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RESUMO

O Rotavirus A (RVA) ¢ um dos principais agentes etiologicos da gastroenterite aguda (GA)
infantil e ¢ responsavel por aproximadamente 40% dos casos de diarreia em criancas com até
5 anos de idade em todo o mundo. Apos a introdugo da vacina Rotarix® (RV1) no Brasil
houve uma reducao da taxa de mortalidade infantil por GA, contudo ainda ha altos indices de
morbidade. Este estudo tem como objetivo a caracterizagdo epidemioldgica, molecular e
analise filogenética das cepas de RVA circulantes na populacdo infantil do Semiarido
Brasileiro. Como parte do projeto Recodisa, foram incluidas 1200 criangas entre 2 e 36 meses
de idade, sendo considerado casos as criancas que apresentaram pelo menos um episodio de
diarreia nos 14 dias anteriores a coleta de fezes, e foram recrutados participantes das cidades
de Crato (CE), Picos (PI), Ouricuri (PE), Cajazeira (PB), Souza (PB) e Patos (PB) durante os
anos de 2009 a 2011. Apds o diagndstico por Luminex, foi verificada uma prevaléncia de
7,1% (86/1200) de positividade para RVA. A partir deste diagnostico, 291 amostras, foram
selecionadas para analise por PCR em tempo real (QRT-PCR), deteccao do gene que codifica
a VP6, além do sequenciamento dos genes que codificam para as proteinas VP4 ¢ VP7.
Através do qRT-PCR, foi demonstrado positividade de 10,65% para RVA associada a diarreia
infantil (P= 0,0472). Ademais, a presengca de RVA foi relacionada ao género masculino
(P=0,0216). Ja a auséncia de RV A foi associada ao primeiro (P=0,0001) e ao terceiro ano de
vida (P=0,0190), corroborando com as taxas de vacina¢ao, onde 89,3% das criangas do estudo
receberam as duas doses da vacina. O aleitamento materno exclusivo também foi associado
com a auséncia de RVA (P=0,0012). Grande parte das criancas com RVA apresentaram
diminui¢do dos sintomas e 80,7% estado nutricional normal. Através da andlise dos genes que
codificam a VP7 e VP4, foram detectados os genotipos G1, G2 e G3 e P[4], P[8] e P[9],
respectivamente, sendo G1P[8] a combinacdo mais prevalente (57%). Combinacdes menos
comuns também foram detectadas, como G1P[4], G2P[8] e G3P[9]. A andlise filogenética das
cepas mostra que as amostras genotipadas como P[8] pertencem a linhagem P[8]-1, esta ¢ a
mesma linhagem da RV1 e possuem similaridade nucleotidica variando entre 98 e 100%.
Sugere-se que as amostras G1 e P[8], evidenciam casos de “shedding” vacinal. Dessa forma,
com o virus da vacina excretado no meio ambiente, uma prote¢ao direta ¢ oferecida as
criancas ndo vacinadas, consequentemente o efeito de vacina¢do por rebanho, pode ser
benéfico para populagdes com baixa cobertura vacinal. Assim € possivel concluir que apos a
introducao de RV1 e outras medidas preventivas, houve uma redugdo nos casos de RVA,
além de os resultados contribuirem para o entendimento da diversidade genética de RVA em

criangas carentes do Semiarido Brasileiro.

Palavras-chaves: Diversidade genética de rotavirus A, gastroenterite infantil, Semidrido

Brasileiro.



