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1  INTRODUCAO

Os rotavirus tém sido considerados importantes agentes associados a
gastroenterite aguda infantil (GAI) (CHEN et al., 2009; JOHARGY et al. 2010), doenca
comum entre criangas menores de cinco anos de idade com elevados indices de mortalidade
em paises em desenvolvimento (OH et al., 2003). Estima-se que cerca de 125 milhdes de
episadios diarréicos anuais sejam em decorréncia da infeccdo por estes virus, causando em
média 611.000 6bitos (PARASHAR et al., 2006; ESTES & KAPIKIAN, 2007). A forma de
transmissdo mais comum do virus é pela rota fecal-oral, por meio da ingestdo de agua e/ou
alimentos contaminados, ou pelo contato direto (INOUYE et al., 2000).

Segundo a classificacdo taxonémica, pertencem a familia Reoviridae, género
Rotavirus (ICTVdb 2009). Possuem simetria icosaédrica, sdo ndo envelopados e medem cerca
de 100 nm. A particula viral apresenta um triplo capsideo protéico envolvendo o genoma, o
qual constitui-se de 11 segmentos de RNA de fita dupla (dSRNA) codificante para seis
proteinas estruturais (VP1-4, VP6 e VP7) e seis proteinas ndo estruturais (NSP1-6)
(GREENBERG & ESTES, 2009). O capsideo interno € composto pela proteina VP2,
associada internamente as proteinas VP1 e VP3, o capsideo intermediario pela proteina VP6 e
0 capsideo externo pelas proteinas VP7 e VP4 (GREENBERG & ESTES, 2009).

Com base na variabilidade antigénica da proteina VP6, 0s rotavirus sdo
classificados em sete grupos (A—G). Destes, os grupos A, B e C estdo associados a infeccao
em humanos, sendo os Rotavirus do grupo A (RVA), de maior importancia epidemioldgica
em todo o mundo (ESTES & KAPIKIAN, 2007). Em 2008, o Rotavirus Classification
Working Group (RCWG) prop6s um sistema de classificacdo para os RVA baseado na
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identificacdo de gendtipos para cada um dos onze segmentos gendmicos (MATTHIINSSENS
et al., 2008). Neste sentido, a partir da caracterizacdo dos genes codificantes das proteinas
VP7, VP4, VP6 e NSP4, sdo atualmente reconhecidos 27 gendtipos G (G1-G27), 35
gendtipos (P[1]-P[35]), 16 gendtipos | (11-116) e 14 gendtipos E (E1-E14), respectivamente
(MATTHIJNSSENS et al., 2011).

Considerando a importancia dos RVA no quadro da GAI, os ultimos anos foram
marcados pelo desenvolvimento de diferentes estratégias vacinais, no intuito de reduzir a
morbi-mortalidade infantil. Neste contexto, atualmente s&o consideradas promissoras sete
vacinas, quatro estdo licenciadas em diferentes paises (RotaTeq®, Rotarix®, Rhesus
tetravalente e LLR) e trés ainda em fase de testes (RV3, vacina bovina recombinante Uk e a
vacina indiana neonatal) (GLASS et al., 2005; KANG, 2006).

No Brasil, em julho de 2005, foi licenciada pela ANVISA, a vacina Rotarix®, a
qual é constituida de uma cepa monovalente G1P[8] de rotavirus humano atenuado. A vacina
foi incorporada ao Programa Nacional de Imunizagcdes (PNI) Brasileiro e sua aplicagéo teve
inicio em margo de 2006, sendo denominada Vacina Oral de Rotavirus Humano (VORH)
(BRASIL, 2006).

A proteina ndo estrutural NSP4 tem sido descrita como enterotoxina viral, a qual
tem a capacidade de mobilizar calcio intracelular, aumentando sua concentracéo
citoplasmatica, alterando a permeabilidade i6nica da membrana dos enterdcitos e contribuindo
com o processo diarréico (GREENBERG & ESTES, 2009). Considerando o potencial
imunogénico desta proteina e sua associacdo como fator de viruléncia, a identificacdo de
variantes genéticas de RVA, com base nos genotipos de NSP4 ¢é de fundamental importancia,
uma vez que poderd contribuir para um melhor entendimento da infeccdo, fornecendo
subsidios a estudos futuros, com impacto nas estratégias de prevencao (ZHANG et al., 1998;
LEE et al., 2000; VIZZI et al., 2005).

