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RESUMO

Rotavirus da espécie A (RVA) € o principal agente viral associado a casos de gastrenterite
aguda (GA) em criancas da primeira infancia e sua classificagdo binéria é baseada nas
proteinas do seu capsideo externo, VP7 e VP4, as quais denominam os tipos G e P,
respectivamente. Atualmente, sdo descritos 32 gendétipos G e 47 P, sendo G1P[8], G2P[4],
G3P[8], G4P[8], G9P[8] e G12P[8] as combinac¢des binarias mais detectadas mundialmente e
as demais combinacgdes menos frequentes sdo classificadas como néo usuais. Entretanto, ainda
que se tenha conhecimento dos tipos usuais e ndo usuais circulantes, existe um numero
consideravel de amostras ndo tipadas havendo a necessidade de determinagdo dos gendtipos
em amostras com essa caracteristica. O objetivo do trabalho foi determinar os tipos G e P de
amostras de RVA néo genotipadas, obtidas de criangas com GA na regido norte do Brasil, no
periodo pré e pos a introducdo da vacina no calendario nacional de imunizacdo. Os espécimes
clinicos analisados foram provenientes de estudos desenvolvidos no Instituto Evandro Chagas
(IEC) referentes a trés projetos de pesquisa conduzidos no periodo de 2003 a 2012 em que
foram selecionadas 40,8% (87/213) das amostras ndo genotipadas. Apds o preparo das
suspensdes fecais o genoma viral foi extraido e submetido a amplificacdo e sequenciamento
de nucleotideos. Foi possivel genotipar 51,8% (45/87) das amostras, sendo 23 do periodo pré
vacina (2003-2006) e 22 po6s vacina. Os tipos mais frequentes detectados no periodo pré
vacinal foram: G9P[8] (8/23, 34,8%), G1P[8] (5/23, 21,7%), G12P[9] (3/23, 13%), G1P[9]
(2/23, 8,7%), G12P[8] (2/23, 8,7%), G12P[9] (3/23, 9,1%), G1P[6] (1/23, 4,3%) e G3P[3]
(1/23, 4,3%). Ja no periodo pds vacina foram detectados os tipos G2P[4] (7/22, 31,8%),
G12P[8] (5/22, 22,7%), G1P[8] (3/22, 13,6%), G3P[6] (3/22, 13,6%), GOP[8] (3/22, 13,6%) e
G1P[6] (1/22, 4,5%). Uma amostra foi genotipada como G3P[3] com o P[3] relacionado
filogenéticamente com cepas caninas e felinas. O estudo em amostras ndo tipadas exibiu
como mais prevalente o gendtipo G9P[8] no periodo anterior a vacina e o genétipo G2P[4] no
periodo poés-introducdo da vacina. Adicionalmente, houve a detec¢do da cepa ndo usual
G3P[3] que apresentou o gene VP4 de origem felina e canina. Portanto, a genotipagem de
amostras ndo tipadas é essencial para o controle e vigilancia das cepas circulante de RV,
assim como para a continua investigacdo do padrédo evolutivo do RV.

Palavras-chave: Rotavirus; Genotipagem; N&o tipadas
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ABSTRACT

Rotavirus species A (RVA) is the principal viral agent associated with cases of acute
gastroenteritis (AG) in early childhood children and their binary classification is based on its
outer capsid proteins, VP7 and VP4, which are called the G and P types, respectively.
Currently, 32 genotypes G are described and 47 P, being G1P[8], G2P[4], G3P[8] G4P[8]
G9P 8] and G12P [8] the binary combinations most detected worldwide and other
combinations less frequently are classified as unusual. However, although there was
knowledge of the usual and unusual types circulating, there is a considerable number of
untyped samples, hence the need for determination of the genotypes in samples with this
characteristic. Determine the G and P types of RVA untyped samples obtained from children
with AG in the north of Brazil, in the period pre and post the introduction of the vaccine in the
national immunization schedule. The clinical specimens analyzed were obtained from studies
conducted in the Evandro Chagas Institute (ECI) related to three research projects conducted
in the period from 2003 to 2012 in which were selected 40.8% (87/213) of the untyped
samples. After the preparation of the faecal suspensions, the viral genome was extracted and
subjected to amplification and nucleotide sequencing. It was possible to genotype 51.8 %
(45/87) of the samples, being 23 of the pre vaccine period (2003-2006) and 22 post
vaccination. The most frequently types detected in the pre vaccination period were G9P[8]
(8/23, 34.8%) , G1P[8] (5/23, 21.7%) , G12P[9] (3/23, 13%) , G1P[9] (2/23, 8,7 %) , G12P[8]
(2/23, 8.7%) , G12P[9] (3/23, 9.1%) , G1P[6] (1/23, 4.3%) and G3P[3] (1/23, 4.3%) . In the
post vaccination period were detected the types G2P[4] (7/22, 31.8%), G12P[8] (5/22,
22.7%), G1P[8] (3/22, 13.6%), G3P[6] (3/22, 13.6%) GOP[8] (3/22, 13.6%) and G1P[6]
(1/22, 4.5%). The sample 143 had its P type grouped as P[3] and showed similarity with
canine and feline strains and its G type was genotyped as G3 by Seminested -PCR resulting in
the unusual binary combination G3P[3]. Reescrever de acordo com o resumo em portugThe
study on not typed samples exhibited as more prevalent the G9P[8] genotype in the period
preceding the vaccine and the G2P[4] genotype in the period after introduction of the vaccine.
In addition, there was the detection of the not usual G3P[3] strain that showed the VP4 gene
from feline and canine origin. Therefore, the genotyping of untyped samples is essential for
the control and surveillance of circulating strains of RV, as well as to the continuous
investigation of the RV evolutionary pattern.

Key words: Rotavirus; genotyping; untyped



1. INTRODUCAO

1.1. ASPECTOS GERAIS

A mortalidade infantil representa preocupac¢do no cenario atual, principalmente nos paises
em desenvolvimento. Neste contexto, a gastroenterite aguda (GA) estd entre as cinco
principais causas de morte em todo o0 mundo e acomete principalmente criancas menores de
cinco anos de idade (UNICEF, 2015). Existe varios agentes etioldgicos que causam GA, tais
como bacteérias, virus e parasitas, porém os virus entéricos sdo 0s principais microrganismos
causadores da doenca (CHITAMBAR et al., 2012).