ABSTRACT

Rotavirus A (RVA) is the major cause of infantile acute gastroenteritis, being responsible for
approximately 40% of all diarrhea cases in children younger than 5 years of age worldwide.
After the Rotarix vaccine (RV1) introduction in Brazil, the rates of childhood gastroenteritis-
related deaths decreased, however, morbidity rates are still high. This study aimed to
investigate the epidemiology, clinical features, vaccination impact and genetic diversity of
circulating RVA strains associated with acute gastroenteritis, in children from Semiarid
region in northeastern Brazil. As part of the Recodisa project was included 1200 children in
the age group 2-36 months, whereas cases were children with an episode of diarrhea in the
last 14 days, and was recruited participants from the cities of Crato (CE), Picos (PI), Ouricuri
(PE), Cajazeiras (PB), Souza (PB) and Patos (PB) during the years 2009 to 2011. The initial
clinical diagnosis showed RV A prevalence of 7.1% (86/1200) using Luminex. Subsequently,
291 samples were selected for analysis by real-time PCR (qQRT-PCR), to detection of the gene
coding for VP6 and sequence analyses of the genes encoding VP4 and VP7. By using qRT-
PCR, the detection rate of RVA was 10.65% positive, which was associated with infantile
diarrhea (P = 0.0472). In addition, RVA infections was related to the male gender (P =
0.0216). The absence of RVA was associated with the first one (P = 0.0001) and the third year
of life (P = 0.0190), corroborating with the vaccination rates, where 89,3% of the children in
the study received the two doses of the vaccine. Exclusive breastfeeding was also associated
with the absence of RVA (P = 0.0012). The majority of children with RVA were observed
slightly reduced symptoms of acute gastroenteritis and 80.7% presented a good nutritional
status. The genotypes G1, G2 and G3 and P[4], P[8] and P[9] were detected, and the most
prevalent combination was G1P[8] (57%). Rare combinations were also detected, such as
G1P[4], G2P[8] and G3P[9]. The phylogenetic analysis of the strains shows that the genotype
samples as P[8] belong to the lineage P[8]-1, this is the same lineage of RV1 and have
nucleotide similarity ranging from 98 to 100%. It is suggested that samples G1 and P[8] show
evidence of vaccine shedding. Thus, the vaccine’s virus excreted into the environment, is
linked to direct protection of unvaccinated children, consequently the effect of herd immunity
provides a measure of protection for populations with low vaccine coverage. In conclusion,
this study observed that after the introduction of RV1 and other preventive measures, there
was a reduction in cases of RVA, besides the results contribute to the understanding of the

genetic diversity of RVA in children from Semiarid region in northeastern Brazil.

Keywords: Rotavirus A genetic diversity, Child gastroenteritis, Brazilian Semiarid.
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1 INTRODUCAO

A gastroenterite aguda (GA) representa um grande problema de saude publica
mundial, acometendo uma em cada dez criancas com idade inferior a cinco anos (Liu et al,
2011). Consiste em uma inflamacdo do trato gastrointestinal sendo caracterizada
principalmente pelo surgimento de diarreia (3 ou mais episodios de evacuagdes liquidas ou
pouco consistentes por dia) ¢ esta associada as condigdes socioecondmicas € sanitarias, de
modo que os casos mais graves sdo verificados com mais frequéncia em paises em

desenvolvimento (Guerrant et al., 2013).

A desnutricdo ¢ um importante fator de risco para a ocorréncia de GA, devido ao
comprometimento dos mecanismos de defesa imunolégica. Em contrapartida, infecc¢des
entéricas persistentes podem prejudicar a capacidade absortiva do individuo, levando a um
quadro de desnutri¢ao. Desta forma, desencadeando um ciclo vicioso de diarreia-desnutri¢cao

(Guerrant et al., 2001; Moore et al., 2010).

A GA pode ter diversas etiologias: bactérias, virus, parasitas e toxinas (Black et al.,
2010; WHO 2013). Dentre os patogenos virais, o rotavirus A (RVA) é o principal agente
etiologico de diarreia em criangas com até 5 anos, e € responsavel por aproximadamente 40%
dos casos de diarreia infantil (WHO, 2013) e aproximadamente 215.000 mortes por ano em

criancas de até 5 anos de idade (Tate et al., 2016)

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e o Grupo de Assessoria Estratégica de
Especialistas em Imunizacdo (SAGE) declararam a introdu¢do de uma vacina contra RVA no
Programa Nacional de Imunizagdo (PNI) de diversos paises, e recomendaram duas vacinas:
uma vacina G1P[8] monovalente: Rotarix“-RV1 (GlaxoSmithKline GSK, Rixensart, Bélgica)
¢ G1-G4P[8] e uma pentavalente, RotaTeq®-RV5 (Merck, North Wales, PE, EUA), e esta
medida tinha como objetivo prevenir as hospitalizagdes e mortes causadas por RVA (WHO,
2009). No Brasil, a vacina RV1 foi introduzida em 2006 e desde entdo as taxas de cobertura

vacinal tem aumentado significativamente em todo o pais (Linhares & Justino, 2014).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historico

