carcinoma de c6lon humano (CaCo-2).
A MA-104 tem efeito citopatico caracteristico, com aumento na refrigéncia, seguido
de reducéo do volume citoplasmatico, com formacao de alguns grumos celulares e
células repuxadas, com distribuicdo focal (ESTES et al., 1979, SVENSSON et al.,
1991, LONDRIGAN et al., 2000). Contudo, como a propagacao do virus em cultura é
bastante lenta, o0 método ndo possui valor pratico para diagndstico, limitando-se a
investigacédo cientifica (SANTOS E SOARES, 2008; LINHARES et al., 2009).
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A RT-PCR e o0 sequenciamento automatico caracterizam-se por elevadas
sensibilidades e especificidades, se fundamentando na amplificacdo enzimatica do
RNA viral e as analises das sequéncias de nt e aa que sugere a diversidade
genética de cepas do RVC de origem humana existente, embora tal diversidade seja
menor que as do RVA (RAHMAN et al., 2005; ARAUJO et al., 2011). Esta técnica &
um importante recurso em estudos epidemiolégicos, pois permite a identificacdo de
genotipos circulantes, o qual utiliza iniciadores especificos para os genes do RVC
sendo atualmente utilizado com maior frequéncia em laboratérios de pesquisa
(GOUVEA et al., 1991; JIANG et al., 1995; KUZUYA et al., 2005; BANYAI et al.,
2006; ESONA et al., 2008; GABBAY et al., 2008; LINHARES et al., 2009).

3.3.6. Tratamento, controle e profilaxia

O primeiro tratamento a ser instituido em um episodio de gastrenterite por RVC
€ a reposicado de fluidos e eletrolitos perdidos no vomito e na diarreia (ESTES E
KAPIKIAN, 2007). Para a reposicao hidroeletrolitica recomenda-se a Terapia de
Reidratacdo Oral (TRO), utilizando-se uma férmula padrdo preconizada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) desde 1975, do mesmo modo que é utilizado
em infec¢Bes por RVA (BASS, 2003).

Diante de situacdes que inviabilizem a via oral como vdémitos incoerciveis,
estado de torpor, estomatite extensa, ma absorcdo de glicose e ileo paralitico,
recomenda-se administracdo venosa; sendo usado em gastrenterites graves por RV
guando presentes indicadores de hipovolemia, choque, coma ou acentuada
debilidade (LINHARES et al., 2009; ESTES E GREENBERG, 2013).

Além disso, recomenda-se a manutencdo da dieta alimentar, principalmente o
leite materno por conter fatores imunes e ndo imunes, a administracdo de zinco
recomendada pela OMS, o uso de mucilagens que aparentemente promove a
reducdo no volume das evacuacdes durante as primeiras horas da doenca e o0 uso
de vitamina A, que se associa a sensivel reducdo nas taxas de morbimortalidade em
diarreia aguda (LINHARES et al., 2009; ESTES E GREENBERG, 2013).

A utilizacdo de algumas drogas que podem amenizar os sintomas da infecgéo,
como o uso de antibidticos para infecgcbes secundéarias por bactérias; drogas
antissecretoras (racecadotril) inibidoras em potencial da degradagéo das encefalinas

endogenas; administracdo de imunoglobulinas por via oral; probidticos,



47

representados por culturas vivas de bactérias ndo patogénicas, que tem como
mecanismo bésico o0 seu processo de colonizacdo, competem com bactérias
produtoras de urease; e 0 uso de drogas antivirais como a ribavirina, porém ainda
ndo se tem eficacia considerando seu uso em seres humanos, o qual estd sendo
realizado em experimentos para avaliar seus potenciais terapéuticos (KAPIKIAN et
al., 2001; LINHARES et al., 2009).

Segundo Walker et al. (2011) pesquisas recentes demonstraram que as
praticas higiénicas como a lavagem das maos, os cuidados com a agua e 0s
alimentos, bem como a destinacdo adequada de dejetos humanos e animais, e agua
encanada parecem exercer certo impacto no controle e na profilaxia das infeccbes
por RV.

As profilaxias classicas como o uso do leite materno contendo elevados niveis
de anticorpos da classe IgA para RV, obtido de gestantes imunizadas tem-se
revelado eficaz a partir da administracéo a individuos imunodeficientes (KAPIKIAN et
al., 2001), e o uso imunoglobulinas humanas especificas para RV, por via oral ou
parenteral, em criancas hospitalizadas de baixo peso parece conferir certa protecéo
(BASS, 2003). Ressalta-se também, a importancia da vacinacdo contra RV como
estratégia de prevencéo e controle da doenca (LINHARES et al.,, 2009; ESTES E
GREENBERG, 2013).

3.3.7. Vacina contra RV

Testes que utilizam imunomicroscopia eletrdnica e ensaio imunoenzimatico
comprovaram que o anti-soro induzido especifico para as particulas do RVC nao
reagem de forma cruzada com o RVA. Tais resultados sugerem que as criancas
vacinadas com RVA ndo estao protegidas contra a infeccdo por RVC (CLARK et al.,
2009; BAEK et al., 2013).

Isto levanta preocupacdo com o desenvolvimento de vacinas eficazes para o
RVC emergente, o qual uma vacina eficaz para RVC humano apenas serviria em
uma area geografica onde este patdgeno contribui para surtos de diarreia viral
(BAEK et al., 2013).

Por ndo existir uma vacina especifica para RVC, as epidemias desse patdgeno
e de outros agentes causadores de gastrenterite podem aumentar em resposta as
reducdes de GA ocasionadas pela vacinagéo de RVA (KUMAZAKI E USUKU, 2013).
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Devido a importancia epidemiologica que este virus possa vir a assumir
futuramente é importante que também uma vacina seja produzida contra esta
espécie de RVC (LUCHS et al., 2011).

Portanto, a vacinagdo € a maneira mais eficaz de se evitar diversas doencas
como variola (erradicada), poliomielite (paralisia infantil), sarampo, tuberculose,
rubéola, gripe, hepatite B, febre amarela, rotavirose, entre outras, e tem o objetivo de
controlar algumas doencas infectocontagiosas existentes no territorio brasileiro (MS,
2013).

Atualmente estéo disponiveis duas vacinas orais de cepas atenuadas contra o
RVA no Brasil. A Rotarix®, produzida pela GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart,
Bélgica € uma vacina monovalente de protecdo homéloga (G1P[8]) e a RotaTeq®
(Merck & Co. Inc., West Point, PA, EUA), que € uma vacina pentavalente, gerada a
partir da cepa WC3 aléem dos gendtipos G1, G2, G3, G4 e P1A[8], que foram
inseridas no calendario nacional de imunizacdo em 2006, sendo a primeira
disponivel nos postos de saude e a segunda em clinicas privadas (WHO, 2013b).

Existem também outros imunizantes como a vacina de rotavirus Lanzhou lamb,
fabricada pelo Instituto Lanzhou de Produtos Biomédicos na China, e a vacina
Rotavin-M1, fabricada pela Polyvac no Vietnd, porém nao sao disponiveis
mundialmente (WHO, 2013b).

O uso da vacina deve ser parte de uma estratégia abrangente para o controle
das doencas diarreicas como a promoc¢do da vacinacdo, o aleitamento materno
exclusivo, a lavagem das méaos e melhores condicbes de abastecimento de agua e
saneamento (WHO, 2013b).

3.4. EPIDEMIOLOGIA DO RV

A GA é uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo. Representam um importante problema de saude publica principalmente nos
paises em desenvolvimento como aqueles localizados na Africa, Asia e América
Latina, onde a Escherichia coli e o RV sdo as causas mais comuns de diarreia
(WHO, 2013a).

Estimativas apontam que GA é a segunda principal causa de mortalidade de
criancas menores de cinco anos de idade, perdendo apenas para a pneumonia

(WHO, 2013a). Os patdgenos responsaveis pela alta taxa de mortalidade por GA
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séo os RV, calicivirus e Escherichia coli enteropatogéncica e enterotoxica que estdo
associados a 55% das mortes ocorridas por diarreia (LANATA et al., 2013).

Segundo Lanata et al. (2013), é estimado, em todo o0 mundo a cada ano, que a
diarreia por RV em criangas menores de cinco anos cause 38,3% das
hospitaliza¢fes, resultando em 197.000 Obitos de criangas menores de cinco anos
anualmente, principalmente nos paises em desenvolvimento. Tal estudo foi realizado
almejando criangas menores de cinco anos em seis regides do mundo incluindo a
regido das Américas, Africa, Europa, Leste Mediterraneo, sudeste da Asia e Pacifico
ocidental. As maiores proporc¢des de diarreia por RV foram nas regiées do Pacifico
ocidental (32,6%) e no leste mediterraneo (31,3%) sendo que na regido das
Américas foi observado uma porcentagem abaixo da esperada (23,4%). Este fato
pode ter ocorrido devido a introducdo da vacina RVA em alguns paises dessas
regides.

Estima-se ainda que o RV, no Brasil, na maior parte da América Latina e no
Caribe ocasione cerca de dois milhoes de consultas médicas, 75.000 internacfes e
15.000 mortes entre criancas de seis meses a cinco anos de idade (LINHARES,
2013).

3.5. EPIDEMIOLOGIA DO RVC

Estudos de epidemiologia molecular indicam que o RVC de origem humana
evoluiu recentemente e constituiu um Unico genaotipo distribuido ao redor do mundo,
sendo responsavel por causar gastrenterite aguda tanto em criancas menores de
trés anos quanto em adultos (JIANG et al., 1996; GABBAY et al., 1999; CASTELLO
et al., 2000; ARAUJO et al., 2011).

Sendo assim, este virus vem assumindo uma importancia epidemiologica
mundial e tem sido detectado em espécimes fecais de criancas com diarreia,
principalmente em surtos no ambito familiar, escolas, hospitais ou militares ocorridos
no mundo e no Brasil, com destaque para a regido amazodnica brasileira (ESTES E
KAPIKIAN, 2007; GABBAY et al., 1999; 2008).

Jiang et al. (1995) relataram casos de infec¢cdes em criancas hospitalizadas
com gastrenterite aguda, porém deteccbes dessa natureza ainda sdo raras
(CUNLIFFE et al., 2001; PHAN et al., 2004; SCHNAGL et al., 2004; STEYER et al.,
2006; ABID et al., 2007).
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Mundialmente, a gastrenterite aguda associada ao RVC em seres humanos
foi encontrada inicialmente na Suécia e posteriormente na Inglaterra, Malasia e na
Africa do Sul, nos quais este virus foi identificado em casos esporadicos de diarreia
e um surto de diarreia familiar (BRIDGER et al., 1986; RASOOL et al., 1994; JAMES
et al., 1997; STEELE E JAMES, 1999; SEBATA E STEEB, 1999).

Este virus foi observado nos paises da Africa, Europa e na Asia, com
destaque para a deteccdo no Japéao, na cidade de Matsuyama por Oseto et al.
(1986) e depois em Toquio por Ushijima et al. (1989). Desde entdo, foi encontrado
em outras regides do Japao, como Chiba, Okayama e Saga (KUZUYA et al., 1998).
As taxas de positividade do RVC no Japao associada a casos esporadicos e surtos
de gastrenterite aguda variou de 1-13,3%, sendo consideradas inferiores aos RVA
(KUZUYA et al., 1998; PHAN et al., 2004; KUMAZAKI E USUKU, 2013).