Dentre 0s virus entéricos, o rotavirus da espécie A (RV-A) € o principal associada a GA
em criangas menores de 5 anos de idade. O uso das vacinas licenciadas para rotavirus
culminou com a significativa reducdo no impacto da doenca, no entanto, ainda ocasiona
215.000 mortes anualmente. O maior nimero de morte ocorreu na Africa subsaariana, onde
verificou-se uma mortalidade de 121.000 individuos anualmente, correspondendo por
aproximadamente 56% das mortes por RV em todo o mundo. Na Ameérica Latina o0 nimero de
Obitos por RV-A diminuiu de 11.631 no ano de 2000 para 2.288 em 2013 (TATE at al., 2016).

A diversidade genémica exibida pelos RV-A € descrita mundialmente. Existem genotipos
gue sdo comumente detectados em escala global, o qual se denomina de gendtipos usuais e
genoétipos que sdo detectados com menor frequéncia e/ou emergentes, ditos ndo usuais
(LUCHS e TIMENETSKY, 2014; PATTON ,2012). A deteccdo dos genétipos ocorre com
variada frequéncia, entretanto, ainda € elevado o nimero de amostras em que ndo se obteve o
gendtipo (amostras ndo tipadas) (DORO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2012). Estudos de
carater epidemioldgico tém sido desenvolvidos registrando a deteccdo de amostras nao
tipadas, as quais se tornam objetivos de caracterizacdo genotipica. Portanto, 0 monitoramento
deste tipo de amostra, objeto do presente estudo, € fundamental, pois podem detectar o
surgimento de novas variantes genéticas, as quais podem representar um problema quando se

trata da imunizagdo para RV-A.



1.2. ROTAVIRUS

O RV pertence a familia Reoviridae, género Rotavirus, € um virus ndo envelopado e
por isso mais estdvel no meio ambiente, possui simetria icosaédrica, medindo cerca de 100
nm de didmetro e uma tripla camada proteica envolvendo o material genético (Figura 1). O

genoma do RV é composto por aproximadamente 18.500 pares de bases (pb) e massa

molecular de 2,0 x 105 a2,0x 106 Daltons (Da) e consiste em 11 segmentos de RNA (&cido
ribonucleico) de dupla fita (df-RNA), onde cada segmento codifica uma proteina, com
excecdo do segmento 11 que codifica duas, totalizando 12 proteinas (Figura 2). Estas
proteinas sdo denominadas de estruturais (VP1-VP4, VP6 e VP7) e ndo estruturais (NSP1-
NSP6) (ESTES e GREENBERG, 2013).

Figura 1: Micrografia eletrénica de contrastacdo negativa da particula de rotavirus.
Fonte: Instituto Evandro Chagas
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Figura 2: Representacdo esquematica dos segmentos dos Rotavirus.
Fonte: http://www.reoviridae.org/dsrna_virus_proteins//rotavirus%20figure.htm

O virion é formado por trés camadas proteicas distintas: a camada externa é composta
pela proteina VP7 e VP4. A camada intermediaria € constituida pela proteina VVP6 e a camada
mais interna é composta pelas proteinas VP1, VP2 e VP3 (Figura 3) (ESTES e
GREENBERG, 2013). A proteina VP2 esta associada a camada de VP6 (MCCLAIN et al.,
2010), o que confere a particula viral maior homogeneidade morfoldgica e estabilidade por
longo prazo sugerindo assim que a maior responsavel pela integridade da estrutura da
particula de RV € a proteina VP6.

— dsRNA segment

ANAYAYAY
IANNAN NN
AYAYAVAV
A AN ANV
AVANYNAYAY
AN ANNNN
AVAYAVAY
CNANNAN NN
DANVNNYANAY
NN AN AN
ANV N NN v'_(y~

Figura 3: Estrutura esquemaética do virion do RV
Fonte: Angel, 2007
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Baseado na proteina VP6, o RV pode ser classificado em 8 espécies ou grupos, A-H
(ICTV, 2017). No entanto, recentemente foram descritas as espécies | e J (BANYAI et al.,
2016; MIHALOV-KOVACS et al., 2015). Entre esses grupos, 0 RV-A é o mais frequente,
pois é 0 mais prevalente na natureza e, portanto, responsavel pela maioria das infeccdes nos

seres humanos e animais.

As proteinas VP7 e VP4 classificam o RV em gendtipos G (glicoproteina) e P
(sensivel a protease), respectivamente. Até o0 momento foram descritos 32 genotipos G e 47 P
(KULEUVEN, 2016). A camada proteica mais externa ¢ denominada de capsideo externo,
formado por 260 trimeros da proteina VVP7 e 60 espiculas de trimeros da proteina VP4, sendo
gue esta ultima ao sofrer clivagem proteolitica pela tripsina resulta na formacéo dos peptideos
VP5* e VP8*,

A VP4 é codificada pelo segmento 4 e faz parte do capsideo externo, € uma proteina
nio glicosilada que apresenta 87 kDa, com 2.362 nt e 776 aa. E clivada por agdo da enzima
proteolitica tripsina, dando origem a um fragmento N- terminal VP8*, e um fragmento C-
terminal VP5*, processo este que confere a esta proteina uma funcdo determinante para a
entrada do virus na célula hospedeira (Figura 4). Esta proteina tem importante papel na
aderéncia e penetracdo do virus e também esta implicada na hemaglutinacdo, neutralizagéo e
viruléncia. Até o momento, tem-se 0 conhecimento de cinco epitopos de neutralizacdo dentro
da subunidade VP8* da proteina VP4, localizados nas posi¢des aminoacidicas M1-L10, 135
R44, 155-D66, V115-G123 e L223-P234 (ESTES e GREENBERG, 2013).