Em 1973 Bishop e colaboradores descreveram a presenca de particulas virais através
de microscopia eletronica (ME) em biopsia da mucosa duodenal de criangcas com GA ndo
bacteriana ¢ devido a semelhanca com os Orbivirus, esses virus receberam o nome de

Orbivirus-like agent (Bishop et al., 1973).

Particulas virais também foram descritas por Flewett e colaboradores (1974) em
amostras de fezes de criangas com GA. Em 1975 Davidson e colaboradores propuseram uma
nova nomenclatura para o virus, Duovirus (Davidson et al., 1975). Finalmente, em 1978, foi
proposto o nome rotavirus (RV) devido a semelhanca da particula viral a uma roda (Figura 1)
e a constituicdo de um novo género, denominado Rotavirus, constituinte da familia

Reoviridae (Fleweet & Wood, 1978).

No Brasil, os RV foram descritos pela primeira vez por Linhares e colaboradores
(1977), na cidade de Belém do Pard, onde foram selecionadas 32 criangas com GA, entre 0 e
5 anos de idade, e ap6s a andlise das fezes de 13 criangas, através de ME, 2 foram

diagnosticadas com RVA.

FIGURA 1: Particula viral do Rotavirus A (Adaptado de Estes & Greenberg, 2013).

Particula viral de Rotavirus A visualizadas através da técnica de microscopia eletronica. Particulas de tripla

camada proteica (TLP) e dupla camada proteica (DLP).
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2.2 Particula e genoma viral

A particula viral completa (virion) apresenta aproximadamente 100 nm de diametro,
simetria icosaédrica, trés camadas proteicas e ¢ desprovida de envelope (Figura 2A) (Estes &
Greenberg, 2013). A camada proteica interna, ou core viral, ¢ composta por 120 trimeros da
proteina VP2. Acredita-se que a regido terminal da proteina VP2 estabelega ligagdo com o
complexo da polimerase viral composto pelas proteinas VP1 (RNA-polimerase RNA-

dependente viral) e VP3 (atividade guanilil e metiltransferase) (McClain et al., 2010).

A camada intermediaria ¢ constituida por 260 trimeros de VP6 que permite uma maior
estabilidade do core viral e funciona como um adaptador para a camada mais externa do
virion, que ¢ essencial para a adsor¢do e internalizagdo do virus na célula do hospedeiro. A
camada mais externa, por sua vez, ¢ composta por 260 trimeros da glicoproteina VP7,
posicionados diretamente sobre os trimeros da proteina VP6, juntamente com os 60 trimeros
de proteina VP4, que apresentam diferentes mudangas conformacionais durante a
internalizacdo do virus na membrana da célula do hospedeiro (Figura 2B) (Patton et al.,

2012).

FIGURA 2: Estrutura da particula viral do rotavirus A (Adaptado de Patton et al., 2012).

Jve2 Eves vPe []vr7

A: Esquema da particula viral completa (virion); B: Corte do virion revelando as trés camadas proteicas (VP2,

VP6 e VP7) e as espiculas de VP4 que se estendem as camadas de VP6 e VP7.

Os virions de RVA podem diferir entre si morfologicamente e podem ser observados
trés tipos de particulas através da ME (Figura 3). A particula completa ¢ infecciosa e
chamada de “particula com tripla camada” (TLP — triple-layered particle) (Figura 3A); A
particula que ndo apresenta a camada mais externa ¢ chamada de “particula com dupla

camada” (DLP — Double-layered particle) e, demonstra uma aparéncia rugosa devido a
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algumas projecdes proteicas da camada mais interna (Figura 3B); O terceiro tipo de particula
¢ composto exclusivamente pela camada interna, ou core viral, sendo chamada de “particula
de camada simples” (SLP — single-layered particle) e esta associada ao genoma viral (Figura

3C) (Estes & Greenberg, 2013).

