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RESUMO
Os rotavirus sdo os principais agentes virais causadores de gastrenterite aguda e
responsaveis por 36% dos casos hospitalizacBes entre criancas menores de cinco
anos, resultando em 453.000 6bitos anualmente, principalmente em paises em
desenvolvimento. Pertencem a familia Reoviridae, género Rotavirus, possui RNA de
dupla fita (dsRNA) com 11 segmentos codificando 12 proteinas. O gendtipo G1 se
apresenta geralmente com maior frequéncia nas investigacdes epidemioldgicas,
circulando em varias partes do mundo sob diferentes prevaléncias. Este estudo teve
como objetivo analisar a variabilidade genética dos genes VP4, VP7 e NSP4 dos
rotavirus G1 circulantes nos municipios de Belém e Marituba, Pard, Brasil, no
periodo de 1982 a 2008. Foram selecionadas 83 amostras previamente
caracterizadas como G1 e submetidas a RT-PCR. Os espécimes foram provenientes
de sete estudos realizados no IEC. Foi possivel a amplificagdo para os trés genes
em estudo de 63 (75,9%) espécimes. Foram detectadas as linhagens 1 (8/63, 12,7
%), 2 (29/63, 46,0%), 3 (18/63, 28,6%) e 9 (8/63, 12,7%) para o gene VP7. Co-
predominaram as sublinhagens 2E e 3A concorrendo com um total de 57,1% (36/63)
das amostras. Foram observadas trés substituicdes de aminoacidos (97 [D—E], 147
[S—N] e 218 [I—V]) no gene VP7 nas regides antigénicas (A, B e C) nas amostras
das linhagens 1, 2 e 9. Todas as amostras apresentaram a especificidade P[8] para
o0 gene VP4 e as linhagens 2 (21/63, 33,3%) e 3 (42/63, 66,7%) foram detectadas.
No gene da VP4 ocorreram duas alteracdes (35 [I—V] e 38 [S—G]) na regido
antigénica em todas as amostras analisadas. Para o gene NSP4, todas as amostras
pertenceram ao tipo E1. Houve mudangas de nucleotideos nas posi¢des 47 (C—T) e
101 (T—C), resultando em alteragcdo aminoacidica nos residuos 16 (S—P) e 34
(L—P) em todas as amostras analisadas e nove espécimes demonstraram alteracao
no sitio de toxicidade da NSP4 (aa 131). Tal analise permitiu ampliar o conhecimento
da diversidade genética e da circulacéo de variantes de rotavirus G1, representando
o primeiro estudo da epidemiologia molecular deste gendtipo no Brasil e confirmar a

alta heterogeneidade que este tipo apresenta.

Palavras chaves: Anélise molecular. Rotavirus. Genatipo G1.



ABSTRACT

Rotaviruses are major viral agents of acute gastroenteritis and responsible for 36% of
hospitalization for diarrhea among children less than five years of age, resulting in
453.000 deaths annually, mostly in developing countries. Rotavirus is a member of
Reoviridae family, and its genome consists of 11 double-stranded RNA (dsRNA)
which encode 12 proteins. G1 rotavirus is commonly detected in epidemiological
investigations, occurring under different prevalence rates. The aim of this study was
to analyze the VP4, VP7 and NSP4 diversity genetic of G1 rotavirus circulating in
Belém and Marituba, Para, Brazil, from 1982 to 2008. We selected 83 samples
previously characterized as G1 type and submitted to RT-PCR. The samples were
from seven studies conducted in IEC. It was possible amplification for 63 (75.9%)
specimens. Lineages 1 (8/63, 12.7%), 2 (29/63, 46.0%), 3 (18/63, 28.6%) and 9
(8/63, 12.7%) of VP7 gene were detected. The sublineages 2E and 3A were co-
predominant detected in 57.1% (36/63) of samples. Three amino acid substitutions
(97 [D—E], 147 [S—N] and 218 [I—V]) were observed in VP7 antigenic regions (A, B
and C) in samples of 1, 2 and 9 lineages. All samples showed P[8] specificity for VP4
gene and lineages 2 (21/63, 33.3%) and 3 (42/63, 66.7%) were detected. Two
substitutions (35 [I—V] and 38 [S—G]) occurred in antigenic region of VP4 of
samples analyzed. For NSP4 gene, all samples belonged to E1 type. Phylogenetic
analysis of NSP4 gene revealed that occurred changes in nucleotide positions 47
(C—T) and 101 (T—C), resulting in amino acid substitutions at positions 16 (S—P)
and 34 (L — P) in all samples and 9 specimens displayed amino acid substitution in
NSP4 toxicity residue (aa 131). This study allowed us to broaden our understanding
about genetic diversity and circulation of G1 variants and represents the first
molecular epidemiology analyze of this genotype in Brazil corroborating the high
heterogeneity of this genotype.

Key words: Molecular analysis. Rotavirus. G1 genotype.
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1. INTRODUCAO

A mortalidade infantil permanece ainda como um grave problema de
saude publica, uma vez que aproximadamente 9 milhdes de criancas menores de 5
anos morrem anualmente em todo mundo. Estima-se que as doencas infecciosas
sdo responsaveis por aproximadamente 6 milhdes de Obitos entre criancas nesta
faixa etaria, sendo que as diarreias agudas representaram 15% dos casos, a maioria
nos paises em desenvolvimento (BLACK et al., 2010).

A diarreia aguda € caracterizada pelo aumento do numero de
evacuacoes, com fezes aquosas ou semissoélidas acompanhadas de febre, vémitos e
célicas, podendo perdurar por até 14 dias. O impacto que esta doenca ocasiona esta
relacionado aos danos a saude da populacédo infantil, bem como no contexto da
sociedade em geral (BRASIL, 2006a).

A etiologia das doencas diarreicas é ampla, englobando agentes de
natureza diversa como virus, bactérias, parasitas e toxinas. Os agentes bacterianos
sao relativamente mais importantes nos paises em desenvolvimento, enquanto os
agentes virais sao relevantes tanto em paises desenvolvidos como naqueles em
desenvolvimento, contribuindo para as elevadas taxas de hospitalizacdo e pelos
altos indices de morbi-mortalidade infantil, respectivamente (BRASIL, 2004,
LINHARES et al., 2011; SOAREZ et al., 2008).

Dentre 0s agentes virais, 0s rotavirus se destacam epidemiologicamente,
uma vez que sdo responsaveis por 36% dos casos de gastrenterite que culminam
em hospitalizagdes entre criangas menores de cinco anos, resultando em 453.000
Obitos anualmente, principalmente em paises em desenvolvimento (CDC 2011,
TATE et al., 2011a).

No Brasil, a mortalidade infantil associada a casos de diarreia aguda por
rotavirus varia de acordo com a regido geogréfica, sendo que os estados do Norte e
Nordeste do pais sdo responsaveis por 4,9% e 6,5% dos 6bitos, respectivamente
(BRASIL, 2006b). Apesar da reducdo das hospitalizagcdes por gastrenterite aguda
ap6s a introducdo da vacina anti-rotavirus no Sistema Unico de Salde em 2006,
verifica-se que esta situacdo ainda se mantém expressiva, uma vez que em tais

regides do pais apresentam menor cobertura vacinal (LANZIERI et al., 2010).
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Além dos seres humanos, os rotavirus podem infectar animais de varias
espécies, incluindo bezerros, equinos, suinos, caninos, felinos e aves. (ESTES E
KAPIKIAN, 2007; MULLER E JOHNE, 2007). As infecgbes sintomaticas, isto é,
diarreias, geralmente ocorrem em individuos jovens e a faixa etaria mais acometida
€ a de seis meses a dois anos, embora possam acometer individuos de todas as
idades (BRASIL, 2004). O risco de morte por complicacdes desta doengca aumenta
nos casos de desnutricdo, em que O paciente encontra-se com o0 Sistema
imunoldgico debilitado (PALUMBO et al., 2009).

Os rotavirus sdo amplamente encontrados tanto em paises desenvolvidos
guanto em desenvolvimento, e infectam criancas que pertencem a diferentes classes
sociais. Os indices de mortalidade variam amplamente, de acordo com fatores
demograficos e socioeconémicos, sendo muito mais elevados nas localidades com
dificil acesso a atencdo médica béasica. Nesse contexto, apenas melhorias nas
condi¢cdes sanitarias e de higiene ndo sdo capazes de diminuir sua prevaléncia,
tampouco determinar a sua prevencao e controle (CARVALHO-COSTA et al., 2011,
KIRKWOOD et al., 2011).
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2. JUSTIFICATIVA

A predominancia de rotavirus G1 em todo mundo esta relacionada a
heterogeneidade antigénica e genética que este genotipo apresenta. Desta maneira,
a existéncia de varias linhagens e sublinhagens pode contribuir com a emergéncia
de novas amostras, bem como com o desaparecimento de outras variantes
genéticas (PHAN et al., 2007).

Os rotavirus apresentam mecanismos de diversidade genética tais como
mutacfes pontuais, rearranjo gendmico e recombinacdo intramolecular, levando a
evolucdo desses virus. Desta maneira, estudos a respeito da epidemiologia
molecular de tais agentes sao necessarios para detectar a ocorréncia de novos tipos
virais circulantes que possam interferir em uma possivel falha vacinal.

Os genes que codificam as proteinas estruturais VP4 e VP7 dos rotavirus
sdo amplamente estudados e baseados na caracterizacdo dessas proteinas que tais
agentes virais sao classificados. Com relacdo a proteina ndo estrutural NSP4, existe
relatos na literatura, porém estudos sobre sua diversidade genética associada ao
tipo G1 sao raros.

Andlises sobre a diversidade intragenotipica sdo fundamentais para
definir as variagbes genéticas e antigénicas dos rotavirus, proporcionando um perfil
das amostras que podem apresentar potenciais efeitos sobre a eficacia vacinal. Este
representa um estudo pioneiro de base molecular acerca das proteinas VP4, VP7 e
NSP4 dos rotavirus G1 circulante em nossa regido.

Desta forma, esta investigacdo proporcionard uma melhor compreensao
acerca da complexidade genética dos rotavirus G1 e sobre a sua evolu¢édo ao longo
de mais de duas décadas, j4 que esse gendtipo se apresenta amplamente difundido

em todo globo.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. BREVE HISTORICO

Os rotavirus foram descobertos ha aproximadamente quatro décadas, a
partir de estudos conduzidos por Bishop et al. (1973) em Melbourne, Australia.
Esses investigadores observaram pela primeira vez esses virus no epitélio duodenal
de criancas com diarreia de etiologia ndo-bacteriana, recebendo a denominacédo de
Duovirus. Devido ao seu aspecto radiado, foram denominados posteriormente
Rotavirus (FLEWETT E WOODE, 1978). Desde entdo esses virus se tém
configurado como 0s mais importantes agentes etioldgicos da gastrenterite grave
entre criancas, tanto em paises de clima tropical como temperado, denotando a
distribuicdo universal desses agentes (ESTES E KAPIKIAN, 2007).

A primeira deteccao de rotavirus no Brasil foi registrada por Linhares et al.
(1977), a partir de um estudo-piloto realizado em Belém, Para, que reuniu 25
criancas com quadro de gastrenterite aguda sob atendimentos ambulatorial e
hospitalar. A partir de entdo, inUmeras investigagfes foram conduzidas em ambito
nacional, ressaltando o0s aspectos epidemiolégicos de tais agentes Vvirais
(CARDOSO et al., 2003; CARNEIRO et al., 2005; DA SILVA et al., 2011; LINHARES,
1996; LUZ et al., 2005; SIQUEIRA et al., 2010; SOARES et al., 2011).

3.2. O ROTAVIRUS

3.2.1. Classificacéao viral

Os rotavirus pertencem a familia Reoviridae, subfamilia Sedoreovirinae,
a qual esta organizada em 15 géneros, entre eles o género Rotavirus (ESTES E
KAPIKIAN, 2007; ICTV, 2005).

Os rotavirus séo classificados em sete grupos sorologicamente distintos
(A-G) designados pela proteina VP6, sendo que os grupos A, B e C tém sido
detectados acometendo seres humanos e animais, enquanto os demais foram
identificados apenas em animais (ESTES E KAPIKIAN, 2007). O grupo de maior

relevancia epidemioldgica é o A, o qual é o responsavel pelos episodios de diarreia
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aguda em criancas em todo o mundo, apesar do grupo C j& ter sido detectado em
surtos e casos esporadicos na regido amazbnica (ESTES E KAPIKIAN, 2007;
GABBAY et al., 1999; 2008).

Os rotavirus do grupo A sao distribuidos ainda em subgrupos (SG) e
genotipos segundo suas caracteristicas sorolégicas e moleculares. A proteina VP6 é
responsavel pela especificidade dos diferentes subgrupos, pela presenca ou
auséncia de epitopos imunorreativos frente a determinados anticorpos monoclonais,
denominados SGI, SGII, SGI+ll e SG ndo | e ndo Il (ESTES E KAPIKIAN, 2007;
GREENBERG et al., 1983a). O SGII € o mais frequente entre os humanos, enquanto
0 SGI é mais detectado entre amostras de origem animal (ITURRIZA-GOMARA et
al., 2002).

A classificacdo dos genotipos baseia-se nos genes que codificam as
proteinas VP4 e VP7, denominados P (sensivel & protease) e G (glicoproteina),
respectivamente. Até o presente foram descritos 27 genétipos G e 35 gendtipos P,
dos quais 12 G e 15 P foram encontrados infectando os seres humanos (ESTES E
KAPIKIAN, 2007; MATTHIINSSENS et al., 2011). A classificacdo binéria,
envolvendo as proteinas do capsideo externo (VP4 e VP7) € amplamente utilizada.

As combinacgdes binarias dos genotipos de rotavirus podem ser usuais e
nao-usuais. As usuais relnem os genoétipos G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] e
G9P[8]. As demais combinacfes, consideradas nao-usuais, ocorrem principalmente
nos paises em desenvolvimento (LINHARES et al., 2011; SANTOS E HOSHINO,
2005).

Recentemente, Matthijnssens et al. (2008b) propuseram uma nova
classificacdo dos rotavirus baseada na analise genotipica dos 11 genes virais, sendo
recomendada pelo “Rotavirus Classification Working Group”, com a finalidade de
proporcionar um melhor entendimento acerca da funcdo de cada segmento
gendmico, bem como compreender o relacionamento evolucionario inter-espécies
desses virus. Para cada um dos 11 segmentos genémicos sdo descritos valores de
cut-off especificos de identidade nucleotidica, baseados na caracterizagdo molecular
e analise filogenética do genoma de 53 protoétipos (Tabela 1).

Com base nesta classificacdo, sdo descritos até o momento 27
gendtipos G (proteina glicosilada, VP7), 35 P (sensivel a protease, VP4), 16 |
(capsideo intermediario, VP6), 9 R (RNA polimerase, VP1), 9 C (core, VP2), 8 M
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(metiltransferase, VP3), 16 A (antagonista de interferon, NSP1), 9 N (NTPase,
NSP2), 12 T (regulador da traducdo, NSP3), 14 E (enterotoxina, NSP4), e 11 H (do
inglés, phosphoprotein, NSP5) (MATHIINSSENS et al., 2011).

Tabela 1: Valores de cut-off de identidade nucleotidica para caracterizar os
diferentes gendtipos dos segmentos de rotavirus do grupo A.