A VP7 é uma glicoproteina e a segunda mais abundante, constituindo
aproximadamente 30% do virion. Apresenta massa molecular de 34 kDa e 326 aa. E o
principal componente do capsideo externo e possui papel importante na inducédo de anticorpos
neutralizantes sendo responsavel pela determinacdo de sorotipo especifico G. Foram descritas
9 regiBes antigénicas varidveis (VR) denominadas de VR1 a VRY, por comparacdo de
sequéncias deduzidas por aa. As regides VR5, VR7 e VR8 sdo responsaveis pela codificacdo
de epitopos neutralizantes. O sitio antigénico mais imunogénico da VVP7 é a regido C que esta
localizada entre os residuos de aa 208 e 221, a regido A esta entre os residuos de aa 87 e
101 e a regido B entre os residuos de aa 143 e 153 (ESTES e GREENBERG, 2013).
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Figura 4: Representacdo da proteina VP4 e VP7
Fonte: Adaptado de ESTES e GREENBERG, 2013.

1.3. BIOSINTESE VIRAL

A replicacdo viral ocorre no intestino delgado dos seres humanos e animais, mais
especificamente na regido do jejuno em células absortivas denominadas de enterdcitos. O
intestino delgado possui dois tipos de células: enterdcitos e células da cripta, porém o RV tem
tropismo pelos enterdcitos, sendo esta a célula infectada. O RV possui um ciclo viral litico e,
portanto, causa a destruicdo e descamacdo dos enterdcitos causando a perda temporaria da
capacidade absortiva do intestino, levando ao quadro diarreico (ESTES e GREENBERG,
2013).

A adsorcdo ocorre através da proteina VP4 que sofre clivagem proteolitica pela
tripsina pancreatica e d& origem aos dominios VP8* e VP5*. Na fase inicial ocorre a interacdo
de receptores contendo acido sialico e posteriormente com coreceptores de integrinas. O
dominio VP8* interage com o &cido sialico e 0 dominio VP5* interage com 0s coreceptores
de integrinas (ESTES e GREENBERG, 2013).
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A etapa de entrada do virus da célula é explicada por dois mecanismos: no primeiro, a
penetracdo ocorre diretamente pela membrana celular acarretando na liberacdo de particulas
virais com dupla camada proteica (DLP) e o segundo mecanismo envolve uma endocitose
dependente de dilamina, em que as particulas sdo internalizadas em vesicula endossomal. Esta
internalizacédo é dependente da concentracdo de Ca*™ intracelular, ocorrendo o desnudamento,
perda do capsideo externo, e em seguida a liberacdo do cerne no citoplasma celular e as etapas
de transcricdo, traducéo, replicacdo e maturacgéo viral sdo iniciadas (ESTES e GREENBERG,
2013).

O complexo de polimerase viral VP1+VP2 inicia a etapa de transcrigcdo resultando na
producdo de mRNA para a formacg&o das proteinas virais e para servir de molde para a sintese
da fita negativa. Cada segmento gendmico é transcrito de forma independente e a maioria das
proteinas virais sdo transcritas em ribossomos livres, com excecdo da VP7 e NSP4 que séo
transcritas em ribossomos presentes na membrana o reticulo endoplasmatico (RE) (ESTES e
GREENBERG, 2013).

A proteina NSP5 se associa com a proteina NSP2 para formar o viroplasma,
sequestrando RNA™ e as proteinas do capsideo, dando inicio a montagem das particulas. Os
RNA* que foram sequestrados sdo empacotados pela VP2 e replicados pela VP1, formando a
dupla fita. Posteriormente, a proteina VVP6 envolve o core viral que é constituido pelo df-RNA
e pelas proteinas VP1, VP2 e VP3, formando a particula viral incompleta com dupla camada
proteica (ESTES e GREENBERG, 2013).

A DLP deixa o viroplasma e ao passar no interior do RE adquire a VP4 e um envelope
viral temporério, posteriormente este envelope é removido e a VP7 é adicionada para
completar a particula viral que pode ser liberada pela célula por lise celular ou por exocitose
(ESTES e GREENBERG, 2013).

1.4. PATOGENESE E QUADRO CLINICO

Individuos infectados por RV excretam cerca de 102 particulas virais nas fezes e, por ser
um virus ndo envelopado, estas particulas podem sobreviver por dias no meio ambiente. O
pico maximo de excrecdo do RV ocorre entre o 3° e 4%ia apds o inicio dos sintomas, sendo
necessario apenas 10 particulas virais integras para causar infeccdo no hospedeiro humano. A
principal forma de transmissdo do RV é pela via fecal-oral, entretanto existe estudos de outras
possiveis vias de transmissdo, como a via respiratéria e através de fomites (SANTOS, 2015;
ESTES e GREENBERG, 2013).
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Ap0s a transmissdo, 0 sucesso no estabelecimento da infeccdo esta associado basicamente
a trés fatores imprescindiveis: a dose infectante necessaria para iniciar a infeccdo; os sitios
iniciais da replicacdo acessivel, susceptivel e permissivo e a ineficiéncia dos mecanismos de
defesa local do hospedeiro (SANTOS, 2015).

Ap0s a penetracdo nos enterocitos, ocorre a eliminacdo de particulas virais no sentido
do limen intestinal, havendo substituicdo de tais células por enteroblastos que migram das
criptas intestinais, as quais tém capacidade de absorcdo reduzida. As alteracdes morfoldgicas
resultantes da acdo litica viral incluem a metaplasia epitelial vilositaria, hiperplasia das
criptas, dilatagdo mitocondrial, além de moderada infiltracdo mononuclear da lamina propria.
A diarreia secretora € ocasionada pela enterotoxina NSP4 do RVA que aumenta 0s niveis
intracelulares de Ca™ desestabilizando a permeabilidade da membrana plasmatica,
promovendo 0 aumento da passagem de agua e ions CI para dentro do Iimen e 0 processo
inflamatdrio da submucosa (ESTES e GREENBERG, 2013).

Existe dois tipos de infeccdo por RV, a assintomatica e a sintomatica, sendo que esta
ultima pode ser de intensidade moderada ou grave. O periodo de incubacdo do virus varia de
dois a quatro dias, podendo evoluir para vomito, febre e diarreia aquosa que pode ter duragao
de cinco a oito dias e causar desidratacdo (ESTES e GREENBERG, 2013). A doenca ¢
influenciada por fatores virais e do hospedeiro. Dentre os fatores relacionados aos virus tem
sido descrita a viruléncia multigénica associada aos genes 3, 4, 5, 9 e 10. Em relagédo aos
fatores associados ao hospedeiro, 0 mais importante é relacionado a idade ( SANTOS, 2015;
ESTES e GREENBERG, 2013).