FIGURA 3: Estrutura e proteinas da particula viral dos rotavirus A (Adaptado de Estes &
Greenberg, 2013).

A
ESTRUTURA: Tripla camada Dupla camada Camada simples
{Core viral)
PROTEDNAS: VP1,2,3,4,6¢7 VP1,2,3e6 VP1,2¢3

A: Particula com tripla camada (TLP — triple-layered particle); B: Particula com dupla camada (DLP- double-

layered particle); C: Particula de camada simples (SLP — single-layered particle).

O genoma dos RVA ¢ constituido de 11 segmentos de RNA de dupla fita (RNAdf) que
variam de tamanho entre 667 (segmento 11) a 3302 (segmento 1) pares de bases (pb) e, tem
no total aproximadamente 18.556 pb. Cada segmento genomico ¢é responsavel por codificar
uma proteina viral, com exce¢do do segmento 11, que tem como fungdo a codificacdo de duas

proteinas. Entre as proteinas codificadas por esses segmentos, seis sdo estruturais (VP1-4, 6 e

7) e seis sdo ndo estruturais (NSP1-6) (Figura 4) (Estes & Greenberg, 2013).
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FIGURA 4: Esquema estrutural do genoma dos Rotavirus A da cepa protétipo (Adaptada de
Conner & Ramig, 1997).
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A: Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) dos 11 segmentos do genoma do rotavirus A da cepa protdtipo
simio SA-11. B: Gel de poliacrilamida mostrando a separagdo das proteinas estruturais (VP1-4, 6 ¢ 7) e das

proteinas ndo estruturais (NSP1-6) sintetizadas pelo rotavirus A.
2.3 Proteinas estruturais (VP)

A proteina VP1 ¢ a RNA polimerase dependente de RNA que apresenta fungdo de
replicase e transcriptase viral. A VP2 ¢ a proteina mais abundante do core viral e faz parte do
complexo de replicagdo. Através de um dominio na sua por¢do N-terminal, liga-se tanto a
VP1 quanto a VP3 (Arnoldi et al., 2007; McDonald et al., 2009). Além disso, a VP2 também
interage com a proteina VP6 nos estagios iniciais da morfogénese viral. A interagdo entre as
duas proteinas (VP2 e VP6) ¢ fundamental para a formagdo das DLPs (Estes & Greenberg,
2013). A proteina VP3 demonstra atividades guanidil e metiltransferase; e ¢ a enzima
responsavel pela adicao da CAP ao RNA. Sendo assim a enzima responsavel por modificar a
extremidade 5° da molécula de RNA, gerando uma estrutura de capeamento similar a

encontrada no RNA mensageiro (RNAm) de eucariotos (McDonald & Patton, 2011).

A proteina VP4 ¢ representada por projecdes espiculares sobre a camada mais externa

do virion e, estd associada a importantes funcdes, como: adesdo e internalizagdo a célula,
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hemaglutinagio, neutralizagdo e viruléncia (Dunn et al., 1995; Ludert et al., 1996). E
suscetivel a protedlise, o que leva a exposi¢do de sitios ativos que provoca a penetracdo do
virus na célula (Arias et al., 1996; Estes & Greenberg, 2013). Para a ativagdo da proteina VP4
€ necessario a clivagem proteolitica da mesma, o que resulta em dois peptideos VP5* e VP8*,
0s quais permanecem associados ao virion. VP5* tem atividade de neutralizagdo cruzada entre
os diferentes tipos de VP4 e, possivelmente, possui os epitopos encarregados pela adsor¢ao do
virus a célula (Kirkwood et al., 1996). VP8* contém a maioria dos epitopos associados as
reacdes tipo-especificas, dependentes da ligagdo deste com acido sidlico (Isa et al., 1997).
Nove epitopos de neutralizagcdo foram mapeados em VP4, sendo cinco deles em VP5* (5-1 a

5-5) e quatro em VP8* (8-1 a 8-4) (Figura 5) (Trask et al., 2012; Estes & Greenberg, 2013)

FIGURA 5: Representacdo esquematica da proteina VP4 (Adaptada de Trask et al., 2012).