2 OBJETIVOS

Este plano de trabalho é parte integrante de um projeto de pesquisa que
objetivou proceder a caracterizacdo molecular de amostras RVA positivas, identificadas em
criancas vacinadas e ndo vacinadas pela VORH, provenientes da cidade de Goiania-GO.
Neste contexto, o presente estudo procedeu a deteccdo do gene codificante da proteina NSP4

de amostras RV A positivas, para posterior identificacdo dos genotipos de NSP4.



3 METODOLOGIA

3.1 Material de estudo

O material de estudo consistiu de espécimes fecais obtidos de criancas menores de
cinco anos de idade com quadro de gastroenterite aguda, que receberam ou nédo a Vacina Oral
de Rotavirus Humano (VORH), atendidas em dois hospitais da cidade de Goiania, Goias
(Hospital Materno Infantil — HMI e Pronto Socorro Infantil), no periodo de julho de 2008 a
dezembro de 2009. Mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
pelos pais ou responsaveis, procedeu-se a coleta do material e o preenchimento de um
formulario contendo informacdes referentes a dados pessoais e fatores de risco relacionados
as gastroenterites virais.

Apbs a coleta, o material foi encaminhado ao Laboratério de Virologia Humana
IPTSP/UFG, onde as fezes foram processadas e estocadas a -20°C até a realizagcdo dos
ensaios.

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Materno Infantil (Protocolo N° 006/08).

3.2  Preparo das Suspensdes Fecais

As amostras fecais foram inicialmente processadas para a obtencdo de uma
suspensdo fecal a 20% em tampéo salina fosfato (PBS) pH 7,4. As suspensdes foram
homogeneizadas e clarificadas por centrifugacdo a 3000 x g por 10 minutos. Em seguida, o

sobrenadante foi coletado e estocado a -20°C.

3.3 Extracdo do Acido Nucléico Viral

O dsRNA viral foi extraido seguindo metodologia descrita por Boom et al. (1990),
com modificacfes (CARDOSO et al. 2002). Para extracdo do dsRNA foram utilizados 400uL
de suspensdo fecal acrescidos de 1mL de tampdo L6 e 15uL de silica (agitacdo/30min).
Posteriormente, ao sedimento, foram realizadas lavagens sucessivas com tampdo L2, etanol
70% e acetona P.A., e ao final, este foi acrescido de 40pL de agua Milli-Q/DEPC
(62°C/15min).



3.4 Deteccdo NSP4

Para deteccdo de uma regido do gene codificante da proteina NSP4, as
amostras RV A positivas foram submetidas a reagdo em cadeia pela polimerase pds transcricao
reversa (RT-PCR), seguindo protocolo descrito por Lee et al. 2000, resumidamente: 3,0uL do
dsRNA extraido foram adicionados a 3,5uL. de DMSO (dimetilsulfoxido) e incubados a 97 °C
por 10 min. para desnaturagdo, com posterior incubagdo em banho de gelo por 5 min. Em
cada tubo de reacéo foi entdo adicionada a mistura de RT-PCR para um volume final de 50uL:
tampdo de reacdo 1X (Tris-HCI 10mM pH 9,0 e KCI 50mM), gelatina 0,01%, MgCl, 1,5mM,
0,2mM de cada dNTP, 40U da enzima transcriptase reversa, 3U de Tag-DNA polimerase e
20U de inibidor de ribonuclease ¢ 0,8uM de cada iniciador especifico (Tabela 1). Apds
incubacdo a 42°C/60min, as amostras foram amplificadas em termociclador (Eppendorf
Mastercycler personal) em 30 ciclos de: 95°C/45seg, 49°C/30seg e 72°C/90seq, ciclo final de
72°C/10min.

Tabela 1. Iniciadores empregados na deteccdo de NSP4.

o Posicéo dos Tamanho do
Iniciadores Sequéncia 5> - 3’ ]
nucleotideos (pb) fragmento
10BEG.16 TGTTCCGAGAGAGCGCGTG 16 - 34 795 b
10END.722c GACCATTCCTTCCATTAAC 722 - 740 P