1.5. VARIABILIDADE GENETICA

A grande diversidade genética do RV é mundialmente conhecida (DORO et al., 2014;
LEITE et al., 2008) e pode ser explicada pelo seu genoma segmentado, que permite ao virus
apresentar mecanismos de evolucdo, tais como: mutacdes pontuais, recombinagédo

intramolecular, rearranjo genético e transmissao interespeécies.

MutacBes pontuais sdo substituicdes, inser¢fes ou dele¢bes de nucleotideos no
genoma do virus e podem ser sindnimas, ou seja, ndo ocasionam mudancgas nos aminoacidos
e, consequentemente, na proteina ou podem ser ndo sindnimas e ocasionar mudangas na
sequéncia de aminoacidos de uma proteina, alterando a sua funcdo e fornecendo uma

vantagem evolutiva ao virus ou levando a uma perda de fungdo, podendo ser acumuladas e
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transmitidas a novas progénies virais (DE GRAZIA et al., 2015; DESSELBERGER, 2014;
IANIRO et al., 2013). Estas alteracbes podem dar origem a novas linhagens ou sublinhagens,
as quais podem causar surtos e assumir uma importancia epidemioldgica (ITURRIZA-
GOMARA et al., 2001; MAUNULA e VON BONSDORFF, 1998).

A recombinacdo (recombination) ocorre entre partes de segmentos homdlogos a partir
de diferentes cepas de RV. A recombinacdo intrasegmentar tem sido relatada entre epitopos
dos dominios antigénicos da proteina VP7 (PHAN et al., 2007), entretanto a frequéncia destes
eventos e as implicacdes evolucionarias ndo sdo claras e ndo se sabe se estes eventos de

recombinacédo levam a transmissao sustentada.

Os rearranjos genéticos (rearrangements) sao alteracGes na sequéncia de nucleotideos
de segmento gendomico individual ocasionadas por dele¢cdo ou principalmente duplicagéo,
resultante de erros no momento da transcricdo. Consistem em formas especiais de
recombinacdo (DESSELBERGER, 2014).

Reestruturacdo ou reassortment é a permuta de um ou mais segmentos entre dois ou
mais virus da mesma ou de diferentes espécies de hospedeiros que ocorre apds a coinfeccdo
(ITURRIZA-GOMARA et al., 2001). Vérios estudos tem comprovado que esta é uma das
principais causa de evolucdo do RV e que esta relacionada com a transmissdo zoondtica (
PAPP et al., 2013; MARTELLA et al., 2010; TODD et al., 2010). O ressortment entre cepas
de origem humana e de animais é possivel devido a alta diversidade das cepas circulantes de
RV e a natureza segmenta do genoma viral (MIDGLEY et al., 2014; GHOSH e
KOBAYASHI, 2012), provocando o surgimento de novas linhagens de RV e contribuindo

para a variabilidade genética do virus na natureza.

1.6. EPIDEMIOLOGIA

A infeccdo por RV-A ocasiona 215.000 mortes anualmente (TATE et al., 2016) e este
virus é descrito como um dos principais agentes causadores de GA em criangas menores de 5
anos de idade (LIU et al., 2014). A taxa de detec¢do de RV no mundo diminuiu de 42,5% no
ano de 2000 para 37,3% em 2013 (TATE et al., 2016). Em 2013, cerca da metade das mortes
causadas por RV foram provenientes de quatro paises, india, Nigéria, Paquistdo e Republica
Democréatica do Congo e 56% de todos os Obitos causados por RV ocorreram na Africa
Subsaariana (TATE et al., 2016).
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A infeccdo por RV geralmente esta relacionada a seis genotipos que podem ser
classificados como usuais: G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], GO9P[8] e G12P[8] que
representam de 80% a 90% das infec¢Oes em todo 0 mundo e as demais combinagdes podem
ser classificadas como ndo usuais, infeccdes mistas ou amostras ndo tipadas (DORO et al.,
2014). Durante o periodo de 1990 e 2000 os tipos G9P[8] e G12P[8] emergiram em todo o
mundo e atualmente séo, respectivamente, a 5° e 6%cepa de RV mais frequente mundialmente
(BUCARDO et al., 2015).

O gendtipo G1P[8] foi 0o mais prevalente em todos os continentes, com excec¢do do
continente Americano que apresentou o genétipo G2P[4] como o mais comum NO PERIODO
DE 2008 a 2012 (DORO et al., 2014). Além desses gen6tipos usualmente encontrados em
todo o mundo, existe algumas cepas que possuiram uma importancia local e/ou regional,
como a cepa G5P[8] na América do Sul e G8P[6] em algumas partes da Africa (ALFIERI et
al., 1996; CUNLIFFE et al., 2010).

Infecgdes por multiplos gendtipos de RV e amostras ndo tipadas representam,
respectivamente, 3,8% e 6,1% das amostras em todo o0 mundo. As amostras ndo tipadas séo
mais frequentes em paises em desenvolvimento, como a Africa (10,7%), continente
Americano (4,2%) e continente Asiatico (12,9%) (BANYAI et al., 2012). Os gendtipos néo
usuais sdo menos frequentes e representam cerca de 11,9% das infec¢es em todo o mundo
(DORO et al, 2014)

Na Africa, foram detectados sete genGtipos ndo usuais com uma frequéncia maior do
que 1%, sdo eles: G2P[6] (8,2%), G1P[6] (6%), G3P[3] (5,5%), G12P[6] (3,5%), G8P[6]
(1,7%), G8P[4] (1,8%), G1P[4] (1,1) (DORO et al., 2014). Na Guatemala e em Bangladesh
foi detectado o genotipo G9P[4] nos anos de 2010 e 2011 respectivamente (QUAYE et al.,
2013; AFRAD et al., 2013), o gen6tipo G12P[6] no Nepal e Malawi, G1P[6] e G2P[6] foram
detectados por alguns anos na Colémbia, Iraque e Gambia (PELAEZ-CARVAJAL et al.,
2014; AHMED et al., 2013; ANSARI et al., 2013; GAUCHAN et al., 2013).