No Brasil, o RVC foi detectado na regido sudeste do pais, em 1993, por
Souza et al. (1998) e na regido centro-oeste, em 1994, por Teixeira et al. (1998), no
entanto, nenhuma informacdo genética foi descrita. Apos 15 anos dos primeiros
relatos de deteccao nessas regides, o RVC foi identificado, tanto associado a casos
esporadicos como em surtos, acometendo adultos e criancas das areas rurais dos
estados de Sdo Paulo (SP) e de Goias (GO), durante a vigilancia nacional para RV
em 2007-2008 (LUCHS et al., 2009).

Luchs et al. (2011) detectaram o RVC em oito amostras: 0,4% do subgrupo
testado (8/2205) e 0,3% do total estudado (8/3019); cinco delas sédo de surtos de
gastrenterites e trés de casos esporadicos com amostras também de Sao Paulo e
Goias. Este virus também foi detectado em paciente com diarreia em outros estados
brasileiros como no Rio de Janeiro, Minas Gerais, Bahia e Rio Grande do Sul
(ARAUJO et al., 2011).

Na regido norte do Brasil, o RVC foi observado inicialmente por Linhares et al.
(1989) em uma pesquisa primaria sobre a epidemiologia do RVA no municipio de
Belém, Para. Esse grupo/espécie do RV é associado tanto a surtos quanto a casos
esporadicos. No caso de surto, ele causou infeccdo em 33% das criangcas de uma
creche de Belém (GABBAY et al., 1999) e em casos esporadicos, o mesmo foi
relatado em um estudo longitudinal, no periodo de 1982 a 1986, causando infeccéo
em criangas de 0-3 anos resultando em 6,5% das criangas positivas para RVC para
0 gene VP6 estritamente relacionado a seres humanos e 4% para o gene VP6 de
origem suina (GABBAY et al., 2008).
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Mais recentemente, Kaiano et al. (2010), analisaram espécimes fecais de
criancas sintomaticas ou ndo para gastrenterite, no periodo de 2008 a 2009,
residentes em uma comunidade remanescente de quilombola em Ananindeua, Para
e registraram o primeiro caso de RVC em uma crianga com diarreia vivendo em uma
comunidade semi isolada, representando 2,3% dos casos.

Relatos do RVC em pacientes hospitalizados ainda sédo escassos. Este
evento foi observado, pela primeira vez, por Jiang et al. (1995) em 16 criancas
menores de dois anos de idade internadas com diarreia no hospital Rhode Island,
nos EUA, apresentando positividade pra RVC. Outro caso observado foi em uma
criangca menor de cinco anos (0,4%) internada com diarreia no hospital McCormick,
Chiang Mai, na Tailandia, no periodo de 2002 a 2004 (KHAMRIN et al.,2008).

Além disso, o RVC foi encontrado em co-infeccdo com outros patdgenos
entéricos, tais como Vibrio Cholerae, Shigella flexneri e o RVA (CUNLIFFE et al.,
2001; SANCHEZ-FAUQUIER et al., 2003; RAHMAN et al.,, 2005; ESONA et al.,
2008). Co-infeccdo com o norovirus do tipo Gl foi observada por Phan et al. (2004)
com 8,3% e também por Mori et al. (2013) com 16,7%, destacando-se que essas
porcentagens foram relativamente elevadas.

Apoés observacgbes a respeito da epidemiologia do RVC, notou-se que este
grupo vem, cada vez mais, assumindo uma importancia epidemiologica global tanto
associado a surtos e casos esporadicos, quanto a hospitalizacfes. Desta forma, este
estudo se propde verificar a associacdo entre criancas hospitalizadas com

gastrenterite aguda e a deteccéo do RVC.
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4. OBJETIVO
4.1. OBJETIVO GERAL

Detectar e genotipar o rotavirus pertencente ao grupo C em criancas de até
36 meses e 24 dias de idade com quadros de gastrenterite aguda internados na
clinica Pediatrica do Para em Belém, Para.
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar a frequéncia do RVC em criangas com quadros de gastrenterite aguda;

b) Determinar a sazonalidade do RVC, correlacionar com os fatores climéaticos

observados;

c¢) Verificar a faixa etaria mais acometida por esse virus;

d) Registrar os sinais e sintomas clinicos apresentados pelos menores com RVC,;

e) Demonstrar a diversidade de cepas circulantes e comparar o gene VP6, VP7, VP4

e NSP4 relacionados a seres humanos e/ou suinos presentes no banco de gene.
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5. METODOLOGIA

5.1. ASPECTOS ETICOS E DE BIOSSEGURANCA

A presente investigacdo foi aprovada pela Plataforma Brasil em respeito as
normas nacionais e internacionais que regulamentam tal atividade, sob o nimero de
CAAE 14592013.1.0000.5172 (ANEXO A).

Este estudo foi realizado com material biol6gico estocado nos acervos do
IEC/SAVIR, portanto sem apresentar riscos aos menores envolvidos. A identidade
dos menores envolvidos no estudo foi preservada.

Os aspectos de biosseguranca utilizados nos procedimentos laboratoriais
foram os equipamentos de protecao individual (EPI) como luva, jaleco, touca,
mascara, oculos e pro pé. O material potencialmente contaminado (fezes) foi
manipulado em laboratério de seguranca NB2 com o uso de cabine de fluxo laminar

tipo 2 e seus descartes foram eliminados em locais adequados.

5.2. PACIENTES E ESPECIMES CLINICOS

A populacédo do estudo foi constituida por criangas na faixa etaria de 3 meses
a 47 meses e 29 dias de idade, hospitalizadas com o diagnostico de GA na Clinica
Pediatrica do Para, no periodo de maio de 2008 a abril de 2011.

Essas criancas participaram de um estudo de vigilancia intensiva de
gastrenterite, tipo caso-controle, realizado em Belém, Para, abrangendo quatro
hospitais, que consistia basicamente em: i) avaliar a efetividade da vacina contra
rotavirus do grupo A (Rotarix®) introduzida no Programa Nacional de Imunizacéo do
Brasil em marco de 2006; ii) detectar a proporcdo de todas as criancas
hospitalizadas por diarréia grave devido a infeccdo por RVA e iii) monitorar as cepas
de RVA circulantes no municipio de Belém.

Os espécimes clinicos provenientes dessas criangas, estocados nos acervos
do IEC/SAVIR foram utilizados neste estudo.

A Clinica Pediatrica do Par4a, um dos quatro hospitais onde se desenvolveu o
estudo de vigilancia de RVA, foi escolhida para o presente estudo, por apresentar
um maior quantitativo de pacientes e esta localizado na regido metropolitana de

Belém, Pard. O clima da regido € tropical e uUmido, apresentando niveis
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pluviométricos elevados no periodo de janeiro a abril. A cidade de Belém é a capital
do estado do Para, norte do Brasil e possui uma &rea de 1.059.406 Km? com a
populacdo estimada em 1.425.922 (IBGE, 2013). O mapa pode ser observado na
FIGURA 11.

FIGURA 11- Mapa da regido metropolitana de Belém, Para.
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Para
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Fonte: Figura retirada e adaptada do Google Imagens (2014).

Em trés anos de vigéncia da investigacdo das gastrenterites realizada em
clinicas pediatricas do Para foram coletados 2904 espécimes fecais entre maio de
2008 a abril de 2011. Assim, utilizou-se 20% do total de espécimes clinicos que
apresentaram resultados negativos para RVA e/ou norovirus.

Desta forma, foram selecionados o0s espécimes clinicos coletados
mensalmente com um nivel de confianca de 95% e erro amostral de 4%, um numero
amostral (n) de 483 de um total de 2276 amostras negativas para RVA e testadas
para norovirus, de acordo com a calculadora on-line para calculos amostrais
(SANTOS, 2010). Destas, retirou-se 171 amostras positivas para norovirus,
resultando em um n de 312 espécimes aptos a serem testados para RVC.

Para a verificacdo dos sinais e sintomas dos pacientes foram utilizados o banco
de dados e as fichas clinicas presentes no acervo da Secéo de Virologia do Instituto

Evandro Chagas.
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5.2.1. Critérios de selecdo das amostras

Critérios de inclusao

e Criancas hospitalizadas com o diagnodstico de GA na Clinica Pediatrica do
Para no periodo de maio de 2008 a abril de 2011, na faixa etaria de 3 meses
a 47 meses e 29 dias, cujo exame de fezes foi negativo para RVA e
norovirus.

Critérios de Excluséao

e Criancas hospitalizadas com o diagnoéstico de GA na Clinica Pediatrica do
Para no periodo de maio de 2008 a abril de 2011, fora da faixa etaria de 3
meses a 47 meses e 29 dias, sem o resultado do exame de fezes ou com

resultado positivo para RVA e/ou norovirus.

5.3. CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O presente estudo € caracterizado como descritivo transversal, pois €
subordinado a uma ou mais questfes cientificas que sugerem hipoteses ao estudo

relacionando uma suposta causa e um dado efeito ou doenca (PEREIRA, 1995).

5.4. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

5.4.1. Suspenséo fecal a 10%

A partir dos espécimes fecais selecionados, foram preparadas suspensdes
fecais a 10% em tampéo Tris-Ca™* 0,01M pH 7,2. Em seguida, as suspensdes foram
homogeneizadas e clarificadas por centrifugacédo a 4.000 Xg durante 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi colhido e estocado a -20° C para a realizag&o dos testes. O

preparo da solugdo em questédo esta descrito no Apéndice A.
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5.4.2. Extrag&o do genoma viral

A extracdo do genoma viral foi desenvolvida segundo protocolo modificado e
descrito por Boom et al. (1990).

Primeiramente, pipetou-se em um tubo de 1,5ml, 600ul da suspensao fecal.
Adicionou-se 20ul de Proteinase K (20mg/ml), agitou-se em vértex e apos este
procedimento, o material foi incubado em banho-maria a 56°C por 10 minutos.
Posteriormente, adicionou-se 500ul de Tampao L6, agitou-se em vértex e retornou-
se 0 material que foi incubado em banho-maria a 56°C por 10 minutos. Logo apés,
adicionou-se ao tubo 200pul de Etanol absoluto (4°C) e 20ul de silica. Homogeneizou-
se, novamente, em agitador orbital por 20 minutos a temperatura ambiente (TA) e
centrifugou-se a 10.000 Xg por 1 minuto.

Em seguida, descartou-se o sobrenadante em frasco contendo NaOH 10N,
logo apds, adicionou-se 500ul de Tampao L2 e homogeneizou-se em vortex, visando
centrifugacdo a 10.000 Xg por 1 minuto descartando o sobrenadante em frasco
contendo NaOH. Foi adicionado 500ul de Etanol 70% (4°C) e 500 ul de Acetona
absoluta (4°C), seguida por homogeneiza¢do em vortex e centrifugacdo a 10.000 Xg
por 1 minuto, para posterior descarte do sobrenadante em frasco contendo NaOH.

