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Ministério de Saude

FIOCRUZ
Fundacé&o Oswaldo Cruz

Deteccédo e caracterizacdo genotipica de rotavirus da espécie A e norovirus
em amostras fecais humanas de Fortaleza, Ceara.

RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO

Ana Caroline Costa Sa

A gastronterite aguda (GA) é uma causa importante de morbidade e
mortalidade entre criangas com menos de cinco anos no mundo. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude, a GA e as infec¢Oes respiratorias agudas sdo 0s mais
importantes agravos a saude das criangas < 5 anos, responsaveis por 17% das 10,4
milhdes de mortes a cada ano. As GA causadas por rotavirus da espécie A (RVA) sao
responsaveis por aproximadamente 390.000 mortes ao ano, 80% dessas nos paises
em desenvolvimento, principalmente na Asia e na Africa. Os rotavirus s&do
classificados em cinco espécies (A-E), sendo os da espécie A 0s principais agentes
etiolégicos da diarreia aguda em criangas menores de 5 anos. Pertencem a familia
Reoviridae, género Rotavirus. Baseando-se nas proteinas de superficie, VP4 e VP7,
os RVA sdo classificados em genétipos P e G, respectivamente. Estudos de
epidemiologia molecular demonstraram que, mundialmente, cinco genétipos G séo
prevalentes: G1-4 e 9; em associagdo com os genotipos P[8], P[4] ou P[6]. Os
norovirus (NoV), género Norovirus da familia Caliciviridae, s@o amplamente
reconhecidos como os principais agentes causadores de surtos de GA nado bacteriana
e como o segundo virus mais prevalente em infeccdes esporadicas. Neste estudo, foi
analisada a presenca de RVA e NoV em 200 espécimes clinicos coletados de maio de
2008 a abril de 2009, em Fortaleza, Ceara. Os resultados revelaram 12% e 17% de
prevaléncia para RVA e NoV, respectivamente. Todas as amostras positivas para RVA
pertencem ao genoétipo G2P[4], sugerindo a predominéncia deste gendtipo. Diferentes
estudos realizados em varios Estados brasileiros revelaram que o genétipo G2P[4] é o
mais prevalente desde 2005. Entretanto, foi demonstrado que existem flutuacbes,
tanto temporais quanto geograficas, das combinacfes G-P de RVA circulantes. As
andlises filogenéticas permitiram identificar 3 variantes do gene que codifica para a
proteina VP7, 2 variantes do gene que codifica a proteina VP4, 3 variantes do gene
que codifica para a proteina NSP4, demonstrando a segregacdo independente dos
genes de RV-A analisados. Em 2009, uma nova variante foi identificada. Dos
mecanismos de geracao de diversidade em RVA, foi possivel evidenciar a ocorréncia
de: i) mutacdes pontuais; ii) reassortment entre amostras humanas; iii) reassortment
entre amostras humanas e amostras bovinas para o gene que codifica para a proteina
NSP4. Dentre os NoV, foram detectados os seguintes gendtipos Gll.4 (59%), Gll.12
(17%), GII.6 (9%), GII.3 (6%) e GII.? (9%). O gendtipo Gll.4 foi predominante, seguido
de GII.12, corroborando o fenbmeno de emergéncia deste, descrito mundialmente a
partir de 2008. Os resultados aqui apresentados mostram que os RVA e os NoV séo
importantes causas de GA no Estado do Ceara e o acompanhamento continuo da
epidemiologia destes virus, em diferentes regibes do Brasil, sera essencial para
determinar o impacto real destas infec¢des no pais.
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ABSTRACT
DISSERTACAO DE MESTRADO

Ana Caroline Costa Sa

Acute gastroenteritis (AGE) is an important cause of morbidity and mortality of children
<5 years old worldwide. According to WHO, AGE and the acute respiratory infections
are the most important health problems in 5-year-old children, being responsible of
17% of 10.4 million of death every year. AGE caused by Rotavirus species A (RVA) are
responsible for approximately 390,000 deaths annually, 80% of those in developing
countries, mainly in Asia and Africa. Rotaviruses are classified into five species (A-E)
and species A constitute the most important etiological agent of acute diarrhea in
children with less than 5 years old. Based on surface proteins, VP4 and VP7, RVA are
classified as genotype P and G, respectively. Molecular epidemiology studies have
shown that five G genotypes are prevalent worldwide: G1, G2, G3, G4 and G9, in
association with the genotypes P[8], P[4] or P[6]. Noroviruses (NoV), gender Norovirus
from the Caliciviridae family, are widely recognized as the most important causative
agents of non-bacterial AGE outbreaks and the second most prevalent viruses in
sporadic infections. In this study, we screened the presence of RVA and NoV in 200
fecal samples originated from clinical specimens in Fortaleza, Ceara collected from
May 2008 to April 2009. The results obtained revealed prevalence of 12% and 17% for
RVA and NoV, respectively. All positive samples for RVA belong to P[4]G2 genotype,
suggesting the predominance of this genotype. Studies in various Brazilian states
showed that the genotype P[4]G2 is the most prevalent since 2005 . However, it was
shown that there are fluctuations, both temporal and geographic, on the circulating
RVA genotypes. Phylogenetic analyzes have identified 3 variants of the VP7, 2 variants
of the VP4 gene, 3 variants of the NSP4 gene, demonstrating the independent
assortment of the RVA genes analyzed. In 2009, a new variant was identified. Between
the mechanisms of diversity generation in RVA, it was possible to demonstrate the
occurrence of: i) mutations ii) reassortment between human samples iii) reassortment
between human and bovine samples, regarding NSP4 gene analysis. Among NoV, the
following genotypes were detected: Gll.4 (59%), Gll.12 (17%), GII.6 (9%), GIl.3 (6%)
and GII.? (9%). The genotype Gll.4 was predominant, followed by GIl1.12, corroborating
its global emergency, described since 2008. The results presented here show that RVA
and NoV are important causes of AGE in Ceara State and its continuous monitoring in
different regions of Brazil will be essential to determine their real impact in AGE
infections in Brazil.
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1. INTRODUCAO

1.1 Gastroenterite aguda de etiologia viral

A gastroenterite aguda (GA) é uma sindrome caracterizada por diarreia
(aumento da frequéncia e/ou diminuicdo da consisténcia das evacuacdes)
associada a nauseas, vomitos e desconforto abdominal. Os fatores causais
podem ser multiplos; mas, geralmente, a GA é oriunda de infeccdo (CDC
2011a).

A GA constitui a segunda maior causa de morbidade e mortalidade em
criancas menores que cinco anos, particularmente nos paises em
desenvolvimento (Figura 1). Nestes paises, a introducdo da Terapia de
Reidratardo Oral (TRO), a implementacdo do uso de vitamina A, a melhoria
das condicGes de saneamento e de acesso a agua potavel, assim como 0s
programas de imunizacdo implementados reduziram os casos de mortalidade
associados a GA de 4,5 milhdes, na década de 1980, para 1,3 milhdo em
2008 (Black et al., 2010).

Pneumonia

Sarampo

4% AIDS _ J——
2%

Figura 1. Causas de mortalidade infantil no mundo (Adaptada de WHO, 2009).

Entretanto, este numero é considerado inaceitavel pela Organizagédo
das Nacdes Unidas (ONU), que estabeleceu como meta a reducgéo de 2/3 dos
casos de mortalidade associados a GA para o ano de 2015 (WHO, 2009).
Com esta finalidade, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e o Fundo das
Nacdes Unidas para a Infancia (UNICEF) publicaram um guia, em 2009,
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visando a reducgédo da morbidade e da mortalidade da GA para que o objetivo
da ONU seja alcancado.

Dentre os agentes etiologicos associados a GA, destacam-se 0s virus
pelo aumento expressivo no nimero de hospitalizagfes na ultima década. Os
rotavirus, os calicivirus humanos (norovirus e sapovirus), os adenovirus
entéricos e 0s astrovirus sdo os principais causadores desta patologia (SVS,
2010).

Os rotavirus da espécie A (RVA) séo os principais agentes etiologicos
causadores da GA e, anualmente, sdo responsaveis por aproximadamente
111 milhdes de episddios de diarreia, 25 milhdes de visitas ambulatoriais, dois
milhdes de hospitalizacbes e 400.000 mortes (associadas a desnutricdo) de
criancas menores de cinco anos de idade, principalmente na Africa, América
Latina e Asia (Chandran et al., 2010). Isto reflete que, até os 5 anos de idade,
virtualmente, todas as criancas experimentaram pelo menos um episodio de
GA por RVA, uma em 5 foi atendida em ambulatérios e uma em 65 foi
hospitalizada em decorréncia de GA causada por RVA (Parashar et al., 2006).

Os norovirus (NoV) séo reconhecidos mundialmente como importantes
agentes etiolégicos de surtos de GA, que ocorrem principalmente como
resultado da contaminacdo de alimentos e 4gua. Atualmente, acredita-se que
0os NoV sédo responsaveis por 90% dos surtos de GA virais no mundo,
contabilizando um milhdo de hospitalizagbes e 218.000 mortes em criangas
de paises em desenvolvimento (Patel et al., 2008).

A transmissao da GA ocorre principalmente pela ingestado de alimentos
e agua contaminados, contato intimo com pessoas infectadas ou com objetos
que entraram em contato com o patégeno. O diagndéstico é feito pela analise
clinica dos sintomas e exames laboratoriais. Em casos nos quais o vomito
e/lou diarreia sejam persistentes, € preconizada a reidratacdo intravenosa
(SVS, 2010).



1.2 Os rotavirus da espécie A
1.2.1 Histérico

A descoberta dos rotavirus (RV) humanos por Bishop e colaboradores
(1973) revolucionou o conhecimento microbiolégico da GA. Até aquele
momento, a etiologia de mais de 80% dos casos de GA era desconhecida.
Por intermédio da microscopia eletrénica (ME), Bishop e colaboradores
demonstraram a presenca de vesiculas citoplasmaticas com particulas virais
semelhantes aos Orbivirus. O mesmo foi encontrado por Flewett e
colaboradores (1973) no material fecal de criancas com diarreia.

Inicialmente, estes virus receberam denominacdo de Orbivirus-like
agent (Bishop et al.,1973), de Reovirus-like agent (Kapikian et al.,1974) e,
considerando a visualizacdo da dupla camada protéica, de Duovirus
(Davidson et al.,1975).

Posteriormente, foi proposto que estes constituissem um novo género
(Rotavirus), na familia Reoviridae, pelo aspecto semelhante ao de roda (do
latim rota), quando a particula viral € observada em contraste negativo em ME
(Flewett & Wood, 1978).

No Brasil, a primeira detec¢cao dos RV ocorreu em 1976, reportada por
Linhares e colaboradores (1977). Desde entdo, varios artigos demonstram o
impacto dos RV na etiologia da GA no pais. (Linhares et al., 1989; Pereira et
al., 1993; Timenetsky et al., 1994; Leite et al., 1996a; Leite et al., 2008;
Carvalho-Costa et al., 2011; Linhares et al., 2011).

1.2.2 A particula viral

O virion, particula viral completa e infecciosa dos RV, caracteriza-se
como nao-envelopado. Este apresenta, aproximadamente, 80 nm de
diametro, considerando as suas projecfes, e estrutura constituida por duas
camadas protéicas de simetria icosaédrica e genoma composto por 11
segmentos de RNA dupla fita (RNAdf) (ICTVdB Virus Code: 00.060.0.03).
Dentre as proteinas codificadas por esses segmentos, seis sao estruturais:
VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7; e seis nado estruturais: NSP1, NSP2, NSP3,
NSP4, NSP5 e NSP6 (Estes & Kapikian, 2007).



Ancorando o RNAdf, encontram-se as proteinas constituintes do core,
VP1, VP2 e VP3, que juntas contabilizam 18% da massa proteica da particula
e sao funcionalmente importantes para a replicagcdo do material genético dos
RV. Estas proteinas sdo codificadas pelos segmentos 1, 2 e 3,
respectivamente. Além destas, o capsideo interno é formado pela proteina
VP6 (codificada pelo segmento 6), que €é a mais abundante e,
estruturalmente, importante para proteger o RNAdf (Estes & Kapikian, 2007).