No Norte do Brasil o gendtipo mais frequente entre 2006 a a 2012 foi o G2P[4]
(OLIVEIRA et al., 2012; JUSTINO et al., 2011; MASCARENHAS et al., 2010). Detectou-se
também o genotipo ndo usual G12P[6] no periodo de 2008 & 2010 (SOARES et al., 2012). No
ano de 2013, o G12P[8] emergiu como 0 mais prevalente e recentemente o genotipo G3P[8]
de origem equina emergiu nesta regido, sendo responsavel por 80% dos casos de infeccao por
RVA (GUERRA et al., 2016). Entretanto, no Nordeste brasileiro houve o predominio do tipo
G1PJ[8], seguido do G2P[4], além da deteccdo dos gendtipos ndo usuais G3P[8], G8P[4],
G1P[4], G1P[6], G2P[6], G8P[6] no periodo de 2006 &4 2012 (GURGEL et al., 2014).
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Mesmo que se tenha conhecimento de amostras usuais e nao usuais, existe cerca de
5,2% de amostras ndo genotipadas mundialmente (Doro et al., 2014) isto pode ocorrer devido
a diversidade genética do RV. A genotipagem dessas amostras é essencial para a vigilancia
epidemioldgica das cepas de RV circulantes depois da introdugéo da vacina no calendario de
imunizacdo nacional (2006) e para se obter conhecimentos acerca da diversidade genética do
RV.

1.7. VACINA

O impacto na saude infantil causado pela infeccdo por RV e a diversidade genética
apresentada por esse agente forneceram o estudo e desenvolvimento de varias vacinas
objetivando minimizar a mortalidade e a morbidade causada pelo RV. Atualmente duas
vacinas foram implantadas e distribuidas mundialmente, sdo elas a Rotarix® da
GlaxoSmithKline Biologicals (BEL) que é uma vacina monovalente, de origem humana,
atenuada que estda no programa nacional de imunizacdo (PNI) do Brasil desde 2006 e a
Rotateq® da Merck and Company (EUA) que é uma vacina pentavalente recombinante, de
origem bovina-humano. A OMS recomenda a utilizacdo das duas vacinas para a imunizagéo

de rotina de todas as criancas.

A eficacia das vacinas variou de 80% a 98% em paises industrializados, incluindo a
América Latina (VESIKARI et al., 2006, 2007; RUIZ-PALACIOS et al., 2006) e entre 39% a
77% em paises em desenvolvimento, como os da Africa e Asia (ARMAH et al.,2010;
MADHI et al., 2010; ZAMAN et al., 2010). A Rotarix® é uma amostra de genoétipo G1P[8]
de origem humana, com virus atenuado por passagem em serie em células de rim de macaco
verde africano (VERO). A vacina deve ser aplicada em duas doses, a primeira na sexta
semana de vida e a segunda deve ser administrada em um intervalo de quatro semanas apos a
primeira dose. Essa vacina foi testada na Finlandia, América Latina (Brasil, México e
Venezuela) e Cingapura obtendo eficicia de até 85% contra episodios graves de GA por RV
(RUIZ-PALACIOS et al., 2006).

Na América Latina a eficacia da vacina monovalente foi de 80,5% contra GA causada
por RV, causando uma protecdo de 82,7% contra o gendtipo G1P[8] e de 38,6% para o
genotipo G2P[4] (O’RYAN; LINHARES, 2009). Em Belém (PA), a Rotarix® foi introduzida
no PNI em 2006 e ocasionou uma eficicia de 86% contra gastrenterite graves e diminuiu em

93% as hospitalizagBes causadas por RV, além de apresentar uma protecdo de 92% para o
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gendtipo G1P[8] (protecdo homologa) e de 87% para outros genotipos (protecdo heteréloga),
ressaltando uma menor eficacia para o tipo G2P[4] (41%) (LINHARES et al., 2006).

Até o periodo de maio de 2016, 81 paises incluiram a vacina monovalente no seu PNI
(PATH, 2016), portanto estudos de monitoramento das cepas circulantes apos a introdugéo da
vacina sdo necessarios para se obter mais informacdes acerca do impacto da vacina contra o
RV e o resultado da pressdo seletiva que a vacina causou nas cepas circulantes de RV (BABJI
etal., 2014; PATEL et al., 2011).

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL.: Caracterizacdo genotipica de amostras de rotavirus nao
genotipadas, obtidas de criancas com gastroenterite aguda por rotavirus na regido

norte do Brasil.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar os genoétipos G (VP7) e/lou P (VP4) das amostras ndo genotipadas de
rotavirus;

e Verificar a ocorréncia de gen6tipos ndo usuais em amostras nao genotipadas;

e Analisar filogeneticamente os genes que codificam as proteinas VP7 elou VP4,
comparando as sequéncias de nucleotideos e aminodcidos com outras descritas no

Brasil e no mundo.

3. METODOLOGIA

3.1. ASPECTOS ETICOS

Este trabalho é parte do projeto intitulado: “GASTROENTERITE AGUDA POR
ROTAVIRUS EM CRIANCAS DA REGIAO NORTE DO BRASIL: ANALISE DE
INFECCAO MISTA E GENOTIPOS NAO USUAIS” aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com seres humanos do Instituto Evandro Chagas, Secretaria de Vigilancia em

Saude sob o nimero 579.295.
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3.2. MATERIAL

Os espécimes clinicos analisados no trabalho foram obtidos de criangas <5 anos de
idade com gastroenterite aguda pertencentes a regido norte, provenientes de estudos
desenvolvidos no Instituto Evandro Chagas (IEC) e conduzidos no periodo anterior a
introdugdo da vacina no calendério de imunizacdo nacional, Projeto RIX 44-14 006 (2001 a
2003) e Projeto Vigilancia Epidemioldgica 023 (2003); e de projetos desenvolvidos no
periodo posterior a introducdo da vacina: Projeto Rede de Vigilancia (2006 a 2012). (Figura
3). Foram selecionadas 25 (100%) amostras do projeto Rix 44-14, 20 (18,9%) amostras do
projeto Vigilancia 003 e 42 (79,2%) amostras do projeto Rede de Vigilancia. (Quadro 1).