Valores cut-off de _ .
Designacdo do nome dos

Gene similaridade Genotipo .
genotipos
nucleotidica (%)

VP7 80 27G Glicoproteina

VP4 80 35P Sensivel a Protease

VP6 85 161 Capsideo Interno

VP1 83 9R RNA polimerase — RNA dependente
VP2 84 9C Proteina do Core

VP3 81 8M Metiltransferase

NSP1 79 16A Antagonista do Interferon
NSP2 85 9N NTPase

NSP3 85 12T Intensificador da Traducéo
NSP4 85 14E Enterotoxina
NSP5? 91 11H Fosfoproteina (pHosphoprotein)

% ORF sobreposta a NSP6

3.2.2. Morfologia viral

A particula viral completa do rotavirus mede cerca de 100 nm de
diametro, é desprovida de envelope lipoproteico e apresenta nucleocapsideo
exibindo simetria icosaédrica. Possui uma tripla camada proteica constituindo os
capsideos externo, intermedidrio e interno; este, intimamente associado ao genoma
viral, formado por 18.556 pares de base (pb), divididos em 11 segmentos de acido
ribonucleico de fita dupla, denominado de dsRNA (double-stranded RNA) (ESTES E
KAPIKIAN, 2007) (Fig. 1).
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FIGURA 1: Representacdo esquematica da particula de rotavirus.
Fonte: Adaptada de Angel et al., 2007.

O capsideo externo é composto de 780 e 120 moléculas das proteinas
VP7 e VP4, respectivamente. A glicoproteina VP7 apresenta massa molecular de 38
kDa e constitui 30% da particula viral. A VP4 comp0de as 60 proje¢cdes com cerca de
10 a 12 nm de comprimento, massa molecular de 88 kDa e compreende 1,5% do
virion. E clivada por agéo de enzimas proteoliticas, dando origem a dois fragmentos,
VP5 (60 kDa) e VP8 (28 kDa), processo envolvido no potencial infectante viral
(ESTES E KAPIKIAN, 2007).

O capsideo intermediario é formado por 780 moléculas da proteina VP6,
sendo esta a mais abundante e constitui 51% do virion. Possui massa molecular de
41 kDa e interage tanto com as proteinas mais externas quanto com as do core.
Este polipeptidio parece estar envolvido no processo de entrada na célula
hospedeira e também se associa a transcricdo do RNA viral (ESTES E KAPIKIAN,
2007).

O capsideo interno é constituido pelas proteinas VP1, VP2 e VP3, sendo

gue a VP2 é a mais abundante, encontra-se disposta em 120 moléculas; e interage
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com a proteina VP6 e com o genoma viral (JAYARAM et al., 2004). Essas proteinas
representam em conjunto aproximadamente 18% das proteinas virais.

As proteinas ndo estruturais ndo compdem o virus morfologicamente,
estando presentes apenas na célula infectada e exercem funcgdes vitais para a
infectividade e replicacdo das particulas virais (ESTES E KAPIKIAN, 2007).

3.2.3. Organizacao gendmica

O genoma do rotavirus possui 18.556 pb mostrando-se rico em adenina e
uracila, e contém onze segmentos de dsRNA, com tamanho que variam de 667 a
3.302 pb. Cada segmento genémico sintetiza uma proteina, com excecédo do 11°
gue esta associado a codificacdo de dois polipeptideos, totalizando doze, sendo seis
nao estruturais (NSP1 a NSP6) e seis estruturais (VP1 a VP4, VP6 e VP7). A fita
positiva dos segmentos gendmicos tem uma estrutura semelhante, e possui na sua
extremidade uma sequéncia 5’-guanidina seguida de uma sequéncia conservada
que faz parte da regido 5 nao-codificante. Cada um dos segmentos de dsRNA
possui uma fase aberta de leitura (ORF) para codificacdo da proteina, seguida por
um codon de finalizagdo e outra regido nao codificadora, situada na extremidade 3,
que é finalizada com 3’-citidina terminal (ESTES E KAPIKIAN, 2007) (Fig. 2).

Regidao nao codificadora Regido ndo codificadora

9-48 7-182
( ) Fase aberta de leitura 52 g2

1
AUG

UUAAGUUAGAACUGUAUGAUGUGACC

GGCUUUUAAA U UGUG
AA A UU A

——> < > | —>

FIGURA 2: Estrutura dos segmentos génicos de rotavirus
Fonte: Adaptada de Estes e Kapikian, 2007.
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O genoma do rotavirus apresenta-se segmentado e devido a esta
caracteristica e a diferenca de massa molecular dos segmentos gendmicos, o0 RNA
viral pode ser analisado pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
(EGPA). De acordo com a mobilidade de cada segmento dos rotavirus do grupo A,
eles podem ser agrupados em quatro classes: classe | (segmentos 1, 2, 3 e 4), 1l (5
e 6), lll (7,8 e9) elV (10 e 11); ou 4:2:3:2 (Fig. 3). Os rotavirus pertencentes aos

grupos B e D denotam padréo 4:2:2:3, e o C, por sua vez, 4:3:2:2.

Segmentos
gendmicos Proteinas
1 Localizagdo das
cl I 2 proteinas
asse S -
— W
\u.f .
Classe ll 5 =
= NoP
7 VPG
Classe lll g = VP
9
MEF -
10 MNSP D
Classe IV ] NSP4
11 | NSP5.

FIGURA 3: Representacao esquematica, perfil eletroforético dos segmentos
gendmicos e proteinas de rotavirus. Fonte: Adaptada de Prasad et al., 1996.

Também por meio da EGPA se pode fazer a classificacdo do perfil
eletroforético, baseada na migracéo do 11° segmento, em longo, curto e super-curto.
Existe uma correlacdo consistente entre esses perfis com subgrupo e tipo G de
rotavirus, ja que espécimes com perfil longo pertencem ao subgrupo Il e denotam os
tipos G1, G3, G4 ou G9. O perfil curto, por sua vez, é subgrupo | e tipo G2. J4 ao
perfil supercurto pertencem ao subgrupo | e tipo G8 (ESTES E KAPIKIAN, 2007;
TANIGUCHI E URASAWA, 1995).
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3.2.4. Proteinas

3.2.4.1. Proteinas estruturais

A proteina VP1, codificada pelo segmento 1, € uma RNA polimerase RNA
dependente e estd envolvida nos processos de transcricdo e replicacdo virais.
Encontra-se no capsideo interno, além de ser a Unica proteina do core que possui
uma sequéncia especifica de reconhecimento ao RNA viral (LI et al., 2009;
MERTENS, 2004).

A VP2 (segmento 2) é a proteina que recobre o capsideo interno,
interagindo com o RNA viral e atuando no processo de replicacdo viral devido a sua
capacidade de ligar-se ao dsRNA através de seus residuos N-terminais (JAYARAM
et al., 2004).

A proteina VP3 (segmento 3), também encontrada no capsideo interno,
possui atividade de metilguanililtransferase participando da transcricdo juntamente
com a proteina VP1 ligando-se ao RNA fita simples (LI et al., 2009).

A VP6 (segmento 6) compde o capsideo intermediario e estd organizada
em 260 trimeros, sendo a proteina mais abundante e principal portadora dos
determinantes antigénicos que permitem classificar os rotavirus em diferentes
grupos e subgrupos. Essa proteina exerce um papel importante na estrutura da
particula viral devido a interacdo com as proteinas do capsideo externo (VP4 e VP7)
e interno (VP2). Esta envolvida nas duas principais funcées do virus, quais sejam, o
processo de entrada na célula hospedeira e transcricdo do dsRNA (ESTES E
KAPIKIAN, 2007; RUIZ et al., 2009).

A proteina VP4 contém 776 aminoacidos, ndo é glicosilada e forma 60
projecdes a partir do capsideo externo de particulas virais maduras (SHAW et al.,
1996; YEAGER et al., 1994). E codificada pelo quarto segmento genémico e assim
como a VP7, induz a formacéo de anticorpos. E uma hemaglutinina e sofre clivagem
proteolitica por acdo da tripsina, resultando na formacdo dos peptideos VP5 (60
kDa, aa 248-776) e VP8 (28 kDa, aa 1-247), proporcionando o aumento da
infectividade viral e a entrada do virus na célula. O peptideo VP5 esta associado
com a atividade de neutralizagdo cruzada entre os diferentes tipos de VP4 e,

possivelmente, possui 0s epitopos responsaveis pela adsor¢cdo do virus a celula. O
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peptideo VP8, por outro lado, contém a maioria dos epitopos associados as reacdes
tipo-especificas. Esta proteina tem importante papel na aderéncia e penetracdo do
virus na célula hospedeira, também estando implicada na hemaglutinacao,
neutralizacéo e viruléncia (ESTES E KAPIKIAN, 2007; JAYARAM et al., 2004; RUIZ
et al., 2009).

A VP7 é uma glicoproteina do capsideo externo capaz de induzir a
sintese de anticorpos neutralizantes e encontra-se disposta em 260 trimeros. Ela é
sintetizada pelo segmento 7, 8 ou 9 dependendo da amostra viral (GREENBERG et
al., 1983b; MATTION et al. 1994). Acredita-se que a proteina VP7 interaja com a
VP4 durante o processo de aderéncia e penetracdo, podendo também atuar com as
moléculas da superficie celular do hospedeiro, apés a adsor¢cdo (ESTES E
KAPIKIAN, 2007; JAYARAM et al., 2004; RUIZ et al., 2009).

A especificidade do gendtipo/sorotipo G é devido ao elevado grau de
divergéncia na sequéncia do gene que codifica a proteina VP7, a qual apresenta
uma ORF composta de 326 residuos de aminoécido (aa) com dois cédons de
iniciacdo. Estudos com anticorpos monoclonais possibilitaram a identificacdo no
gene da VP7 de nove regides variaveis (VR) e seis regides antigénicas, assim
definidas: A (do aa 87 ao 101), B (do aa 143 ao 152), C (aa 208 até o 221), D (aa
291), E (do aa 189 a0 191) e F (do aa 235 até o0 242) (CIARLET E LIPRANDI, 1994;
COULSON E KIRKWOOD, 1991; DUNN et al., 1993; DYALL-SMITH et al., 1986;
KIRKWOOD et al., 1993; KOBAYASHI et al., 1991b; LAZDINS et al., 1995) (Fig. 4).

Regibes Variaveis - VR
VR1 V VR3 VR4 VRS VR6 VR7 VRS VR9

18 20 25 32 37 53 6576 87 100119132 141150 208 224 235 242 326

— — —
87 101 143 152 208 221 235 242
RAA RAB  RAC RAF

Regibes Antigénicas - RA

FIGURA 4. Demonstracéo das regides variaveis (VR) e das principais regides
antigénicas (RA) do gene VP7 de rotavirus.
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3.2.4.2. Proteinas nao-estruturais

As proteinas ndo estruturais ndo sdo encontradas no virion, situando-se
apenas nas células infectadas e estdo envolvidas na replicacdo, além de interagir
com o acido nucléico.

A proteina NSP1 (segmento 5) age como antagonista do interferon e
facilita o crescimento dos rotavirus por supressado da apoptose. Ela se associa ao
citoesqueleto celular favorecendo a ligacdo do virus a célula. E a proteina viral
menos conservada, por apresentar elevada diversidade, e ndo esta presente em
todas as amostras (BAGCHI et al., 2010; GRAFF et al., 2009; MERTENS, 2004).

A NSP2 (segmento 8) tem atividade de NTPase e helicase. Se expressa
em altos niveis em células infectadas e esta localizada nos viroplasmas (sitio de
montagem das particulas virais no citoplasma). Sua associagcdo com a NSP5 faz
com que essas duas proteinas estejam envolvidas na replicacdo e encapsidacdo do
RNA (ESTES E KAPIKIAN, 2007; JAYARAM et al., 2004; TARAPOREWALA et al.,
1999; TARAPOREWALA E PATTON, 2001).

A NSP3 (segmento 7) esta relacionada com o processo de regulacdo da
tradugao e reconhece a sequéncia consenso 3° do RNA mensageiro, favorecendo a
traducdo dos transcritos de RNAm aos ribossomos e ainda previne a degradacéo
dos mesmos por nucleases celulares (KERYER-BIBENS et al., 2009). H4 estudos
sugerindo a acdo dessa proteina no processo de disseminacdo extra-intestinal
(FUJITA et al., 2010; MOSSEL E RAMIG, 2002; 2003).

A NSP4 (segmento 10) é uma glicoproteina transmembrana localizada
no reticulo endoplasmatico (RE), com 175 aa e massa molecular de 28 KDa, sendo a
Gnica proteina ndo-estrutural que ndo se liga ao RNA. Ela apresenta importante
papel na morfogénese viral, uma vez que atua como receptor intracelular na
membrana do RE para as particulas incompletas durante o processo de maturacgao.
A NSP4 é capaz de ativar os canais dependentes de Ca’" no intestino e vem sendo
descrita como a primeira enterotoxina viral com capacidade de induzir diarreia de
natureza secretora com acao semelhante ao que se observa com a enterotoxina labil
da Escherichia coli (BALL et al., 1996; 2005; ESTES E KAPIKIAN, 2007; HUANG et
al., 2004; JAGANNATH et al., 2006).
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A NSP5 (segmento 11) apresenta formas fosforiladas e com acéo de
autoquinase (TARAPOREWALA E PATTON, 2004). Quando a NSP5 é expressa em
células nédo infectadas, a NSP2 induz a hiperfosforilacdo de NSP5, mostrando a
interacdo dessas duas proteinas. Durante o processo de replicacdo a NSP2, NSP5 e
NSP6 estdo associadas na formacao de viroplasmas (ESTES E KAPIKIAN, 2007).

A NSP6 é uma proteina cuja ORF encontra-se sobreposta a NSP5 e néo
esta presente em todos os espécimes (TARAPOREWALA E PATTON, 2004). As
proteinas NSP2, NSP5 e NSP6 estdo envolvidas no processo de replicacdo e
encapsidacdo do RNA (ESTES E KAPIKIAN, 2007).

3.3. REPLICACAO VIRAL

O sitio de replicacdo dos rotavirus € o intestino delgado. As particulas
virais apresentam afinidade quimica pelos enterdcitos maduros das vilosidades
intestinais. As particulas infecciosas sdo aquelas que apresentam triplo capsideo e
conseguem aderir-se as células do hospedeiro, uma vez que o capsideo externo
esta diretamente envolvido no processo infeccioso, atuando na adesao celular,
penetracdo da membrana e entrada na célula (ESTES E KAPIKIAN, 2007).

A proteina VP4 tem funcdo essencial no ciclo de replicacdo do virus, pois
o processo de penetracdo inicia-se pela clivagem desta proteina por acdo da
tripsina, gerando os polipeptideos VP5 e VP8, os quais interagem com receptores
contendo &cido sialico e com integrinas, respectivamente (ESTES E KAPIKIAN,
2007; GUERRERO et al., 2000; LOPEZ E ARIAS, 2004; ZARATE et al., 2000).