Compondo o capsideo externo, encontram-se as proteinas estruturais:
VP4, codificada pelo gene 4 e responsavel pela classificacdo em
sorotipos/gendtipos P; e VP7, codificada pelos genes 7 (Rhesus sp.), 8
(rotavirus bovino UK) ou 9 (SA-11, rotavirus simio), determinante dos
sorotipos/gendtipos G. Outras cinco proteinas ndo-estruturais séo codificadas
pelos segmentos gendmicos 5, 7,8,10 e 11, sendo assim denominadas,
respectivamente: NSP1, NSP2, NSP3, NSP4 e NSP5 (Estes & Kapikian,
2007).
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Figura 2. Esquema estrutural do genoma e particulas virais dos rotavirus. A:
Eletroforese em gel de poliacrilamida dos 11 segmentos do genoma do rotavirus da
espécie A de origem simia (SA-11). B: Gel de poliacrilamida para vizualizacdo das
diferentes proteinas estruturais (VP1 — VP4, VP6 — VP7) e ndo estruturais (NSP1 —
NSP6) de SA-11. C: Micrografia eletrdnica de rotavirus. D: Reconstrucdo em 3
dimensbes do virion de SA-11 (Adaptada de Conner & Ramig, 1997).



1.2.3 Proteinas estruturais dos rotavirus

1241 VP1

Conhecida pela sua funcdo de RNA-polimerase dependente de RNA, a
VP1 é a proteina menos abundante dentre as que compdem o capsideo viral.
Quando unida as proteinas VP2 e VP3, compdem o complexo de replicacéo,
que tem papel fundamental na biossintese viral (Arnoldi et al., 2007). Dentre
as proteinas constituintes do core, esta é a Unica que possui reconhecimento
de uma sequéncia especifica de RNA composta por regides conservadas com
quatro bases (UGUG) na extremidade nucleotidica 3’ (Lu et al., 2008).

1242 VP2

E a proteina mais abundante do core viral. Faz parte do complexo de
replicacdo e liga-se tanto a VP1 quanto a VP3, através de um dominio na sua
porcdo N-terminal. A interacdo protéica entre VP1, 2 e 3 é um fator limitante

na replicacéo e transcricdo do genoma viral (McDonald et al., 2009a).

Além disso, a superficie externa da proteina VP2 interage com a
proteina VP6 nos estagios iniciais da morfogénese viral. A interacdo entre
VP2 e VP6 é fundamental para a formacdo de particulas consideradas
imaturas ou incompletas, isto €, aquelas que possuem apenas duplo capsideo
protéico (DLPs). Esta interacdo também demonstra importancia na atividade
transcricional da particula completa que sera formada (Estes & Kapikian,
2007).

1243 VP3

Atualmente, sabe-se que esta proteina demonstra atividades guanidil e
metiltransferase e que a sua fungédo na morfogénese dos RV é de enzima de
capeamento de RNA (Patton, 1995; Subodh et al., 2006; McDonald & Patton,
2011). Dessa forma, a VP3 é responsavel por modificar a extremidade 5 da



molécula de RNA e gerar uma estrutura de capeamento similar a encontrada
no RNAm de eucariotos (McDonald & Patton, 2011).

1244 VP4

A proteina VP4 é nédo glicosilada e forma protuberancias espiculares a
partir do capsideo externo em particulas virais maduras. Esta proteina
demonstra ter papel essencial no ciclo replicativo viral, ndo s6 pela adeséo e
internalizacdo a célula, mas também hemaglutinacdo, neutralizacdo e
viruléncia (Dunn et al., 1995; Ludert et al., 1996). Esta proteina é susceptivel
a protedlise, o que resulta na exposicdo de sitios ativos que proporcionam a

penetracdo do virus na célula (Arias et al., 1996; Estes & Kapikian, 2007).

Na presenca de tripsina, VP4 é clivada nos polipeptideos VP5* e VP8*,
permanecendo associados ao virion. VP5* tem atividade de neutralizacdo
cruzada entre os diferentes tipos de VP4 e, possivelmente, possui 0s epitopos
responsaveis pela adsorcao do virus a célula (Kirkwood et al., 1996). Além
disso, j4 foi demonstrado que algumas estirpes de RVA interagem com
integrinas ou proteinas choque térmico antes ou ap6s a ligacdo a célula
hospedeira (Guerrero et al., 2000; Zarate et al.,, 2003). A VP8* contém a
maioria dos epitopos associados as reacdes tipo-especificas, dependentes da
ligacdo deste polipetideo com acido sialico (Isa et al., 1997). Quatro epitopos
de neutralizacdo foram mapeados em VP8* e um epitopo em VP5* (Kovacs-
Nolan et al., 2003) (Figura 3).

Em virtude da especificidade da proteina VP4 no processo de
reconhecimento da célula hospedeira, 0 dominio de unido a carboidrato de
VP8* é considerado um alvo importante para o desenvolvimento de
medicamentos antivirais. Alguns estudos agregam informacdes estruturais
contundentes sobre a subunidade VP8* (Kraschnefski et al., 2005; Dormitzer
et al., 2002; Scott et al., 2005; Monnier et al., 2006).
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Figura 3: Aspectos estruturais da proteina VP4. Esquema representativo dos aspectos
estruturais da proteina VP4 de Rotavirus Rhesus (RRV) com 776 aminodacidos e varios
dominios estruturais importantes. A seta verde indica o sitio de clivagem proteolitica. Em
VP8*, HA representa o dominio de hemaglutinagdo. Asteriscos indicam a posi¢do dos
aminoécidos responséaveis pela ligacdo ao Acido Siélico. As setas azuis apontam para 0s
epitopos de neutralizacdo mapeados. A regido hidrofobica (HR) foi demonstrada como
importante dominio de fusdo (adaptada de Lopez & Arias, 2004).

1245 VP6

E a proteina viral mais abundante dos RV (aproximadamente 51% da
particula viral) e possui, na superficie, determinantes antigénicos altamente
conservados que permitem a classificacdo dos RV em diferentes espécies (A-
E) e subgrupos de RVA (I, Il, I+ll, ndo-1 e ndo-ll) (Estes & Kapikian, 2007).
Durante uma infeccdo por RVA, a maioria dos anticorpos produzidos pelo
individuo € direcionada contra VP6, possivelmente por causa de sua
abundancia no capsideo viral (Svensson et al., 1987). Pelo mesmo motivo,
VP6 mostra-se, atualmente, como um alvo importante para o desenvolvimento
de vacinas (Ward & McNeal, 2010).

A VP6 é constituinte do capsideo intermediario e é formada por dois
dominios: um que interage com VP7 e VP4 do capsideo externo; e outro que
interage com VP2 do core. Assim, VP6 participa em duas funcdes importantes
do virus: i) adsor¢cdo e penetracdo na ceélula; ii) transcricdo do RNAdf (Heiman
et al., 2008).

Canais aquosos permeiam as camadas de VP6 e VP2, possibilitando o
acesso de cétions bivalentes e nucleotideos ao interior da particula viral, além
da saida do RNAm (McClain et al., 2010) (Figura 4). O dominio de
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trimerizacdo de VP6 com VP7 e VP4 e VP2 situa-se entre os aminoacidos
(aa) 246 e 315. Os residuos 296 a 299 e 305, sdo importantes no
reconhecimento pelos anticorpos monoclonais 255/60 determinantes de
subgrupo (Estes & Kapikian et al., 2007).

= transcrito de RNAm

Figura 4: Projecdo em trés dimensdes da interagdo de VP6 com VP2 e VP1
associada a VP3. (A) Complexo proteico de VP1, 2,3 e 6 vista longitudinalmente. (B)
Detalhe do canal existente entre VP6 e VP2 para a passagem do RNA mensageiro
transcrito (Adaptada de Lawton et al., 1997).

1246 VP7

A glicoproteina VP7 é a mais imunogénica dentre as constituintes do
capsideo externo e € responsavel pela sintese de anticorpos neutralizantes
(Estes & Kapikian, 2007). VP7 modula a atividade de VP4 no processo de
adsorcdo e entrada dos RV na célula, interagindo com proteinas da familia
das integrinas, na superficie celular, ap0s o processo de adsor¢cdo mediado
por VP4 (Guerrero et al., 2000).

jons Ca2*, em concentracdes apropriadas, sdo necessarios para
estabilidade de VP7. Na sua auséncia, os trimeros da proteina encontram-se
dissociados, promovendo a liberagdo da VP7 do virion. Essa mudanca
conformacional de VP7 reflete em um arranjo distinto em VP4, que possibilita
a entrada do virion na célula. Aoki e colaboradores (2009) demonstraram que
anticorpos neutralizantes contra a proteina VP7 estabilizam o trimero formado
pela proteina, inibindo as alteragcbes em VP4, necessarias para permitir a
entrada do virus na célula hospedeira.



O gene que codifica para VP7 dispde de uma fase de leitura aberta
(ORF) composta por uma sequéncia nucleotidica que codifica para 326 aa
(Figura 5). Cada regido € precedida por dominios hidrofébicos designados de
H1 (aa 6 a 23) e H2 (aa 33 a 44), que sinalizam a migracdo da proteina
imatura para o reticulo endoplasmatico (RE). Um terceiro cédon de iniciacdo
também estd presente anteriormente ao segundo dominio hidrofébico.
Algumas estirpes de RVA apresentam até trés sitios potenciais de
glicosilagdo. Contudo, somente dois destes séo de fato glicosilados (Estes &
Kapikian, 2007).

Andlises da sequéncia nucleotica do gene que codifica para esta
proteina, relatam 9 regibes variaveis (VR1 — VR9), sendo 4 destas
consideradas sitios antigénicos importantes: regido A (aa 87 — 101), regido B
(aa 143 — 152), regido C (aa 208 — 223) e regiao F (aa 235 — 242) (Kirkwood
et al., 1993).

Dominios de ligagdo
com Integrinas
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VP7 = / \
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Figura 5: Aspectos estruturais da proteina VP7. Esquema representativo dos aspectos
estruturais da proteina VP7 de Rhesus Rotavirus (RRV) com 326 aminoéacidos e varios
dominios estruturais relevantes. | e Il denotam as duas regifes hidrofébicas N-terminais da
proteina. O sitio de glicosilagcao esta representado pelas trés formas hexagonas. CNP, LDV e
GPR sédo os dominios de ligacdo a proteinas da familia das Integrinas, responsaveis pela
entrada do virus na célula. A, B, C e F indicam os epitopos de neutralizacdo mapeados.
(adaptada de Lopez & Arias, 2004).

1.2.4 Proteinas nao estruturais dos rotavirus

1.24.1 NSP1

Esta € a proteina viral menos conservada, demonstrando graus de

variabilidade superiores aos de VP4 e VP7 (Dunn et al, 1995). Na
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morfogénese viral, encontra-se associada ao citoesqueleto celular
favorecendo a ligacdo virus-célula (James et al., 1999). Além disso, NSP1
apresenta a peculiar funcdo de moduladora da ativacédo de interferon (IFN)
tipo I. A producdo de IFN é critica para encadear uma resposta imune
inespecifica em casos de infeccdo viral. NSP1 antagoniza a resposta imune,
via indugcdo da degradacdo de um ou mais componentes necessarios para
expressao do tipo | de IFN, via fatores regulatérios do IFN 3, 5 e 7 (IFRs) ou
via fatores nucleares k3 (NF kB) (Barro & Patton, 2005; Graff et al., 2009).
Estudos demonstram que dependendo da estirpe de RVA, o mecanismo
efetor de NSP1 é diferente (Arnold & Patton, 2011).