Projeto Periodo | nde Amostras | +RV | nde amostras ndo | n de amostras
genotipadas selecionadas
Rix 44-14 (006) | 2001-2003 745 132 25 25 (100%)
Vigilancia 003 2003 762 343 135 20 (14,8%)
Rede de 2006-2012 1979 825 53 42 (79,2%)
Vigilancia

Quadro 1: Estudos desenvolvidos no Instituto Evandro Chagas participantes do trabalho.

3.3. METODOS

3.3.1. Preparo de suspensao fecal e extracdo do RNA viral

Suspensdes fecais a 10% em tampdo Tris-Céalcio 0,01M, pH 7,2, foram preparadas.
Para tal, aproximadamente 1 g de fezes da amostra selecionada foi adicionado a 1 ml de
tampdo Tris-Calcio, e homogeneizado por aproximadamente 10 segundos em vortex. Em
seguida, foi realizada centrifugacdo a 5000 Xg durante 10 minutos. O sobrenadante foi entdo

coletado e estocado a -20°C para realizacdo das etapas subsequentes.

A partir das suspensdes fecais, 0 genoma viral foi extraido segundo 0 método descrito
por Boom et al. (1990). Em tubos de 1,5 mL foram adicionados 300 pl de suspensdo fecal,
seguido de 20 pl de Proteinase K (20 mg/mL) e 800 pl de tampao L6. Este conteudo foi entdo

homogeneizado em voértex e incubado a 56°C em banho-maria por 10 minutos.

Posteriormente, foram acrescentados 200 pl de etanol absoluto (4°C) e 20 ul de silica.

ApoOs agitacdo em vortex por cerca de 10 segundos, o material permaneceu durante 20
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minutos em agitador orbital a temperatura ambiente. Ao fim desta etapa, foi realizada

centrifugacgéo a 10.000 Xg durante 40 segundos.

O sobrenadante foi entdo descartado em frasco contendo hipoclorito de sédio (NaOH
10N), e 500 ul de tampao L2 foram adicionados ao tubo, com posterior agitagdo em vortex e
centrifugacdo (10.000 Xg, 40 segundos). Novamente o sobrenadante foi descartado, e entdo
500 ul de etanol 70% (4°C) foram acrescidos, com subsequente agitacdo em vortex e
centrifugacdo (10.000 Xg, 40 segundos). Por ultimo houve a adi¢do da acetona P.A., seguida

das etapas de homogeneizacdo (em vortex) e centrifugacdo (10.000 Xg, 40 segundos).

Finalizado este passo, o sobrenadante foi mais uma vez descartado, e 0 sedimento
direcionado ao banho-maria a 56°C por 15 minutos (mantendo a tampa dos tubos aberta), com
intuito de promover sua secagem e evaporacao da acetona. Foram adicionados entdo 40 ul de
agua ultrapura (livre de DNAse e RNAse), seguida por homogeneizacdo em voértex. Os tubos
foram novamente submetidos ao banho-maria (56°C por 15 minutos, mantendo as respectivas
tampas fechadas), sucedendo-se nova centrifugacdo (10.000 Xg por 4 minutos). O
sobrenadante (correspondente ao &cido nucleico) foi entdo coletado e transferido para tubos

de 200 pl previamente identificados e estocado a -20°C.

3.3.2. Determinacédo dos genotipos G e P

Apbs a extracdo do genoma viral, foi realizado a RT-PCR, que é dividida em duas
etapas. A primeira consiste na obtencdo da fita do DNA complementar (cCDNA) através de
transcricdo reversa que consiste em 3 pl do &cido nucleico previamente extraido foi
adicionado a 1 pl dos pares de iniciadores 4con3/4con2 para o gene VP4 e Beg9/End9 para o
gene VP7 (Quadro 2) de acordo com o protocolo descrito por Gentsch et al. (1992) e Gouvea
et al. (1990), respectivamente. A desnaturacdo da fita de dsSRNA foi executada, por meio de
submissdo a temperatura de 97°C durante 5 minutos em termociclador, sucedida de choque
térmico (banho em gelo a 0°C) por 5 minutos. Apds a desnaturacdo foi adicionada mistura
visando a obtencdo do DNA complementar (cDNA) por meio de transcri¢do reversa, durante
1 horaa 42°C (Tabela 1).
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Iniciadores Sequéncia Gene Tamanho
do
amplicom
4con 3 (+) TGG CTTCGCCATTTT ATAGACA VP4 875 pb
4con 2 (-) ATTTCG GACCATTTATAACC VP4
End 9 (+) GGT CAC ATC ATACAATTC TAATCT AAG VP7 1062 pb
Beg 9 (-) GGC TTT AAA AGAGAGAATTTCCGT CTG G VP7

Quadro 2: Sequéncia dos iniciadores utilizados na RT-PCR para detec¢édo dos tipos G e P de

rotavirus.

RT Quantidade em pL
H20 16,25
dNTP 25Mm 1
Tampéo 10X 2,5
MgCl2 50Mm 1
RT 20U 0,25
Total 21

Tabela 1: Reagentes usados na RT-PCR para a obtencdo do cDNA.

Na segunda etapa o cDNA obtido foi submetido a uma amplificacdo pela PCR,

onde foi adicionado uma segunda mistura contendo os reagentes descritos na Tabela 2.

Posteriormente, essa mistura foi submetida ao termociclador nas seguintes condigdes: 1 ciclo

de 94°C por 3 minutos (desnaturacéo inicial), seguido por 35 ciclos de 94°C por 30 segundos

(desnaturacao), 45°C por 30 segundos (hibridizacdo) e 72°C por 1 minuto (extensdo),

finalizando com 1 ciclo de 72°C por 10 minutos de extensdo final. A seguir, os produtos da

RT-PCR foram armazenados a -20°C.

PCR Quantidade em pL
H.O 20,25
dNTP 25Mm 1
Tampéo 10X 2,5
MgCl2 50Mm 1
TAQ 20U 0,25
Total 25

Tabela 2: Reagentes usados na PCR para a amplificacdo dos genes VP4 e VP7 do RVA.