O processo de penetracdo dos rotavirus na célula pode ocorrer por
entrada direta pela clivagem da VP4 por acdo da tripsina pancreatica ou por
endocitose, sem acidificagdo do endossoma (BAKER E PRASAD, 2010). A
endocitose depende da concentragdo de Ca' intracelular. A ligagdo rotavirus-
receptor celular induz a formacdo de uma vesicula endocitica, isolando a particula
viral completa em um compartimento intracelular. Ocorre a remogéo dos ions Ca™
do interior da vesicula e o equilibrio da concentracéo de Ca*" no citoplasma, fazendo
com que os trimeros de VP7 tornem-se mondmeros e 0 virus perca o capsideo
externo e haja a lise vesicular, iniciando o processo de transcricdo viral pelas
particulas com duplo capsideo (AOKI et al. 2009, RUIZ et al., 2000).
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A transcricdo ocorre pela ativagdo da transcriptase viral, promovendo a
producédo de RNA mensageiro (RNAm) tanto para formacgéo das proteinas virais bem
como servir de molde para a sintese da fita negativa do material genético (ESTES E
KAPIKIAN, 2007). Todas as atividades inerentes a replicacdo do genoma e
montagem dos virions se desenvolvem sob agcdo das enzimas virais (RUIZ et al.,
2009).

A montagem das particulas virais e replicacdo dos segmentos do genoma
acontecem nos viroplasmas, estruturas localizadas proximas ao reticulo
endoplasmatico (RE) e constituidas por grande quantidade de RNA e proteinas
virais. H4 a formacdo das particulas de duplo capsideo que atravessam para o
interior do RE por brotamento, por acdo da NSP4, que atua como um receptor
intracelular. As particulas adquirem um envelope transitorio devido a membrana do
RE, que posteriormente é perdido e substituido por uma fina camada de proteina
que constitui o capsideo externo. Por fim, particulas virais maduras, séo liberadas
por meio da lise celular (BALL et al., 2005; ESTES E KAPIKIAN, 2007; JAYARAM et
al., 2004; RUIZ et al., 2009) (Fig. 5).
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FIGURA 5: Modelo esquematico do ciclo de replicacéo dos rotavirus.
Fonte: Adaptado de Guglielmi et al. (2010).
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3.4. FISIOPATOLOGIA

A fisiopatologia da diarreia por rotavirus € multifatorial e envolve diversos
processos até o momento ndo totalmente esclarecidos. A ma absor¢cédo de nutrientes
devido a destruicdo dos enterdcitos, o efeito enterotoxico da proteina ndo estrutural
NSP4 e a ativacdo do sistema nervoso entérico, sdo alguns mecanismos da origem
da diarreia causada por esse agente (ESTES E KAPIKIAN, 2007; GRAY et al.,
2008).

As particulas virais infectam os enterdcitos maduros do intestino delgado.
Apos replicacdo dos virus, ocorre a lesdo do epitélio devido a lise e substituicdo dos
enterocitos por células imaturas as quais apresentam capacidade de absorgéo
reduzida. Reduz-se a absorcdo dos dissacarideos, gorduras e proteinas resultando
em aumento da osmolaridade no lamen intestinal e, consequentemente,
incapacidade de absorcdo de agua e nutrientes, levando a diarreia de natureza
osmotica (BALL et al.,, 1996; GRAY et al., 2008; LORROT E VASSEUR, 2007a;
RAMIG, 2004).

A proteina NSP4 atua como uma enterotoxina no mecanismo
enteropatogénico. Esta proteina provoca a desestabilizacdo da homeostasia dos
fons Ca™ do RE. O aumento na concentragdo na Ca'" ocasiona o rompimento do
citoesqueleto levando a lise celular e secrecdo do ion cloreto. Efeitos sob células
nao infectadas podem ser ocasionados por esta proteina liberada a partir de células
infectadas, promovendo a liberacdo de Ca* do RE e ruptura das juncdes celulares
(BALL et al., 2005; ESTES E KAPIKIAN, 2007; HYSER et al., 2010; RAMIG, 2004).

A ativacao do sistema nervoso entérico nas infeccbes por rotavirus pode
desencadear a secrecdo de fluidos e eletrdlitos e a proteina NSP4 pode estar
envolvida neste processo através da liberacdo de peptideos por meio de células
infectadas das vilosidades intestinais (LORROT E VASSEUR, 2007b; LUNDGREN E
SVENSSON, 2001) (Fig. 6).



30

Bt 3

Glicose

Sucrose . . Na*
0.9]

FIGURA 6: Principais mecanismos envolvidos na patogénese da diarreia por
rotavirus. Apos a formacédo de viroplasmas (VI) h& liberacdo de novos virus e da
NSP4. Esta proteina induz um aumento da concentracdo de Ca'" em células
infectadas proporcionando a desestabilizacdo do citoesqueleto e efluxo de agua e
ions CI', provocando diarreia de natureza secretora. Ocorre a liberacdo de aminas e
peptideos as quais estimulam o sistema nervoso entérico. A ma digestdo dos
carboidratos deve-se a uma diminuicdo nos niveis de enzimas digestivas e
diminuicdo da funcdo da SGLT-1 (transportador de glicose dependente de sddio).
Fonte: Adaptado de Hodges e Gill, 2010.

Recentemente foi proposto o mecanismo fisiopatolégico do vomito
durante a infeccdo pelos rotavirus. Acredita-se que a glicoproteina NSP4 esteja
envolvida nesse processo por meio da liberacdo de serotonina a partir das
enterocromaffins, células presentes no intestino, ativando os nervos vagos aferentes
0S quais estdo conectados com as estruturas do tronco cerebral associados ao
vomito (HAGBOM et al., 2011).
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3.5. MECANISMOS DE EVOLUCAO GENETICA

Os rotavirus apresentam grande variabilidade genética, em parte por
causa do seu genoma segmentado. Os mecanismos de diversidade genética, tais
como mutacdes pontuais, rearranjos gendmicos (recombinagdo intramolecular),
restruturacao genética (reassortment) e a introducdo genes de rotavirus animal em
amostras de rotavirus humanos, levam a evolucdo desses virus (ITURRIZA-
GOMARA et al., 2001).

As mutagcBes pontuais compreendem trocas de bases nucleotidicas, as
quais podem ser acumuladas e transmitidas para novas progénies virais. Tais
alteracdes podem gerar novas linhagens ou sublinhagens dentro de um mesmo
gendtipo (ITURRIZA-GOMARA et al., 2001; MAUNULLA E VON BONSDORFF,
1998).

Os rearranjos gendmicos sao modificagcdes na sequéncia do segmento,
ocasionadas por delecdo ou duplicacdo (Fig. 7). A ocorréncia deste mecanismo in
natura € raro quando comparada com 0s outros tipos de mecanismo para a
diversidade genética do rotavirus. Neste tipo de mutacédo, alguns segmentos de RNA
perdem suas posi¢cdes usuais e bandas adicionais sdo visualizadas pela EGPA
(DESSELBERGER et al., 2001; ITURRIZA-GOMARA et al., 2001, SOARES et al.,
2010).

Antes do rearranjo

AUG Cédon de parada

Apds o rearranjo
Il ORF completa
—— Duplicacdo parcial

mmm Regides 5 e 3' ndo traduzidas

FIGURA 7: Rearranjo no genoma de rotavirus.
Fonte: Adaptado de Desselberger, 1996.
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A reestruturacdo genética consiste na troca de material genético entre dois
virus pertencentes ao mesmo grupo, durante infec¢cdes mistas in natura ou por meio
de coinfeccdo em cultivo celular. Em paises em desenvolvimento € mais frequente a
deteccdo de amostras com estas propriedades, uma vez que fatores como precarias
condicdes de saneamento basico e higiene, defesas imunoldgicas limitadas e maior
convivio do homem com animais favorecem a ocorréncia de infecgcBes mistas e
provavelmente transmisséo entre espécies (DE GRAZIA et al., 2010; MARTELLA et
al., 2010; MASCARENHAS et al., 2007a; 2007b).

A ocorréncia de rotavirus animal acometendo seres humanos se registra
tanto em transmissdo direta do virus como por contribuicdo de genes na
reestruturacao genética, com segmentos genémicos de rotavirus de origem humana
(BANYAI et al., 2009a; ITURRIZA-GOMARA et al., 2001; MARTELLA et al., 2010;
MATTHIINSSENS et al., 2006).

3.6. EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES POR ROTAVIRUS

Diversos estudos realizados em escala global demonstram a importancia
gue esses agentes assumem na etiologia das diarreias graves na infancia
demonstrando sua ampla circulagdo (ESTES E KAPIKIAN, 2007; KHOURY et al.,
2011; KIRKWOOD et al., 2011; LINHARES et al., 2011; PERL et al., 2011; SANTOS
E HOSHINO, 2005).

A mortalidade global associada aos rotavirus tem diminuido ao longo de
duas décadas (PARASHAR et al., 2009). No entanto, eles séo responsaveis por 125
milhdes de episodios de diarréia, 2,4 milhdes de hospitalizacdes e cerca de 500 mil
mortes que ocorrem a cada ano em todo mundo (PARASHAR et al., 2009; TATE et
al., 2011a). Na América Latina e Caribe, 24,3% dos casos de gastrenterite sdo
ocasionados por tais agentes virais causando a morte de 47.000 criancas menores
de cinco anos anualmente (LINHARES et al., 2011). No Brasil, estima-se que o0s
rotavirus estdo relacionados com 3.352.053 episodios de diarreia, 655.853 visitas
para cuidados de saude, 92.4535 hospitalizacbes e 850 mortes de criancas nesta
mesma faixa etaria (SOAREZ et al., 2008).

A ocorréncia universal dos rotavirus é amplamente reconhecida, sabendo-

se que a rigor todas as criangas até os cinco anos de idade ja se infectaram. Esses
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virus sao referidos como “agentes democraticos”, visto que infectam criangas de
todas as partes do mundo, compreendendo diferentes racas e classes sociais.
Entretanto, a grande maioria dos relatos de morte por tais agentes ocorre nos paises
em desenvolvimento (ESTES E KAPIKIAN, 2007; MCCORMACK E KEAM, 2009;
PARASHAR et al., 2006).

As infec¢Bes por rotavirus apresentam um carater sazonal em paises
temperados, onde ocorrem expressivamente nos meses mais frios, que compreende
o periodo do outono a primavera. Nos trépicos tal configuracdo sazonal se revela
menos evidente e se registra a infeccdo por tais virus ao longo de todo o ano,
apesar de que os casos de gastrenterite por rotavirus tendem a ser mais elevados
nos periodos mais frios e nas estacdes secas (COOK et al., 1990; LEVY et al.,
2009).

Os gendtipos de rotavirus frequentemente detectados, considerados
usuais e que assumem importancia epidemiolégica universal, sdo representados
pelos tipos G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] e G9P[8], sendo que as amostras G1P[8]
prevalecem amplamente. Nao obstante, registra-se a emergéncia de outros tipos
como G5, G8, G10, G12, P[6] e P[9], principalmente nos paises em
desenvolvimento. As amostras ndo usuais sd0 menos frequentes e representam
4,9% das infeccdes descritas em todo o mundo (CASTELLO et al., 2009; LE et al.,
2008; LEITE et al., 2008; LI et al.,, 2008; LINHARES et al., 2011; SANTOS E
HOSHINO, 2005).

As infeccBes mistas, isto é, coinfeccdo com mais de um gendétipo, sao
ocasionadas pela ampla diversidade genética dos rotavirus, principalmente em
paises em desenvolvimento. A elevada prevaléncia de infeccbes mistas pode
propiciar uma maior mutacdo genética in vivo do rotavirus, proporcionando a
emergéncia de novas combinacdes ndo usuais. Este fendbmeno pode causar um
consideravel impacto no processo de controle e prevengcdo contra o rotavirus,
principalmente no que concerne a implantacdo de imunizantes seguros e eficazes
(FREITAS et al.,, 2008; GENTSCH et al., 2005; KIRKWOOD, 2010; SANTOS e
HOSHINO, 2005).
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3.6.1. Epidemiologia do gendtipo G1

O tipo G1 merece destaque, pois ele se apresenta geralmente com maior
frequéncia nas investigacbes epidemiologicas, circulando em varias partes do
mundo sob diferentes prevaléncias (LEITE et al., 2008; LINHARES et al., 2011,
SANTOS E HOSHINO, 2005). Estima-se que em paises desenvolvidos como
Ameérica do Norte e Europa, 70% das infeccdes por rotavirus sdo pelo genotipo G1.
Por outro lado, nos paises em desenvolvimento, principalmente os localizados na
Africa e Asia, esse tipo se apresenta em menores frequéncias. Este panorama esta
possivelmente relacionado a circulagdo de amostras nao usuais, assim como a
emergéncia de novos tipos nos paises mais pobres (KHOURY et al., 2011,
LINHARES et al.,, 2011; RAMANI et al., 2007; SANCHEZ-PADILLA et al., 2009;
SANTOS E HOSHINO, 2005; TODD et al., 2010).

Em uma revisao realizada por Linhares et al. (2011), abrangendo estudos
realizados nos paises da América Latina e Caribe, publicados entre 1990 a 2009,
demonstrou-se que o tipo G1P[8] (17,9%) foi 0 mais prevalente, seguido por G2P[4]
(9,1%) e G9P[8] (8,8%). No Brasil, Carvalho-Costa et al. (2011) observaram que em
2005, antes da introducdo da vacina, o G9P[8] apresentava-se como 0 tipo mais
prevalente. Nos anos, seguintes (2006 a 2008) houve re-emergéncia de rotavirus
G2P[4], e em 2009 ocorreu um declinio na frequéncia deste gendétipo e o aumento
dos casos de infec¢éo pelo tipo G1P[8].

Leite et al., (2008), em uma revisao abrangendo 42 estudos realizados no
Brasil, entre 1982 a 2007, demonstraram que o tipo G1 esteve associado a 43% dos
casos de infeccdo por rotavirus no periodo pré-vacina. Em Belém, esse gendtipo foi
responsavel por quase metade das diarreias associadas aos rotavirus (41%) ao
longo de duas décadas, envolvendo estudos sobre gastrenterites de origem viral,
sendo que a combinacédo G1P[8] concorreu com 64% das infecgdes (SOARES et al.,
2010).

Em um estudo envolvendo criangas que receberam a vacina tetravalente
contra rotavirus (RRV-TV) foram detectadas quatro linhagens relacionadas com o
tipo G1 (JIN et al., 1996). Recentemente, com base na analise de amostras do tipo
G1, detectadas em varias partes do mundo, foi proposta uma nova classificacdo em

11 linhagens e 17 sublinhagens. A divergéncia nucleotidica entre as amostras da
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mesma sublinhagem é menor que 2%; 3% a 4% entre as sublinhagens; e 5% a 16%
entre as linhagens (PHAN et al., 2007).

Recentes estudos tém demonstrado a ampla diversidade genética do
gene VP7 de rotavirus G1. A introducdo e emergéncia de variantes antigénicas
deste gene podem ser responsaveis pela circulagdo continua deste gendtipo na
populacdo (ARISTA et al., 2006; ARORA et al., 2009; LE et al., 2010; PIETSCH et
al., 2011).

Investigacbes envolvendo o sequenciamento completo do genoma de
rotavirus G1 permanecem escassas e englobam principalmente protétipos isolados
h& pelo menos trés décadas (MATTHIINSSENS et al., 2008a). Com relacdo as
amostras detectadas recentemente, Rahman et al., (2010) realizaram a anélise do
genoma completo de um rotavirus do tipo G1 (Dhakal6-03) isolado em 2003 em
Bangladesh, o qual demonstrou grande similaridade com espécimes
contemporaneos.