VP4

VP5*

Representag@o esquematica da proteina VP4, os peptideos VP5* e VP8* e dos sitios antigénicos (VP5*: 5-1 a 5-

5; VP8%*: 8-1 a 8-4).

A proteina mais abundante do virion ¢ a VP6, representando aproximadamente, 51%
da particula viral. Provavelmente esta seja a causa pela qual a maioria dos anticorpos
produzidos durante a infeccdo dos RVA seja contra essa proteina (Svensson et al., 1987).
Além de ser a proteina de escolha para triagem de RVA (Estes & Greenberg, 2013). A
proteina VP6 ¢ constituida por dois dominios: um que interage com VP7 ¢ VP4 da camada
externa e outro que interage com VP2 do core. Dessa forma, VP6 participa em duas fungdes

importantes para os RVA: a) adsor¢do e penetracdo na célula; b) transcrigdo do RNAdf
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(Heiman et al., 2008), além disso, a VP6 ¢ responsavel por classificar os RV em diferentes

espécies (A-I) (Matthijnssens et al., 2012; ICTV, 2016).

A glicoproteina VP7 ¢ a mais imunogénica da camada externa, tem a funcdo de
modular VP4 no processo de adsor¢do e penetragdo dos RVA na célula do hospedeiro,
interagindo com proteinas da familia das integrinas, na superficie celular, apds o processo de
adsorcdo mediado pela porcdo VP5* da proteina VP4 (Guerrero et al., 2000). Em
concentracdes apropriadas, fons Ca”" sdo necessarios para a estabilidade de VP7, na sua
auséncia, os trimeros da proteina encontram-se dissociados, promovendo a liberagao da VP7
do virion. Essa mudang¢a conformacional de VP7 reflete em um arranjo distinto para VP4, que
possibilita a entrada do virion na célula. Anticorpos neutralizantes contra a VP7 estabilizam o
trimeros formado pela proteina, inibindo as alteragdes em VP4, necessarias para permitir que

o virus entre na célula hospedeira (Aoki et al., 2009).
2.4 Proteinas nao estruturais (NSP)

O segmento gendmico 5 ¢ responsavel por codificar a proteina NSP1, que € a proteina
viral menos conservada dos RVA (Dunn et al., 1995). Essa proteina tem a capacidade de
modular a ativagao de interferon (INF) tipo I, que € critica para encadear uma resposta imune

inespecifica em casos de infec¢ao viral (Barro & Patton, 2005; Graff et al., 2009).

A proteina NSP2 ¢ comumente encontrada associada a NSP5, ambas sdo conhecidas
por formarem estruturas chamadas de viroplasma. Dentre suas funcdes, NSP2 tem a
capacidade de se unir ao RNAfs e apresenta atividade de helicase, NTPase (Nucleoside
triphosphatase), NDPkinase (Nucleoside diphosphate kinase) e RTPase (Ribonucleic acid
triphosphatase) (Taraporewala et al., 1999, 2001; Carpio et al., 2006; Kumar et al., 2007).
Além de estar envolvida com a transcri¢do, traducdo, replicagdo e empacotamento do RNAdf

(Estes & Greenberg, 2013).

A proteina NSP3 ¢ codificada pelo segmento genomico 7 € atua na tradugdo do
RNAm e na interrupgdo da sintese proteica da célula hospedeira. Porém, estudos demonstram
que a NSP3 ndo ¢ fundamental para a tradu¢do do RNA viral (Padilla-Noriega, et al., 2002;
Varani & Allain, 2002; Montero et al., 2006).