22

Os amplicons obtidos na RT-PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1,5%, corados com Syber Safe® e fotodocumentados no processador de imagem (Gel doc).
As amostras positivas na RT-PCR foram encaminhadas para o sequenciamento para se obter
0S Seus genotipos, entretanto as amostras ndo amplificadas na RT-PCR foram genotipadas
pela reamplificacdo através da técnica de Semi-Nested PCR. Foi realizada uma nova Mix,
com a adigdo de um “pool” de G (iniciadores especificos para G5, G6, G8, G10 e G12) e um
“pool” de P (iniciadores especificos para P[1], P[5], P[7], P[10] e P[11]) (GOUVEA et al.,
1994a; GOUVEA et al., 1994b; GENTSCH et al., 1992). (Tabela 3)

SEMI-NESTED PCR Quantidade em pL
H20 13,25
dNTP 25Mm 2
Tampéo 10X 2,5
MgCl2 50Mm 1
RVGY/ 4con3 1
Pool de G/Pool de P 2
TAQ 20U 0,25
Total 22

Tabela 3: Reagentes utilizados na Semi-nested PCR para a determinacgdo dos
gendtipos G e P das amostras ndo amplificadas na RT-PCR.

Posteriormente, esse mix foi submetida ao termociclador nas seguintes condigdes: 1
ciclo de 94°C por 3 minutos (desnaturacdo inicial), seguido por 30 ciclos de 94°C por 30
segundos (desnaturacdo), 45°C por 30 segundos (hibridizacdo) e 72°C por 1 minuto
(extensdo), finalizando com 1 ciclo de 72°C por 10 minutos de extensdo final. Os amplicons
obtidos na Semi-Nested PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
corados com Syber Safe® e fotodocumentados no processador de imagem (Gel doc).

3.3.3. Sequenciamento de nucleotideos

Os produtos da RT-PCR foram purificados através do QIAquick® PCR  purification
kit (QIAGEN) e posteriormente sequenciados com 0s mesmos iniciadores utilizados nas
reacOes de RT-PCR. O sequenciamento foi realizado pelo método de dideoxinucleotideo em
sequenciador automatico modelo ABI Prism 3130 (Applied Biosystems). Os produtos foram

purificados por precipitacdo em etanol/isopropanol e ressuspendidos em formamida
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3.3.4. Anadlise das sequéncias

As sequéncias obtidas para os genes VP7 e VP4 foram alinhadas e editadas utilizando-
se 0 programa BioEdit (V.7.0.5.3) e comparadas com sequéncias disponiveis no banco de
genes “Genbank” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), a partir do programa BLAST. Os
dendrogramas foram construidos empregando-se o programa MEGA (v.5.05), pelo método de
“Neighbor-Joining”, baseado nos parametros de Kimura, (1980), utilizando-se o teste de

confiabilidade nao paramétrico de “bootstrap” com 2000 réplicas.

4. RESULTADOS

Do total de 87 amostras testadas, 51,7% (45/87) foram genotipadas, sendo 23 do
periodo pré vacina e 22 do periodo pds vacina. Entre as amostras genotipadas no periodo
anterior a introducdo da vacina, observou-se o tipo G9P[8] em 34,8% (8/23), seguido pelo
G1P[8] com 21,7% (5/23), G12P[9] com 13% (3/23) e os gendtipos G1P[9] e G12P[8] que
foram detectados em 8,7% (2/23) das amostras e G1P[6], G3P[3] foram detectadas, cada uma,

em apenas um espécime (Tabela 4)

Do total de 22 amostras genotipadas no periodo anterior a introdugéo da vacina, 31,8%
(7/22) foram tipadas como G2P[4], seguido dos tipos G12P[8] com 22,7% (5/22), G1P[8],
G3P[6] e GIP[8] com 13,6% (3/22) e o tipo G1P[6] foi identificado somente em um espécime
(Tabela 4)

Tipo G

Periodo Tipo P G1 G2 G3 G9 G12 TOTAL
P[3] - - 1 - - 1
Pré- P[4] - - - - - -
Vacinal P[6] 1 - - - - 1
P[8] 5 - 1 8 2 16
P[9] 2 - - - 3 5
TOTAL 8 - 2 8 5 23
P[4] - 7 - - - 7
POs- P[6] 1 - 3 - - 4
Vacinal P[8] 3 - - 3 5 11
TOTAL 4 7 3 3 5 22

Tabela 4: Determinacdo dos gendtipos de Rotavirus A em amostras ndo genotipadas do
periodo pré e pos vacinal
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Dessas amostras, 35 produtos de PCR do gene VP7 foram sequenciadas e na analise
filogenética estas amostras agruparam como G12 (94% a 100%), G9 (98% a 100%), G3 (99%
a 100%), G1(90% a 100%) e G2 (98% a 100%). Foram sequenciadas 27 amostras a partir do
produto de PCR do gene VP4 e a andlise filogenética demonstrou que estas amostras
alinharam como P[8] (98% a 100%), P[4] (96% a 100%), P[3] (93% a 98%) e P[9] (99% a
100%)

A amostra 143 teve 0 seu tipo P sequenciado e agrupou como P[3] demonstrando uma
similaridade a cepas felinas e caninas, e o seu tipo G foi determinado pelo seminested-PCR e
foi genotipado como G3 resultando na combinacdo binaria G3P[3] que é descrita na literatura
como uma cepa de potencial zoonotico. As demais amostras agruparam com cepas de
diversos paises como o tipo G9 que agrupou com cepas da Gana, Tailandia e Coreia do Sul,
enquanto os tipos P[8] foram similares a cepas do Paraguai, Brasil, Canada e Bélgica. (Figura
5).
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® RVA/Human/BRA/121201104/2012/G12P[8]
® RVA/Human/BRA/000118525/2012/G12P[8]

® RVA/Human/BRA/121201109/2012/G12P[8]

® RVA/Human/BRA/121201127/2012/G12P[NT]
RVA/Human-wt/BTN/BTN-123/2010/G 12P[8]
RVA/Human/IND/ISO125/2007/G12P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Dhaka25/2002/G 12P[8]
®RVA/Human/BRA/ 52127/2003/G12P[9]

® RVA/Human/BRA/55018/2003/G12P[9]
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Figura 5: Arvores filogenéticas das sequéncias nucleotidicas do gene VP7 (A) e VP4 (B). As
amostras em azul representam os gendtipos do periodo pré-vacina e as em vermelhos 0s tipos

po6s-vacina.
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5. DISCUSSAO
Estudos sugerem a diminuicdo da frequéncia de amostras ndo tipadas, visto que de
1996 4 2007 a prevaléncia era de 6,1% e no periodo de 2007 a 2012 foi de 5,2% (DORO et
al., 2014). Este tipo de amostra é mais comum no continente Africano (DORO et al., 2014;
BANYAI et al., 2012), isto pode ocorrer devido a grande complexidade da epidemiologia
deste continente que apresenta uma alta prevaléncia de gen6tipos ndo usuais, particularidades

genotipicas e infecgdes mistas (DORO et al., 2014).