(LEE et al. 2000)
3.5 Eletroforese em Gel de Agarose
Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose (2%), corado com brometo de etideo, para visualizacdo de fragmentos de DNA de
tamanho esperado (725pb).
3.6 Sequenciamento e analise filogenética
Adicionalmente, as amostras NSP4 positivas foram submetidas ao processo de

caracterizagdo molecular por uma aluna de pds-graduacdo responsavel por esta etapa do
projeto, da qual tive a oportunidade de participar em algumas atividades. Resumidamente, 0s



produtos de amplificacdo foram purificados pelo kit QIAquik®PCR (Qiagen, Sdo Paulo,
Brasil) seguindo instrucdes do fabricante. A reacdo de seqlienciamento foi realizada
utilizando os mesmaos iniciadores previamente descritos para a reacdo de amplificacéo e kit de
reacdo BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit em Sequenciador Automatico ABI 3130
(Applied Biosystems, Foster City, CA). As sequéncias de nucleotideos obtidas foram
submetidas a analises pelos programas Clustal X (THOMPSON et al., 1997) e PAUP v.4.10b
(SWOFFORD, 1998).

4 RESULTADOS
4.1 Populagdo estudada

No periodo de julho de 2008 a dezembro de 2009, foram coletadas 65 amostras
fecais, das quais 11 foram positivas para RVA (16,9%).

Das criancas participantes do estudo, 53,9% eram do género feminino, 49,3%
eram menores de um ano de idade, 53,9% apresentaram comprovacdo de vacinacdo prévia
para rotavirus e a maioria (66,2%) relatou a ocorréncia de diarréia associada a febre e vomito
(Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas da populacdo estudada de 65 criangas com gastroenterite aguda,
atendidas em dois hospitais da cidade de Goiania — Goias.

CARACTERISTICAS N° %
Género
Masculino 30 46,1
Feminino 35 53,9
Idade
< 6 meses 12 18,5
7 — 12 meses 20 30,8
13 — 24 meses 20 30,8
25 — 36 meses 10 15,3
> 36 meses 3 4,6
Vacina
Comprovagéo pelo Cartdo 35 53,9
Sem comprovacgéo 17 26,1
Nao 13 20
Sintomas
Diarréia/ Febre/ Vomito 43 66,2
Diarréia/ Febre 6 9,2
Diarréia/ Vomito 8 12,3
Diarréia 8 12,3




4.2 Deteccdo de NSP4

Todas as amostras positivas para RVA foram submetidas a extragdo e
amplificacdo de uma regido do gene codificante da proteina NSP4, sendo observado um
indice de deteccao de 90,9%, (10/11) (Figura 1).

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose (2%). Linha 1- Peso molecular 100 pb; Linha 2 —
Amostra controle positivo; Linha 3 — Amostra controle negativo; Linhas 4, 5 e 6 — Amostras

teste positivas para NSP4.

4.3  Caracterizacdo molecular

A reacdo de sequenciamento gendmico foi realizada para as dez amostras NSP4
positivas, sendo obtidas sequéncias de qualidade em sete destas. A anélise filogenética de
uma regido do gene codificante da proteina NSP4 destas amostras permitiu a caracterizacao

de todas como gendtipo E2.



5 DISCUSSAO

Dados da literatura corroboram o indice de detecgdo do gene NSP4 encontrado no
presente estudo, uma vez que, estudo anterior desenvolvido na cidade de Goiania relatou
indice de 82,7% (TAVARES et al., 2008) e, em outras regides do pais, os valores variam de
62,3 a 100% (ARAUJO et al., 2007; NOZAWA et al., 2010).

Com relacdo a caracterizacdo molecular e & genotipagem das amostras os dados
encontrados estdo de acordo com estudo realizado no Brasil com amostras do periodo de 2005
a 2009 o qual contemplou estados das cinco regibes do pais e, cujas analises mostraram
prevaléncia de amostras com gen6tipo E2 (GOMEZ et al., 2011). Por outro lado,
investigacdes conduzidas no Rio de Janeiro e na regido Centro-Oeste no periodo pré-vacina
observaram uma predominancia de amostras com gendtipos E1 (TAVARES et al., 2008;
BENATI et al., 2010), o que pode sugerir uma possivel alteracdo no padrdo de amostras de

RVA circulantes na regido, ap0s a introducdo da vacina.

6 CONCLUSAO

O presente estudo observou um indice de deteccdo do gene codificante da proteina
NSP4 de 90,9%, sendo todas as amostras caracterizadas como genétipo E2. A identificacdo de
uma possivel alteracdo no padrdo de amostras RVA circulantes no periodo pos-vacinal
demonstra a necessidade de estudos adicionais, com vistas a obter informagdes que definam o

real papel da implantagéo da vacina na circulagdo dos RVA.
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