1.242 NSP2

Esta proteina é frequentemente encontrada associada a NSP5 e,
dessa forma, sé@o responsaveis pelas funcbes de transcricdo, traducéo,
replicacdo e empacotamento do RNAfd. Sua localizacdo na célula esta
associada ao viroplasma, que é uma regido eletrodensa do citoplasma,
adjacente ao RE, onde ocorre o processamento genémico. NSP2 é altamente
conservada e expressa em altas concentracdes nas células infectadas (Estes
& Kapikian, 2007). A NSP2 possui ainda atividades helicase e NTPase,
dependentes de ions Mg?* (Taraporewala et al., 1999).

1.2.43 NSP3

Esta proteina esta diretamente vinculada ao processo de traducdo do
RNA viral. Quando em conformacgédo de homodimero, reconhece a sequéncia
consenso 3’ do RNA mensageiro (RNAm), formando um complexo estavel
que favorece a traducdo dos transcritos de RNAm pelos ribossomos. Esta
forte ligacdo de NSP3 com o RNAm proporciona também a sua protecao

contra nucleases celulares (Wentz et al., 1996).

1.24.4 NSP4
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Muitos estudos demonstram a multifuncionalidade desta proteina que
foi a primeira enterotoxina viral descrita como diretamente responsavel pelas
manifestacdes clinicas mais recorrentes aos RV (Ball et al., 1996). O peptideo
correspondente aos residuos de aa de 48 a 91 de NSP4 é capaz de promover

uma desestabilizacdo da membrana do RE, provocando sua lise e resultando
em um aumento dos niveis intracelulares de CaZ*. Consequentemente, ha

um aumento de secrecdo de ions cloro (CI7), ocasionando diarreia de
natureza secretoria. Adicionalmente, alteracdes nos residuos de aa nhas
posicdes 114 até 135 da NSP4 podem levar a mudancas na atividade
toxigénica dos RV (Bowman et al., 2000; Huang et al., 2004).

A proteina NSP4 mimetiza os secretagogos intestinais e, dessa forma,

ativa o reflexo secretor do Sistema Nervoso Entérico (SNE), pela correlacao
do influxo de Ca2* na membrana plasmatica, que é regulado por canais de

cas* voltagem-dependentes. A ativacdo de SNE ocorre pela liberacdo de
prostaglandinas, peptideos sinalizadores, citoquinas e da enteroxina viral
NSP4 ocasionando o aumento da motilidade intestinal (Boshuizen et al.,
2004).

Outra funcionalidade de NSP4 descrita na literatura € o desarranjo das
zonas de oclusdo, isto é, a regido entre duas células que apresenta
membrana impermeavel. Na situacao de infeccdo por RV, NSP4 aumenta a
permeabilidade paracelular, permitindo a passagem de macromoléculas de
até 20kDa (Tafazoli et al., 2001).

Na morfogénese do virus, a extremidade C-terminal de NSP4 atua
como receptor intracelular, na membrana do RE, e liga-se a VP6, que reveste
as DLPs, possibilitando o revestimento destas particulas com a camada mais
externa, formada por VP4 e VP7. Além disso, a NSP4 também participa do
processo de transporte destas particulas através das membranas do RE

durante a montagem de particulas maduras (Taylor & Bellamy, 2003).

Os anticorpos neutralizantes dirigidos contra NSP4 reduzem a
capacidade desta proteina em acarretar diarreia. Em um estudo com
camundongos vacinados com esta proteina, foi observada a inducdo de

protecdo homotipica e heterotipica contra diarreia por RVA. Em humanos, a
11



NSP4 foi descrita como sendo capaz de induzir repostas imune celular e

humoral (Johansen et al., 1999).

Alguns estudos demonstram diferencas entre sequéncias de NSP4 de
RVA em casos de infeccdo sintomatica e assintomatica em humanos
(Kirkwood et al. 1999; Pager et al. 2000), outros estudos demonstraram que

nao existiria tal correlacdo (Aradjo et al., 2007; Mascarenhas et al. 2007).

1.24.5 NSP5

Esta proteina possui atividade autoquinase e em ceélulas infectadas
apresenta formas hipo e hiper fosforiladas (Taraporewala & Patton, 2004).
Durante o processo de replicacdo, NSP2, NSP5 e NSP6 estdo associadas a
formacdo do viroplasmas (Estes & Kapikian, 2007). Na auséncia de outras
proteinas virais, a interagdo entre NSP2 e NSP5 resulta em particulas
defectivas semelhantes a Virus-like Particles (VLP) in vitro. Ambos o0s
dominios N- e C-Terminais, encontram-se implicados na formacdo das VLPs
(Fabbretti et al., 1999).

1246 NSP6

A NSP6 é encontrada principalmente no viroplasma e interage com
NSP5 (Estes & Kapikian, 2007). Algumas variantes de RVA ndo codificam
esta proteina e outras apresentam baixos niveis de expressdo, que indicam
que NSP6 apresenta papel regulatério ndo essencial na replicacdo viral
(Taraporewala & Patton, 2004; Lépez et al., 2005).
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1.2.5 Biossintese viral

A biossintese dos RVA ocorre no citoplasma das células absortivas
diferenciadas, que se encontram na porcao apical das vilosidades do intestino
delgado. As particulas infecciosas sdo liberadas no limen intestinal e o
processo replicativo continua na area distal do intestino delgado (Estes &
Kapikian, 2007).

Em cultura de células, a infecciosidade dos RVA é aumentada pela
presenca da enzima proteolitica tripsina, que promove clivagem da proteina
VP4, separando-a em duas subunidades: VP5* e VP8*, que permanecem
acopladas a particula viral (Kirkwood et al., 1996). No lumen intestinal do

hospedeiro, essa enzima tem origem na liberacdo de secrecfes pancreaticas.

A entrada dos RVA na célula é possivel por meio da ligacdo da
subunidade VP8* ao &cido sialico e da interagcdo de VP5* com integrinas e

proteinas choque térmico (Hsp) (Guerrero et al., 2000; Zarate et al., 2003).

Além disso, concentracbes apropriadas de ions Ca2* sdo necessarias para

manter a estabilidade da particula viral e, principalmente, a estabilidade de

VP7. A remocéo dos ions Ca?* dissocia os trimeros de VP7 em mondmeros,
liberando a VP7 do virion e iniciando a penetracdo induzida por mudancas

conformacionais que ocorrem na proteina VP4 (Aoki et al., 2009).

Apbs a adsorcéo a célula hospedeira, ocorre a penetracdo do virus no
citoplasma celular (Figura 6). O mecanismo de penetragao viral ainda néo foi
totalmente esclarecido. Entretanto, S&0 propostos 0S mecanismos: i)
endocitose mediada por receptor (Estes & Kapikian, 2007); ii) penetracdo
direta por meio de rafts lipidicos, que sdao microdominios lipidicos com alta
densidade de glicoesfingolipideos (moléculas com preponderancia de cadeias
hidrocarbonadas) e um conjunto especifico de proteinas, tais como Hsp e
integrinas. Possivelmente, mais de um mecanismo de penetracéo viral atuem
nos RVA, como ja foi descrito para outros virus, entre 0s quais adenovirus,

poliovirus e os reovirus (Isa et al., 2004).
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No citoplasma, ocorre a perda do capsideo externo liberando DLPs.
Este evento sinaliza para a proteina VP1, RNA-polimerase dependente de
RNA, o momento de inicio da transcricdo do material genético, produzindo as
fitas RNA de polaridade positiva (RNA+). Estas servirdo como fita molde para
sintese de novas moléculas de RNAmM e traducdo das proteinas virais,
estruturais e ndo-estruturais. As proteinas sintetizadas e o RNA fita simples
(RNAfs) viral sdo reunidos no citoplasma da célula infectada, constituindo um

material amorfo denominado viroplasma (Estes & Kapikian, 2007).

O capsideo intermediario (VP6) envolve o core (RNAfs, VP1-VP3)
formando a particula viral incompleta, com aproximadamente 50 nm de
diametro (DLPs). Nesta etapa, VP1-3 sintetizam a fita de polaridade negativa,
completando a segunda fita do RNAdf dos RVA. Assim, as DLPs deixam o
viroplasma e seguem para o0 RE Rugoso (RER), adquirindo o capsideo e um
envoltorio transitorio. As proteinas do capsideo externo séo sintetizadas nos
poliribossomas do RER. As proteinas glicosiladas VP7 e NSP4 sao
sintetizadas em associacdo com o RE. A camada de VP7 forma o capsideo
externo e a NSP4 possui dominio citoplasméatico que ancora as DLPs, por
intermédio de VP6 e VP4, propiciando o brotamento das DLPs para o interior
do RE. Pouco depois ocorre a montagem das particulas com capsideo
externo, resultando em particulas virais maduras com diametro aproximado de
80 nm. Finalmente, o ciclo infeccioso termina quando a progénie viral &

liberada por lise da célula hospedeira (McDonald & Patton, 2011).
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Figura 6: Esquema da biossintese dos rotavirus (adaptada de McDonald & Patton, 2011).

1.2.6 Classificacdo dos rotavirus da espécie A

Os RVA pertencem a familia Reoviridae, que possui 11 géneros, dentre
eles Rotavirus. Este género apresenta cinco espécies distintas, A a E, com
base nos diferentes epitopos encontrados na proteina VP6. As espécies A, B
e C sdo descritas em humanos e em animais, diferentemente das espécies D
e E, que até o momento foram identificadas apenas em animais. Cada
espécie apresenta um perfil caracteristico quando submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida (EGPA) (Figura 7) (Estes & Kapikian et al., 2007).
Os RVA sao epidemiologicamente mais importantes, sendo o principal
responsavel pelos episédios de GA em criangas menores que cinco anos de

idade em todo o mundo (Parashar et al., 2006).
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Figura 7. Eletroferotipos caracteristicos das diferentes espécies de rotavirus. Esquema
representativo dos eletroferotipos das diferentes espécies de rotavirus analisados em gel de
poliacrilamida (Adaptada de Kapikian et al., 2001).

Com base na especificidade antigénica das proteinas do capsideo
externo, os RVA apresentam um sistema de classificacdo binaria que
considera os genes que codificam para as proteinas VP4 (gendétipos “P”) e
VP7 (gendtipos “G”) (Santos & Soares, 2008). Até o momento, foram descritos
27 gendtipos G e 35 gendtipos P (Matthijnssen et al., 2011). O namero de
possiveis combinacdes (945) entre G e P € bem maior do que 0s genotipos
descritos até o momento.

Recentemente, uma nova classificagdo dos RVA foi proposta,
recomendando o sequenciamento de todo o genoma viral, baseado na
caracterizagdo molecular e analise filogenética do genoma completo de 53
protétipos. Os diferentes gendétipos descritos para cada um dos segmentos
sdo divididos segundo valores de corte, de acordo com a similaridade
nucleotidica (Tabela 1). Os autores desta proposta acreditam que ela
proporcionard melhor avaliacdo da diversidade genética, das estratégias
evolutivas, dos perfis replicativos e de viruléncia, para o estudo da

epidemiologia destes virus (Matthijnssens et al., 2008; 2011).
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Tabela 1. Valores de corte da porcentagem de identidade nucleotidica que
definem os diferentes genoétipos de rotavirus da espécie A, considerando-se
os 11 segmentos genémicos (Adaptada de Matthijnssens et al., 2011).

Gene Valor de cut-off de identidade Gendétipos Designacédo dos nomes do
nucleotidica (%) genotipos

VP7 80 27G Glicoproteina

VP4 80 35P Sensivel a Protease (Tripsina)

VP6 85 16l Capsideo Interno

VP1 83 R9 RNA polimerase Dependente de RNA

VP2 84 (0°] Proteina do Core

VP3 81 M8 Metiltransferase

NSP1 79 Al6 Antagonista do Interferon

NSP2 85 N9 NTPase

NSP3 85 T12 Promotor Traducional

NSP4 85 E14 Enterotoxina

NSP5 91 H11l Fosfoproteina

1.2.6 A Dinamica Evolutiva dos rotavirus da espécie A

A diversidade genética dos RVA estd associada a diferentes
mecanismos de evolucdo: mutacdo pontual, rearranjo gendmico
(recombinacéo intramolecular) e reestruturacdo (reassortment) (Taniguchi &
Urasawa, 1995; Desselberger, 1996).