Os sedimentos foram secos em banho-maria a 56°C por 15 minutos ou em
estufa a 37°C por 15 minutos com a tampa do tubo aberta para evaporar a acetona.
Em seguida, adicionou-se 60ul de agua ultra pura (livre de DNAse e RNAse) e
homogeneizou-se em vortex por 15 segundos. O material foi incubado em banho-
maria a 56°C por 15 minutos, jA com a tampa do tubo fechada, com posterior
centrifugacéo a 10.000 Xg por 4 minutos, com a coleta de aproximadamente 40 a 50
Ml do sobrenadante (dsRNAs), o qual foi transferido para um tubo de 200 ul
previamente identificado e armazenado a -20°C para a realizacdo dos demais testes.

Durante o processo de extracdo, todas as medidas de controle de
contaminacao foram realizadas, incluindo a utilizacdo de controles positivo (prototipo
Cowden) e negativo (agua ultra pura). O preparo das solucbes em questdo esta

descrito no Apéndice A.
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5.4.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA)

O genoma viral foi extraido e o dsRNA submetido a EGPA, visando a
identificacdo do RVC caracterizado pelo aparecimento de 11 segmentos de RNA
exibindo o padréo eletroforético 4:3:2:2, de acordo com o procedimento descrito por
Pereira et al. (1983b).

Foram aplicados 10ul dos dsRNAs extraidos no gel de poliacrilamida a 5%
juntamente com 2yl de Loading Buffer. Este gel foi submetido a eletroforese vertical,
sob as condigdes 100 volts (V), 100 Watts (W) e 21 milli-Amperes (mA) por 2 horas e
30 minutos. Posteriormente, o gel foi fixado utilizando-se etanol e acido acético,
seguido de coloracdo com nitrato de prata (AgNO3), revelacdo do gel com hidréxido
de sodio 10M e formaldeido a 37% e posterior visualizacao do perfil eletroforético do
RVC em negatoscopio de luz branca (HERRING et al.,, 1982). O preparo das

solucdes em questao esta descrito no Apéndice B.

5.4.4. Reacdo em cadeia mediada pela polimerase precedida de transcricdo
reversa (RT-PCR)

Esta técnica consiste em obter a informacéao genética a partir da amplificacao
da sintese de uma fita de DNA complementar (cDNA) tendo uma molécula de RNA
como molde, realizada pela enzima transcriptase reversa, de acordo esqguema
demonstrado na FIGURA 12.
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FIGURA 12- Desenho esquematico da amplificacdo por RT-PCR. PCR realizada a
partir de cDNA sintetizado pela transcriptase reversa, em que o
molde inicial € uma molécula de RNA, utilizando iniciadores

especificos.
RT-PCR a partir de cDNA sintetizado RT-PCR a partir de cDNA
F com primer especifico sintetizado com oligo-dT
5 anelamento do primer 5' XXX IR ORI ARAARARAARY 3!
ao RNA 3\ 5

sintese de cDNA ] 3
pela transcriptase reversa 3 N 5

transcricéo reversa

anelamento do D
primer ao cDNA L ASQEARRNAR]

sintese de DNA pela Tag
DNA-polimerase

PCR

Fonte: Adaptado de Rossetti, Silva e Rodrigues (2006).

A RT-PCR desenvolvida de acordo com o preconizado por Gouvea et al. (1991)
para o gene VP6 utilizando os iniciadores C1/C4 que amplificam fragmentos de 354
pares de base (pb) do RVC tanto de origem humana, quanto animal. Para o gene
VP7, foram utilizados os iniciadores G8S/G8A que amplificam fragmentos de 1063
pb conforme descrito por Kazuya et al. (1996), com modificacbes detalhadas a
sequir.

Para o gene VP4 os iniciadores utilizados foram os T434/T435 que amplificam
fragmentos de 843 pb como descrito por Wu et al. (1994). J& para o gene NSP4, foi
utilizado iniciadores NSP4 (+) e (-) preconizado por Chang et al. (1999b), de acordo
com o demonstrado no QUADRO 3. Foi incluido ainda um controle positivo para
RVC (prototipo Cowden) e um controle negativo em todos os testes que foram

realizados.



59

QUADRO 3- Sequéncia dos iniciadores utilizados na RT-PCR para os genes VP4,
VP6, VP7 e NSP4 do RVC.

Iniciador Sequéncia 5 2> 3’ Gene Amplicon Referéncia
5-CTC GAT GCT ACT ACA GAA Gouvea et al.
C1(+) TCA G-3 VPo (1991)
4y S-AGCCACATAGTTCACATT o 354pb Gouvea et al.
TCA TCC-3’ (1991)
5-GGC ATT TAA AAA AGA AGA Kazuya et al.
G8S (+) AGC TGT-3' vP7 (1996)
5-AGC CACATGATCTTGTTT 1063pb Kazuya et al
GBA() ACG C -3 VP7 (1996)
T434(+) S-GGCTIA ééA Q,GT AGAGAT  \py Wu et al. (1994)
. 5 —-CTT CTT GCC ACA ATG 843pb
T435(-) AGT CC — 3 VP4 Wu et al. (1994)
5 -GGCTTTAAATTT TTC AGA Chang etal.
NSP4(-) TC. 3 NSP4 (1999b)
615pb
5 — AGC CAC ATG AATTTT Chang etal.
NSP4(+) TCATA-3 NSP4 (1999b)

Fonte: Elaborado pela autora (2014).

A RT-PCR foi desenvolvida em duas etapas. Na primeira, o0 material genético
constituido pelo RNA, foi usado como molde para a producdo de um cDNA, sendo
realizada segundo os protocolos descritos por Kazuya et al. (1996), Gouvea et al.
(1991), Wu et al. (1994) e Chang et al. (1999b). J& na segunda, foi amplificado os
genes do virus pela PCR com vistas a amplificar fragmentos de 354 pb, 1063 pb,
843 pb, 615 pb para os genes VP6, VP7, VP4 e NSP4, respectivamente.
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- Producéo do DNA complementar (cDNA) - Primeira etapa

Esta etapa inicia-se com a formacdo do DNA complementar (cDNA), com
adicao de 5yl do dsRNA de RVC que foi acrescida a 4ul dos pares de iniciadores
C1/C4 (VP6), G8S/G8A (VP7), T434/T435 (VP4) e NSP4 (+) e (-) (NSP4)
concentrados a 20mM, os quais foram desnaturados a 97°C em termociclador por 7
minutos, seguido de imersao em banho de gelo (0°C) por 5 minutos.

ApGs desnaturacdao, foi realizada a transcricdo reversa visando a obtencédo do
cDNA, durante 1 hora a 42°C, utilizando uma mistura (MIX) contendo os itens
listados no QUADRO 4.

QUADRO 4- Reagentes utilizados na MIX da primeira etapa para a sintese de
cDNA pela transcricédo reversa do acido nucleico, de acordo com as

concentragdes e volumes usados por cada reacgao.

Concentracéo ~
cDNA MIX X/l Volume/reacao

H,O (livre de RNase/DNase) - 10,25 ul
dNTP* 25Mm 2ul
Tampao 10X Buffer (sem MgCly) 1X 2,5ul
MgCl, 50mM 1l

RT** 20U 0,25ul
Total 16ul

"Mistura dos quatro desoxiribonucleotideos trifosfato: dATP, dCTP, dGTP e dTTP.
=SuperScript’™ Il RNAse Reverse Transcriptase 10000U, 200 U/uL.

Fonte: Elaborado pela autora (2014).
- Reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR) — Segunda etapa
Apés a obtencdo do cDNA, iniciou-se a segunda etapa, a qual consistiu ha

amplificacdo dos genes pela PCR. Adicionou-se uma segunda MIX contendo os

produtos do cDNA, apresentando os item listados no QUADRO 5.
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QUADRO 5- Reagente utilizados na MIX da segunda etapa da amplificacdo do
cDNA pela técnica da PCR, de acordo com as concentracfes e

volumes usados por cada reacao.

Concentragéo ~
PCR MIX X/l Volume/reacao
H,O (livre de RNase/DNase) - 19,25 ul
dNTP* 25nM 2ul
Tampdao 10X Buffer (sem MgCl,) 10X 2,5ul
MgCl, 50mM 1l
TAQ DNA polymerase 20U 0,25uL
Total 25uL

Mistura dos quatro desoxiribonucleotideos trifosfato: dATP, dCTP, dGTP e dTTP.

Fonte: Elaborado pela autora (2014).

As condicdes necessarias para a amplificacdo dos genes que codificam as
proteinas VP6 e VP7 englobam: 1 ciclo de 94°C por 5 minutos (desnaturacao
prévia), 30 ciclos de 94°C por 1 minuto (desnaturacdo), 48°C por 1 minuto
(hibridizacéo) e 72°C por 1 minuto (extensao), finalizando com um ciclo de 72°C por
7 minutos de extensdo final. Em seguida, os produtos da RT-PCR foram
armazenados a -20°C.

Para reacdo de amplificacdo da proteina VP4 foram utilizadas as seguintes
condicdes: 1 ciclo de 94°C por 5 minutos (desnaturacéo prévia), 35 ciclos de 94°C
por 30 segundos (desnaturacédo), 50°C por 30 segundos (hibridizacéo) e 72°C por 1
minuto (extensao), finalizando com um ciclo de 72°C por 7 minutos de extensao final.

Para a reacdo de amplificacdo da proteina NSP4 foram utilizadas as seguintes
condicBes: 1 ciclo de 94°C por 5 minutos (desnhaturacdo prévia), 40 ciclos de 94°C
por 30 segundos (desnaturacao), 50°C por 30 segundos (hibridizacéo) e 72°C por

1 minutos (extensao), finalizando com um ciclo de 72°C por 7 minutos de extensao.

5.4.5. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos obtidos na RT-PCR foram submetidos a eletroforese horizontal em

gel de agarose (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) a 1,5% em Tamp&o Tris-Borato-
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EDTA (TBE) 1X. Foram adicionados 10ul dos produtos e aplicados a 2ul do corante
Loading buffer e SyBR® safe DNA Gel Stain (Invitrogen ™, Eugene, Oregon, USA).
Em outro orificio foi aplicado o marcador de peso molecular de 123pb (Invitrogen®,
Carlsbad, CA, USA) diluido em 8ul de TBE 1X. O gel foi submetido a eletroforese
horizontal na condi¢cdo de 120 V e 400 mA por 25 a 35 minutos. A visualizacdo dos
fragmentos amplificados foi realizada no aparelho de foto-documentagdo GEL DOC
1000 (Vilber Lourmat, France) com auxilio do programa BioCapt.

Os produtos da RT-PCR foram visualizados e submetidos a purificacdo e
posterior sequenciamento. Apenas a produtos que ndo amplificaram na RT-PCR
foram repetidos. Em todas as eletroforeses foram utilizados os controles positivos e
negativos das respectivas reacoes de RT-PCR. O preparo da solucdo questéo esta
descrito no Apéndice B.