Rippinger et al., (2010) realizaram o sequenciamento do genoma viral de
duas amostras candidatas a vacinas (RV3-G3P[6] e 116E-G9P[11]) e verificaram
que certos residuos de aminoacidos podem contribuir para atenuar ou influenciar a
eficAcia vacinal. Até o presente, a sequéncia nucleotidica da vacina Rotarix®
(G1P[8]) néo foi divulgada pelos fabricantes. Esta vacina faz parte do Programa
Nacional de Imunizacdo (PNI) e encontra-se disponivel na rede publica. Estudos
sobre a diversidade genética de amostras G1 sdo importantes a fim de detectar a
ocorréncia de novas linhagens virais circulantes que possam interferir em uma

possivel falha vacinal.
3.7. TRANSMISSAO

A principal via de transmissdo dos rotavirus € a fecal-oral, pelo contacto
inter-humano, por meio da ingestdo de agua e alimentos contaminados com fezes
ou contato com fomites (ESTES E KAPIKIAN, 2007). A elevada concentracdo de
particulas excretadas durante a evacuacéao, cerca de um trilhdo de particulas virais
por milimetro cubico de espécime fecal, propicia o processo de transmissao pelo

contato direto. O periodo de incubacdo é de um a trés dias, sendo que a excrecdo
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méaxima ocorre entre 0 3° ou 4° dias apo6s o inicio dos sintomas, e a dose infectante
€ de apenas dez particulas virais (WARD et al., 1986; ESTES E KAPIKIAN, 2007).

O trato respiratério parece ser uma via incomum de transmissao dos
rotavirus, no entanto esta rota de transmisséo néo foi totalmente elucidada (ESTES
E KAPIKIAN, 2007). Ha relatos da deteccdo de particulas de rotavirus no trato
respiratério superior e da presenca de sintomas respiratérios em pacientes com
gastrenterite; todavia, ha estudos sustentando a inviabilidade deste modo de
transmissao (AZEVEDO et al., 2005; COOK et al., 1990; VOLLET Il et al., 1981;
ZHAORI et al., 1991; ZHENG et al., 1991).

Os rotavirus denotam estabilidade fisico-quimica, permitindo a sua
permanéncia por longos periodos (até 10 dias) sobre superficies e em ambientes
com pouca umidade (GLEIZES et al., 2006). Sao resistentes aos desinfetantes
comuns, mantendo seu potencial infeccioso por varios meses em temperaturas entre
-40°C e -200°C (PARASHAR et al., 2003). Recentes estudos tém demonstrado a
importancia do monitoramento de amostras ambientais a fim de avaliar a
epidemiologia dos rotavirus e possivel risco de disseminacdo sobre a populacao
(FUMIAN et al., 2011; GANIME et al., 2011; HE et al., 2011).

A ocorréncia das infeccdes por rotavirus em ambientes fechados, como
asilos, creches e hospitais, € geralmente comum devido a sua ampla disseminacao
(ESTES E KAPIKIAN, 2007; LI et al., 2011; TROP SKAZA et al., 2011). A infeccao
em adultos apresenta-se muitas vezes na forma assintomatica, e geralmente
ocorrem em pais de criancas infectadas, pacientes imunodeprimidos e idosos
(ANDERSON E WEBER, 2004; ESTES E KAPIKIAN, 2007; PARASHAR et al.,
2003). Surto de gastrenterite por rotavirus em populacées isoladas como indigenas e
quilombolas ja foram descritos (KAIANO et al., 2009; LINHARES et al. 1981).
Recentemente, Lunchs et al. (2011) relataram um surto por rotavirus e norovirus em
casas de detencdo no Brasil. Surtos de gastrenterite ocasionados por rotavirus por
meio de veiculacdo hidrica também ja foram registrados (KARMAKAR et al. 2008,
KOROGLU et al. 2011).

A transmissdo entre espécies tem sido cada vez mais confirmada,
principalmente nos paises em desenvolvimento, onde ocorre maior convivio entre 0s
seres humanos e animais, principalmente bovinos, suinos e aves, e as condi¢des
insalubres de higiene (BANYAI et al., 2009a; JAIN et al., 2001; TEODOROFF et al.,
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2005). Diversos estudos apontam a deteccdo de amostras de origem animal
capazes de formar recombinantes génicos com cepas de rotavirus humanos e vice-
versa e que possivelmente estariam proporcionando a emergéncia de tipos néo
usuais (BANYAI et al., 2009a, 2009b; JAIN et al., 2001; MARTELLA et al., 2010;
MASCARENHAS et al., 2007a; 2007Db).

3.8. QUADRO CLINICO

As infec¢Bes por rotavirus podem ser assintomaticas ou se expressarem
por gastrenterite de forma moderada ou grave. O periodo de incubacao é curto (um
a trés dias), evoluindo para o aparecimento de vomitos, febre moderada/alta e
diarreia aquosa que perduram por 5 a 8 dias, podendo levar a desidratacéo e, nao
havendo a intervencdo hospitalar precoce, culmina com o o6bito (ESTES E
KAPIKIAN, 2007). A diarreia geralmente € autolimitada e a recuperacao do paciente
tende a ocorrer num periodo de sete a dez dias (BISHOP, 1996).

A forma assintomatica da infeccdo por rotavirus € detectada
principalmente em neonatos e criancas até os 4 meses de idade, provavelmente
devido, entre outros fatores, a protecdo conferida pelos anticorpos de origem
materna (BISHOP et al., 1996; GLASS et al., 2006; LINHARES et al., 1989).

Os rotavirus possuem a capacidade de transpor o trato gastrintestinal e
infectar outros érgdos, provocando manifestacdes clinicas atipicas. Nesse contexto,
destaquem-se: atresia biliar, hepatite, nefrite, otite média, pneumonia, exantema,
encefalite e convulsdo (BLUTT et al., 2007; GILGER et al., 1992; RATH et al., 2011,
YOSHIDA et al., 1995). Ha relatos da deteccdo do RNA viral no soro e liquido
cefalorraquidiano, sistema nervoso central, coracdo e células endoteliais. A viremia
ocasionada por rotavirus € um processo relativamente frequente, no entanto, a
doenca sistémica é rara e esta associada a coinfec¢cdo envolvendo outros
microorganismos como HIV (DESSELBERGER et al., 2009; RAMIG, 2007).

3.9. IMUNIDADE

A resposta imunoldgica contra diarreia causada por rotavirus ndo esta

totalmente elucidada e € considerada multifatorial, envolvendo a agdo combinada de
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anticorpos, imunidade humoral e celular (ESTES E KAPIKIAN, 2007; FRANCO et al.,
2006).

As proteinas VP4 e VP7 desempenham importante papel na resisténcia a
infeccdo por rotavirus, uma vez que induzem a producdo de anticorpos
neutralizantes e, consequentemente, parecem proteger os individuos suscetiveis. No
entanto, a imunidade humoral é ampla e compreende a producdo de anticorpos
contra outras proteinas virais, incluindo VP2, VP6, NSP2 e NSP4. Contudo,
nenhuma dessas proteinas, individualmente ou combinadas, proporcionam completa
protecao clinica (ESTES E KAPIKIAN, 2007, GRAY et al., 2008; KIRKWOOD, 2010).

A primoinfec¢&o por rotavirus ndo confere imunidade contra a reinfeccao,
mas protege contra o desenvolvimento da doenca clinicamente grave durante os
episédios subsequentes (VELAZQUEZ et al., 1996). No entanto, em locais que
apresentam ampla diversidade viral, como a india, ha menor protecdo conferida pela
infeccéo precoce em casos de reinfeccdo (GLADSTONE et al., 2011). A infec¢éo por
rotavirus induz imunidade tanto homotipica quanto heterotipica. No caso da
primoinfeccdo, ha principalmente producdo de anticorpos sorotipo-especificos, ao
passo que a resposta imune nas reinfeccao se apresenta mais ampla, traduzindo-se
também em anticorpos heter6logos. Esta observacao tornou-se a base estratégica
para o desenvolvimento das vacinas contra rotavirus (FISCHER et al., 2002; GRAY
et al., 2008; JIANG et al., 2002).

Com relacdo a imunidade celular, estudos demonstram que varias
citocinas, tais como IFN-a, IFN-y, IL-10 e TNF-a estdo envolvidas no processo de
protecdo contra a infeccdo por rotavirus através de mecanismos como inibicdo da
penetracdo desses virus nas ceélulas hospedeiras, ativagdo dos linfocitos T
citotoxicos; no entanto, a funcdo que tais citocinas desempenham na patogénese e
no controle da doenca permanecem sob estudo (GRAFF et al., 2009; JIANG et al.,
2002).

A imunidade local no intestino envolve principalmente anticorpos da
classe IgA, os quais parecem ser os melhores marcadores de protecdo. No entanto,
0s mecanismos de protecdo ainda ndo estdo completamente elucidados face a
dificuldade na coleta dos fluidos intestinais, o carater fugaz dos anticorpos no
intestino e a variacdo na sensibilidade dos testes utilizados (ESTES E KAPIKIAN,
2007; FRANCO et al., 2006; GRAFF et al., 2009).
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3.10. TRATAMENTO

O tratamento da gastrenterite causada por rotavirus é sintomatico, a fim
de prevenir e tratar a desidratacdo causada pela diarreia e vomito. A utilizacdo da
terapia de reidratacdo oral é indicada para corrigir o déficit hidroeletolitico causado
pelo vbémito e a diarreia, sendo preconizada pela Organizagdo Mundial de Saude. No
Brasil, o uso rotineiro da reidratacao oral tem sido eficaz e de ampla aceitacéo, no
entanto, em paises da Africa e Sul da Asia a sua utilizacdo é inferior a 35%
(LINHARES E BRESEE, 2000; SANTOSHAM, 2010).

A diarreia evolui para cura espontanea, devendo-se administrar apenas
soro de reidratacdo e dieta equilibrada, ndo sendo recomendado o uso de
antimicrobianos ou qualquer outro medicamento com a finalidade de interromper o
curso da diarreia, salvo nagueles com comprometimento do estado geral, sugerindo
associacao bacteriana (BRASIL, 2006a; OLIVEIRA et al., 2007; OMS, 2005).

Uma alimentacdo adequada é importante com o intuito de manter a
ingestao de nutrientes e evitar a perda de peso no decorrer da infeccao, impedindo o
agravamento da doenga podendo levar a desnutricdo (OLIVEIRA et al., 2007).

O uso de probidticos reduz a duracao da diarreia causada por rotavirus e
a gravidade da doenca, particularmente o Lactobacillus rhamnosus GG (PANT et al.,
2007; PHAM et al., 2008). A utilizacdo de imunoglobulina oral de origem humana,
drogas que atuam na sintese viral (nitazoxanida), medicamentos antissecretores
(racecadotril) também estdo sendo estudados como tratamento da diarreia por
rotavirus (DE HOSTOS et al., 2011; LEHERT et al., 2011; PANT et al., 2007; TERAN
et al., 2009).

3.11. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

As manifestacdes clinicas da doenca causada pelos rotavirus ndo séo
suficientes para permitir o diagnostico, ja que outros enteropatdgenos podem
provocar quadros clinicos semelhantes, dai a necessidade da realizacdo de exames
laboratoriais especificos para sua confirmacao.

A microscopia eletrdnica (ME) foi a primeira técnica utilizada, resultando

na deteccdo pioneira de particulas virais em sec¢des do epitélio intestinal. Essa



40

técnica apresenta boa sensibilidade, sendo de rapida execucdo. N&o obstante,
envolve alto custo e necessita equipe técnica qualificada, o que limita seu uso em
larga escala, sendo desta forma pouco utilizada (ESTES E KAPIKIAN, 2007).

O cultivo celular para propagacdo de rotavirus € muito lento. Ha
necessidade do uso de tripsina no meio a serem cultivados os virus, além da
utilizacéo de linhagens celulares de dificil manutengéo, tais como células de rim de
macaco (MA-104) e células de carcinoma de colon humano (CaCo-2), e por isso &
uma técnica de baixo valor diagndstico. No entanto, esta técnica pode ser usada
para estocagem de controles positivos e amostras incomuns (ESTES E KAPIKIAN,
2007).

A técnica de aglutinacdo em particulas de latex baseia-se no
agrupamento de antigenos, os quais se ligam com anticorpos especificos para a
proteina VPG, é utilizada rotineiramente em laboratério. Trata-se de um método com
facil e rapida execucdo, baixo custo e sensibilidade satisfatéria (ESTES E
KAPIKIAN, 2007).

O teste de imunocromatografia se baseia na deteccdo qualitativa de
antigenos virais em amostras de fezes. Essa técnica € de rapida execucao e possui
sensibilidade comparavel a do ensaio imunoenzimatico (GABBAY et al., 2005).

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) se constitui em uma técnica com alta
sensibilidade e especificidade, sendo amplamente usada. Baseia-se na deteccéo de
antigenos virais nos espécimes clinicos, compreendendo o uso de anticorpos
dirigidos ao antigeno comum (VP6) dos rotavirus do grupo A. Embora ja se
encontrem reagentes para deteccdo de rotavirus dos grupos B e C, os mesmos
ainda sdo pouco disponiveis no mercado. Esta técnica também é usada para
deteccdo dos sorotipos G de rotavirus por meio do uso de anticorpos monoclonais
especificos direcionados a proteina VP7 (ESTES E KAPIKIAN, 2007).

A eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) representa uma técnica
sensivel e especifica que permite analisar o genoma viral revelando os padrdes de
migracdo dos segmentos gendmicos. Esse método permite, ainda, detectar os
rotavirus atipicos, isto €, ndo integrantes do grupo A, ensejando avaliar a
diversidade dos rotavirus circulantes (ESTES E KAPIKIAN, 2007).

Com o advento da biologia molecular nas ultimas décadas, novas técnicas

foram introduzidas como recurso de caracterizagdo genética, tais como: hibridizagcéo
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(dot blot), reacdo em cadeia mediada pela polimerase precedida por transcricao
reversa (RT-PCR), PCR-ELISA, PCR em tempo real, sequenciamento de
nucleotideos e microarray (microarranjo). No entanto, sua aplicagcdo ainda se
restringe a area cientifica, emergindo como importantes ferramentas nos estudos
epidemioldgicos (CORTESE, 2010; PANG et al., 2011).

3.12. VACINAS

A melhoria nas condi¢bes de saneamento e higiene tem pequeno impacto
sobre a infeccado por rotavirus. Desta maneira, estudos tém demonstrado que a
melhor forma de controle desta enfermidade é por meio da vacinacdo, uma vez que
a vacina mimetiza a infeccdo natural, fornecendo protecdo contra a doenca
subsequente e trazendo um resultado significativo sobre o impacto da doenca,
principalmente nos paises em desenvolvimento (O'RYAN E LINHARES, 2009; TATE
et al., 2010). Visando a atingir esse propdésito, varias candidatas a vacinas foram
desenvolvidas ou estdo sob estudo, com a finalidade de conferir protecéo
principalmente contra as gastrenterites de maior gravidade (DENNEHY, 2008;
MASCARENHAS E LINHARES, 2005).

A primeira geragdo de vacinas contra rotavirus foi baseada na estratégia
“‘Jdenneriana”, que utilizava virus de origem animal na expectativa de conferir
protecdo heterotipica contra esses virus. A seguir, uma segunda estratégia foi
proposta, designada de “Jenneriana modificada”, envolvendo o cocultivo de rotavirus
de origens animal e humano, proporcionando o desenvolvimento de preparacdes
polivalentes contendo amostras geneticamente reestruturadas. Uma terceira
estratégia engloba as vacinas “n&do Jennerianas”, empregando virus de origem
humana, atenuados ou isolados a partir de neonatos assintoméaticos (BRESEE et al.,
2005; MASCARENHAS E LINHARES, 2005).