O acumulo de mutacdes pontuais pode ser evidenciado por técnicas de
sequenciamento nucleotidico. Estas mutacdes definem novas linhagens e
sublinhagens de um gendétipo. Dessa forma, torna-se fundamental a anélise
sistemética de sequéncias dos virus circulantes na populagdo com a
finalidade de identificar a frequéncia dessas muta¢ces no genoma dos RVA

(Iturriza-Gomara et al., 2001).

Os rearranjos séo alteracdes na sequéncia do segmento gendémico,
algumas vezes na forma de delecdo ou mais frequentemente como
duplicacdo (Figura 8). A visualizacdo deste tipo de mecanismo pela
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) caracteriza-se pela auséncia de
alguns segmentos da sua posicao usual e/ou o aparecimento de bandas

adicionais (Taniguchi & Urasawa, 1995).
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Figura 8. Esquema representativo de um evento de recombinacdo genética (adaptada de
GoOmez, 2009).

Os reassortments foram descritos pela primeira vez por Matsuno et al.
(1980), que realizou co-infeccéo de cultura celular com RV bovino (Lincoln) e
com RV simio (SA-11) e obtiveram o primeiro clone reestruturado. Por meio
de comparacdes dos segmentos de RNAfd do clone com os parentais,
observou-se que o genoma reestruturado apresentava os segmentos 4, 5, e
10 de SA-11 e segmentos 1, 2, 3, 6 e 11 de bovino, porém néo foi possivel
determinar a origem dos outros segmentos. A presenca de reestruturacdes in
natura com especificidade animal parece mais frequente nos paises em
desenvolvimento, provavelmente facilitada pela precariedade das condi¢bes
de saneamento basico e higiene, defesas imunoldgicas limitadas, desnutrigéo,
além do estreito relacionamento entre o homem, animais domeésticos e
silvestres, proporcionando infecgbes mistas e, consequentemente, maior

possibilidade de reassortment (Cook et al., 2004).
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Figura 9. Esquema representativo de um evento de reassortment entre rotavirus da espécie
A de origem humana e origem suina (adaptada de Gémez, 2009).

1.2.7 Epidemiologia dos rotavirus da espécie A

Teoricamente, toda crianga, com idade de até cinco anos, ja foi afetada
por pelo menos um episédio de GA por RVA. Estima-se que esses sejam 0S
responsaveis por 40% das hospitalizacdes infantis. Os paises em
desenvolvimento, principalmente Asia e Africa, sd0 os que apresentam
maiores taxas de mortalidade por decorréncia de GA por RVA (Figura 10)
(WHO, 2009). Apesar do nimero limitado de 6bitos nos paises desenvolvidos,

observa-se uma elevada taxa de morbidade (Parashar et al., 2006).

19



Mortes por 100.00

I >100
[ ]50-100
I 10-50
1110
[ 1<

Figura 10. Estimativa da incidéncia de mortes por rotavirus da espécie A (adaptada de
Chandran et al., 2010).

1.2.7.1 Distribuicdo mundial dos gendétipos de rotavirus da espécie A

A distribuicdo universal dos RVA apresenta ampla caracterizagao e
descricdo, gracas ao esfor¢co conjunto da comunidade cientifica internacional
para aumentar a compreensdo da historia natural dessa infeccdo e da
evolucdo da epidemiologia dos RVA, que gerou um volume substancial de
informacdes epidemioldgicas valiosas (Santos & Hoshino, 2005).

Neste contexto de vasta distribuicdo mundial dos RVA, o padréo de
sazonalidade é melhor observado apenas nas regifes de clima temperado,
com surtos e epidemias nos meses mais frios e secos do ano. Em geral, nas
regides de clima tropical as infec¢bes por RVA ocorrem ao longo de todo o
ano (Estes & Kapikian et al., 2007).

Estudos epidemiolégicos demonstraram que combinacgfes distintas de
gendtipos P e G podem ser encontradas simultaneamente na mesma regiao e
que, nessa area, 0 genotipo prevalente pode mudar anualmente. Outra
informacéo relevante é a de que o0s genotipos prevalentes em diferentes
regides de um pais podem variar no mesmo periodo epidémico (Perez-Vargas
et al., 2006).
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Os gendtipos G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] e, G9P[8] sao
responsaveis por 92% das infeccbes de RVA em humanos, sendo
importantes alvos de estudos para o desenvolvimento de vacinas (Kirkwood,
2010). Contudo o genotipo G1P[8] é o mais prevalente mundialmente, sendo
responsavel por mais de 70% das infec¢cdes por RVA na América do Norte,
Europa e Australia, mas apenas 30% das infec¢cdes por RVA na América do
Sul e Asia, e 23% na Africa (Tate et al., 2010).

Recentemente, outros gendtipos de RVA estdo sendo descritos e
considerados como emergentes epidemiologicamente. Este é o caso de G5,
em paises da Africa e da Asia; assim como G8, G10 e G12 mundialmente.
Além disso, combinacdes atipicas em amostras humanas sdo detectadas em
diversos paises, sendo a maioria destas nos paises da Africa, América Latina
e Asia (Matthijnssens et al., 2010; lturriza-Gomara et al., 2011).

1.2.7.2 Distribuicdo dos gendétipos de rotavirus da espécie A no Brasil

Leite e colaboradores (2008) realizaram um estudo de revisdo de
artigos relatando a deteccdo de gendtipos de RVA no Brasil no periodo
compreendido entre 1982 e 2007. Dessa forma, propuseram a existéncia de
trés periodos epidemiol6gicos no Brasil: i) de 1982-1995, os genotipos G1 a
G4 foram os mais prevalentes, com a circulacdo do genétipo G5 em
aproximadamente 10% das amostras; ii) de 1996-2005, G9 emergiu, G5 teve
a sua deteccao reduzida e G2P[4] foi pouco detectado; iii) de 2006-2007, o
genodtipo G2P[4] reemergiu e tornou-se o genotipo predominante sendo
detectado em 74% das amostras (Figura 11).
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Figura 11. Distribuicdo dos gendtipos de rotavirus da espécie A no Brasil, por regido
geogréfica. A: de 1982 a 1995; B: de 1996 a 2005 (Leite et al. 2008).

Andlises filogenéticas de amostras de RVA G9P[8] isoladas no estado
do Acre, Norte do Brasil, entre 2005 e 2006, revelaram a presenca de uma
nova variante genotipica possivelmente em virtude de reestruturacdo génica
entre amostras humanas nos cinco genes analisados (Tort et al., 2010). Por
sua vez, uma andlise comparativa de espécimes clinicos contendo RVA de
gendtipo G5 coletadas entre 1986 e 2005, e protétipos de RVA de diversos
paises disponiveis no Genbank apontou a existéncia de 3 linhagens de VP7
para este genoétipo. Esta analise sugere a ocorréncia de dois eventos de

transmissao independentes de suinos para humanos (Silva et al., 2011).

1.2.7.3 Re-emergéncia do genotipo G2P[4]
Um aumento significativo na ocorréncia do gendtipo G2P[4] foi

verificado a partir de 2005, sendo este o mais prevalente seguido de G1, G3 e
G9 (Leite et al., 2008) (Figura 12). No periodo de 2006 a 2007, que
corresponde ao primeiro ano de implementagcdo da vacina monovalente
G1P[8], Rotarix®, G2 de RVA foi detectado nos estados do Rio de Janeiro,

Sergipe, Pernambuco, Piaui e Minas Gerais (Leite et al., 2008). No Nordeste
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do Brasil, diferentes estudos mostraram uma prevaléncia de 100% para o
genadtipo G2P[4] no ano de 2007 (Gurgel et al., 2007, Nakagomi et al., 2008a).
Ha relatos de estados do Norte do Brasil que demostram que a re-emergéncia
de G2 alcancou taxas de até 90% (de Oliveira et al., 2008).

A re-emergéncia do gendtipo G2P[4] de RVA nestes ultimos anos
parece estar refletindo um fendmeno continental. Tem sido reportado um
aumento na prevaléncia deste genoétipo em diferentes paises: Honduras
(Ferrera et al., 2007), Argentina, Paraguai (Amarilla et al., 2007), El Salvador
e Guatemala (Patel et al., 2008). Porém, deve ser ressaltado que quando
estes estudos foram realizados, tais paises ainda ndo tinham introduzido uma

vacina contra o RVA em suas campanhas de vacinagdo em massa.
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Figura 12. Taxa de deteccdo dos diferentes gendtipos G de rotavirus A no Brasil em
diferentes periodos (Adaptada de Leite et al. 2008)

Em Bangladesh, foi reportada taxa de deteccdo de G2P[4] de 43% no
periodo de 2005 a 2006 (Rahman et al., 2007). Num estudo realizado em
Salento, Itdlia, G2 foi detectado em 45% no periodo de 2006 a 2007 (de
Donno et al., 2009). Em Portugal, um estudo mostrou uma taxa de deteccéao
de 70% do gendtipo G2P[4] no ano de 2007 (Antunes et al., 2009).
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Em um estudo realizado na Australia, Bishop e colaboradores (1991)
observaram que o evento de re-emergéncia do gendtipo G2 apresenta um
ciclo de 10 anos (Bishop et al., 1991). Esses dados foram corroborados,
parcialmente, por Leite e colaboradores (2008), que observaram intervalo de
10 anos entre a diminuicdo da deteccéo deste gendtipo, em 1996, e a sua re-
emergéncia em 2005.

Recentemente, Carvalho-Costa e colaboradores (2011) descreveram a
distribuicdo dos gendtipos de RVA em diversas regides geograficas do Brasil,
no periodo de 2005 a 2009, confirmando a circulacdo dos genoétipos G1P[8],
G3P[8], G4P[8] e G9P[8] e um importante aumento na detec¢do do genotipo
G2P[4] entre 2006 e 2008 (Figura 13). Entretanto, no ano de 2009, este
genatipo sofreu reducéo significativa na deteccdo. Este trabalho destaca que
o fendbmeno da reemergéncia de G2P[4] pode estar associado a pressao de
selecdo da vacina, baixa protecdo heterdloga desta e/ou variacdo temporal
natural da distribuicdo de G2P[4]. O mesmo fendmeno também foi descrito
em paises da América Latina como Paraguai, Honduras, Guatemala, El
Salvador, Peru e Bolivia, sugerindo que este pode ser um fendmeno
continental. Além disso, o estudo sugere que a re-emergéncia pode estar
relacionada a outros fatores que ndo a implementacdo de Rotarix®, ja que
estes e outros paises vivenciando o mesmo fendmeno nao tinham

introduziram esta vacina até 0 momento do inicio do pico da deteccao.
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Figura 13. Distribuicdo dos gendtipos de rotavirus da espécie A no Brasil entre 2005 e 2009
(Adaptada de Carcalho-Costa et al., 2011).

1.2.7.4 Prevencdo e controle dos rotavirus da espécie A

Diferentes estudos demonstraram que somente as melhorias das
condicBes sanitarias, bem como a destinacdo adequada de dejetos de
humanos e de animais, ndo sao suficientes para o controle e a profilaxia das

infeccbes por RVA, visto que a morbidade é semelhante nos paises

desenvolvidos e em desenvolvimento (Anderson, 2010).