A primeira enterotoxina viral descrita foi a NSP4, que ¢ codificada pelo segmento 10

(Ball et al., 1996). Dentro da célula a proteina NSP4 encontra-se distribuida em diversos
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sitios, e participa dos eventos de morfogénese, replicagdo e patogénese dos RVA. A proteina
completa encontra-se ancorada no reticulo endoplasmatico (RE) através do dominio
hidrofébico N-terminal e a por¢ao C-terminal encontra-se no citoplasma. As propriedades
bioldgicas importantes associadas a NSP4 estdo localizadas na regido citoplasmatica
constituida pelo intervalado entre os aa 45 e 175, e sdo estas: mobilizagdao do Ca”" intracelular
e permeabilizagio da membrana; unido ao Ca*" e a VP4; unido as particulas semelhantes a
virus (VLPs “Virus-like Particles”); inducdo da diarreia em camundongos. Além disso, a
secre¢do parcial dessa proteina, contendo os aa 112 a 175 também ¢ capaz de induzir a

diarreia, bem como a proteina completa (Zhang et al., 2000).

O segmento 11 ¢ composto por duas ORFs: A maior ¢ responsavel por codificar a
proteina NSP5, que apresenta atividade autoquinase e em células infectadas pode se
apresentar nas formas hipo e hiper fosforiladas (Taraporewala & Patton, 2004) e a menor, por
sua vez, codifica a proteina NSP6, que tem interacdo com a NSP5 no viroplasma. Algumas
cepas de RVA ndo codificam esta proteina enquanto outras apresentam baixos niveis de
expressdo, o que indica que NSP6 esta envolvida em papel regulatorio ndo essencial na

replicacdo viral (Taraporewala & Patton, 2004; Lopez et al., 2005).
2.5 Classificacao dos Rotavirus A

Reconhecidas oficialmente pelo Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), o
género Rotavirus possui 9 espécies (grupos) que sao Rotavirus A (RVA) até Rotavirus I

(RV]) (Kindler et al., 2013; Mihalov-Kovcs et al., 2015; ICTV, 2016).

Os RVA podem ser classificados por seu padrao de migragdao dos 11 segmentos de
RNAJf quando submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA), apresentando
perfil super curto, curto, longo ou atipico; padrdo de hibridizacdo do genoma completo de
RNA (genogrupos); propriedades antigénicas de VP6, VP7 ¢ VP4 (subgrupos, sorotipo G e
sorotipo P, respectivamente); analise das sequéncias nucleotidicas de todos os segmentos
gendmicos (gendtipos); e as sequéncias dos genes que codificam para as proteinas da camada
externa, VP7 e VP4, sdo responsaveis por diferenciar os RVA de acordo com a classificagdo
binaria por gendtipos G e P, respectivamente (Matthijnssens et al., 2011; Estes & Greenberg

2013).
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O sistema de classificacdo baseado na andlise das sequéncias dos 11 segmentos
gendmicos foi descrito pelo Rotavirus Classification Working Group I (RCWG), o qual
recomenda que as sequéncias virais obtidas devam ser nomeadas através dos seguintes
parametros: a) a espécie (grupo) de RV; b) a origem do virus (animal ou humano) e também
se a sequéncia ¢ oriunda de um virus selvagem (Wild type — wd) ou de virus cultivado em
célula (Tissue culture — tc); c) o pais onde o virus foi detectado, usando o cddigo padrao de
trés letras; d) o nome comum dado pelo pesquisador; e) ano da deteccgdo; f) os genotipos G e P

(GXP[X]) (Matthijnssens et al., 2011).

Os diferentes genoétipos para cada um dos segmentos sao divididos de acordo com
valores de corte onde compreendem a similaridade nucleotidica. Até o presente momento ja
foram descritos 35 G-, 50 P-, 26 I-, 21 R-, 19 C-, 19 M-, 30 A-, 20 N-, 21 T-, 26 E-, ¢ 21 H
genoétipos, onde cada letra maiuscula representa, respectivamente, os genes que codificam
para as proteinas VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 (Tabela
1) (RCWG, 2017). E caso o virus se apresente em uma constelacdo genomica [1-R1-C1-M1-
A1-N1-T1-E1-H1, 12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2, ou I3-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3 ecle
se classifica como pertencente ao genétipo 1 (ou Wa-like), 2 (ou DS-1-like), ou AU-1-like,

respectivamente (Matthijnssen & Van Ranst, 2012).
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TABELA 1: Classificagdo de Rotavirus A (Adaptada de Matthijnssens et al., 2011).