Em 2009, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomendou a
inclusdo da vacinagdo contra o rotavirus em todos 0s programas nacionais de
imunizacdo (WHO, 2009). Atualmente, duas vacinas contra o rotavirus, Rotarix®
(Glaxo SmithKline) e RotaTeq® (Merck e Co., Inc.) estdo licenciadas em varias

partes do mundo e foram incorporadas ao programa de imunizagdo de varios paises
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e apresentaram significativo impacto na saude publica (O'RYAN E LINHARES, 2009;
RUIZ-PALACIOS, et al., 2006; VESIKARI et al., 2006b; 2007).

A vacina RotaTeq® é um imunizante pentavalente, atenuado, constituido
por amostras de origem bovino-humano e confere imunidade contra os genaotipos
mais prevalentes de rotavirus (G1, G2, G3, G4 e P[8]) e protecdo cruzada contra o
tipo G9. Esse imunizante apresentou eficacia de até 100% contra os casos de
diarreia grave e de 68,8% a 76,6% contra gastrenterites por rotavirus. Essa vacina
foi licenciada para uso nos Estados Unidos em 2006 (HEATON et al.,, 2005;
VESIKARI et al., 2006b; 2007). Recentes estudos demonstram um declinio dos
casos de infeccdo por rotavirus apoés a introducdo desta vacina nos Estados Unidos
(CDC, 2009; TATE et al.,, 2011b; 2011c). No Brasil, um estudo projetou que a
eficacia deste imunizante é de até 93% dos casos de hospitalizacbes causadas por
rotavirus, resultando em uma reducdo de 42.991-77.383 casos de hospitalizacbes
(EL KHOURY et al., 2011).

Outra vacina disponivel no mercado é a Rotarix®, representada por
preparacdo monovalente, atenuada, de origem humana (G1P[8]), que evidenciou
induzir protecdo tanto homéloga quanto heterdloga, inclusive contra o tipo G9
(LINHARES et al., 2006; RUIZ-PALACIOS et al.,, 2006). Estudos mostraram a
eficacia da Rotarix® contra gastrenterite grave por rotavirus de 83-100% para o tipo
G1P[8], 82-100% para o0s outros tipos que ndo o G1, e de 44-86% para o tipo G2P[4]
(KANG, 2006; MCCORMACK E KEAM, 2009).

O Brasil foi 0 primeiro pais a implantar a vacina Rotarix® no Programa
Nacional de Imunizagédo (PNI) em margo de 2006. Foi observada, nesta mesma
época, a emergéncia do tipo G2P[4], que poderia estar relacionada com o processo
de pressdo seletiva provocada pela vacinacdo. No entanto, tal fendmeno
aparentemente se deve a flutuacdo natural deste gendtipo, uma vez que ele também
foi detectado em alta frequéncia nos paises onde esta vacina ainda néo tinha sido
introduzida em larga escala (CARVALHO-COSTA et al., 2011; HASING et al., 2009;
LEITE et al., 2008; MATTHIINSSENS et al., 2009; SOARES et al., 2011). Em
Belém, um recente estudo demonstrou que a efetividade da Rotarix® frente aos
casos de hospitalizacbes por gastrenterite ocasionada por rotavirus foi de 76% e
com relagd@o as infec¢des pelo gendtipo G2P[4]; a vacina foi efetiva em 75,4% dos
casos (JUSTINO et al., 2011).



43

Evidéncias sugerem que a eficidcia das vacinas contra o rotavirus pode
variar geograficamente devido a diversidade das amostras circulantes em cada
regido, assim como a alta prevaléncia de desnutricdo e infeccbes gastrintestinais
(KIRKWOOD, 2010; FISCHER WALKER E BLACK, 2011). No entanto, estimativas
apontam que com o0 uso das vacinas comercializadas ocorreria uma redugéo de 47-
57% nos casos de internacdes e prevencdo de 74% das mortes por rotavirus em
todo o mundo (MUNOS et al., 2010). A utilizacdo dessas vacinas nos paises em
desenvolvimento, como Africa e Asia, € essencial e desafiador, uma vez que nestes
locais ha maior frequéncia de casos graves da doenca por rotavirus, além da grande
diversidade de amostras circulantes nesta populagéo. No Brasil houve uma reducéao
das internacdes por gastrenterite em criangcas menores de 5 anos de idade e o
declinio da mortalidade infantil apds a adocdo universal da vacina contra rotavirus
(DO CARMO et al., 2011, GURGEL et al., 2011; LANZIERI et al. 2010).

Outras preparacdes ainda estdo sob estudo. Uma delas é a vacina
tetravalente bovino-humana composta pelos genoétipos G1, G2, G3 e G4, de origem
humana, e pelo 10° segmento da amostra bovina UK (tipo P[7]G6). Esta preparacao
foi testada na Finlandia e apresentou eficacia de 60% contra os casos de diarréia e
90% contra gastrenterite grave causada por rotavirus (VESIKARI et al.,, 20062 ;
WARD et al., 2010).

Dois imunizantes contra rotavirus, obtidos a partir das amostras neonatais
(116E - tipo G9P[11] e 1321 - tipo G10P[11) foram testados na india, no entanto
apenas a amostra 116E induziu resposta imune satisfatoria e encontra-se sob
avaliacdo (BHANDARI et al., 2006).

Vacinas de virus nao vivos ja foram avaliadas em modelos animais,
porém nenhuma dessas preparacoes foi testada em seres humanos (CHOI et al.,
1999; MCNEAL et al., 1999; O'NEAL et al., 1997). Uma das candidatas é a vacina
composta pela proteina da camada intermediaria VP6. Ela apresentou resultados
satisfatérios quando testada em camundongos, no entanto ha necessidade da
realizacdo de mais estudos a fim de comprovar seu potencial uso em seres humanos
(WARD E MCNEAL, 2010).
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4. ASPECTOS ETICOS E DE BIOSSEGURANCA

O estudo ndo ocasionou qualquer risco ou prejuizo para as criangcas ou
seus responsaveis. Os projetos envolvidos no presente estudo foram previamente
avaliados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Evandro Chagas, Secretaria
de Vigilancia em Salde, bem como pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP), quando cabivel, nas investigacbes que envolveram vacinas ou
colaboracdo com instituicbes no exterior, em observancia as normas nacionais e
internacionais cabiveis. Esta pesquisa foi submetida ao CEP do IEC sob nimero
CAAE - 0004.0.072.000-10 (Anexo 1).

Em relacdo aos aspectos de biosseguranca, no decorrer dos
procedimentos foram utilizados equipamentos de protecdo individual (EPIs) e todo
material potencialmente contaminado foi manipulado em laboratério de seguranca

NB2 com o uso de cabine de fluxo laminar tipo 2.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL

Analisar a variabilidade genética dos genes VP4, VP7 e NSP4 dos
rotavirus G1 circulantes nos municipios de Belém e Marituba, Pard, Brasil, no
periodo de 1982 a 2008.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a diversidade nucleotidica e aminoacidica dos rotavirus G1 entre si e
com as sequéncias obtidas na literatura, baseada no estudo dos genes VP4,
VP7 e NSP4.

b) Identificar os gendtipos P de rotavirus G1.

c) Descrever a distribuicdo temporal das variantes genéticas dos rotavirus G1.

d) Descrever as mutacdes ja caracterizadas e novas de interesse clinico.
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6. MATERIAL E METODOS
6.1. MATERIAL

6.1.1. Area de estudo

Os estudos a partir dos quais se obtiveram as amostras foram
desenvolvidos nas cidades de Belém e Marituba, localizadas na regido metropolitana
de Belém, Para. Estes municipios encontram-se localizados na Amazo6nia oriental,
confluéncia dos rios Pard e Guama. O clima é tropical e imido, apresentando niveis
pluviométricos elevados no periodo de janeiro a abril. A cidade de Belém é a capital
do Estado, possui uma &area de 1060 Km?, sua populacéo é estimada em 1.393.399
habitantes, incluindo 99.494 criancas menores de quatro anos de idade. O municipio
de Marituba apresenta uma &rea de 103 Km? com uma populacdo de
aproximadamente 108.246 habitantes, dos quais 8.923 sdo criancas com idades
inferiores a quatro anos (CENSO, 2010).

6.1.2. Pacientes e espécimes clinicos

Os espécimes clinicos sujeitos a analise no presente estudo foram
provenientes de sete projetos de pesquisa em gastrenterites virais, conduzidos no
Instituto Evandro Chagas entre os anos de 1982 e 2008 (Quadro 1).
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Estudo Caracteristica | Periodo Rotavirus positivo/ | Frequéncia | N° amostras
do estudo amostras do tipo G1 | selecionadas
coletadas
Longitudinal Comunitario 1982-1986 | 36/441 (8%) 25% (9/36) | 3 (33%)
RRV-TV Duplo-cego 1990-1992 | 90/1990 (4%) 49% (44/90) | 18 (41%)
controlado por
placebo
Nosocomial Hospitalar 1992-1994 | 48/290 (16%) 29% (14/48) | 8 (57%)
Hospital Hospitalar e | 1998-2000 | 281/834 (34%) 11% 20 (64%)
Sentinela ambulatorial (31/281)
RIX 44-14 Duplo-cego 2001-2003 | 136/745 (18%) 47% 14 (22%)
controlado por (64/136)
placebo
Vigilancia Hospitalar 2003 343/762 (45%) 68% 17 (7%)
Epidemioldgica (232/343)
Rede de Hospitalar e | a partir de | 50/79 (63%) 10% (5/50) | 3 (60%)
Vigilancia ambulatorial 2006
Total 83 (21%)

QUADRO 1. Descricao dos estudos sobre gastrenterite por rotavirus realizados no
IEC no periodo de 1982 a 2008.

Todas as amostras selecionadas para o presente estudo (n=83) foram
previamente caracterizadas como genoétipo G1 por meio das técnicas de reacdo em
cadeia mediada pela polimerase precedida de transcricdo reversa e posteriormente
por nested-PCR.

O critério de inclusdo das amostras G1 no estudo foi a quantidade
suficiente de espécimes fecais disponiveis para as analises dos trés genes em
questao (VP4, VP7 e NSP4) e a distribuicdo deste gendtipo no periodo dos estudos
descritos a seguir:

a) Estudo longitudinal das infecgBes por rotavirus entre criancas de Belém, Brasil
(Estudo Longitudinal).

Essa investigacdo focalizou a epidemiologia e os aspectos clinicos da
infecg@o por rotavirus. Foi realizada no periodo de dezembro de 1982 a margo de
1986 e envolveu um grupo de 80 criancas que residiam em areas periféricas de

Belém, Para, acompanhadas desde o nascimento até os 3 anos de idade. Foram
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detectados 441 episédios diarreicos, dos quais 36 se revelaram positivos para
rotavirus pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA). Nove amostras foram caracterizadas
como tipo G1, sendo que trés espécimes foram analisados no estudo em questdo
(LINHARES et al., 1989).

b) Estudo da imunogenicidade e inocuidade da vacina tetravalente contra rotavirus
de origem simio-humana, geneticamente rearranjada, em Belém, Para, Brasil
(Estudo com a vacina RRV-TV).

Esse estudo objetivou avaliar a inocuidade, imunogenicidade e eficacia de
trés doses da vacina tetravalente geneticamente reestruturada, “RRV-TV”, em
criancas saudaveis de Belém, Brasil. Foi conduzido no periodo de junho de 1990 a
junho de 1992 e compreendeu um grupo de 540 criangas que receberam a “RRV-
TV” ou placebo aos 1°, 3° e 5° meses de idade, sendo acompanhadas por dois anos
apos a tomada da primeira dose. Dos 1990 casos de diarreia testados pelo ELISA,
90 foram positivos para rotavirus. O tipo G1 foi detectado em 44 amostras, das quais

18 foram selecionadas para o presente estudo (LINHARES et al., 1996).

c) Subgrupos, sorotipos e eletroferotipos de rotavirus em criancas hospitalizadas em
Belém, Par& (Estudo Nosocomial).

Essa investigacdo teve como objetivo determinar o papel dos rotavirus
como causa de diarreia nosocomial. Foi realizada no periodo de novembro de 1992
a maio de 1994, quando foram examinadas amostras fecais de 290 criangas na faixa
etéria de 0 a 5 anos, internadas na Santa Casa de Misericordia do Pard. Dos 290
episodios diarreicos registrados, 48 apresentaram-se positivos para rotavirus pelo
ELISA. Quatorze espécimes foram caracterizados como tipo G1, sendo que 8

amostras participaram da analise (GUSMAO et al, 1999).

d) Estudo de vigilancia da doenca por rotavirus em Belém, Para (Estudo Hospital-
Sentinela).

Esse estudo objetivou medir a diversidade antigénica das amostras
circulantes de rotavirus e o impacto da doenca causada por esses agentes em
Belém, Parad. Foi conduzido no periodo de maio de 1998 a maio de 2000,

envolvendo criancas com diarreia aguda na faixa etaria de 0 a 3 anos, atendidas a
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nivel ambulatorial ou hospitalar em Belém, Par4. Das 834 amostras coletadas, 281
foram positivas para rotavirus pelo ELISA, 31 apresentaram tipo G1 e 20 foram

selecionadas (Yvone Gabbay, comunicacao pessoal).

e) Estudo da imunogenicidade, inocuidade e eficacia de uma vacina monovalente,
atenuada, de origem humana contra rotavirus em Belém, Para, Brasil (Estudo com a
vacina RIX 4414).

Essa investigacdo avaliou a imunogenicidade, inocuidade e eficacia de
duas doses da vacina monovalente da cepa RIX 4414 em criangas saudaveis em
Belém, Brasil. Foi realizada no periodo de maio de 2001 a abril de 2003 e envolveu
745 criancas que receberam a vacina ou placebo aos 2° e 4° meses de idade. Cento
e trinta e seis casos de diarreia foram associados com rotavirus, sendo que 64
espécimes caracterizados como G1, dos quais 14 amostras participaram do
presente estudo (ARAUJO et al., 2007).

f) Estudo prospectivo, multicéntrico, de vigilancia hospitalar para estimar o impacto
da gastrenterite por rotavirus em criangcas com menos de trés anos de idade na
América Latina (Vigilancia Epidemioldgica).

Essa vigilancia focalizou estimar o impacto da doenca grave e a
epidemiologia das infeccBes por rotavirus em uma populacdo de criancas menores
de trés anos. Foi realizada no periodo de marco a outubro de 2003. Participaram
desse estudo 762 criancas internadas em hospitais publicos de Belém, Para, por
apresentarem quadro diarreico agudo. Também se incluiram aquelas atendidas no
setor de emergéncia das unidades de saude, requerendo reidratacdo. Dos 762
episodios diarreicos analisados, 343 foram positivos para rotavirus por ELISA e o
gendtipo G1 foi detectado em 232 amostras, sendo que 17 amostras foram incluidas
nesta pesquisa (ABATE et al., 2004).

g) Estudo de vigilancia epidemioldogica das gastrenterites por rotavirus no Brasil:
determinacao do impacto da doenca (Rede de Vigilancia).