A infeccéo natural ndo confere protecdo completa contra reinfeccéo e a
prevencdo da GA durante os dois primeiros anos de vida é fundamental, pois
€ neste periodo que a mesma é mais grave. Assim, o desenvolvimento e a
implementacdo de uma vacina segura e eficaz representa uma boa estratégia

para diminuir as formas mais graves da doenga (Anderson, 2010).
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Duas vacinas contra RVA encontram-se disponiveis no Brasil e em
diversos paises: i) RotaTeq® (Merck, North Wales, PE, EUA); ii) Rotarix®
(GlaxoSmithKline [GSK], Rixensart, Bélgica). A Rotateq® é uma vacina oral,
pentavalente (G1, G2, G3, G4 e P[8]) de virus reestruturado (WC3 - bovino)
(Vesikari et al., 2006). A vacina Rotarix® é monovalente (G1P[8]), atenuada, e
de origem humana (Ruiz-Palacios et al., 2006). As duas vacinas mostram-se
protetoras contra os 5 gendtipos mais comuns de RVA que circulam
mundialmente e o impacto positivo da introducdo destas vacinas ja foi
demonstrado em alguns paises europeus, africanos e americanos, inclusive o
Brasil (Chandran et al., 2010; de Oliveira et al., 2011; WHO, 2011)

Desde 2006, 14 paises introduziram uma vacina contra RVA em seus
PNI, sendo a Rotarix® no Brasil (primeiro pais em ambito de campanha
nacional, em marco de 2006), El Salvador (2006), Panama (2006), México
(2006), Venezuela (2006), Equador (2007), Honduras (2009), Peru (2009),
Bolivia (2008), Colédmbia (2009), Paraguai (2010) e Guatemala (2009); e a
Rotateq®: na Nicaragua (2006), Guiana (2010) e llhas Cayman (2009) (WHO,
2011).

Para tratamento das infeccbes por RVA, ndo existem medicamentos
eficazes para a terapia antiviral disponiveis comercialmente. Recentemente,
foi demonstrado que a Nitazoxanida (NTZ), licenciada nos Estados Unidos
para tratamento da GA causada por Cryptosporidium parvum e Giardia
lamblia, reduz os sintomas clinicos associados a GA por infec¢cdo de RVA. O
mecanismo de acdo estd associado a inibicdo da replicacdo, possivelmente,
no nivel pés-transcricional, impedindo a glicosilagédo de VP7 e a interagdo de

NSP5 e NSP2, inibindo a formacgao do viroplasma (Rossignol et al., 2006)
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1.3 Norovirus

1.3.1 Histoérico

A expressdo “winter vomiting disease” (que em portugués significa
doenca do vomito contraida no inverno) foi introduzida por Zahorsky (1929),
significando uma doenca altamente infecciosa cujas caracteristicas clinicas
predominantes eram vOmito, dores abdominais e diarreia. Provavelmente,
esse foi o primeiro relato de infeccdo por NoV. Posteriormente, surtos
com caracteristicas semelhantes foram descritos (Reimann et al., 1945 a, b;
Clarke et al., 1972).

Em 1968, um surto de “winter vomiting disease” ocorreu entre
estudantes e professores de uma escola elementar em Norwalk, Ohio, nos
Estados Unidos (Adler e Zickl,1969). Nesta ocasido, métodos de diagndstico
ndo evidenciaram o agente etioldgico. Entretanto, na década de 70,
Kapikian e colaboradores (1972) identificaram agregados de particulas
“virus-like” por imunomicroscopia eletrénica (IME) e denominaram-nos de
virus Norwalk. Posteriormente, o diagnéstico de quadros de GA por ME
resultou em descricdes dos “Norwalk-like virus” (NLV) como agente destas
infec¢Bes, em virtude da morfologia e do tamanho da particula viral, entre 20
e 40nm.

Inicialmente, os NLVs foram descritos como pertencentes a familia
Picornaviridae, considerando a aparéncia do virion a IME (Caul & Appleton,
1987; Appleton, 1987). Greenberg e colaboradores (1981) evidenciaram uma
proteina estrutural de NLV com tamanho aproximado de 59kDa e, por isso
propuseram que estes constituissem um novo género da familia Caliciviridae,
cujas caracteristicas comuns sdo a presenca de uma proteina estrutural
principal, que da origem ao capsideo; simetria icosaédrica e apresentacdo de
32 capsbmeros formando a imagem de um de célice (calix, em latim)
(Green et al., 2000).

Por muitos anos, a falta de um sistema de cultura de células para a

propagacédo destes virus impediu o diagnostico de infec¢des por calicivirus
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humanos (HUCV) em casos de GA e por esse motivo, estes agentes
obtinham importancia epidemioldgica inferior por limitacdes
técnicas. Entretanto, a partir da década de 90, a utilizacdo de métodos
moleculares permitiu evidenciar o impacto destes virus nos surtos de GA
(Glass et al., 2000).

1.3.2 Classificacao

A familia Caliciviridae € constituida por cinco géneros: Vesivirus,
Lagovirus, Sapovirus, Norovirus e Nebovirus (Clarke et al., 2011). O género
Norovirus apresenta cinco genogrupos (G): GlI, GlI, Glll, GIV e GV, baseado
na analise da sequéncia de aminoacidos que codifica a proteina VP1 do
capsideo. Os norovirus (NoV) identificados em humanos séo classificados
filogeneticamente como pertencentes aos Gl, Gll e GIV. Porém, pertencente a
estes genogrupos também foram descritos NoV que infectam suinos,
classificados como GII/11, GII/18 e GII/19 (Zheng et al., 2006; Wang et
al.,2005). (Figura 14).

Os G séo divididos em gendtipos (GG), que representam a unidade
minima de classificacdo dos NoV. Gendtipos sédo definidos por similaridade de
aminoacidos codificantes da proteina VP1, em um determinado ramo da
arvore filogenética. Como regra geral, considera-se que as amostras que
compartilham >85% de similaridade de aminoacidos encontram-se dentro do
mesmo genaotipo (cluster genético). Entretanto, amostras de diferentes
genotipos no mesmo genogrupo compartiiham entre 55% e 85% de
similaridade (Zheng et al., 2006). Com base nesses critérios, foram

identificados pelo menos 35 gendtipos de NoV (CDC, 2011a) (Figura 14).
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Gl Humano e Suino

GV Murino

GI20 GI4

GIL15

Gl Humano

Figura 14. Classificagdo dos norovirus. Com base na variabilidade genética da sequéncia
completa do gene que codifica a VP1, os norovirus sdo classificados em 5 genogrupos (Gl a
GV) (Adaptada de CDC,2011a).

1.3.3 Particula viral

Quando submetida a ME, a particula viral dos NoV apresenta
morfologia esférica, com simetria icosaédrica, 27 nm de diametro, nimero de
triangulacdo (T) igual a trés, com 32 depressbes grandes na superficie do
capsideo. (Prasad et al., 1999) (Figura 15).
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Figura 15. Micrografia eletrbnica de particulas de norovirus em suspenséao fecal. (Adaptada
de Fankhauser et al., 2002.)

Os NoV séo ndo envelopados e contém genoma de RNA simples fita
(RNAsf), com polaridade positiva, isolado do meio externo pelo capsideo. Os
90 capsbmeros sao constituidos por dimeros da proteina capsidica VP1. Esta
proteina apresenta dois dominios principais (S e P), com localiza¢cBes interna
e externa, respectivamente. Os dominios S e P estdo unidos por uma
estrutura protéica com aspecto de dobradica. O dominio P esta subdividido
em dois subdominios, P1, interno, e P2, externo. A regido hipervariavel no
dominio P2 tem um papel importante no reconhecimento de receptores
celulares e proporciona a imunogenicidade do virion (Prasad et al., 1999;
Hardy, 2005) (Figura 16).
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Figura 16. Estrutura do capsideo e da proteina capsidica VP1 dos norovirus (Adaptada de
Glass et al., 2009). O dominio S e os subdominios P1 e 2 estdo representados em azul,
vermelho e amarelo, respectivamente.

Os NoV humanos possuem densidade de 1,33 a 1,41g/cm® em cloreto
de césio (CsClI). Experimentos em voluntarios mostraram que as particulas
continuam infecciosas mesmo apds: a) exposicao do filtrado fecal ao pH 2,7
por 3 horas em temperatura ambiente; b) tratamento com éter 20%, a 40°C

por 18 horas; c) incubacgéo a 60°C por 30 minutos (Dolin et al., 1972).

by

As particulas virais sdo resistentes a inativacao pelo tratamento com
cloro na concentracdo de 3,75 a 6,25mg/L (cloro residual livre de 0,5 a
1,0mg/L), usualmente encontrada na &agua distribuida pelo sistema de
abastecimento. A inativacdo s6 é alcancada apds tratamento com cloro a
10mg/L. Este fato sugere que a particula viral dos NoV é mais resistente que
a dos poliovirus tipo 1, dos RVA e do bacteriofago F2 (Keswick et al 1985;
Green, 2007).

1.3.4 Genoma e proteinas virais

O genoma dos NoV possui trés fases abertas de leitura (ORF),
uma regido nao traduzida (UTR), tanto na extremidade 3’ quanto na 5, e
uma cauda de poliadenilacdo (A) na extremidade 3'. Além disso,

apresentam RNA subgendmico, com aproximadamente 2.300 nucleotideos,
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gue contém as ORF 2 e 3, e UTR na extremidade 3’ (Bertolotti-Ciarlet et al.,
2003) (Figura 17).

A ORF1, de aproximadamente 5.000 nucleotideos, codifica uma
poliproteina ndo estrutural de 200kDa que € processada, proteoliticamente,
originando as proteinas p48, nucleosideo trifosfatase (NTPase), p22, VPg,
protease (PRO) e RNA polimerase dependente RNA (RpdR). As ORF 2 e 3,
localizadas no extremo 3' do genoma codificam para as proteinas do
capsideo denominadas de VP1 e VP2. No extremo 5" do RNA gendmico e
sub-gendémico encontra-se a proteina VPg ligada covalentemente. Esta
proteina, de 15 kDa atua, possivelmente, na sintese de novas moléculas de
RNA viral (Hardy, 2005) (Figura 17).

A RpdR é codificada pela regido aminoacidica localizada do aa 1.281
até a extremidade carboxi terminal da ORF1 e apresenta dominios
estruturais e cataliticos caracteristicos das RpdR de outros virus de RNA de
polaridade positiva (Hardy, 2005).

A regido codificadora da proteina VP1 encontra-se entre os aa 530 e
555. Esta proteina apresenta dois dominios conservados que flanqueiam um
dominio variavel central, com propriedades antigénicas que definem a
especificidade da amostra. Os 225 aa da extremidade N-terminal da regiao
codificadora de VP1 geram o dominio S, que € um dos elementos
fundamentais para a constituicdo do capsideo icosaédrico. Por outro lado, a
extremidade C-terminal (aa de 225 a 530) € responsavel pela codificagdo do
dominio P (Hardy, 2005) (Figura 17).

O gene gque codifica para a proteina VP2 €& constituido por 268 aa
apresentando alta variabilidade genética na sequéncia nucleotidica, quando
comparado com diferentes estirpes virais. No virion, a VP2 esta presente em
uma ou duas coépias, sendo essencial na sintese das particulas infecciosas
(Hardy 2005). A regiao da proteina localizada entre os aa 108 e 152 contém o
dominio de interacdo com a proteina VP1. A proteina VP2 promove a
encapsidacdo do RNA gendmico e a estabilizacdo dos dimeros da proteina
VP1 para produzir particulas resistentes a degradacgéo proteolitica (Bertolotti-
Ciarlet et al., 2003).
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C2EI0) Vrg (A)n [+

Figura 17. Organizagdo do genoma dos norovirus. (Adaptada de Glass et al., 2009).

1.3.5 Biossintese viral

O ciclo replicativo dos NoV ainda néo foi totalmente elucidado. Até o
momento, sabe-se que estes apresentam estratégia similar a outros virus com
genoma de RNA de polaridade positiva e que a entrada do virus na célula é
diretamente dependente do suprimento de colesterol do hospedeiro e da
presenca da GTPase Dynamin Il no processo de endocitose dos NoV (Perry &
Wobus, 2010). Ap6s a interacdo da particula viral com a célula hospedeira,
ocorre, provavelmente, endocitose do virus como forma de entrada na célula
e, subsequentemente, liberacdo do RNA viral no citoplasma celular. O inicio
da traducéo da fita positiva do genoma é mediado por interacdes da proteina
VPg, ligada ao RNA gendmico, com mecanismos de tradugdo celular
(Goodfellow et al., 2005; Guix et al., 2007).