5.4.6. Sequenciamento parcial do genoma viral
5.4.6.1. Purificacédo do produto da RT-PCR

Os produtos obtidos a partir da RT-PCR foram purificados visando o
sequenciamento de nucleotideos. Foi utilizado o kit EasGen - EasyPrep PCR clean-
up Mini (EasyPath®, SP, BR), para purificar o produto da RT-PCR, o qual baseia-se
na purificacdo de fragmentos de DNA de produtos da PCR na faixa de 100pb até
10kb, retirando as amplificacdes secundarias observadas na eletroforese em gel de
agarose, segundo protocolo descrito pelo fabricante detalhado abaixo.

Transferiu-se 10-100ul de produto da PCR e adicionou-se 5 vezes o volume de
tampéao de ligacéo para cada volume da PCR em um microtubo de 1,5ml, seguido de
agitacdo em vortex. A mistura obtida foi transferida para a coluna acoplada com o
tubo coletor de 2ml, centrifugando-a por 1 minuto a 10.000 Xg. Descartou-se o
liquido do tubo coletor o qual foi recolocado na coluna. Adicionou-se 750 pl do
tampéo de lavagem na coluna, o qual foi centrifugado a 10.000Xg por 1 minuto para
lavagem da coluna.

Logo apoés, descartou-se o liquido do tubo coletor e, para remover residuos de
reagentes, centrifugou-se a coluna novamente por 3 minutos a 10.000 Xg sem
adicionar nenhum reagente para secar a coluna. Posteriormente, transferiu-se a

coluna do tubo coletor, com muito cuidado, para um tubo de eluicdo (1,5ml). Em
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seguida, para eluir o DNA, adicionou-se 40 pl do tampéao de eluicdo ou ddH,O (pH
7,0~8,5) no centro da membrana, incubando-a em temperatura ambiente por 2
minutos. Logo apods, centrifugou-se por 1 minuto a 10.000 Xg, para entdo recolher e
armazenar o produto final a -20°C. O processo descrito € ilustrado na FIGURA 13.

FIGURA 13- Esquema de purificacdo do produto da
RT-PCR seguindo o protocolo do kit
EasGen - EasyPrep PCR clean-up
Mini.

Produto de reacaoc de PCR ou
Produto de reacio enzimatica
{Tampao de Ligagao)

Ligacdo

centrifugar C
centrifugar C
centrifugar C

Lavagem (Tampao de Lavagem)

Eluicdo (Tampéao de Eluigao)

Fragmento de DNA purificado

Fonte: EasyPath®, SP, BR.
5.4.6.2. Quantificacdo do DNA purificado

A quantificacdo do DNA para a determinacdo da concentracdo do mesmo foi
realizada segundo o protocolo descrito pelo fabricante com o uso do marcador de
peso molecular Low Mass Ladder (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA).

O DNA purificado juntamente com o corante Loading buffer e SyBR® safe DNA
Gel Stain (Invitrogen ™, Eugene, Oregon, USA) foram aplicados em gel de agarose
(Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) a 2% em Tampé&o Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X.
Foi aplicado também em outro orificio, 0 marcador de peso molecular Low DNA
Mass Ladder (Invitrogen ™, Carlsbad, CA, USA).

Em seguida, as bandas de interesse no gel foram comparadas com o peso

molecular, segundo a intensidade da banda, e a concentracdo do DNA calculado
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que foi expressa em nanogramas (ng), servindo de parametro para a reagdo de

sequenciamento.
5.4.6.3. Sequenciamento de nucleotideos

A reacdo de sequenciamento foi realizada visando a caracterizacado dos genes

seguindo a técnica descrita no esquema mostrado na FIGURA 14.

FIGURA 14- Esquema da reacdo de sequenciamento automatico
de DNA.

moliécula de DNA fita simples
a ser sequenciada

T 1
s [AlT[G[CcIT[GICIAITICIAIA[T][C] 5

=y
primer
. (c] =3

desoxirribonucleotideos

L o [Gle
didesoxirribonucleotideos em
pequenas quantidades, marcados

com diferentes fluorocromos

—%—— DNA-poiimerase

4

Sintese
de DNA J

&)

FEIalelalalclalTAlal[T[T]AlGl®
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Legenda: A sequéncia de nucleotideos de determinada molécula de DNA é
obtida por meio da reacdo de sintese de DNA que ocorre na
presenca dos quatro desoxirribonucleotideos e de uma
pequena quantidade de didesoxirribonucleotideos (ddATP,
ddCTP, ddGTP e ddTTP). Esses Ultimos sdo nucleosideos
terminadores de cadeia, pois ndo possuem o grupo OH na
extremidade 3', e, por isso, a DNA-polimerase ndo consegue
continuar a sintese, sendo sintetizado moléculas de diversos
tamanhos. ApGs transcorrido 0 tempo necessario, a reacédo é
aplicada em um capilar contendo gel de acrilamida e submetida
a uma eletroforese. Cada ddNTP é ligado a um fluorocromo
diferente, o qual é detectado pelo laser do sequenciador. Os
dados sdo enviados a um computador acoplado ao
sequenciador e analisados por um programa especifico.

Fonte: Adaptado de Rossetti, Silva e Rodrigues (2006).
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O sequenciamento foi conduzido nas amostras que amplificaram para os
genes VP6, VP7, VP4 e NSP4 segundo o protocolo descrito pelo fabricante do kit
Big Dye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, USA), utilizando-se uma
mistura da reacao conforme o QUADRO 6.

QUADRO 6- Reagentes utilizados na reacdo de sequenciamento nas amostras
com positividade para os genes VP6, VP7, VP4 e NSP4.

. _ Concentragao .
Reacéo de sequenciamento Volume/reagéo
1X/ul
Tampao de sequenciamento 5X - 1uL
Big Dye Terminator v.3.1 25mM 2uL
Iniciador” 4pmol 2uM 2ul
N Depende da concentragéo
DNA purificado - L
(maximo 5pl)
_ Depende da quantidade
H,0O livre de RNase/DNase - o
de DNA (maximo 3ul)
Total 10uL

*Iniciadores utilizados de acordo com o quadrol

Fonte: Elaborado pela autora (2013).

A mistura da reacéo foi adicionada a cada orificio da placa, juntamente com o
DNA purificado e posteriormente, a placa foi selada com a septa e colocada no
temociclador nas seguintes condi¢des: 25 ciclos de 96°C por 30 segundos
(desnaturacédo), 50°C por 15 segundos (hibridizacdo) e 60°C por 3 minutos
(extenséo).

5.4.6.4. Purificacdo do produto do sequenciamento

O produto dessa reacdo foi purificado por precipitacdo com isopropanol e
etanol, com a finalidade de retirar o excesso de “terminadores” ndo incorporados na
reacdo de sequenciamento. Esta reacdo foi realizada conforme procedimento
descrito a seguir.

Primeiramente, adicionou-se 40ul do isopropanol 70% em cada produto da

reacdo, agitando posteriormente em vortex por 3 a 5 segundos. Selou-se a placa
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com papel adesivo e incubou-se & TA por 15 minutos, deixando a placa dentro da
centrifuga e em seguida, centrifugou-se por 45 minutos a 4.000 Xg.

Ap6s a centrifugacdo, retirou-se o sobrenadante por inversdo da placa. Em
seguida, adicionou-se 200ul de etanol a 70% em cada orificio e centrifugou-se a
placa por 10 minutos a 4.000 Xg, retirando o sobrenadante novamente por inversao
da placa. Todavia, desta vez, manteve-se a placa invertida para, entéao, realizar uma
centrifugacdo rapida na mesma sobre um papel absorvente (~1000Xg/30seg).
Secou-se a placa em termociclador a 60°C por 4 minutos com a tampa aberta para,

posteriormente, suspender o sedimento.
5.4.6.5. Eletroforese em sequenciador automatico

Para a realizacéo da eletroforese as amostras foram ressuspensas em 10ul de
formamida Hi-Di (Applied Biosystems®, England), desnaturadas a 95°C por 5
minutos, em termociclador e colocadas em banho de gelo a 0 °C por 3 minutos, e
posterior centrifugacdo 1000Xg/30seg. Em seguida, a placa foi conduzida ao
sequenciador automatico ABI PRISM 3130 XL DNA Sequencer (Applied
Biosystems®, Foster City, USA), mediante a utilizagéo de marcadores com particulas
fluorescentes que ao contato com raios laser, emitem fluorescéncia em distintos
comprimentos de onda, correspondendo a cada nucleotideo na extremidade 3’
(SANGER et al., 1977).

5.4.6.6. Dendrograma de similaridade

As sequéncias obtidas para os genes VP6, VP7, VP4 e NSP4 foram alinhadas
e editadas utilizando o programa BioEdit Sequence alignment Editor (Version
0.7.9.1). Em seguida, as sequéncias foram comparadas com as de outros virus
isolados e disponiveis no banco de genes (Genbank- National Center for
Biotechnology Information, US- [http://www.ncbi.nlm.nih.gov]), utilizando o programa
BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast).

Os dendrogramas foram construidos empregando-se o programa MEGA v. 5
(TAMURA et al., 2011), com distancia genética calculada pelo modelo Kimura- 2

parametros, utilizando-se o algoritmo de Neighbor-Joining, empregando o teste de
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confiabilidade ndo paramétrico de 2000 pseudorréplicas (KIMURA, 1980;
FELSENSTEIN, 1985).

As sequéncias obtidas das amostras selecionadas foram avaliadas quanto a
presenca de substituicdes nucleotidicas e aminoacidicas a fim de verificar a possivel

presenca de polimorfismo nas amostras analisadas.

5.4.7. Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no programas BioEstat 5.0 (AYRES et
al., 2008). Os dados obtidos nos testes juntamente com as informacdes obtidas nas
fichas clinicas foram organizados e adicionados a Planilha da Microsoft Office Excel
2010. O universo amostral foi calculado utilizando a calculadora on-line para calculos
amostrais (SANTOS, 2010).

O qui-quadrado particdo foi utilizado para avaliar a significancia estatistica
entre as faixas etarias das criancas infectadas. Foi empregado o teste exato de
Fisher para correlacionar a infeccdo pelo patégeno com o género das criangcas. O
teste de regressao logistica simples foi realizado a fim de analisar os sinais e
sintomas das criancas acometidas pelo RVC. Em todos os testes executados no
estudo, as diferencas estatisticamente significativas foram expressas por valores de
p < 0,05. Os graficos apresentados neste estudo foram produzidos no programa
Microsoft Office Excel 2010.
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6. RESULTADO
6.1. DETECCAO DERVC

A positividade encontrada para RVC por EGPA foi de 2,1% (6/279). Vale
ressaltar que 33 amostras relacionadas para o estudo ndo tinham material suficiente

para andlise e por isso foram excluidas. Os resultados obtidos por esta técnica estéo
detalhados no GRAFICO 1.

GRAFICO 1- Deteccdo do RVC por EGPA em 279 espécimes fecais coletados de

criancas hospitalizadas com gastrenterite aguda em Belém, Para, no
periodo de maio de 2008 a abril de 2011.

— Anol

3,6% (3/94)
Neg

97,9%; 273
— Ano?
1.8% (2/125)

Ano 3

NCASE —
(16,7%) 1,1% (1/93)

1 percentual de positividade calculado em relag&o ao total de amostras positivas do estudo.
2 percentual de positividade calculado em relagéo ao total de amostras positivas obtidas por ano.