Este estudo, ainda em curso, tem como objetivo estabelecer uma rede
nacional de vigilancia epidemiolégica das gastrenterites por rotavirus, a fim de

definir-se o impacto da doenca causada por esses patdgenos no pais. Foi iniciada
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em fevereiro de 2006, mantendo-se até o presente momento e inclui cinco
municipios, um de cada regido do pais, sendo que no Par&, o municipio de Marituba

foi selecionado. Trés amostras G1 foram objetos de estudo (SOARES et al., 2011).

6.2. METODOS

6.2.1. Suspensao fecal

Foram preparadas suspensdes fecais a 10% em tampéo Tris-Ca™ 0,01M
pH 7,2 visando a extracdo do RNA viral. Em seguida as suspensfes foram
homogeneizadas e centrifugadas a 2.000 Xg (gravidade) por 10 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C para a realizacéo dos testes.

6.2.2. Extragc&do do genoma viral

O genoma viral foi extraido a partir das suspensdes fecais de acordo com
o método descrito por Boom et al. (1990). A técnica consistiu em adicionar em tubos
estéreis 300 pL de suspenséo fecal, 20 pL de Proteinase K (20mg/mL) e 800 pL de
Tampao L6 os quais foram homogeneizados e incubados a 56°C por 10 minutos. A
seguir foram adicionados 200 pL de etanol absoluto e 20 pL de silica,
homogeneizados e incubados sob agitacdo lenta a TA (temperatura ambiente) por
30 minutos. Posteriormente, os tubos foram agitados em “vortex” durante 10
segundos, centrifugados a 10.000 Xg por 15 segundos e decantados os
sobrenadantes subsequentemente. Aos sedimentos foram adicionados 500 pL de
tampdo L2, seguido por agitacdo em “vortex” e centrifugacdo (10.000 Xg / 15
segundos). Apos essa etapa, lavagens com etanol a 70% (-20°C) e acetona (-20°C)
foram realizadas seguidas por centrifugacdo a 10.000 Xg por 15 segundos. Os
sobrenadantes foram desprezados e o0s sedimentos incubados em aria a
temperatura de 56°C por 15 minutos para evaporacao da acetona. Em seguida
foram adicionados 60 pL de agua ultrapura (livre de DNAse e RNAse), agitados por
15 segundos e incubados em banho-maria a 62°C por 15 minutos. A seguir, 0s tubos
foram centrifugados (10.000 Xg / 3 minutos) e os sobrenadantes, com o dsRNAs

puros, coletados e armazenados a —70°C para realizagao dos testes posteriores.
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Durante o processo de extracdo, todas as medidas de controle de
contaminagao foram realizadas, inclusive com a utilizagdo de controle positivo
(amostra positiva para rotavirus) e negativo (agua ultra pura). O preparo das

solucdes utilizadas no estudo em questéo esta descrito no Anexo 2.

6.2.3. Reacéo em cadeia pela polimerase (RT-PCR)

Esta técnica foi desenvolvida de acordo com o preconizado por Gouvea et
al., (1990), Gentsch et al., (1992) e Cunliffe et al. (1997).

Pelo fato de o material genético do rotavirus envolver RNA, é necessaria
a producdo de um DNA complementar (cDNA) para posterior amplificacao.
Inicialmente, o dsRNA (2 uL) foi acrescido aos pares de iniciadores 4con3/4con2 ou
Beg9/End9 ou Jrg30/Jrg31 concentrados a 20 mM. Posteriormente houve a
desnaturacdo a 97°C em termociclador por 7 minutos, seguido de imersao em banho
de gelo (0°C) por 5 minutos. Esses iniciadores amplificaram fragmentos dos genes
VP4, VP7 e NSP4 conforme demonstrado no Quadro 2.

Iniciador Sequéncia Gene Amplicon em
pares de base
4cong (+) TGG CTT CGC CAT TTT ATAGACA VP4 -
4con2 (-) ATT TCG GAC CAT TTATAACC VP4 875
Beg9 (+) | GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTCCGTCTGG | VP7 -
End9 (-) GGT CAC ATC ATACAATTC TAATCT AAG VP7 1062
Jrg30(+) 5-GGC TTT TAA AAG TTC TGT T-3 NSP4 -
Jrg31(-) 5-ACC ATT CCT TCC ATT AAC-3 NSP4 738

QUADRO 2: Iniciadores utilizados na RT-PCR para amplificacéo dos genes VP4,
VP7 e NSP4 de rotavirus.

Apéds a desnaturacao foi adicionada mistura visando a obtencdo do DNA
complementar (cDNA) por meio de transcricdo reversa, durante 1 hora a 42°C
(Quadro 3).




RT Quantidade em pL
H>O 15,25
dNTP?25mM 2
Tampéo 10X 2,5
MgCl, 50mM 2
RT® 20U 0,25
Total 22
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QUADRO 3: Reagentes usados na RT-PCR para a obtenc&o do cDNA.
8Mistura dos quatro desoxirribonucleotideos trifosfato: dATP, dCTP, dGTP e dTTP.
B|| RNAse Reverse Transcriptase 10.000U, 200 U/L

Apoés a obtencdo do cDNA foi adicionada uma segunda mistura contendo
os reagentes descritos no Quadro 4. Posteriormente, essa mistura foi submetida ao
termociclador nas seguintes condi¢des: 1 ciclo de 94°C por 2 minutos (desnaturacéo
prévia), seguido por 35 ciclos de 94°C por 30 segundos (desnaturagéo), 42°C por 30
segundos (hibridizacdo) e 72°C por 1 minuto (extensao), finalizando com 1 ciclo de
72°C por 10 minutos de extenséo final. A seguir, os produtos da RT-PCR foram

armazenados a -20°C.

PCR Quantidade em pL
H,O 19,25
dNTP 25Mm 2
Tampao 10X 2,5
MgCl, 1
Tag DNA Polimerase 0,25
Total 25

NSP4 de rotavirus.

QUADRO 4: Reagentes usados na PCR para a amplificacdo dos genes VP4, VP7 e
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6.2.4. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos obtidos na RT-PCR foram submetidos a eletroforese
horizontal em gel de agarose a 1,5% com Sybr Safe em tampao tris-borato-EDTA 1X
(TBE). Os produtos da RT-PCR foram aplicados com azul de bromofenol juntamente
com o marcador de peso molecular 123 pb diluido em TBE 1X e submetidos a
condicbes de 120 V e 400 mA por 30 minutos. Os amplicons foram visualizados com

o auxilio do sistema de fotodocumentacdo Gel Doc 1000 (Bio Rad).

6.2.5. Purificagéo do produto da RT-PCR

O produto da RT-PCR foi purificado visando ao sequenciamento de
nucleotideos. Utilizou-se o kit QIAQuick PCR purification (QIAGEN®) diretamente do
produto da RT-PCR, segundo protocolo descrito pelo fabricante a seguir:

Em todos os tubos adicionou-se 5 vezes o volume do tampéo PB para
cada volume de PCR usado. Apés homogeneizacao, a mistura foi transferida para a
coluna acoplada ao tubo coletor de 2 mL, a qual foi centrifugada (10.000 Xg) por um
minuto. O sobrenadante foi descartado e a coluna novamente acoplada ao tubo.
Adicionou-se 750 pL do tampao PE diluido a coluna e centrifugado por um minuto
para lavagem da coluna.

Novamente o sobrenadante foi descartado para remocao dos residuos
de reagentes e a coluna centrifugada por 60 segundos sem adicdo de qualquer
reagente. Posteriormente, a coluna foi transferida a um tubo coletor e o0 DNA eluido
em 50 pL do Tampédo EB (10mM Tris-Cl, pH 8,5). O material foi incubado a TA por
um minuto e, logo apés, centrifugado por um minuto para coleta e armazenamento
do produto final a -20°C para ser quantificado e usado na reacdo de

sequenciamento.
6.2.6. Quantificacdo do DNA
A quantificacdo do DNA foi realizada segundo o protocolo descrito pelo

fabricante, com o uso do marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder

(Invitrogen). O DNA purificado foi aplicado, juntamente com azul de bromofenol, em
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gel de agarose a 2% com Sybr Safe em TBE 1X, e aplicado também em outro
orificio o peso molecular.

Posteriormente, as bandas de interesse no gel foram comparadas com o
peso molecular, segundo a sua intensidade, e a concentracdo do DNA expressa em

nanogramas (ng), a qual serviu de parametro para a reacao de sequenciamento.

6.2.7. Sequenciamento de nucleotideos

A reacdo de sequenciamento foi realizada de acordo com o protocolo
descrito pelo fabricante do kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems), utilizando-se
a mistura da reacdo conforme descrito no Quadro 5. A mistura foi adicionada a uma
placa, juntamente com o DNA purificado e colocada no temociclador nas seguintes
condi¢gbes: 25 ciclos de 96°C por 30 segundos (desnaturacdo), 50°C por 15
segundos (hibridizacdo) e 60°C por 3 minutos (extensao).

Reagentes Quantidade em pL
Iniciador 2mM*® 2
Tampao 2
Big Dye Terminator 2
DNA Depende da concentragdo
(maximo 4 pL)
O Depende da quantidade de
DNA (méximo 3 L)
Total 10

QUADRO 5: Reagentes usados na reagao de sequenciamento dos genes
VP4 e VP7

a, . . .
Iniciadores descritos no Quadro 2

6.2.8. Purificacdo do produto da reacao de sequenciamento

O produto da reacéo de sequenciamento foi purificado por precipitacédo
com isopropanol e etanol, com a finalidade de retirar o excesso de “terminadores”

nao incorporados na reacdo. A precipitacdo consistiu em adicionar 40 pL de
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isopropanol 70% ao produto de sequenciamento. Em seguida a placa foi agitada em
“vortex”, incubada a TA por 15 minutos e centrifugada por 45 minutos a 4.000 Xg.
Posteriormente, descartou-se o sobrenadante por inversdo da placa e 200 uL de
etanol 70% foram adicionados em cada orificio, a qual foi centrifugada por 10
minutos a 4.000 Xg e o sobrenadante descartado novamente. Subsequentemente,
centrifugou-se a placa de modo invertido sobre papel absorvente (~800 Xg). Secou-
se a placa em termociclador por 5 minutos a 60°C e armazenada a -20°C para

posterior eletroforese.

6.2.9. Eletroforese em sequenciador automético

As amostras foram ressuspenssas em 10 pL de formamida Hi-Di,
desnaturadas a 96°C por 5 minutos em termociclador e colocadas em banho de gelo
a 0°C por 3 minutos. Em seguida a placa foi submetida ao sequenciador automatico
ABI PRISM 3130 xlI (Applied Biosystems), mediante a utilizacdo do método de
“terminacdo” de cadeia por didesoxirribonucleotideos marcados com particulas
fluorescentes que ao contato com raios laser, emitem sua fluorescéncia em distintos
comprimentos de onda, correspondendo a cada nucleotideo na extremidade 3’

permitindo a obtencéo das sequéncias nucleotidicas (SANGER et al., 1977).

6.2.10. Alinhamento e edicdo das sequéncias para construcdo dos

dendogramas

As sequéncias obtidas dos genes VP4, VP7 e NSP4 de rotavirus G1
foram alinhadas e editadas utilizando o programa Bioedit (v. 7.0.5.2). Em seguida, as
sequéncias foram comparadas com outras amostras de rotavirus depositadas no
banco de genes (http://www.ncbi.nim.nih.gov) usando o programa BLAST. Para a
analise filogenética foi adotado o método de Neighbour-joining, onde a matriz de
distancia usando a férmula de dois parametros de Kimura foi calculada a partir das
sequencias alinhadas (KIMURA, 1980). Os dendogramas foram construidos no
programa MEGA v.5.0.1. A analise de bootstrap foi realizada usando 2.000 réplicas,
obtendo-se resultados reprodutiveis e proporcionando maior confiabilidade aos
agrupamentos (FELSENSTEIN, 2009).
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As sequéncias obtidas das amostras selecionadas foram avaliadas
quanto a presenca de substituicdes nucleotidicas e aminoacidicas, verificando a

possivel presenca de polimorfismo nas amostras coletadas.
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7. RESULTADOS

7.1. REACAO DE SEQUENCIAMENTO

Oitenta e quatro amostras foram selecionadas para participar da presente
andlise, correspondendo a 20,8% (83/399) de amostras G1 coletadas no IEC no
periodo de 1982 a 2008. Esses espécimes foram testados por RT-PCR para a
amplificacdo dos genes VP7, VP4 e NSP4, de acordo com o protocolo descrito por
Gouvea et al., (1990), Gentsch et al., (1992) e Cunliffe et al. (1997) e posterior
purificagéo e sequenciamento.

Vinte e uma amostras foram excluidas do estudo por ndo amplificarem
todos os trés genes sob andlise. Desta forma, foi possivel sequenciar e analisar os

genes das 63 (75,9%) amostras pré-selecionadas.

7.1.ANALISE DE SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEO E AMINOACIDOS

7.1.1. Gene VP7
A andlise das sequéncias parciais do gene que codifica a proteina VP7
demonstrou que as amostras de rotavirus G1 agruparam em 4 linhagens e 7
sublinhagens de acordo com a classificacdo proposta por Phan et al. (2007). As
linhagens 1 (8/63, 12,7 %), 2 (29/63, 46,0%), 3 (18/63, 28,6%) e 9 (8/63, 12,7%)
foram detectadas como demonstrado na Figura 8.
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FIGURA 8: Analise filogenética baseada na sequéncia nucleotidica do gene que
codifica para a proteina VP7 envolvendo 63 amostras G1 dos municipios de Beléem e
Marituba. Os valores de bootstrap (2.000 pseudoréplicas) estéo indicados nos nés

da arvore, valores menores que 70 néo estao representados.
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A linhagem 1 é dividida em 5 sublinhagens (1A a 1E) sendo que uma
amostra pertenceu a sublinhagem 1A (RV 102322) e 7 espécimes a 1C. A
sublinhagem 1C englobou os espécimes que circularam nos anos de 1999, 2000 e
2006. Os espécimes desta sublinhagem apresentaram similaridade nucleotidica
entre si, variando de 99,4% a 99,7%. Quando comparadas com o protétipo da
sublinhagem 1C (Mvd 9816) as amostras HST 210, HST 359 e HST 397
apresentaram mudancas aminoacidicas nos residuos 59 (I—V) (regiao variavel) e 91
(T—A) (regidao antigénica). A alteracdo do aa 91 (T—A) também ocorreu no
espécime HSP 97. As amostras RV 16 e RV 126179 demonstraram mudancas nos
sitios 46 (A—V) e 74 (G—E), ambos localizados na regido variavel. As trés amostras
gue foram coletadas apds a implantacdo da vacina contra rotavirus pertenceram a
esta linhagem.

A linhagem 3 englobou 28,6% (18/63) das amostras e elas circularam
entre os anos de 1983 a 1993. Esses espécimes apresentaram divergéncias
nucleotidicas e aminoacidicas de 2,1% e 5,1%, respectivamente. Esta linhagem
encontra-se dividida em 3 sublinhagens (3A, 3B e 3C) sendo que as amostras do
presente estudo agruparam na sublinhagem 3A. O ramo da arvore em que estas
amostras se encontram € sustentado por um bootstrap de 89.

Todas as amostras da linhagem 3 apresentaram 12 alteracdes
nucleotidicas quando comparadas com o protétipo Wa. Destas modificacbes
nucleotidicas, houve mudancas aminoacidicas nos residuos: 49 (R—K), 68 (A—T),
74 (G—E), 123 (A—T) e 147 (N—S). Todas essas alteragdes ocorreram nas regides
variaveis.