A ORF1 é inicialmente traduzida para producdo de uma poliproteina
nao estrutural que, posteriormente, é processada pela proteinase viral,
gerando as proteinas néo estruturais. A sintese da fita negativa de RNA, a
partir do molde do RNA gendmico positivo, se inicia na extremidade 3’ da fita

molde positiva e envolve interacdes com proteinas virais. A fita negativa serve
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como molde para a transcricdo de novas fitas de RNA genbmico e
subgendmico. A grande quantidade de RNA subgendmico positivo viral serve
como fita molde para a traducdo das proteinas estruturais VP1 e VP2. A
replicacdo do RNA viral esta associada a membranas celulares do hospedeiro
(Green, 2007). Os mecanismos de empacotamento do RNA, a maturagéo e a
liberacé@o das particulas virais ainda néo estéo totalmente elucidados (Perry &
Wobus, 2010).

Os antigenos de histocompatibilidade - Histo-Blood Group Antigens
(HBGA) — sdo um alvo importante de pesquisas, que demonstram a sua
funcionalidade como receptores e co-receptores, proporcionando a infeccao
por NoV (Hutson et al 2002; Rockx et al 2005; Shanker et al., 2011). Ha
associacdo direta entre a expressdo polimérfica dos HBGAs e a
susceptibilidade humana a infeccéo por NoV. Varias enzimas demonstram ser
importantes na sintese dos HBGAs, principalmente a fucosil transferase 2
(FUT-2). Mutacdes no gene que as codifica gera uma enzima nao funcional e,
consequentemente, expressao polimérfica afetada dos HBGAs. Em individuos
portadores de tais mutacdes, a infeccdo por NoV mostra-se ineficiente,
proporcionando resisténcia a essa pessoa (Thorven et al 2005; Carlsson et al
2009).

1.3.6 Diagnostico laboratorial

A IME utilizada na deteccdo das primeiras particulas de NoV é um
método de baixa sensibilidade (10° particulas virais/grama de fezes). Por esse
motivo, ndo € aplicavel a rotina de diagnostico ou a pesquisa epidemiologica.
(CDC, 2011a).

Apoés a caracterizacdo molecular do genoma dos NoV, foi possivel a
expressdo da proteina VP1 no sistema de expressédo utilizando baculovirus
como vetor, gerando “virus-like particles” (VLPs) constituidas por um capsideo
morfolégica e antigenicamente similar as particulas virais, com auséncia do
genoma viral (Jiang et al., 1992; Leite et al., 1996b). A utilizagcdo de VLPs

permitiu a imunizacdo de animais e obtencdo de anticorpos para o
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desenvolvimento de ensaios imunoenzimaticos (EIE). Este método dispde da
vantagem de evitar a reatividade cruzada com outros virus entéricos e
eventuais resultados falso positivos. Entretanto, a utilizagdo desta técnica é
limitada em virtude da ampla diversidade antigénica dos NoV, diminuindo a

confiabilidade dos dados (Constantini et al., 2010).

A técnica de maior importancia na deteccdo dos NoV em espécimes
clinicos derivadas de casos esporadicos ou epidémicos € a PCR precedida
pela transcricédo reversa (RT-PCR). Se comparada nos quesitos sensibilidade
e especificidade com diversas técnicas de deteccdo dos NoV, a RT-PCR
mostra-se como padrao-ouro. Os EIE podem ser empregados na triagem de
surtos de gastroenterite aguda. Porém, a deteccdo deve ser complementada
com a RT-PCR para a analise das amostras negativas pelo EIE (de Bruin et
al., 2006, Castriciano et al., 2007).

Diferentes regides do genoma viral sdo alvo para o desenho dos
iniciadores para a amplificacdo genbmica, sendo a regido da RpdR a mais
freqientemente utilizada por ser uma regido bem conservada dentre as
diferentes estirpes de NoV (Beuret et al., 2002; Boxman et al., 2006; La Rosa
et al., 2007). Neste gene, os pares de iniciadores mais utilizados flanqueiam
as regibes denominadas A e B. As regides denominadas C e D estdo
localizadas no gene VP1, que codifica para a proteina principal do capsideo e
permitem a genotipagem da estirpe analisada através do sequenciamento do
amplicon obtido na reacdo de RT-PCR (Figura 18) (Kojima et al., 2002; Vinjé
et al., 2004).

Recentemente, foi desenvolvida uma ¢gRT-PCR “monoplex” para
guantificar os Gl e GIl que utiliza iniciadores direcionados a regido mais
conservada do genoma viral, localizada na juncédo das ORFs 1 e 2 (Figura
18). Este ensaio é mais sensivel que as RT-PCR qualitativas que utilizam
iniciadores direcionados para a RpdR, capaz de detectar até 20.000 copias de
RNA viral por grama de fezes (Kageyama et al., 2003). Em seguida, esses
iniciadores foram adaptados para um ensaio “multiplex” propiciando a

deteccdo e a quantificacdo simultdnea dos NV Gl e GlIl, apresentando
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sensibilidade e especificidade disponiveis no ensaio “monoplex’,

economizando tempo e custo (Pang et al., 2005).

5 ORF 1 5,374 6950 ORF3 7,588

5,358 ORF 2 6,950

RT C D
85/98bp 330/344bp 177/253bp

Deteccédo [ Genotipagem J

Figura 18 Esquema representativo das regiées alvo nos ensaios de PCR convencional e em
tempo real para deteccao e genotipagem dos norovirus (Adaptada de CDC, 2011a).

1.3.7 Epidemiologia

O modo de transmisséo dos NoV é predominantemente por via oral,
pela ingestdo de agua e alimentos contaminados, pelo contato pessoa a
pessoa, ou mesmo por aerossois produzidos durante o vomito (Marks et
al., 2000; Pang et al., 2000; Moreno- Espinosa et al., 2004; Jones et al.,
2007). Além disso, este € um virus de alta infecciosidade, apresentando
dose infectante de 10 a 100 particulas e ha a probabilidade de 50% de
desenvolver uma infeccdo quando apenas uma particula viral € ingerida
(Teunis et al., 2008). Pessoas infectadas podem eliminar os virus nas fezes
apos o periodo sintomatico por mais de 20 dias, sendo assim uma fonte de
contaminacao para potenciais novos casos de GA (Rockx et al., 2002). Por
estas caracteristicas, os NoV causam surtos de GA principalmente em
ambientes confinados e de uso coletivo como hospitais, clinicas geriatricas,
escolas, cruzeiros e restaurantes, afetando individuos de todos os grupos
etarios (Rockx et al., 2002; Widdowson et al., 2005).
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Diferentes tipos de alimentos sdo apontados como fonte de surtos de
GA causados por NoV. Os bivalves, especialmente as ostras, sao 0s
principais alimentos envolvidos em tais surtos devido ao consumo cru destes
organismos filtradores; porém, saladas e sanduiches também tém sido
associados (Daniels et al., 2000; Boxman et al., 2006; Schmid et al., 2007).
Uma via frequente de contaminacdo de alimentos é pela manipulacdo destes
por individuos infectados que nao realizam uma adequada higiene
(Widdowson et al., 2005).

Nos Estados Unidos, o Center for Disease Control and Prevention
(CDC) estimou a existéncia de aproximadamente 23 milhdes de infeccdes por
NoV por ano, principalmente entre idosos e pessoas de maior idade, com
ocorréncia de surtos em casas de retiro (Jiang et al., 1996; CDC, 2003;
2011a; Ike et al., 2006).

O padrédo de sazonalidade para as infec¢cdes por NoV ndo esta bem
estabelecido, pois ha ocorréncia de casos de GA causadas por NoV durante
todo o ano. Contudo, nos paises de clima temperado, picos de deteccdo sao

identificados frequentemente no periodo do inverno (CDC, 2011a).

Atualmente, pela utilizacdo das técnicas de biologia molecular, os NoV
sdo apontados como responsaveis por mais de 90% dos surtos de GA no
mundo, sendo associados a 1,1 milhdo de hospitalizacbes e 218.000 mortes
em criancas de paises em desenvolvimento (Patel et al., 2008; Scallan et al.,
2011).

Estudos de caracterizagdo molecular dos NoV nos casos de GA
revelam uma frequente co-circulacdo de diferentes genodtipos dos Gl e GIl.
Entretanto, o genaotipo Gll.4 € o mais prevalente, contabilizando por 75% a
100% das estirpes caracterizadas. Devido a rapida evolucdo destes virus,
novas variantes surgem com frequéncia substituindo as variantes antigas e se
disseminando em diferentes regides do mundo rapidamente. Este fendbmeno
foi evidenciado particularmente com as variantes Gll.4. O surgimento de
novas variantes esta relacionado com um consideravel aumento no numero

de surtos reportados (Kroneman et al., 2006; Fioretti et al., 2011).
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Na América do sul, os NoVs foram descritos no Chile, na Argentina, no
Peru, no Paraguai e no Brasil relacionados a surtos e casos esporadicos de
gastrenterite aguda. Nestes paises, estudos de caracterizacdo molecular e de
monitoramento de amostras clinicas e ambientais demonstraram a
importancia epidemiolégica do virus (Parashar et al., 2004; Vidal et al., 2006;
Gomes et al., 2007; Andreasi et al., 2008; Fioretti et al., 2011 e Dinatale et al.,
2011).

No Brasil, os NoV foram descritos pela primeira vez em criancas
provenientes de favelas em Fortaleza, Ceara (Parks et al., 1999). No Rio de
Janeiro, S&do Paulo, Recife e Espirito Santo foram detectados e
caracterizados molecularmente os NoVs coletados de criangcas com GA
hospitalizadas (Castilho et al., 2006; Soares et al., 2007; Victoria et al., 2007;
Nakagomi et al., 2008b; Ribeiro et al., 2008), sintométicas ou assintomaticas
(Barreira et al 2010) e em surtos de GA acontecidos em creches e
comunidades (Gallimore et al., 2004; Ferreira et al., 2008; 2010).

A ocorréncia destas infeccbes tém relatos de altas taxas de deteccéo
chegando a valores de 40%, como evidenciado no trabalho realizado na
cidade de Vitoria, Espirito Santo (Ribeiro et al., 2008). Diferentes genoétipos
dos Gl e GIl tém sido detectados sendo o GIll.4 o0 mais prevalente,
acompanhando a tendéncia mundial de ampla distribuicdo deste genoétipo
(Victoria et al., 2007; Campos et al., 2008; Ribeiro et al., 2008; Barreira et al.,
2010).

1.3.8 Prevencéo e controle

A prevencao dos surtos de GA causados pelos NoV esta baseada na
identificacdo imediata do modo de transmissao e na interrupgéo da disperséao,
pelo controle da contaminacdo dos alimentos ou das fontes de 4gua potavel,
pela higiene rigorosa dos profissionais que manipulam alimentos e das

superficies contaminadas, e pela reducdo da propagacdo secundaria das
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infeccbes por disseminacdo de pessoa a pessoa (Barker et al., 2004,
Gallimore et al 2006; Podewils et al., 2007; Fumian et al., 2009).

Em ambientes de cuidados com a saude, a prevencdo das infecgbes
nosocomiais envolve procedimentos de limpeza continua. E fundamental a
atencdo na higiene das maos apos o contato com o paciente ou com objetos
gue podem estar contaminados (Wilhelmi et al., 2003). O uso de detergentes
€ pouco efetivo na eliminacdo da contaminacdo destes virus, sendo
necesséria a utlizacdo de uma solucdo de hipoclorito (CIO") para a
descontaminacao de superficies (Barker et al., 2004). O vapor de alcool nao
inflamavel em sistemas de CO, é utilizado nesses ambientes onde o vapor de
cloro e outros compostos causticos poderiam danificar equipamentos médicos
(Parashar et al., 2001).