A diminuicdo da frequéncia de amostras ndo tipadas pode estar relacionada com a
utilizacdo de novas metodologias para caracterizagdo molecular de amostras de RV. Em um
estudo na India se realizou a genotipagem de amostras ndo tipadas através de uma
combinacdo de técnicas como a RT-PCR, hibridizacdo e sequenciamento, registrando um
percentual de 3% de amostras ndo tipadas (BABJI et al., 2014). Estudos que utilizam somente
a RT-PCR apresentam uma frequéncia de amostras ndo tipadas variando de 16% a 65%
(SANTOS et al., 2003; ARMAH at al., 2001; JAIN et al., 2001), enquanto que outros estudos
que utilizam uma combinacdo de técnicas para a genotipagem demonstram percentuais
variando de 13,6% a 1,5%(CHETRIT et al., 2013; NDZE et al., 2013; HWANG et al., 2012).

As amostras genotipadas no periodo pré-vacina demonstraram uma alta frequéncia de
G9PJ[8], isto pode ter ocorrido porque este era um gendtipo emergente naquele periodo
(LEITE et al., 2008). Este genotipo foi detectado pela primeira vez na Filadélfia em 1983 e
posteriormente se espalhou pelo mundo chegando a representar 79% das cepas circulantes de
RV em alguns paises da Ameérica Latina (HASING et al., 2009). Entre os anos de 1996 e 2007
0 G9 era o segundo gendtipo mais comum causando infec¢Bes, principalmente em
combinacio com P[8] (BANYAI et al., 2012) e em alguns paises da América Latina, como
Equador e Costa Rica, ele era o genotipo mais prevalente (HASING et al., 2009) tornando-se
um dos principais gendtipos causador de infec¢do por RV na ultima década neste continente.

Neste estudo, 0 genotipo mais frequente no periodo posterior a introdugdo da vacina
no calendario de imunizacdo foi o G2P[4], resultado semelhante ao encontrado em outros
estudos de vigilancia de RV realizados na Nicaragua (BUCARDO e NORDGREN, 2015), no
Brasil (ALMEIDA et al., 2015; GURGEL et al., 2014) e Colémbia (COTES-CANTILLO et
al., 2014). Atualmente, ndo esta claro se a predominancia sustentada de G2P[4] é resultado de
uma reducdo na imunidade heterotipica causada pela vacina monovalente ou se este € um
fendmeno natural que ocorre pela flutuacdo de cepas de RV na populagdo humana
(MATTHIJNSSENS et al, 2009).
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A genotipagem dessas amostras detectou alguns tipos classificados como ndo usuais:
G1P[6], G1P[9], G3P[6] e G12P[9], estes genstipos tem uma frequéncia maior em paises que
estdo em desenvolvimento, pois é observado que o RV possui uma maior diversidade e
particularidades genéticas nesses locais, o que resulta em uma diminuicdo na eficacia da
vacina, principalmente na Africa subsaariana e na Asia (LOPMAN et al., 2012; ARMAH et
al., 2010). No continente Africano os geno6tipos ndo usuais G1P[6] e G3P[6] possuem uma
frequéncia elevada, 6% e 5,5% respectivamente (DORO et al., 2014). O tipo G12P[9] foi
detectado pela primeira vez na Tailandia ha mais de 20 anos, depois na Argentina, no Brasil e
Paraguai (MARTINEZ et al., 2010; RAHMAN et al., 2007). O gen6tipo ndo usual G1P[9]
possui uma frequéncia elevada no Paquistdo (3,5%- 6%) (IFTIKHAR et al., 2012) e em
menor prevaléncia na Italia e Taiwan (HWANG et al., 2012).

A andlise do gene VP4 da cepa G3P[3] exibiu o relacionamento filogenéticos proximo
a cepas de caninos e felinos, corroborando com estudos descritos para G3P[3] onde se observa
ser mais comum nestes animais (GERMAN et al, 2015; PAPP et al., 2015;
MATTHIIJNSSENS et al., 2011). No entanto, o genétipo G3 possui uma serie de hospedeiros,
além de humanos, felinos e caninos, sendo isolados também em roedores, equinos, bovinos,
suinos e caprinos (EL-ATTAR et al., 2002; VARSHNEY et al., 2002). A sua identificacdo em
amostra humana pode indicar uma possivel transmissao interespécie e/ou um reassortment de
um ou mais genes, a andlise dos outros genes serdo necessarios para responder a esse
guestionamento.

Os RV sdo ubiquos em uma grande variedade de espécies de mamiferos e aves e, em
geral, sdo altamente espécie-especifico, entretanto muitas espécies hospedeiras podem abrigar
uma variedade de gendtipos ao mesmo tempo (MARTELLA et al., 2010). A transmissao
zoondtica pode implicar negativamente nos resultados dos programas de vacinacdo em curso
em todo 0 mundo (DORO et al., 2015) e o grande potencial zoonético do RV deve ser mais
estudado para se ter mais conhecimentos acerca deste tema e um maior controle e vigilancia

dos tipos circulantes em animais e nos seres humanos.
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6. CONCLUSAO
O estudo em amostras néo tipadas exibiu como mais prevalente o geno6tipo G9P[8] no
periodo anterior a vacina e o genotipo G2P[4] no periodo pds-introducdo da vacina e a
deteccdo dos genotipos ndo usuais G1P[6], G1P[9], G3P[6] e G12P[9] nos dois periodos.
Adicionalmente, houve a deteccdo da cepa ndo usual G3P[3] que apresentou o gene VP4 de
origem felina e canina. Portanto, a genotipagem de amostras nao tipadas é essencial para o
controle e vigilancia das cepas circulante de RV, assim como para a continua investigacédo do

padrdo evolutivo do RV.
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