Fonte: Elaborado pela autora (2014).
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6.2. GENOTIPAGEM E SEQUENCIAMENTO

A RT-PCR demonstrou positividade em seis amostras (6/279—-2,1%) com trés
delas submetidas ao sequenciamento automatico, em razdo do restante apresentar
amplificacdo muito fraca e ficar impossibilitado para andlise. As amostras
sequenciadas foram classificadas nos genotipos 12, G4, P[2] e E2 para 0s genes
VP6, VP7, VP4 e NSP4, respectivamente, e nas analises aminoacidicas foram
utilizadas as regides codificantes de cada gene.

O sequenciamento de nucleotideos para o gene VP6 demonstrou
agrupamento no gendtipo humano 12 circulante no periodo de 2008 com similaridade
entre as mesmas de 99,5 a 100% para nucleotideos (nt) e de 98,4 a 100% para
aminoacidos (aa). Tais amostras ficaram agrupadas no mesmo braco com outras do
Jap&o (OH567), China (YNROO1) e india (V508 e V460) com similaridades de nt =
98% e de aa = 98,4%.

Foram também observadas similaridade de nt de 99 a 100% e aa de 100%
para amostras de RVC que circularam no Brasil nos anos de 2008 como SP28 e
SP36. Ja em Belém, Brasil, circularam as seguintes cepas: Belem, PA23997-34,
PA24002-75 e PA24357-23 com similaridades de nt = 96,5% e aa = 93,5%. Esses
dados estdo apresentados no dendrograma de classificacdo genética do gene VP6
das amostras positivas observado na FIGURA 15.

As amostras do presente estudo com genoétipo 12 ndo apresentaram

substituicGes aminoacidicas na regido codificante.



FIGURA 15: Dendrograma demonstrando a classificacdo genética do gene
VP6 das amostras positivas para RVC em fezes de criangas
hospitalizadas com gastrenterite entre maio/2008 a abril/2011
em Belém-PA. As representacfes das amostras desse estudo
estdo organizadas da seguinte forma: Virus (RVC)/origem do
hospedeiro (Hu)/pais de coleta (Brasil)/cédigo da amostra/anos

de coleta/gendtipo.

RVC/Hu/PA-Brasil2A0050/200812 )
— RVC/Hu/BrasiliSP36/2008/2
RVC/Hu/PA-Brasill2A0528/2008/12
RVC/Hu/PA-BrasiliZAD374/200812
RVC/MHu/Brasil/SP28/200812
— RVC/HulJapao/OH567/200312
RVC/MHu/ChinaYNROO1/200712
—RVC/Hu/Brasil/Belem/193812
1 (RVC/MHu/BrasilPA23997-34/198412
ELRVCH-Iu;'NigeriaﬂuﬂnduganariHQQQ-EUUUﬂE
RVCHu/ndialv46000X12
RVC/HulindialV508/200112
— RVC/HuMigeria/Jajerin989-200012
RVC/Hu/CoreadaSullCAL10-312/201012
RVC/Hu/ReinolUnido/Preston/ 199212
100 2 RVCHulBrasilPA24357-2311883)2
L 88IRVC/Hu/BrasiliPA24002-75/198512
RVC/MHuReinoUnido/Bristol198312 —
RVC/PolJapaoiShintoku/199113 =B
RVC/PoReinoUnido/Cowden/198211  ~
‘ RVC/Hu/BrasillPA24006-29/1983/1
0.02 100 |RvCHuBrasiPA2e006-241a8a11 1
B4 RVC/Hu/BrasiliPA24006-63/198511
RVC/Hu/BrasillPA24042-78/198611

2

Fonte: Elaborado pela autora (2014).
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Para o gene VP7, as mesmas agruparam-se no genétipo humano G4
circulantes no periodo de 2008, com similaridade, entre as mesmas de 99,7 a 100%
para nt e de 100% para aa. Agruparam-se no mesmo braco das amostras do Japao
(Y08-3) e Colombia (Javeriana) com similaridades de nt = 99,7% e de aa de 100%.
Apresentaram, também, similaridade de nt = 94,2% e aa = 93,5% nas cepas do
Brasil, Beléem, 6325 e 10007 circulantes nos anos de 1989, 2003 e 2004,
respectivamente (FIGURA 16).

FIGURA 16: Dendrograma demonstrando a classificacdo genética do gene VP7 das
amostras positivas para RVC em fezes de criancas hospitalizadas com
gastrenterite entre maio/2008 a abril/2011 em Belém-PA. As
representacbes das amostras desse estudo estdo organizadas da
seguinte forma: Virus (RVC)/origem do hospedeiro (Hu)/pais de coleta
(Brasil)/codigo da amostra/anos de coleta/genotipo.

RVC/HWPA-BrasiliZAD059/2008'G4 T
RVC/Hulapao/08-3/2011/G4
RVC/HWPA-BrasiliZAD374/2008/G4
98 RVC /HU/PA-Brasili2ZA0528/2008/G4
RVC/HulJapao11-1/2011/G4
RVC/Hu/Colombia/laveriana/2003/G4
RVC/HufArgentina/Sonalo™996/G4
RVCHu/SueciaMa7/451/1987/G4
RVC/Hu/Brasil/Belem/1989/G4 G4
RWC/Hu/Australia/CHRVIAS0LM 990/G4
RVC/Hu/Brasilo007/2004/G4
RVC/MHu/ReinoUnido/Bristol1988/G4
RVC/Hu/ReinoUnido/Freston1992/G4
RVC/HuMigeriaModuganari/1999-2000/G4
gorRVCHuIndiav508/2001/G4
RVC/MHuEspanha/BCHN9/1897-20000G4
WC/Hu/Coreadosul/CA10-312 /20100G4
77— RVC/Hu/Brasill6325/2003/G4
RVC/FPoM34/04-18Mtaliaf2003G5 _} Gz
RVC/Po/ReinoUnido/Cowden™ 982/G1 } Gl
RV C/Po/MF/EstadosUnidos/1 QQ‘UG} 53
RVC/Bo/Mapao/ShintokuM991/G2 ﬂ: G2

101

a7

83

RVC/PodtaliaM 34/04-2/2003/G6 GE

0.05

Fonte: Elaborado pela autora (2014).
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As amostras do estudo apresentaram seis substituicbes aminoacidicas

guando comparadas com o prototipo Bristol, sendo elas: posi¢gdes 37 (I—-M); 49
(G—C); 53 (T—-1); 169 (R—K); 215 (A—V), apenas na amostra 2A0059; e 259 (I-V).
A sequéncia codificante do gene VP7 destaca a ocorréncia das substituicdes de aa

nas amostras positivas para RVC (FIGURA 17).

FIGURA 17: Sequéncias aminoacidicas do gene VP7 das amostras do presente

estudo, prototipo, amostras do Brasil e do mundo. Os retangulos

vermelhos indicam as substituicbes dos aa identificadas.

aa encontram-se no anexo B.
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G/ Hn/Brasil fBelen /1 98 59/G4
BVC /o Japao MMOE-3 /2011 /G4
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BC /By Brasil 1000 T 2004/ 54
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J& para o gene VP4, as amostras agruparam no genétipo humano P[2]
circulantes no periodo de 2008, com similaridade, entre as mesmas de 99,6 a 100%
para nt e 100% para aa.

Essas amostras agruparam no mesmo braco com amostras da india (V508) e
Bangladesh (BS347) com similaridades de nt = 97,4% e de aa = 98%. As cepas que
circularam no Brasil (6325, 1007 e Belém) nos anos de 2003, 2004 e 1989,
respectivamente, e apresentaram similaridades de nt = 94,9% e aa = 97,4%
(FIGURA 18).

As amostras do estudo apresentaram 12 substituicdes aminoacidicas quando
comparadas com o protétipo Bristol, sendo elas: posi¢cdes 31 (V—l); 55 (I-T); 124
(T—A); 129 (N—-D), 132 (N—T); 139 (D—V); 181 (R—K); 224 (S—N); 238 (A—-V);
241 (V-l); 243 (M—l), 252 (N—I). Destacam-se os residuos das posi¢gdes 55 e 243
por apresentarem-se apenas nas amostras circulantes na regido Amazobnica
brasileira. As substituicbes de aa ocorridas nesse gene nas amostras do presente

estudo estdo destacadas na FIGURA 19.
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FIGURA 18: Dendrograma demonstrando a classificacdo genética do gene VP4 das

amostras positivas para RVC em fezes de criancas hospitalizadas com

gastrenterite entre maio/2008 a abril/2011 em Belém-PA. As

representacbes das amostras desse estudo estdo organizadas da

seguinte forma: Virus (RVC)/origem do hospedeiro (Hu)/pais de coleta

(Brasil)/cédigo da amostra/anos de coleta/genatipo.

100

10gRVC/MHu/BrasilBelem/1989/P2
RVC/Hu/Espanha/BCNG/1997-2000/P2
RVC/HuReinoUnido/Bristol/1988/P2
RVC/HuwAustralia/ CHRV/AS3M/1993/P2
RVC/MHu/Brasil'10007/2004/P2
RVC/Hu/Japao/BK0830/2008/FP2
79|RVC/HulJapao/OH567/2003/P2

&0

85-RVG/Hu/ChinaWu82/2001/P2
RVC/Hu/NigeriaMonuganari/1999-2000/P2
o—RVC/HuBangladesh/BS347/2005/F2
RVC/Hu/Coreadosull CAU10-312/2010/P2
RVC/Hu/Brasil6325/2003/P2
RVC/Hu/India/\'508/2001/F2
RVC/Hu/PA-Brasil/2A0528/2008/P2
g5||RVC/HUIPA-Brasill2A0374/2008/P2
93RVC/Hu/PA-Brasili2A0059/2008/P2

RVC/Po/ReinoUnido/Cowden/1982/P1

0.05

Fonte: Elaborado pela autora (2014).
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FIGURA 19: Sequéncias aminoacidicas do gene

75

VP4 das amostras do presente

estudo, prototipo, amostras do Brasil e do mundo. Os retangulos

vermelhos indicam as substituicbes

aa encontram-se no anexo B.

dos aa identificadas. Siglas dos
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Para o0 gene NSP4, as amostras do presente estudo agruparam no genotipo
humano E2 circulantes no periodo de 2008, com similaridade, entre as mesmas de
99,6 a 99,8% para nt e 99,3 a 100% para aa. Agruparam-se no mesmo braco da
amostra do Brasil (IAL-rc33), do Japédo (BK0830) e China (Wu82 e OH567) com
similaridades de nt =2 97,7% e de aa = 97,3%. As demais cepas do Brasil (10007 e
6325) tiveram pouca similaridade com as amostras do estudo apresentando nt =
67,5% e aa 2 93,8% (FIGURA 20).

FIGURA 20: Dendrograma demonstrando a classificacdo genética do gene NSP4
das amostras positivas para RVC em fezes de criancas hospitalizadas
com gastrenterite entre maio/2008 a abril/2011 em Belém-PA. As
representacbes das amostras desse estudo estdo organizadas da
seguinte forma: Virus (RVC)/origem do hospedeiro (Hu)/pais de coleta

(Brasil)/codigo da amostra/anos de coleta/genatipo.