Os primeiros avancgos para o desenvolvimento de uma vacina anti-NoV
foram alcancados pela imunizacdo de camundongos e de voluntérios
infectados pelo virus. As formulacdes orais de VLP expressas em plantas
transgénicas produziram resposta humoral nos individuos desafiados (Tacket
2005; LoBue et al., 2006). Recentemente, El-Kamary e colaboradores (2010)
reportaram dados clinicos de testes em Fase Il, avaliando a resposta imune a
uma vacina monovalente de VLP do virus Norwalk administrada junto com
MPL e quitosana como adjuvantes, por via intranasal. Os experimentos
demonstraram uma alta seguranca e eficiéncia da vacina na resposta imune

sistémica e de mucosa.
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2. JUSTIFICATIVA

Estimam-se 114 milhdes de casos anuais de GA por RVA no mundo,
principalmente em criangas com idade menor ou igual a cinco anos; média de

dois milhdes de hospitalizacdes e 400 mil 6bitos (Chandran et al., 2010).

Os NoV séo reconhecidos mundialmente como importantes agentes
etiolégicos de surtos de GA, que ocorrem principalmente como resultado da
contaminacdo de alimentos e agua. Atualmente, acredita-se que os NoV sao
responsaveis por 90% dos surtos de GA virais no mundo, e responsaveis por
um milhdo de hospitalizacdes e 218.000 mortes em criancas de paises em

desenvolvimento (Patel et al.,2008).

Em virtude da complexidade da epidemiologia dos RVA, particularmente
em paises em desenvolvimento, o conhecimento dos gendtipos das amostras
circulantes € de fundamental importancia, especialmente apds a

implementac&o da vacina monovalente Rotarix® (G1P[8]) pelo PNI no Brasil.

Dentre as regifes do Brasil, o Nordeste apresenta piores indicadores
de saude e socioeconémicos. Segundo dados do Ministério da Saude (2010),
a taxa de mortalidade por GA, em criangas com idade menor ou igual a cinco
anos, apresenta significativa variacado entre regioes, sendo consideravelmente

maior no Nordeste brasileiro (do Carmo et al., 2011).

Em Fortaleza, Ceara, os dados epidemioldgicos de GA associada a
infecgbes por bactérias e protozoarios estdo bem documentados (Coutinho et
al., 2008; Lima et al., 2010; Quetz et al., 2012). Até o momento, h& poucos
artigos cientificos que reportem o panorama de deteccdo e de genotipagem
de RVA e NoV em criangas menores que cinco anos na regiao Nordeste,

sendo que apenas um destes (Parks et al.,1999) aborda o Estado do Ceara.

Dessa forma, estudos de caracterizagdo do perfil epidemioldgico das
infecgdes por RVA e NoV no Estado do Ceara séo fundamentais para ampliar

o entendimento da distribuicdo desses virus na regido Nordeste. Este estudo
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estd contribuindo para conhecer melhor o papel dos RVA e NoV na

prevaléncia da GA em Fortaleza, Ceara.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar o perfil genotipico e analisar filogeneticamente os RVA e

NoV detectados em amostras fecais de criangas, com idade menor que dez

anos de idade, atendidas no Hospital Infantil Albert Sabin, em Fortaleza,

Ceara.

3.2 Objetivos especificos

e Detectar RVA e NoV em espécimes clinicos de casos de GA.

e Avaliar a prevaléncia de RVA e NoV em Fortaleza, Ceara no periodo

de abril de 2008 a maio de 2009.

e Determinar os gendtipos dos RVA e NoV circulantes em Fortaleza, CE.

e Analisar a ocorréncia de possiveis eventos de variabilidade genética

dos genes de RVA que codificam para as proteinas VP4, VP7 e NSP4.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1  Espécimes clinicos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Infantil Albert Sabin em 08.04.08, sob o registro n° 022/08.

Foram obtidas 200 amostras de fezes de criancas, com diarreia e até dez
anos de idade, atendidas no Hospital Infantil Albert Sabin por apresentarem
GA, na cidade de Fortaleza, Cearad. A coleta das amostras foi realizada no

periodo entre maio de 2008 e abril de 2009.

4.2 Suspensao fecal

Foram preparadas suspensdes fecais a 10% em tampao Tris-HCI Ca?*
0,01M pH 7,2 em cabine de seguranca biologica NB2, Holten Lamin Air MS
2010 Modelo 0.9. As suspensdes foram homogeneizadas, clarificadas a 3000 x

g por 10 min a 4°C e os sobrenadantes estocados a —20°C.

4.3 Ensaio imunoenzimatico para a pesquisa de rotavirus da espécie A

Foi realizado Ensaio Imunoenzimatico para triagem das amostras
positivas para RVA (Ridascreen®, R-Biopharm A.G.), seguindo as instrucdes do
fabricante. Este método tem por principio a detecdo de antigenos da proteina
VP6 dos RVA.

4.4  Extracdo de acidos nucléicos

A extragdo de acidos nucléicos foi realizada em todas as amostras a
partir de sobrenadantes homogeneizados e clarificados de suspensdes fecais
pelo método descrito por Boom e colaboradores (1990). Resumidamente: em
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tubo de poliestireno tipo Eppendorf® de 1,5mL foram adicionados 1 mL de
tampao L6 e 400uL de suspensdo fecal a 10%, previamente preparada,
seguido de 15pL de silica. ApGs agitacao orbital por 20 minutos, as suspensoées
foram centrifugadas a 16.000 x g por 60 segundos, descartando-se o
sobrenadante em solucdo de NaOH 10N. Em cada tubo, foi adicionado 1 mL de
tampdo L2, seguido de agitacdo em vértex para ressuspensdo do sedimento
formado. Nova centrifugacao foi realizada a 16.000 x g por 60 segundos e o
sobrenadante foi descartado em solucdo de NaOH 10N. A seguir, foram
realizadas duas etapas de lavagens, na primeira, adicionando-se 1 mL de
etanol a 70% a 4°C e, na segunda, 1 mL de acetona P.A (Merck®) na mesma
temperatura, utilizando-se os mesmos procedimentos de homogeneizagéo e
sedimentacdo anteriormente descritos, desprezando-se o sobrenadante em
solucéo de hipoclorito de sodio a 5%. ApoOs a Ultima lavagem, os tubos foram
incubados a 56° C por 15 minutos com as tampas abertas para completa
evaporacao da acetona. ApGs esse periodo, foram adicionados 60uL de agua
livie de endo e exonucleases (Invitrogen®) em cada tubo. Os tubos foram
novamente homogeneizados em voértex por 10 segundos, incubados a 56° C
por 15 minutos com as tampas fechadas. Apds a centrifugacdo a 16.000 x g
por 3 minutos, 50uL do sobrenadante contendo o RNA foram coletados
cuidadosamente, transferidos para outro tubo e armazenados a -70 °C.

Controles negativos foram utilizados durante todos os procedimentos.

45 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA a partir do RNA extraido foi realizada utilizando-se o
iniciador randémico contido no Kit High Capacity® (Applied Biosystems, USA),
seguida de amplificagdo com iniciadores especificos. A reagcdo de transcricao

reversa foi realizada utilizando a mistura de reagentes descrita no Quadro 1.

Foram adicionados 2 pL de dimetil sulfoxido (DMSO) a 10 yL de RNA
extraido e incubado a 97°C por 7 minutos. Apés esse procedimento, os tubos
foram incubados por 2 minutos em banho de gelo e foram adicionados 38uL da
mistura de reagentes (RT) (Quadro 1). Utilizando o termociclador, os tubos
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foram submetidos a temperatura de 25°C por 10 minutos, 37°C por 2 horas e
85°C por 5 minutos. O produto foi estocado a 4°C até o momento da PCR.

Quadro 1. Mistura de reagentes utilizados na reacéo de transcricao reversa

Reagente Concentracdo  Volume/Reacéao

H,0O livre de DNAase / RNAase - 14,8uL
(Invitrogen®)

Tampé&o RT (Applied Biosystems®) 10X 8,0 uL
dNTP Mix (Applied Biosystems®) 25X 3,2 L

RT Iniciador Randémicos 10X 8,0 uL
(Applied Biosystems ®)

RT Multiscribe (Applied Biosystems ®) 50 unidades 4,0 uL

4.6 Amplificacdo dos genes VP4, VP7 e NSP4 de rotavirus da espécie A

A mistura de reagentes utilizada para a amplificacdo dos genes que
codificam para as proteinas VP4, VP7 e NSP4 esta descrita no Quadro 2.
Controles negativos (dgua livre de acidos nucléicos) foram utilizados durante
todos os procedimentos desde a extracdo de acidos nucléicos.
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Quadro 2. Reagentes utilizados na reacdo em cadeia pela polimerase para a
amplificacdo dos genes que codificam para as proteinas VP4, VP7 e NSP4.

Reagentes Concentracao Volume
H,O livre de DNAase/RNAase (Invitrogen®) - 31,25 uL
Tampéo de PCR sem MgCl, (Invitrogen®) 10x 5uL
dXTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP
(Invitrogen®) 2,5mM 4 uL
MgCl, (Invitrogen®) 50mM 2,5 uL
Taq DNA polimerase Platinum (Invitrogen®) 5U/mL 0,25 uL

Oligonucleotideos especificos para VP4:
(FAPAD' - 4con2?)/(4con3? — 4con?);

para VP7: 9con1?® — 9con2® Beg9*- End9*

para NSP4: FN4D" - RN4D*! 20uM (cada) 2 uL

'Gémez et al., 2011. ? Gentsch et al., 1992. °Das et al., 1994. *Gouvea et al., 1990

As condicdes de termociclagem consistram de uma etapa de
desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de amplificacdo
a 94°C por 30 segundos para a desnaturagdo, 50°C por 30 segundos para a
hibridizacdo dos iniciadores para o gene que codifica para VP4, 42°C para
VP7, 55°C para NSP4 e 72°C por 1 minuto para a fase de extensao das fitas de
DNA. A extensio final foi realizada a 72°C por 10 minutos.

4.7 Amplificacdo do gene que codifica para a proteina VP7 por RT-PCR.

A amplificacdo do gene que codifica para a proteina VP7 foi realizada
utilizando o Kit SuperScript™ I1l One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq
DNA Polymerase (Invitrogen®), de acordo com as instrucdes descritas pelo

fabricante. A mistura de reagentes utilizada esta descrita no Quadro 3.

Em tubo de poliestireno de 200uL, foram adicionados 3uL de dimetil
sulféxido (DMSO) e 12uL do RNA extraido. Apds incubacdo a 97°C por 7
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minutos para desnaturacdo, o tubo foi mantido em banho de gelo por 2
minutos. A seguir foram adicionados 35uL da mistura de reacdo de
amplificacéo (Quadro 3). Controles negativos foram utilizados durante todos os
procedimentos desde a extracao de acidos nucléicos.

Quadro 3. Reagentes utilizados para amplificacdo dos genes que codificam
para a proteina VP7.

Reagentes Concentragao Volume
Reaction Mix (Invitrogen®) 2X 25 L
MgSO;, (Invitrogen®) 5mM 8 uL
Enzyme Mix (Invitrogen®) 2000 U/uL 1L
Oligonucleotideos especificos VP7(Beg9® -
End9Y) 20 Mm (cada) 1 uL
Total 25 uL

'Gouvea et al. 1990

As condicdes de termociclagem consistiram de: uma etapa de RT a 55°C
por 55 minutos; a etapa de desnaturacdo a 94°C por 5 minutos; 40 ciclos de
amplificacdo de 94°C por 1 minuto na etapa de desnaturacdo; 55°C por 1
minuto para o hibridizac&o dos iniciadores e 72°C por 2 minutos para a fase de

extenséo das fitas de DNA. A extensio final foi realizada a 72°C por 7 minutos.