Os espécimes que circularam entre 1990 a 1992 pertencentes ao estudo
com a vacina RRV-TV da linhagem 3, com excecdo da COD 162, apresentaram
além das alteracbes descritas acima, duas substituicdes nucleotidicas: 334 (C—T) e
373 (G—A) havendo mudanca correspondendo aos residuos 112 (P—S) (regido
conservada) e 125 (V—l) (regido variavel). As amostras do estudo Longitudinal
demonstraram uma mudanga aminoacidica no residuo 227 (V—M) (regidao
conservada).

A linhagem 9 envolveu 12,7% (8/63) dos espécimes estudados. Ela
encontra-se dividida em 2 sublinhagens, 9A e 9B. Sete espécimes formaram um

grupo coeso, sustentado por um bootstrap de 100, e agruparam na sublinhagem 9B.
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A similaridade nucleotidica entre elas variou de 99,2% a 99,9%. Estas amostras
circularam no final da década de 90, com exce¢do da NSC 321 que foi detectada em
1994. Um espécime pertenceu a sublinhagem 9A (HST 187) e demonstrou
similaridade de 97,5% com a amostra PA19-01 isolada na Italia em 2001.

As amostras dos estudos Hospital-Sentinela e Nosocomial que agruparam
na sublinhagem 9B demonstraram duas substituices nucleotidicas nas posicdes
133 (T—C) e 169 (A—C) havendo mudancas aminoacidicas nos residuos 45 (F—L)
e 57 (I-L), localizados na regido conservada, quando comparadas com a amostra
PA3c representante desta sublinhagem .

A linhagem mais frequentemente detectada foi a 2, compreendendo 46%
(29/63) dos espécimes analisados. Ela se apresenta subdividida em 5 sublinhagens
(2A a 2E), sendo que na atual pesquisa foi detectada a circulacdo das sublinhagens
2E e 2D. A sublinhagem 2D agrupou 18 amostras que circularam periodo de 2002 a
2003, enquanto que a sublinhagem 2E envolveu 11 espécimes detectados nos anos
de 1993, 1994, 2002 e 2003. As amostras da sublinhagem 2D apresentaram
similaridade nucleotidica variando de 99,6% a 100%. A similaridade entre os
espécimes que agruparam na sublinhagem 2E variou de 97,8% a 100%.

Ocorreram 10 alteragBes de nucleotideos nas amostras que agruparam
na sublinhagem 2D. Destas altera¢cdes houve mudancas nos residuos 49 (K—R); 66
(V—>A) e 179 (E—G). Todas as amostras pertencentes a sublinhagem 2E
apresentaram alteracbes em trés sitios: 28 (R—Q), 75 (M—I) e 126 (E—D). Essas
alteracGes ocorreram nas regides variaveis.

Dois espécimes da Vigilancia Epidemiolédgica (Vig 52176 e Vig 65255) e
cinco do estudo com a vacina RIX 4414 (PID 1568, PID 2419, PID 1646, PID 1490 e
PID 2403) formaram um grupo coeso sustentado por um bootstrap de 100. Esses
espécimes agruparam na sublinhagem 2E e apresentaram alteracdes aminoacidicas

especificas nos residuos 68 (A—T) e 217 (M—l).



61

As amostras analisadas foram comparadas com o protétipo Wa para
verificar a ocorréncia de modificacfes aminoacidicas nas regifes antigénicas A, B, C
e F como representado na Figura 9. Observou-se que ocorreram alteracdes nos
residuos 97 (D—E), 147 (S—N), 218 (I—-V) em todas as amostras G1, com excecao
as da linhagem 3. Os espécimes da linhagem 1 apresentaram uma modificacdo
especifica a este grupo no sitio 94 (N—S) e compartilharam com a linhagem 9 a
mutacdo 217 (M—T). Houve uma mudanca singular a sublinhagen 2D na posicao
235 (H-Y).
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FIGURA 9: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos do gene VP7 das amostras
do presente estudo e protétipo Wa nas regiées antigénicas A, B, C e F. Siglas dos

aa estao no anexo 3.
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7.1.2. Gene VP4

O sequenciamento do gene VP4 se deu na regido do peptideo VP8. A
analise deste gene configurou que todas as amostras de rotavirus G1 pertenceram
ao tipo P[8]. A analise realizada das sequéncias nucleotidicas esta representada na
Figura 10 e demonstrou que o0s espécimes agruparam nas linhagens 2 (21/63,
33,3%) e 3 (42/63, 66,7%).

A linhagem 2 englobou todas as amostras do estudo com a vacina RRV-
TV, dois espécimes do estudo Nosocomial e cinco do Hospital Sentinela. Essas
amostras circularam no periodo de 1990 a 1999 e o ramo da arvore em que elas se
encontram € sustentado por um bootstrap de 99. Tais espécimes apresentaram
similaridade nucleotidica, entre si, variando de 97,1% a 99,6%.

A andlise de nucleotideos das amostras pertencentes a linhagem 2,
quando comparadas com o prototipo F45 demonstrou que ocorreram 19 alteracdes
que resultaram em 5 mudangas de aminoécidos nas posicbes 63 (L—P), 114
(P—Q), 135 (N—Q), 195 (N—D) e 199 (T—I). A amostra NSC 321 demonstrou
alteracao (T—V) no residuo 199. As amostras do Hospital Sentinela apresentaram
mudangas singulares nas posi¢des 114 (A—V) e 191 (A—T).

A linhagem 3 foi a mais frequente e englobou 66,7% dos espécimes
analisados. Todas as amostras do presente estudo que agruparam na linhagem 3
foram comparadas com o prototipo OP351 e, com excecao do espécime HSP 210,
apresentaram uma modificacdo nucleotidica na posicdo 293 (G—A) alterando o
residuo 98 (S—N).

Os espécimes da Rede de Vigilancia, Vigilancia Epidemiologica, com
excecdo da Vig 52176, e sete amostras do estudo com a vacina RIX 4414, formaram
um grupo coeso na linhagem 3 e apresentaram similaridade nucleotidica variando de
99,1% a 99,5%, entre si. Estes espécimes circularam no periodo de 2002 a 2006 e
apresentaram duas mudancas aminoacidicas nos residuos 108 (V—I) e 245 (K—T).

Em outro ramo da linhagem 3 encontram-se onze amostras que foram
detectadas durante os anos de 1999 a 2003. Elas exibiram similaridade entre si
variando de 99% a 100%, e quando comparadas com a amostra rj7363/03 a
similaridade variou de 98,8% a 99,6%.

Todos os espécimes do estudo Longitudinal e quatro amostras do estudo

Nosocomial formaram um ramo isolado sustentado por bootstrap de 97. A
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similaridade nucleotidica entre esses espécimes variou de 96,3 a 99,6%. Nos
residuos 106 (I-V), 115 (V—I) e 120 (N—T) ocorreram alteracbes aminoacidicas
singulares a este grupo. As amostras do estudo Longitudinal também apresentaram
modificacdes nas posicées 32 (N—D), 121 (V—I) e 195 (G—D). Essas alteracbes
foram verificadas quando esses espécimes foram comparados com o prototipo
representantes desta linhagem (OP351).

Com relacdo a anélise na regido antigénica da proteina VP4, todas as
amostras apresentaram substituicbes nas posi¢cdes 35 (I-V) e 38 (S—G) como
visualizado na Figura 11. Com excecédo das amostras do estudo Longitudinal, as
demais demonstraram alteracdo no residuo 121 (I-V). O sitio 120 foi modificado
(T—N) nos espécimes da linhagem 3, excetuando-se 8 amostras. Houve alteracao
no residuo 115 (V—I) em um grupo de amostras de ambas as linhagens. As regides

3 e 5 mantiveram-se conservadas.
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FIGURA 10: Analise filogenética baseada na sequéncia nucleotidica do gene que
codifica para a proteina VP4 envolvendo 63 amostras G1 dos municipios de Belém e
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da arvore, valores menores que 70 ndo estao representados.
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7.1.3. Gene NSP4

A andlise das sequéncias parciais do gene que codifica a proteina NSP4
demonstrou que todas as amostras de rotavirus G1 agruparam no genotipo E1. A
similaridade nucleotidica e aminoacicida entre essas amostras variou de 91,7% a
100% e 79,4% a 100%, respectivamente (Fig. 12).

Em todas as amostras analisadas para o gene NSP4 houve mudancas de
nucleotideos nas posicées 47 (C—T) e 101 (T—C), resultando em alteracao
aminoacidica dos residuos 16 (S—P) e 34 (L—P), qguando comparadas com o
prototipo do gendtipo E1 (Wa).

Todas as amostras do estudo Longitudinal e do estudo com a vacina RRV-
TV juntamente com trés espécimes do estudo Nosocomial e trés do Hospital
Sentinela formaram um grupo coeso sustentado por bootstrap de 94. Elas foram
detectadas no periodo de 1983, 1990 a 1994, 1998 e 1999. Neste grupo ocorreram
trés alteracdes de nucleotideos nos sitios: 209 (A—G), 410 (G—A) e 506 (C—T),
resultando em mudanca de aminoacido nos residuos 70 (Y—C), 137 (R—K) e 169
(S—L), respectivamente.

Os espécimes da Rede de Vigilancia, Vigilancia Epidemiolégica, do estudo
com a vacina RIX 44-14 e sete amostras do Hospital Sentinela apresentaram
alteracbes aminoacidicas nas posi¢des 141 (V—l), 142 (I-V), 145 (S—T) e 169
(S—I). Essas amostras circularam entre os anos de 1999 a 2000, 2002 a 2003, 2006
e 2008 e o ramo da arvore em que elas se encontram € sustentado por um bootstrap
de 99.

Duas amostras do estudo com a vacina RRV-TV (COD 179 e COD 357) e
seis do estudo com a RIX 44-14 (PID 1490, PID 1568, PID 1646, PID 2361, PID
2403 e PID 2419) e uma da Vigilancia Epidemioldgica (Vig 52176) apresentaram
alteracdo no aa 131 (H—Y).

Duas amostras do Hospital Sentinela (HSP 71 e HST 216) e trés do
estudo Nosocomial (NSC 138, NSC 447, NSC 449) demonstraram mudang¢as nos
aminoéacidos 111 (E—D) e 134 (L—M).
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FIGURA 12: Analise filogenética baseada na sequéncia nucleotidica do gene que
codifica para a proteina NSP4 envolvendo 63 amostras G1 dos municipios de Belém
e Marituba. Os valores de bootstrap (2.000 pseudoréplicas) estao indicados nos nos

da arvore, valores menores que 70 néo estao representados.
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7.2. DISTRIBUIQAO TEMPORAL DAS VARIANTES GENETICAS PARA O GENE
VP7 DE AMOSTRAS DE ROTAVIRUS G1

O tipo G1 de rotavirus circulou constantemente na populacdo, como
demonstrado na Figura 13. No ano de 1983 e inicio da década de 90, a sublinhagem
3A foi detectada predominantemente. A partir de 1993, observou-se a co-circulagéo
de diferentes sublinhagens. Amostras pertencentes a linhagem 9 foram encontradas
apenas na década de 90, sendo que em 1999 houve a co-circulagdo das
sublinhagens 9A, 9B e 1C. A linhagem 2 circulou nos anos de 1993, 1994, 2003 e
2006. No periodo de 2002 a 2003 foi constatada a presenca de duas sublinhagens
(2D e 2E). A partir de 2006, observou-se a circulagao das sublinhagens 1 A e 1C.

16
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Figura 13: Distribuicdo temporal das linhagens e sublinhagens do gene VP7 de

rotavirus G1 que circularam no periodo de 1983 a 2008 em Belém e Marituba.
*2006: ano de introdugéo da vacina anti-rotavirus
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7.3. DISTRIBUIQAO TEMPORAL DAS VARIANTES GENETICAS PARA O GENE
VP4 DE AMOSTRAS DE ROTAVIRUS G1

A Figura 14 configura a distribuicdo das linhagens do tipo P[8] das
amostras G1. Observa-se que a linhagem 2 circulou predominantemente nos anos
90, enquanto que a partir de 2000 houve a predominancia da linhagem 3. Nos anos

de 1993,1994 e 1999 ocorreu a co-circulagao destas linhagens.
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FIGURA 14: Distribuicdo temporal das linhagens do gene VP4 de rotavirus G1 que

circularam no periodo de 1983 a 2008 em Belém e Marituba.
*2006: ano de introdu¢do da vacina anti-rotavirus
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8. DISCUSSAO

Estudos sobre diversidade genética e antigénica dos rotavirus séo
extremamente necessarios a fim de monitorar e caracterizar os diferentes tipos
circulantes devido aos diversos mecanismos de evolucdo que estes virus
apresentam. Tais mecanismos podem gerar variantes dentro de um gendtipo,
ocasionando eventualmente o escape frente & imunidade conferida pelas vacinas
em uso.

Diversos estudos descrevem a ampla circulacdo do tipo G1 de rotavirus
em todo o mundo (LEITE et al.,, 2008; LINHARES et al., 2011; SANTOS E
HOSHINO, 2005). A variabilidade antigénica e genética que os rotavirus G1
apresentam no gene VP7 permite a sua continua circulacdo (ARISTA et al., 2006;
ARORA et al., 2009; LE et al., 2010; PHAN et al., 2007). Sédo descritas 11 linhagens
e 17 sublinhagens deste gendtipo até o presente momento, sendo que as linhagens
10 e 11 envolvem rotavirus de origem animal (suino e bovino) e as demais de
origem humana (PHAN et al., 2007).

As amostras do presente estudo agruparam em 4 linhagens e 7
sublinhagens, apresentando divergéncia de nucleotideos e aminoacidos, entre as
mesmas, de 10,2% e 29,3%, respectivamente. N&o foi encontrada inser¢cdo ou
dele¢cdo no gene da VP7 nas amostras analisadas. A maioria das alteragbes de
aminoacidos ocorreu nas regides variaveis. No entanto, foram observadas quatro
modificacdes na regido conservada entre amostras das linhagens 3 (aa 112 e 227) e
9 (aa 45 e 57).

Banyai et al. (2009c), ao analisarem o gene VP7 de rotavirus G1
detectados na Hungria ao longo de 16 anos, verificaram a deteccdo das mesmas
linhagens (1, 2, 3 e 9) que circularam no nosso estudo. Nao obstante, a sublinhagem
2D foi mais frequente na Hungria, enquanto que na presente pesquisa
predominaram concomitantemente as sublinhagens 2E e 3A, perfazendo um total de
57,1% (36/63) das amostras.

No presente estudo verificou-se que as amostras da linhagem 3 do gene
VP7 circularam até o inicio dos anos de 1990. Elas agruparam com os protoétipos Wa
isolado nos Estados Unidos e Brz-6 detectado no Brasil. A partir deste periodo
observou-se a co-circulagéo de linhagens e sublinhagens na populagéo. A linhagem

2E circulou entre os anos de 1993 e 1994, desapareceu e ressurgiu em meados dos
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anos 2000. Alias, perfil semelhante ao da sublinhagem 1C, a qual foi detectada em
1999 e 2000, reaparecendo em 2006.