RVC/Hu/PA-Brasil/2A0069/2008/E2
RVC/Hu/PA-Brasil/2A0528/2008/E2
° RVC/Hu/PA-Brasili2A0374/2008/E2
: RVC/Hu/BrasillAL-rc33/2008/E2
RVC/Hu/Jap&o/ BK0830/2008/E2
RVC/HuMTurquial GUP188/2005/E2
RVC/Hu/ChinaWu82/2001/E2
VC/HWChina/OH567/2003/E2 L E2
£RVC.IH u/Japéo/Ehime9301/1993/E2
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/5 RVC/ReinoUnido/Bristol/1988/E2

RVC/Hu/india/\V508/2001/E2
RVC/Hu/Bangladesh/BS347/2005/E2

m RVC/Hu/Coreadosul/CAU10-312/2010/E2
|RVC.IH wBrasil/10007/2004/E2
100 RVC/HWBrasil6325/2003/E2

RVC/Po/ReinoUnido/Cowden-Virulent/1982/E 1 } El

0.0
Fonte: Elaborado pela autora (2014).
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As amostras sob andlise para o gene NSP4 apresentaram duas substituicdes

aminoacidicas quando comparadas com o prototipo Bristol, sendo elas: posi¢cdes 7

(S—L) e 15 (H—Q), este ultimo foi observado apenas nas amostras do Brasil

formando um grupamento regional, o qual é observado na sequéncia de aa em

destaque na FIGURA 21.

FIGURA 21: Sequéncias aminoacidicas do gene NSP4 das amostras do presente

estudo, prototipo, amostras do Brasil e do mundo. Os retangulos

BEVC/ReinolUnido/Bristel /1988/E2 MRKINNKNS

REVC,/Hu,/PA-Brasil/2a0374/2008/ B2 .. .. ..
REVC,/Hu,/PA-Brasil/2a009,/2008/E2 .. .. ..
BEVC,/Hu,/PA-Brasil/2a0E28/2008/E2 ... ...
REVC/Hu/Brasil /ITAL-rc33/2008/E2 .. ... .

EVC/Hu,/Bangladesh/BsS347 /200/E ..... . .
RVC/Hu/Coreadosul fCAUT10-312 /20 .. ... . .
RVC/Hu,/India/;Vvs508 /2001 /E2 LR L.

EVC/Hu,/ Japao/Ehime9301 /1993 /E2 . ... . .
RVC/Hu/China/Wuaug82 /2001 /22 . .....
EVC,/Hu/China/0HS567 /2003 /E2 . .....
RVC/Hu/ Japdo /BK0830/2008/E2 . ... ..
BEVC/Hu/Turquia/GUP188/2005/E2 -

REVC/Hu/Brasil/10007/2004/ 22 . ... .. .
EVC/Hu/Brasil /6328 /2004/E2 ... .. .

BEVC/Po/ReinolUnido/Cowden-Virnl FKIE.

1Ts .

20 30
I I I
YEEVMKO TREMET

vermelhos indicam as substituicbes dos aa identificadas. Slglas dos

aa encontram-se no anexo B.

Fonte: Elaborado pela autora (2014).
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6.3. ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS

A frequéncia do RVC foi maior entre criangas com idades de 24 a 36 meses
(5,7%- 3/53). As criancas menores de dois anos apresentaram correlagcdo positiva
com a infecg&o por RVC demonstrado pelo teste de qui-quadrado particdo com p (p=
0,0493) estatisticamente significante (TABELA 1).

TABELA 1- Frequéncia de positividade para RVC por RT-PCR de acordo com a faixa
etaria em criancas hospitalizadas com gastrenterite aguda entre maio de
2008 a abril de 2011 na clinica Pediatrica do Para

Idade em meses Positivos Negativos Porcentagem
016 0 18 0%
6112 0 66 0%

12124 2 110 1,8%
24 2 36 4 77 5,2%

*Nao informado 0 2 0%

Total 6 273 2,1%

*pacientes sem informac&o nas suas fichas clinicas a respeito da data de seu nascimento.

Fonte: Elaborado pela autora (2014).

O teste exato de Fisher revelou que o género dos pacientes hospitalizados
ndo teve relacdo com a infeccdo por RVC, demonstrado pelo valor de p
estatisticamente nado significativo (p=0,2167). Porém, o género masculino se
apresentou em maior frequéncia nos pacientes positivos para RVC com 83,3% (5/6)
e também entre as amostras testadas com 3,5% (5/144) como observado na
TABELA 2.
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TABELA 2- Frequéncia de RVC por RT-PCR e por género em criancas

hospitalizadas com gastrenterite aguda entre maio de 2008 a abril de

2011 na clinica Pediatrica do Para

A Frequéncia
Frequéncia Pos/ total por género
Género Posfl'o_tal pos por género testgdo por do total
n=6 dos pos género testado
0, =
(%) N= 276 (%)
Feminino 1/6 16,7% 1/135 0,7%
Masculino 5/6 83,3% 5/144 3,5%

Fonte: Elaborado pela autora (2014).

Os sinais e/ou sintomas clinicos das criangas menores de trés anos com RVC

foi avaliado pelo teste de regresséao logistica simples, que apresentou os valores de

p estatisticamente nao significativos (TABELA 3).
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TABELA 3- Principais sinais e/ou sintomas apresentados pelas criangcas

hospitalizadas com gastrenterite aguda entre maio de 2008 a abril de

2011 na clinica Pediatrica do Para

Sinais e sintomas

Frequéncia
Casos Casos
positivos Negativos

p valor

Vomito
Febre
Diurese diminuida

Desidratacao

Recusa alimentar

Palidez
Astenia

Nauseas

83,3% (5/6)
80% (4/5)

100% (1/1)

100% (3/3)

100% (2/2)
0

100% (1/1)

89,19% (181/203)
94% (219/233)
97,4% (38/39)

98,9% (89/90)

100% (59/59)
100% (82/82)
100% (34/34)

100% (35/35)

p=0, 6812

p=0, 2379

p=0, 9633

p=0, 9434

*NE

*NE

*NE

*NE

*NE — O teste nédo foi realizado devido todos os pacientes apresentarem 0s sinais e/ou sintomas em

questao.

Fonte: Elaborado pela autora (2014).

Os principais sinais e sintomas apresentados pelos seis pacientes positivos

para RVC foram vomito, febre, diurese diminuida, nauseas, desidratacdo e palidez

(GRAFICO 2). A diarreia variou de trés a sete dias com trés a quatro evacuacdes ao

dia. Nos dados clinicos desses pacientes ndo ha registro de vacinacao prévia para

RVA nem alimentacao por leite materno.
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GRAFICO 2- Principais sinais e/ou sintomas apresentados por criangas
hospitalizadas com gastrenterite aguda na clinica
Pediatrica do Par4, no periodo de maio de 2008 a abril de

2011.
250
200
S
150
100
50
o | L]
Vémito Febre Diurese De5|gl rata recusa palidez astenia | nauseas
céo alimentar
B POS 5 4 1 3 0 2 0 1
UNEG 181 219 38 89 59 82 34 35

Fonte: Elaborado pela autora (2014).

N&ao foi possivel observar um padrédo de sazonalidade para RVC no presente

estudo em razdo de ter se detectado apenas seis casos como detalhado no
QUADRO 7.
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QUADRO 7- Dados dos espécimes clinicos positivos para RVC coletados

na clinica Pediatrica do Para no periodo de 2008 a 2011.

Espécimes Més de coleta Ano de coleta
2A0059 Maio 2008
2A0374 Agosto 2008
2A0528 Setembro 2008
2A1508 Maio 2009
2A2986 Abril 2009
2A4134 Abril 2010

Fonte: Elaborado pela autora (2014).

Os fatores climaticos, também, ndo foram definidos, visto que as seis
amostras positivas para RVC ocorreram em meses distintos em um clima
constantemente quente e umido, portanto, ndo sendo possivel se estabelecer uma

relacdo com a infeccao por RVC.
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7. DISCUSSAO

7.1. DETECCAO DERVC

Estudos realizados em varios paises confirmaram que os RVC ndo séo tao
incomuns em humanos como se pensava. No caso de vigilancias intensivas de GA,
o RVC foi encontrado em paises como Japao (KUZUYA et al., 1998; PHAN et al.,
2004), Suécia (NILSSON et al., 2000), Brasil (GABBAY et al., 1999; 2008), Espanha
(SANCHEZ-FAUQUIER et al., 2003), Estados unidos (JIANG et al., 1995; ESONA et
al., 2008), Itdlia (MEDICI et al., 2009), Turquia (MITUI et al., 2009) e Argentina
(CASTELLO et al., 2009) variando de 0,6% a 35% dos casos.

Estudos conduzidos em S&o Paulo e Goias nos anos de 2007 e 2008
mostraram que o RVC foi encontrado em prevaléncia de 0,8% e de 0,4% em 2011
(LUCHS et al., 2009; 2011). Em Belém, Para, GABBAY et al. (2008) detectaram
infeccdo por RVC em criancas de 0-3 anos, resultando em 13% dos casos
diarreicos. Mais recentemente, Kaiano et al. (2010), analisaram espécimes fecais de
criancas sintomaticas ou nao para GA, residentes em uma comunidade
remanescente de quilombos em Ananindeua, Para e registraram o primeiro caso de
RVC em uma crianca com diarreia vivendo em uma comunidade semi isolada,
representando 2,3% dos casos.

Nos casos de surtos, o RVC foi detectado em 1,2% de creches e escolas do
Japao (KUMAZAKI E USUKU, 2013). No Brasil, um estudo realizado por Souza et al.
(1998) demonstrou positividade para RVC de 6,5% em um surto de GA em Sao
Paulo no ano de 1993.

Com relacéo a criancas hospitalizadas por GA, o presente estudo demonstrou
gue os RVC circularam em 2,1% das criancas, resultado similar aos 3% detectados
nos Estados Unidos com cepas humanas do RVC entre criancas hospitalizadas
(JIANG et al., 1995). Foi registrado também em ambiente hospitalar na Coréia do sul
com o RVC sendo detectado em 0,7% das criancas (MOON et al., 2011).

Vale ressaltar que a vigilancia intensiva para GA foi realizada para o RVA o
gual foi detectado em 21,6% (628/2904) das amostras, seguido pela deteccdo de
NoV 35,4% (171/483) nas amostras negativas para RVA (SIQUEIRA et al., 2013).
Para a pesquisa de RVC, os dados do presente estudo demonstram que 0 virus

circulou em 2,1% da populacéo infantil hospitalizada na clinica Pediatrica do Para
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gue também se mostrou negativa para RVA e/ou NoV. Desta forma, a ampliacdo dos
métodos de deteccédo e vigilancia de patégenos ainda desconhecidos favoreceréo a
elucidacdo diagnostica e o controle de patdbgenos emergentes em criancas
hospitalizadas com GA, principalmente na regido Amazoénica do Brasil.

7.2.  ANALISES MOLECULARES

O sequenciamento parcial de nucleotideos foi analisado conjuntamente com
cepas de origens suinas e bovinas e demonstrou que as amostras do presente
estudo agruparam nos genotipos de RVC humano 12, G4, P[2] e E2 para 0s genes
VP6, VP7, VP4 e NSP4, respectivamente. Tal achado se mostrou similar aos
genotipos encontrados por Kumazaki e Usuku (2013) ao sequenciarem esses quatro
genes humanos em espécimes clinicos coletadas de surtos de gastrenterite aguda

ocorrido no Japéo no periodo de 2006 a 2012.