4.8 Reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real para deteccéo de
norovirus dos Genogrupos | el

Para triagem de amostras positivas para NoV foi realizado PCR em
tempo real, conforme descrito por Pang et al. (2005) e adaptado por Fumian
et al. (2009). Foram utilizados iniciadores especificos para NoV Gl e GlI,
amplificando a sequéncia da juncdo das ORF1-ORF2 (Quadro 4). Controles
negativos foram utilizados durante todos os procedimentos desde a extracao

de acidos nucléicos.
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Quadro 4. Oligonucleotideos e sondas utilizados para deteccao e quantificacéo
dos norovirus.

Genogrupo Inic;igﬁg;es/ Sequéncia5’-3’ Posi¢do Tamanho do
alvo (Polaridade) genoma amplicon
COGI1F () CGYTGGATGCGNTTYCATGA 5291
COGIR (-) CTTAGACGCCATCATCATTYAC 5375
¢ Sonda RINGla (-)  VIC-AGATYGCGATCYCCTGTCCA-TAMRA 5340 85 pb
Sonda RING1b (-)  VIC-AGATCGCGGTCTCCTGTCCA-TAMRA 5340
COG2F (+) CAR gAR BCN ATg TTY AgR Tgg ATg Ag 5003
Gll COG2R (-) TCg ACG CCA TCT TCA TTC ACA 5100 98 pb

Sonda RING2 (+)  FAM - Tgg gAg ggC gAT CgC AAT CT-TAMRA 5048

I: inosina, R: purina (A/G), Y: pirimidina (C/T), S: (C/G), W: (A/T).

As amostras foram aplicadas em duplicatas em microplaca com 96

orificios (MicroAmp®, Applied Biosystem, Foster City, Califérnia, EUA),
contendo 5 pL de cDNA e 20puL da mistura (Quadro 5) para volume final
de 25uL. Inicialmente as amostras foram submetidas a temperatura de 50°C
por 2 minutos e, posteriormente, a desnaturacao a 95°C por 10 minutos e 45
ciclos subsequentes de desnaturacdo (95°C/15 segundos) e ciclo de
hibridizacdo e extensao (56°C/1 minuto).

Os dados de amplificagdo e quantificacdo foram coletados e
analisados no software Sequence Detector versdo 1.6 (Applied Biosystems).
Em cada reacgéo, foram geradas curvas padrao especificas para NoV Gl e
Gll pela adicGdo de 5 pL da diluicdo seriada (1:10) do plasmideo
recombinante purificado, contendo o inserto de NoV GI e GIl nas
concentracdes de 10° a 10' cépias por reacdo. A curva apresentou
“threshold cycle” (Ct) 37. O método obteve limite de deteccdo de 10

particulas (copias)/ mL.
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Quadro 5. Reagentes utilizados na reacdo em cadeia pela polimerase em
tempo real.

Reagente Volume/Reacéao
H,O livre de Dnase/Rnase (Invitrogen®) 3,8750L
Tag Man ®Universal PCR Master MIX (Invitrogen®) 12,5uL
Primer COG 2F [10puM] 1,5uL
Primer COG 2R [10uM] 1,5uL
Sonda RING2 [10uM] 0,625uL
Primer COG 1F [10uM] 1,5uL
Primer COG 1R [10pM] 1,5uL
Sonda RING1A [10pM] 0,625pL
Sonda RING1B [10uM] 0,625uL

4.9 Determinacdo dos gendtipos de norovirus através da amplificacao
daregido D por PCR

Foram utilizados os iniciadores Cap C, D1 e D3 para amplificacdo de
um fragmento da regido do genoma que codifica para a proteina do
capsideo (regido D) (Vinjé et al.,2004). Como descrito a seguir: em um tubo
de 200uL foram adicionados 10uL de cDNA em 40puL da mistura para volume
final de 50uL (Quadro 6).

As amostras foram submetidas a desnaturacao inicial a 95°C por 3
minutos e 40 ciclos subsequentes de desnaturacdo (94°C/1 minuto),
hibridizagdo (44°C/1 minuto), extensdo (72°C/1 minuto) e um ciclo de
extensédo final (72°C/10 minutos), sendo mantidas a temperatura de 4°C por

até 24 horas. Os tubos foram colocados no termociclador - Termocicler
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®

Applied Biosystems™, Foster City, CA, USA — modelo 2400.

Quadro 6. Reagentes utilizados na PCR para amplificacdo da regido D dos
norovirus.

Reagentes Concentracédo| Volume/Reacéo
H,O livre de Dnase/Rnase (Invitrogen®) i 26,20L
Tampéo de PCR sem MgCl2 (Invitrogen®) 10X 5,0uL
dXTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP (Invitrogen®)|  2°™MM 4,00l
MgCl2 (Invitrogen®) S0mM 1,50
Tag DNA polimerase platinum (Invitrogen®) SUML 0.3uL
Mistura de iniciadores CAP C /D1/D3" 100uM 3,0uL

! Vinjé et al., 2004

4.10 Iniciadores de cadeia utilizados nas reacbes de deteccdo e
sequenciamento

No Quadro 7, estdo descritos os iniciadores utilizados nas reacdes de
amplificacdo dos genes que codificam para as proteinas VP4, VP7 e NSP4 de

RVA. Os mesmos foram utilizados no seqiienciamento destes genes.
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Quadro 7. Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo dos genes NSP4,
VP4 e VP7 de rotavirus da espécie A.

Nome do Posicéo do
Gene | oligonucleotideo Sequéncia sentido 5" - 3’ oligonucleotide
o (nt) no
(polaridade) genoma viral
NSP4 FN4D (+) CGG AAA AGATGG AAA AGC 1-18
NSP4 RN4D (-) GGATTG GTT AAACGG GAT 673-656
VP4 FAPAD (+) GCATGGCTTCACTCATTTATAGAC 1-22
VP4 4con2(-) ATT TCG GAC CAT TTATAACC 887 — 868
VP4 4con3 (+) TGG CTT CGC TCATTT ATAGACA 11-32
VP7 9conl (+) TAG CTC CTT TTA ATG TAT GG 37-56
VP7 9con2 () GTA TAA AAT ACT TGC CAC CA 941-922
VP7 Beg9 (+) GGCTTT Aéé?(é?GGéG AAT TTC 1-928
VP7 End9 (-) GGT CAC ATTCC{A_;AASAA TTCTAA 1062-1036

No Quadro 8, estdo descritos os iniciadores utilizados nas reacdes de
amplificacdo parcial do gene que codifica para o capsideo (Regido D) de NoV.
Os mesmos foram utilizados no seqtienciamento deste gene.
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Quadro 8. Oligonucleotideos utilizados para genotipagem das amostras
positivas para norovirus

Nome do Posicdo no
Oligonucleotideo Sequéncias 5-3 genoma
(polaridade) (nt)

Cap C () CCT TYC CAK WTC CCA Ygg 6667-6684
Cap D1 (+) TgT CTR STC CCC CAg GAA Tg 6432-6451
Cap D3 (+) TgY CTY ITICCH CAR gAA Tgg 6432-6452

I: inosina, R: purina (A/G), Y: pirimidina (C/T), S: (C/G), W: (AIT).

4.11 Andlise dos amplicons por eletroforese em gel de agarose a 1,5%

Para andlise dos amplicons obtidos nos itens anteriores, 2uL de corante
azul de bromofenol (Invitrogen®) foram adicionados a 10pL dos produtos da
RT-PCR e os mesmos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(GIBCO-BRL®) a 1,5% em tamp&o TBE 0,5% (GIBCO-BRL®) por 1 hora a 100
Volts. Apds a impregnacdo de 20 minutos com brometo de etideo (0,5 pg/mL),
os amplicons foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta
(Labnet®) e as imagens registradas em sistema de captura de imagem
(Biolmaging Systems®) utilizando o programa Labworks 4.0.

Controles negativos (adgua livre de acidos nucléicos) foram utilizados

durante todos os procedimentos desde a extracdo de RNA.
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4.12 Purificacdo dos produtos amplificados para sequencimento

A purificacdo dos produtos amplificados foi realizada utilizando-se o kit
comercial “QlAquick® PCR Purification Kit’ (QIAGEN™, Valencia, CA, USA),
guando apenas a banda esperada foi obtida.

Quando observada a presenca de bandas inespecificas, a purificacdo do
produto foi realizada pela extracdo em gel de agarose utilizando o “QIAquick®
Gel Extraction Kit” (QIAGEN™, Valencia, CA, USA) de acordo com o protocolo

descrito pelo fabricante.

4.13 Sequenciamento dos genes amplificados

O sequenciamento foi realizado pela Plataforma de Sequenciamento de
DNA PDTIS/Fiocruz. Segundo orientacdo da plataforma, de 100 a 250
picomoles de DNA purificado e 3,2 picomoles dos iniciadores utilizados na PCR
foram adicionados em tubos de 1,5 mL. A reacéo foi realizada utilizando o Kit
Big Dye Terminator® v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®, CA,
USA), conforme recomendacfes do fabricante.

Os cromatogramas das sequéncias foram obtidos a partir do
sequenciador automatico de 48 capilares “ABI Prism 3730 Genetic Analyzer”
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) do servico da “Plataforma de
Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ".

Os iniciadores utilizados no sequenciamento foram os mesmos das

reacOes de amplificagcdo, porém individualmente.

4.14 Anélise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram alinhadas e editadas no BioEdit Sequence
Alignment Editor (version 6.0.5.2). As amostras de referéncia e prototipos
utilizadas neste estudo foram obtidas a partir do GenBank do National Center

for Biotechnology Information (NCBI) através da ferramenta “Blast’”.
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As sequéncias de nucleotideos obtidas foram comparadas com aquelas
disponiveis no GenBank com o objetivo de definir os dendogramas
correspondentes. Para as analises filogenéticas, foi utilizado o programa
MEGA4 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al., 2007) e
foram incluidas sequéncias nucleotidicas do GenBank que apresentaram
similaridade maior que 95%, de acordo com a ferramenta do pacote Blast. As
distancias calculadas entre as sequéncias foram analisadas utilizando-se o
algoritmo de Neighbor-Joining. A re-amostragem (bootstrap) aplicada foi de

2.000 repeticoes.

A partir das sequéncias nucleotidicas editadas, sequéncias de aminoacidos
foram deduzidas com a utilizagdo do programa Bioedit. A tabela 2 lista os

aminoacidos e as suas respectivas abreviacoes.
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Tabela 2. Aminoacidos e suas respectivas abreviacdes

Aminoacidos Abreviacéo
Glicina G
Alanina A
Leucina L

Valina \%
Isoleucina I
Prolina P
Fenilalanina F
Serina S
Treonina T
Cisteina C
Tirosina Y
Asparagina N
Glutamina Q
Aspartato D
Glutamato E
Arginina R
Lisina K
Histidina H
Triptofano W

Metionina M




5. RESULTADOS

5.1 Deteccdo e perfil epidemiolégico dos rotavirus da espécie A

Dentre as 200 amostras analisadas nesse estudo, 24 (12%) foram
positivas para RVA, através do EIA. A Figura 19 representa os dados de
distribuicdo temporal relativa da deteccdo de RVA em Fortaleza, CE entre
maio de 2008 e abril de 2009. Foi observada maior prevaléncia de RVA no
més de junho de 2008.

A distribuicdo geografica dos casos de RVA, neste periodo, na cidade
de Fortaleza, CE esta representada na Figura 20.

40
30 / \
% 20 \
15 \
10
0 = — N
e N ) e ) ) g e O O O O
SR NI S S G S\~ N~ S SIS
&‘9 . \00 @ ‘2300 & 0&’ 004 b@“’ .\q& & &‘Z;’ %0*’
mai/08jun/08 | jul/08 |ago/08 | set/08 | out/08 |[nov/08 |dez/08 | jan/09 | fev/09 |mar/09| abr/09
=—=RV-A| 24 36 16 4 4 0 0 0 4 4 8 0

Figura 19. Distribuicdo anual relativa em porcentagem de deteccdo de rotavirus da espécie
A, em Fortaleza, CE, de maio de 2008 a abril de 2009.
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Figura 20. Distribuicdo geografica das amostras positivas para rotavirus da espécie A na
cidade de Fortaleza, CE, de maio de 2008 a abr