Em 2003 houve a co-circulacdo das sublinhagens 2D e 2E. As amostras
da sublinhagem 2D apresentaram similaridade nucleotidica variando de 97,9% a
98,5% quando comparadas com o protéotipo PA 164 detectada em 1999. Neste
mesmo periodo, no Paraguai, verificou-se que a sublinhagem 2B foi a mais
frequente. A partir de 2006 observou-se a deteccdo da linhagem 1, assim como na
Coréia do Sul e na india onde esta linhagem foi dominante neste mesmo periodo
(ARORA et al., 2009; LE et al., 2010; PARRA et al., 2007).

Nosso estudo também reforca a hipétese de extincdo da linhagem 3, visto
gue muitos estudos ndo a detectaram entre as amostras recentes. Verificou-se a
ocorréncia das linhagens 1 e 2 circulando entre os espécimes das analises
realizadas a partir de meados dos anos 2000 (ARORA et al., 2009; LE et al., 2010;
PARRA et al., 2007; PIETSCH et al., 2011).

Estudos usando anticorpos monoclonais demonstraram que epitopos da
VP7 estdo envolvidos na neutralizacdo do rotavirus G1. Estes epitopos estédo
localizados nas regides antigénicas A (aa 94, 96-99), B (aal45-148), C (208, 211-
213, 217, 221) D (aa 291) e ocasionalmente na regido conservada nas posi¢oes 104
e 201 (COULSON E KIRKWOOD, 1991; GORZIGLIA et al., 1990; GREEN E
KAPIKIAN, 1992; HOSHINO et al.,, 1994; KANG et al., 1993; KOBAYASHI et al.,
1991a; LAZDINS et al., 1995; TANIGUCHI et al., 1988). No presente estudo foram
observadas altera¢cfes nos residuos 97 (D—E), 147 (S—N) e 218 (I—-V) em todas as
amostras, com exce¢do dos espécimes da linhagem 3; a substituicdo 217 (M—T)
nas linhagens 1 e 9; e na posicao 94 (N—S) nas amostras da linhagem 1. Os demais
residuos anteriormente descritos demonstraram-se constantes. Substituicbes
aminoacidicas nessas posi¢des estao relacionadas com perda do reconhecimento
de epitopos especificos por anticorpos monoclonais tipo G1. Desta maneira, essas
mutacOes podem alterar a antigenicidade das amostras e permitir o escape destas
cepas ao sistema imune, além de potencialmente determinar a falha da vacina
devido a mudancgas antigénicas.

As alteragbes nos sitios 97, 147 e 218 em todas as amostras das

linhagens 1, 2 e 9 também ocorreram com espécimes coletados no periodo de 1986
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a 2004 na ltalia (ARISTA et al.,, 2006). Phan et al. (2007) também descreveram
essas alteracdes aminoacidicas nas regides antigénicas.

Mudancas nas posicdes 69 e 238 levam a eliminacdo do sitio de
glicosilacdo (BLACKHALL et al.,, 1992). Estes sitios mantiveram-se conservados
entre as amostras pesquisadas e corroboram os achados de Arora et al. (2009).

Na presente pesquisa ndo foi possivel realizar a comparacéo
representativa das amostras coletadas antes e apos a implantacdo da vacina contra
rotavirus devido ao nimero pequeno de amostras coletadas no periodo pés-vacina
(3 espécimes). Dois espécimes agruparam na sublinhagem 1C e a amostra RV
102322, que foi coletada em 2008, pertenceu a sublinhagem 1A. Ela demonstrou
similaridade de 99% com o protétipo Thai-1604. A baixa frequéncia do tipo G1 neste
periodo deve-se a reemergéncia de rotavirus G2P[4], cuja taxa de deteccédo variou
de 60.6% a 91.0% entre os anos de 2006 a 2008. Cabe ressaltar que este fendbmeno
ndo se restringiu ao Brasil, mas também a paises da América Latina, mesmo
naqueles onde a vacina ainda nao tinha sido introduzida no setor publico
(CARVALHO-COSTA et al., 2011; LINHARES et al., 2011; OLIVEIRA, submetido;
O’'RYAN, et al., 2011). No entanto, ha relatos do aumento da frequéncia do genoétipo
G1 a partir de 2009 (RAHMAN et al., 2011; SOARES et al., 2011).

Com relacdo ao gene VP4, verificou-se que todas as amostras analisadas
pertenceram ao genoétipo P[8]. Este dado corrobora os da literatura, visto que a
combinacdo G1P[8] € a mais frequentemente detectada entre as amostras de
rotavirus circulantes em todo mundo (LINHARES et al., 2011; SANTOS E
HOSHINO, 2005).

A analise filogenética de amostras P[8] detectadas globalmente permitiu
sua classificagdo em quatro linhagens distintas, quais sejam: Wa-like (linhagem P[8]-
1), F45-like (linhagem P[8]-2), OP351-like (linhagem P[8]-3) e MW670-Like (linhagem
P[8]-4) (ANSALDI et al., 2007; ARISTA et al., 2005; ESPINOLA et al., 2008;
GOUVEA et al., 1999; MAUNULLA et al., 1998).

Estudos desenvolvidos em diversos paises como Alemanha, Italia e
Coréia do Sul associaram o rotavirus G1 com as quatro linhagens do tipo P[8]
(ARISTA et al., 2006; LE et al., 2010; PIETCSH et al., 2011). Na presente analise foi
observada a deteccédo de amostras das linhagens 2 e 3 do tipo P[8]. A linhagem 3 foi

a mais frequente, sendo responsavel por 66,7% (42/63) dos casos, enquanto que a
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2 colaborou com 33,3% (21/63). A divergéncia nucleotidica e aminoacidica, entre
essas amostras foi de 8,3% e 5,1%, respectivamente.

Para o gene VP4 sdo descritas 5 regifes antigénicas, assim definidas:
regido 1 (aa 1-10), 2 (aa 35-44), 3 (aa 55-66), 4 (aa 115-123) e 5 (aa 223-234)
(KOVACS-NOLAN et al.,, 2003). Assim como no gene VP7, diversas alteracOes
ocorreram nas regides variaveis. Duas regides antigénicas apresentaram mutacoes
(2 e 4). Tais mutacdes podem vir a afetar a infectividade viral, uma vez que essas
regides sdo dominios de neutralizacdo. Assim como em outro relato da literatura, o
sitio de clivagem da VP4 por acéo da tripsina (Arg 247) manteve-se conservado
entre as amostras analisadas (PIETCSH et al., 2011).

Neste estudo verificou-se que as amostras coletadas em 1983
pertenceram a linhagem 3 do tipo P[8]. A linhagem 2 circulou no inicio da década de
1990, seguida pela co-circulacdo de ambas linhagens nos anos de 1993, 1994 e
1999. Apos o0 ano 2000 a linhagem 3 foi predominante. Configuracdo semelhante ao
do estudo realizado na Italia com rotavirus G1, no entanto a linhagem 1 foi mais
frequente até o final dos anos 90 e a linhagem 3, a partir de 2001 (ARISTA et al.,
2006). Nosso estudo corrobora com a literatura acerca da atual circulacdo da
linhagem 3 do tipo P[8] (ARISTA et al., 2006; ANSALDI et al., 2007; ARAUJO et al.,
2007; ESPINOLA et al., 2008).

Na literatura ha poucos relatos sobre diversidade genética da proteina
nao-estrutural NSP4 associada ao tipo G1. A analise desta proteina pode ser util
para explicar padrdes evolutivos e rearranjo genético de rotavirus em circulacgéo.

A analise do gene que codifica a proteina NSP4 demonstrou que todos 0s
espécimes deste estudo pertenceram ao genoétipo E1. A similaridade nucleotidica e
aminoacicida entre essas amostras variou de 91,7% a 100% e 79,4% a 100%,
respectivamente. Com relagdo ao protétipo Wa representante deste genétipo a
divergéncia nucleotidica e aminoacidica foi de 7,9% e 16,8%, respectivamente.

Séo descritos cinco sitios funcionais da proteina NSP4, localizados nos
seguintes residuos: 19D (glicosilagdo); 68l e 76l (dominio H3); 131H e 135l
(toxicidade); 138P (ligacdo a VP4) e 174S (ligacdo a VP7) (HYSER et al., 2008).
Nove amostras da presente analise demonstraram altera¢do no sitio 131 (H—Y). Os

demais residuos funcionais mantiveram-se conservados. A substituicdo neste
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residuo ja foi relatada em amostras de neonatos em Belém que circularam no
periodo de 1996 a 1998 (MASCARENHAS et al., 2007b).

Nossos resultados corroboram os da literatura em relacdo a classificacao
desses trés genes, uma vez que as amostras apresentaram os seguintes genotipos:
G1-P[8]-E1 (MATTHIINSSENS et al, 2008 a, b; 2011). Com o advento da nova
classificacdo dos rotavirus baseada nos 11 genes virais, € de grande importancia o
desenvolvimento de estudos sobre esses genes em amostras circulantes na regiao
amazonica, a fim de observar a variabilidade genética, possivel transmissdo entre-
espécies envolvendo rotavirus de origens humana e animal, bem como o impacto
que tais alteracdes podem ocasionar sobre o0 processo de imunizacgao.

Estudo realizado por Jin et al. (1996) usando soros de criancas vacinadas
com a RRV-TV, afirmaram que a proteina VP7 da vacina, pertencente a linhagem 3
do tipo G1, foi antigenicamente distinta das amostras dos Estados Unidos e de
outros espécimes circulantes em todo o mundo, pertencentes a outras linhagens.
Hoshino et al. (2005) verificaram que anticorpos induzidos por amostras G9 da
linhagem 1 séo capazes de neutralizar antigenos da linhagem 2 e 3, enquanto que
anticorpos da linhagem 3 ndo possuem a mesma capacidade em relagc&o a linhagem
1. Estes resultados denotam que € possivel que as diferentes linhagens de rotavirus
possam ter diferentes propriedades antigénicas.

Uma vez que atualmente duas vacinas estdo licenciadas e em uso no
Brasil (Rotarix® e Rotateq®), e ambas apresentam em sua formulacdo a
especificidade G1, € extremamente necessario investigar a circulagdo dessas
amostras e suas variantes, ja que elas que podem apresentar possiveis
modificacdes antigénicas e interferir a efetividade vacinal, possivelmente devido a
alteracdes antigénicas.

A alta heterogeneidade intragenotipica e antigénica € um motivo provavel
para a predominancia persistente do rotavirus G1 em todo o mundo ao longo dos
anos. A caracterizacdo antigénica, juntamente com a analise genética, é necessaria
para confirmar se tais amostras e dai resulta a diversidade antigénica.

Tal analise permitiu ampliar o conhecimento da diversidade genética e da
circulacdo de variantes de rotavirus G1, representando o primeiro estudo da
epidemiologia molecular deste gendtipo no Brasil e a necessidade de seu continuo

monitoramento frente as suas peculiaridades genéticas de adaptagcédo e propagacao,
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a fim de detectar possiveis variantes emergentes que possam representar um

desafio as estratégias atuais de imunizagéo.
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9. CONCLUSAO

e Todas as amostras do presente estudo apresentaram genotipo G1-P[8]-E1.

e A andlise de VP7 demonstrou a circulacdo de quatro linhagens (1,2, 3 e 9) e
sete sublinhagens (1A, 1C, 2D, 2E, 3A, 9A e 9B) de rotavirus G1.

e Co-predominaram as sublinhagens 2E e 3A, concorrendo com um total de
57,1% (36/63) das amostras.

e Foram observadas trés substituicdes de aminoacidos [97 (D—E), 147 (S—N)
e 218 (I-V)] no gene VP7 nas regides antigénicas (A, B e C) nas amostras das
linhagens 1, 2 e 9.

e Foram detectadas as linhagens 2 e 3 do tipo P[8], sendo que a 3 foi mais
frequente (66,7%)

e No gene da VP4 ocorreram duas alteragdes [35 (I—-V) e 38 (S—G)] na regiédo
antigénica (2) em todas as amostras analisadas.

e Nove amostras da presente andlise demonstraram alteracdo no sitio de
toxicidade da NSP4 (aa 131).

e Os genes VP4, VP7 e NSP4 de rotavirus G1 sofreram alteracées no decorrer
dos anos de estudo.

e Ha ampla diversidade antigénica e genética de rotavirus G1 circulantes na

regido.
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10. PERSPECTIVAS

Ha necessidade de investigacdes mais profundas acerca das mutacfes
em regidbes pouco conhecidas e suas possiveis alteracbes na estrutura das
proteinas, bem como sua atividade biolégica associada a implicacdes clinicas.
Estudos sobre os demais genes e suas influéncias na viruléncia e infectividade viral
também sdo necessarios a fim de avaliar a diversidade genética, evolugéo
molecular, transmissdo entre-espécies e 0 impacto que tais alteracbes podem

representar no atual cenario pés-vacina.
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ANEXO 1

MS - SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE

Parecer de Aprovagio n° 0023/2008
Protocolo CEP/IEC - N° 0017/08
CAAE: 0017.0.072.000-08

Ananindeua/PA, 10 de dezembro de 2008.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM HUMANOS

“Analise molecular dos genes VP4, VP7 e NSP4 de rotavirus do tipo

Projeto:
G1 cirenlantes em Relém. Para. Brasil. de 1982 a 2008”7

Pesquisador Responsavel: ~ Luana da Silva Soares

Conforme decisio do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Evandro
Chagas/SVS/MS, cientificamos que o projeto em epigrafe foi considerado aprovado.

Recomendamos a coordenagdo mantenha atualizados todos os documentos
pertinentes ao projeto, inclusive, as fichas preenchidas do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido.

Este CEP se incumbira dos procedimentos de acompanhamento preconizados
pela Resolugdo 196/96 e suas complementares, do Conselho Nacional de
Saude/Ministério da Saude.

Devera ser encaminhado relatério semestral e, ao final, elaborado um
relatorio consolidado, incluindo os resultados finais da pesquisa, em um prazo maximo
de 60 (sessenta) dias, ap0s a finalizagdo da pesquisa.
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ANEXO 2 — Preparo das solucdes

a) Tamp3ao Tris-Ca'™ 0.01M, pH 7,2

Tris Base (Sigma) 1219
Cloreto de calcio (Vetec) 0,229
Agua destilada g.s.p 1000 mL

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

transparentes e estocar a temperatura ambiente (TA).

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

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

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

c) Tampao L2
Isotiocianato de guanidina (Sigma) 120 g
Tris-HCI 0,1 M, pH 6,4 (Invitrogen) 100 mL

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

estocar a TA.
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d) Tampéo L6

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

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

frascos de cor ambar e estocar a TA

e) Tampao TBE 10X

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

Diluir para uso essa solucdo 1X antes do uso.



ANEXO 3- Siglas e simbolos dos aminoé&cidos
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Letra Sigla Nome do Carater
aminoacido

A Ala Alanina N&o polar
C Cis Cisteina N&o polar
D Asp Acido Aspartico Acido
E Glu Acido Glutamico Acido
F Fen Fenilalanina N&o polar
G Gli Glicina N&o polar
H His Histidina Bésico
I lle Isoleucina N&o polar
K Lis Lisina Bésico
L Leu Leucina N&o polar
M Met Metionina N&o polar
N Asn Asparagina Polar
P Pro Prolina N&o polar
Q GIn Glutamina Polar
R Arg Arginina Basico
S Ser Serina Polar
T Ter Treonina Polar
Vv Val Valina N&o polar
w Trp Triptofano N&o polar
Y Tir Tirosina Polar