7.2.1. Gene VP6

As amostras da regido metropolitana de Belém, Para analisadas para o gene
VP6 apresentaram maior similaridade (nt 2 98% e aa = 98,4%) com as amostras do
Brasil (SP28 e SP36), Japdo (OH567), China (YNROO1), india (V508 e V460) e
menor similaridade (nt = 96,5% e aa = 93,5%) com as amostras humanas de Belém,
Brasil (Belém, PA-23997-34, PA-24002-75 e PA-24357-23) que circularam no
periodo de 1983 a 1989. Estudos conduzidos no Japdo, China, india, Brasil,
Argentina, Coréia do Sul, entre outros, apresentaram agrupamento das amostras no
gendtipo 12 de origem humana semelhante ao presente estudo (GABBAY et al.,
2008; CASTELLO et al.,, 2000; LUCHS et al., 2011; YAMAMOTO et al., 2011;
KUMAZAKI E USUKU, 2013; BAEK et al., 2013).

O gendtipo 12 detectado por Luchs et al. (2011) em S&o Paulo, Brasil, em
espécimes clinicos oriundos de um surto de diarreia em criangas ocorrido nos anos
de 2007 e 2008 (SP28 e SP36), apresentou similaridade de nt 2 99% e aa = 100%
com as amostras do presente estudo. Tal fato, também foi observado por Yamamoto
et al. (2013) em espécimes clinicos de criangas entre dois meses a nove anos com

diarreia que tiveram atendimento ambulatorial.
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As amostras do presente estudo demonstraram ser de origem humana
apresentando pouca similaridade (nt = 78,8% e aa = 77,3%) com as amostras do
genotipo |11 de origem suina relatado por Gabbay et al. (2008) durante surto ocorrido
em criancas com diarreia, em Belém, Pard que relacionaram o gene VP6 de 6,5%
das amostras estritamente relacionada a seres humanos (13% criangas diarreicas e
3,7% ndao diarreicas), além de 4% das amostras relacionados a VP6 de suinos,
destacando-se desta forma a possivel transmissao zoonética do RVC.

As amostras do genoétipo 12 do presente estudo ndo apresentaram
modifica¢cdes aminoacidicas, corroborada por estudos previamente relatados de que
0 gene VP6 tem um alto grau de conservagcao (KUMAZAKI E USUKU, 2013; BAEK
et al., 2013).

7.2.2. Gene VP7

As amostras dos pacientes pediatricos de Belém, Para analisadas para o
gene VP7 apresentaram similaridade (nt = 94,6% e aa = 95,7%) com as amostras do
Japao (Y08-3 e Y11-1), Colébmbia (Javeriana) e Brasil (Belém, 10007 e 6325),
apresentando-se todas no agrupamento do genotipo G4 de RVC humano, de acordo
com a descricdo de Martella et al. (2007).

Em estudo conduzido por Kumazaki e Usuku (2013), a amostra do Japao,
Y08-3, apresentou similaridade de nt e aa de 100% com as amostras do estudo,
demonstrando a semelhanca de cepas circulantes entre 2006 a 2012 com as que
circularam na regido metropolitana de Belém em 2008 a 2011.

O gendtipo G4 identificado por Araugjo et al. (2011), no Rio de Janeiro e Rio
Grande do Sul, Brasil, oriundos de espécimes clinicos de criancas com diarreia
ocorridos nos anos de 2003 e 2004, apresentaram baixa similaridade de nt e aa (nt
=2 94,2% e aa = 93,5%) com as amostras do presente estudo, observado a formacéao
de dois grupos na arvore evolutiva, o que possivelmente pode ter ocorrido devido a
circulacao simultanea de duas linhagens de RVC no Brasil.

As amostras do presente estudo apresentaram modificacbes de aa nos
residuos 37, 49, 53, 169, 215 e 259. O residuo 215 apresentou modificacédo
exclusiva da amostra 2A0059 oriunda da regido metropolitana de Belém circulante
no ano de 2008. Modificagbes aminoacidicas também ocorreram nas amostras

Asidticas (Y08-3 e Y11-1), porém em sitios distintos das amostras do presente
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estudo (KUMAZAKI E USUKU, 2013). Comparacdes a respeito de modificacdes
aminoacidicas da proteina VP7 do RVC ainda sdo muito escassas na literatura,
requerendo futuras pesquisas em relacao a essas modificagdes.

7.2.3. Gene VP4

Na analise do gene VP4, foi observado que as amostras estudadas possuem
similaridade (nt = 97,4% e aa = 98%) com amostras da india (V508), Bangladesh
(BS347), e, também do Brasil (6325, 10007 e Belém) (nt = 94,9% e aa = 97,4%), no
gual todas agruparam no genotipo P[2] de humano como descrito por Jiang et al.
(1999).

Araujo et al. (2011) observaram que as cepas com mesmo genotipo P[2],
amostras 6325 e 10007, apresentaram uma distancia significativa na arvore
filogenética formando dois agrupamentos. Este fato pode ser observado em relagéo
as amostras do presente estudo, no qual a divergéncia com a amostra do Rio
Grande do Sul (10007) é maior do que com amostras do Rio de janeiro (6325)
demonstrando agrupamentos distintos assim como, ocorrido para o gene VP7.

A amostra de Belém circulante no ano de 1989, apresentou similaridade
significativa (nt =2 94,9% e aa = 97,4%) com as amostras do presente estudo. Por se
tratar de uma proteina de superficie, € possivel que as modificacdes genéticas ou
mutacdes ocorridas ao longo do tempo surgiram de uma possivel evolugdo em
relacdo ao hospedeiro. Tal ideia é reforcada pelo fato da cepa de Belém ter sido
obtida de uma crianca assintomatica em um estudo longitudinal de RV ocorrido na
periferia de Belém (GABBAY et al., 1989), enquanto que as criancas do presente
estudo apresentaram uma diarreia grave necessitando de hospitalizagéo.

Na andlise aminoacidica do gene em questdo, pode-se observar um elevado
namero de residuos de aa modificados (31, 55, 124, 129, 132, 139, 181, 224, 238,
241, 243 e 252) como, também, descrito por Kumazaki e Usuku (2013) que
demonstraram que nas nove cepas estudadas houve alteracdo de aa nos residuos
(55, 121, 124, 129, 139, 167, 181, 186, 192, 199, 217, e 224) semelhante ao
encontrado no presente estudo. Sugere-se que essas sequéncias podem ter
alterado para escapar do sistema imune do hospedeiro, ja que a proteina VP4 é
clivada pela tripsina em dois polipeptideos designados de VP8* e VP5* no qual o

VP8* é responsavel pela fixacdo inicial da particula viral a célula alvo, tornando-se
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um alvo importante dos anticorpos neutralizantes dirigida contra o RV (ESTES E
KAPIKIAN, 2007; MONNIER et al., 2006; KUMAZAKI E USUKU, 2013).

7.2.4. Gene NSP4

Os espécimes clinicos, circulantes nos anos de 2008 a 2011, foram também
analisados para o gene NSP4. Esta glicoproteina ainda é pouco estudada nas
infeccBes por RVC, porém ela tem um papel importante na morfogénese, modula o
calcio intracelular e é uma enterotoxina viral com capacidade de induzir diarreia de
natureza secretora (ESTES E KAPIKIAN, 2007; CHANG et al., 1999b).

As cepas do Brasil (IAL-rc33), Japédo (BK0830) e China (Wu82 e OH567)
apresentaram similaridades (nt = 97,7% e aa = 97,3%) com as amostras do presente
estudo. Ja as demais cepas do Brasil (10007 e 6325) tiveram baixa similaridade de
nt (= 67,5%) e alta similaridade de aa (= 93,8%) com as mesmas. Todas as cepas
apresentaram o genoétipo humano E2 similar ao encontrado por outros estudos
(ARAUJO et al., 2011; YAMAMOTO et al., 2011; KUMAZAKI E USUKU, 2013)

No presente estudo, houve apenas duas alteragbes aminoacidicas nos
residuos 7 e 15. Pode-se observar que a mudanca de aa no residuo 15 aconteceu
apenas nas amostras que circularam em 2008 em Belém, sendo sugestivo de uma
alteracao regional.

O contrario foi relatado por Zhang et al. (1998) que encontraram varias
diferencas de aa nas sequéncias de NSP4 utilizando cepas virulentas e atenuadas,
porém de suinos, o qual foi demonstrado em modelo experimental em ratos que
essas alteracfes causavam mudancas na patogénese da glicoproteina NSP4. Ja
Chang et al. (1999b) encontraram diferencas de aa da cepa Cowden de suino,
sugerindo que estas alteracdes apareceram de forma aleatdria e acreditando-se que
certas modificacbes possam afetar a conformacdo e/ou a atividade desta

glicoproteina.
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7.3. ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS

As criangas com 24 a 36 meses foram as mais acometidas pela infecgéo por
RVC. A semelhanca de faixa etaria foi observada em estudo conduzido em Belém
(GABBAY et al., 2008) e na Argentina (CASTELLO et al.,, 2000), apresentando
padroes semelhantes aos RVA que ocorrem em criangas menores de trés anos
(ESTES E GREENBERG, 2013). Entretanto, essa faixa etaria ndo foi verificada por
Luchs et al. (2011) que registraram uma meédia de 4,5 anos e Kumazaki e Usuku
(2013) que verificaram uma média de 7,5 anos, sendo a maior prevaléncia desse
virus em criangas maiores de quatro anos e/ou em adultos (JIANG et al., 1995;
GABBAY et al., 1999; NILSSON et al., 2000; ESONA et al., 2008; ARAUJO et al.,
2011).

No presente estudo, 0 género masculino se apresentou em maior frequéncia
nos pacientes positivos para RVC com 83,3% (5/6) e também entre as amostras
testadas com 3,5% (5/144). Tal positividade no género masculino foi semelhante as
observadas nos estudos realizados por Luchs et al. (2011) e por Kumazaki e Usuku
(2013) que 75% e 54%, respectivamente, dos casos positivos por RVC ocorreram no
género masculino, ndo sendo justificado a ocorréncia de tal frequéncia.

Os pacientes pediatricos hospitalizados apresentaram em maior propor¢ao 0s
sinais/sintomas: vomito, febre e desidratacdo, mesmo que estatisticamente né&o
significativo, considerando que a diarreia era critério de inclusdo no grupo. Deste
modo, foi demonstrada a triade classica das rotaviroses (RVA e RVC) relatada na
literatura (JIANG et al., 1995; GABBAY et al., 1999; 2008; SANCHEZ-FAUQUIER et
al., 2003; LEE et al., 2011, ESTES E GREENBERG, 2013).

Relata-se ainda, que as criancas com RVC apresenta outros sinais e
sintomas como dores abdominais, nauseas, palidez e dor de cabeca observado por
Kumazaki e Usuku (2013). Estes dados podem néo ter sido evidenciados devido a
auséncia de algumas informacdes nas fichas clinicas dos pacientes do presente
estudo.

Observou-se a duracédo do tempo de diarreia de trés a sete dias e o numero
de evacuac0es diarias de trés a quatro vezes ao dia nos pacientes acometidos pela
infec¢@o por RVC, o qual ocorre em concordancia com muitos autores (JIANG et al.,
1995; GABBAY et al., 1999; 2008; SANCHEZ-FAUQUIER et al., 2003; LEE et al.,

2011). De modo diferente do presente estudo, Nilsson et al. (2000) verificaram que



89

0s pacientes hospitalizados apresentavam diarreia aquosa de 1 a 15 episédios por
dia, com duracgdo de 6 a 14 dias, e, também apresentando sintomas como vomito,
febre e dor abdominal.

Ao se estabelecer uma comparacdo dos sinais e sintomas clinicos dos
pacientes pediatricos infectados por RVC com os virus RVA e NoV, verificou-se
similaridades (ESTES E GREENBERG, 2013). Estudo realizado por Nilsson et al.
(2000), constatou que os pacientes infectados por RVC apresentaram dor abdominal
(75%), vbmitos (75%), febre (38%) e diarreia com duragdo de 7 dias, sintomas
semelhantes aos de pacientes com infeccdo por RVA. As criangcas com NoV também
manifesta sintomas como vomito, desidratacdo, dores abdominais e nauseas, com
diarreia variando de 3 a 9 dias dependendo da gravidade e da populagdo acometida
(CDC, 2011; SIQUEIRA, 2012).

N&o foi observado um padréo de sazonalidade na distribuicdo das infec¢des
por este patégeno entre as amostras estudadas, o virus foi detectado de forma
esporadica ao longo dos trés anos (2008-2011) de estudo, sem apresentar tambéem,
fatores climaticos envolvidos com as criancas acometidas por RVC.

Nas regides sudeste e centro-oeste do Brasil, estudo conduzido por Souza et
al. (1998) que constataram que as maiores taxas de positividade para esse virus
ocorreu nos meses de julho e agosto de 1993. Porém, em estudo conduzido por
Nilsson et al. (2000) nos Estados Unidos, verificou sazonalidade no inverno, com
incidéncia do RVC nos meses de novembro a marco.

Com relacdo ao padrdo sazonal apresentado pelos menores com RVC se
comparado aos RVA e NoV para o mesmo periodo, mostra que o NoV, em paises
de clima tropical € observado ao longo do ano, como foi relatado por Siqueira et al.
(2013) demonstrando que em Belém ndo havia um padrdo definido, embora a
infeccdo apresentasse picos, se comparado ao RVA, com estes dois virus
apresentando efeito “gangorra”, evidenciado pela taxa de NoV alta, concomitante
com o0 RVA baixo e vice-versa. Contudo para o RVC, tal parametro néo foi possivel

de se verificar devido a baixa positividade encontrada para tal virus.



8.

90

CONCLUSAO

O RVC acometeu criangas (2,1%) de 24 a 36 meses de idade levando a um
guadro de gastrenterite grave, evidenciando a circulacdo desse virus na

populacéo hospitalizada.

Os genotipos circulantes foram 12, G4, P[2] e E2 para os genes VP6, VP7, VP4 e
NSP4, respectivamente, concluindo que as cepas do presente estudo sao

estritamente relacionadas a origem humana.

O gene VP6 apresentou similaridade ao protétipo Bristol e cepas do Brasil e da
Asia, concluindo-se a presenca de um elevado grau de conservacéo

aminoacidica.

O gene VP7 apresentou alta similaridade nucleotidica em relacdo ao prototipo
Bristol e cepas do Brasil, Colombia e Japdo e apresentou substituicbes
aminoacidicas semelhantes a cepas do Japéao, requerendo futuras pesquisas em

relacdo a essas modificacoes.

O gene VP4 apresentou similaridade ao prototipo Bristol e cepas do Brasil
concluindo-se a presenca de um elevado numero de substituicdes aminoacidicas,
sugerindo que alteracdes nas sequéncias ocorreram para que o virus escape do

sistema imune do hospedeiro.

O gene NSP4 apresentou substituicbes aminoacidicas sugerindo-se que estas

modificacdes possam afetar a conformacédo e/ou a atividade desta glicoproteina.

Os sintomas e sinais clinicos encontrados no presente estudo foram semelhantes
aos apresentados pelos RVA, concluindo que as criancas infectadas por RVC

manifestaram a triade classica das rotaviroses.

N&o foi possivel observar a sazonalidade e nem um padréo climatico definido nas
amostras do presente estudo em razdo do pequeno numero amostral e a

diversidade nos meses de deteccéao.



91

9. PERSPECTIVAS

Realizar a analise molecular completa do virus, seqlenciando e demais
genes (VP1, VP2, VP3, NSP1, NSP2, NSP3, NSP5 e NSP6) das amostras ja
testadas, a fim de verificar se em algum dos onze genes ocorreu recombinacéo
(reassortment).

Intensificar a vigilancia epidemiolégica do RVC com vistas a identificar de

forma mais rapida e eficaz em eventuais surtos causados por este virus.
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APENDICE A

Preparo de solucdes - Suspensao e Extracao do RVC

a) Tampao Tris-Ca++ 0.01M, pH 7,2

Tris Base (Sigma) 1,21g
Cloreto de célcio (Vetec) 0,229
Agua destilada g.s.p 1000 mL

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

transparentes e estocar a TA.

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

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

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

c) Tampao L2

Isotiocianato de guanidina (Sigma) 120 g
Tris-HCI 0,1 M, pH 6,4 (Invitrogen) 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
aTA.
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d) Tampéo L6

Isotiocianato de guanidina (Sigma) 120 g
Tris-HCI 0,1 M, pH 6,4 (Invitrogen) 100 mL
Triton X-100 (Pharmacia Biotech) 1,349
EDTA 0,2 M, pH 8,0 (Pharmacia Biotech) 22 mL

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

de cor ambar e estocar a TA.
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APENDICE B

Preparo de solu¢des — Tampdes para corrida e coloracao de géis de poliacrilamida e

agarose

a) Tampao Tris glicina 10X

Tris-Base (hidroximetil-tris-aminometano) 24g
Glicina 115,39
Agua destilada g.s.p 1000 mL

Estocar a 4°C. Diluir para uso essa solucao de corrida para 1X antes do uso

b) Reagente fixador

Etanol P.A. 10mL
Acido acético P.A. 0,5mL
Agua destilada g.s.p 100 mL

c) Reagente Corante
Nitrato de prata 1mL
Agua destilada g.s.p 100 mL

d) Reagente revelador

Hidréxido de sodio 10M 7,5mL
Formaldeido P.A. 0,8mL
Agua destilada g.s.p 100 mL

e) Solucao de parada
Etanol 5mL
Agua destilada g.s.p 100 mL

f) Tampéo TBE 10X

Tris-base (Invitrogen) 108 g
Acido bérico (Vetec) 559
EDTA 0,5 M, pH 8,0 (Pharmacia Biotech) 40 mL

Diluir para uso essa solugéo 1X antes do uso.
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Numero do Parecer: 275.504
Data da Relatoria: 25/04/2013

Apresentagdo do Projeto:

A gastrenterite aguda & uma das principais causas de morbidade e mortalidade em tede o mundo. Sio
responsaves por 33% dos casos de gastrenterite que culminam em hospitalizagdes enire criancas menores
de cinco anos, resultando em 453,000 dbitos anualmente, principaimente nos paises em desenvelvimento.
Varios agentes virais s3o responsaveis pelos casos de diameia com destague para os rotavirus que sdo
classificados em sete grupos sorologicos distintos (A ao 3). O mais comumente encontrade pertence ac
grupe A, contude o Rotavirus do Grupo C (RVs-C) vem assumindo importancia nas gastrenterites, além dos
Picobirnavines, Astrovirus. Norovires e Calicivires. Os RVs-C geralmente se relacionam a

guadros de diarreia infantil de curso autolimitade, com possivel transmissdc de suines. Os rotavirus
pertencem a familia Reoviridae, género Rotavirus e possuem genoma dividide em 11 segmentos de RMA de
dupla fita (3sRNA). Este projeto tem por objetivo: Estedar a prevaléncia de rotavirus pertencentes ao grupo
C em criangas hespitalizadas com gastranterte aguda menores de 2 anos de idade em Belém, Para.

Objetivo da Pesquisa:
Objetive Primario:
Dietectar o rotavinus pertencentes 3o grupe C em criangas hospitalizadas com gastrenterite aguda

NUCLEO DE MEDICINA
TROPICAL-NMT/ W"’-“
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
Coontiniado oo Paredsr 275504

menores de 3 anos de idade em Belém, Para.

Objetive Secundario:

Determinar a sazonalidade dos RVs-C e comelacionar com os fatores elimaticos observados e comparar
com aquela demonstrada para FVs-A & norowirus no mesme periodo de estudo; werificar a faixa etaria mais
acometida por esse virus; definir os sinais & sintomas clinicos apresentades pelos menores com RVs-C &
comparar com aquela demonsirada para RVs-A & norovirus no mesmo periodo de estudo; demonstrar 3
diversidade de cepas circulantss e comparar o gene WPE relacionado a seres humanos e suings: = verificar
a diversidade de cepas circulantes para os genes VP8, VPT, VP4 e N5P4 nos anos de 2008 a 2011 com
cepas crculantes antes e apds a mtrodugdc da vacina de RVs-A.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Amostras coletadas anteriormente, sem apresentar riscos acs menores envolvidos: & divulgagdo da
identidade dos menores envolvides no estudo na etapa de coleta e na analise des resultados.
Beneficios:

Subsidiar pesquisas relacionadas a epidemiologia do rotavirus do grupo C circulantes na cidade de Belém,
em criangas hospitalizadas com gastrenterites.

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:

Justificativa de dispensa de TCLE (de acordo). Este estudo € oriundo do projete anteriermente
desenvolvido, 0 estudo original "Estudo caso-controle para avaliar a efetividade da vacina Rotarix® na
prevenc3o de gastrenterite grave por rotavirus (SGE por RV) entre criangas hospitalizadas nascidas apds 06
de margo de 2006 & com pelo menos 12 semanas de idade.em Belém no Brasil. Desta forma, constata-se
grande dificuldade em obter todos os Termos de Consentimento Livre e Esdlarecido (TCLE) que foram
aplicados ndividualmente em cada estude, bem como, por s& tratar de um estudo que envolve individuos
contatados as amostras estdo estocadas no acenvo bioldgico da segdo de virologia & que a utlizagio das
mesmas ja foi autorizada pela direcdo do Instituto Evandro Chagas.

ConsideragOes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
De acordo.

Recomendagoes:

sem recomendagies
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Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

MN3o ha.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

MNao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Farecer do relator acatado.

BELEM, 17 de Maio de 2013

Assinador por:
ANDERSON RAIOL RODRIGUES
[Coordenador)
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ANEXO B

Lista de Aminoacidos

Nao Polar

D Asp acido aspartico Acido

F Fen Fenilalanina N&o Polar

H His Histidina Basico

K Lis Lisina Basico

M Met Metionina Nao Polar

P Pro Prolina Néo Polar

Arginina Basico

Treonina Polar

Tnptofano Néo Polar