Valor de cut-off de

Gene identidade nl:‘cleotidica Genétipos® Designaggi(l)é(tii(;::;)me o8
(%)
VP7 80 35G Glicoproteina
VP4 80 50P Sensivel a Protease (Tripsina)
VP6 85 261 Capsideo Interno
VP1 23 1R RNA Pohmer;s;}fependente de
VP2 84 19C Proteina do Core
VP3 81 19M Metiltransferase
NSP1 79 30A Antagonista do Interferon
NSP2 85 20N NTPase
NSP3 85 21T Promotor Traducional
NSP4 85 26E Enterotoxina
NSP5 91 21H Fosfoproteina

A: Valores de corte (%) de identidade nucleotidica que definem os diferentes genétipos de rotavirus A,
considerando-se os 11 segmentos gendmicos. B: Genotipos descritos e reconhecidos pelo Rotavirus

Classification Working Group em ultima atualizagdo em abril de 2017.
2.6 Diversidade genética dos Rotavirus A

Os RVA possuem uma grande diversidade genética que € proveniente de mecanismos
como mutagdes pontuais, rearranjos genéticos e reestruturagdo de segmentos gendmicos

(reassortment) (Estes & Greenberg 2013; Desselberger 2014).

2.6.1 Mutac6es pontuais

As mutacdes pontuais ocorrem frequentemente nos RVA e, sdo observadas através da
técnica de sequenciamento nucleotidico. Essas mutagdes podem ser sindnimas ou silenciosas,
que ndo provocam mudancas na sequencia de aa e, consequentemente, na proteina; ou podem
ser ndo-sindnimas, podendo assim causar uma mudanga genética que forneca uma vantagem
evolutiva ou provocando uma perda de fun¢do ou estrutura do virus. A ocorréncia das

mutacoes pontuais esta relacionada ao fato de que a RNA polimerase RNA dependente nao
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possui um mecanismo de correcdo de erros, o que gera o acumulo dessas mutagdes pontuais
que podem definir novas linhagens e sublinhagens dentro de um mesmo genotipo (Gémara et

al., 2003; Estes & Greenberg 2013).

2.6.2 Rearranjos genéticos

Os rearranjos consistem em alteragdes na sequéncia do segmento gendmico, mais
frequentemente em forma de duplicacdo, mas algumas vezes ocorre como delecdo. Isto ¢é
caracterizado pela modificacdo no perfil de migracdo dos segmentos de RVA no gel de EGPA
(Taniguichi & Urasawa, 1995). Os rearranjos sdo resultados de erros de transcri¢do de um
unico segmento e possuem a duplicagdo parcial de um gene, com consequéncias variadas na
expressao de suas funcgdes. Provavelmente isso ocorre no momento da transcrigdo, por uma
falha da RNA polimerase RNA dependente, onde ela retorna para sua fita molde e reinicia a

transcri¢do a partir de diferentes estagios (Desselberger, 1996).

2.6.3 Reestruturacao de segmentos genémicos (Reassortments)

As reestruturacoes de segmentos gendmicos ou reassortments foram descritas
primeiramente por Matsuno e colaboradores em 1980, através da realizagdo de uma co-
infeccdo em cultura celular de RVA bovino (Lincoln) e RVA simio (SA-11), onde por meio
da andlise eletroforética comparativa entre o clone e os parentais, foi visto que o genoma
restruturado apresentava os segmentos 4, 5 ¢ 10 de SA-11 e segmentos 1, 2, 3, 6 e 11 de
bovino, porém a origem dos segmentos 7, 8 € 9 nao foi determinada. Dessa forma, os
reassortments sdo caracterizados pela troca de material genético entre dois virus semelhantes
durante infecgdes mistas. Para os RVA, essa troca ocorre entre dois ou mais segmentos
gendmicos de duas cepas, que podem ser humana-humana, humana-animal ou animal-animal,
assim gerando um progénie com segmentos oriundos das duas cepas originais (Figura 6)

(Matsuno et al., 1980).
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FIGURA 6: Representacdo esquemadtica do evento de reassortments em Rotavirus A.
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Representagdo esquematica do evento de reassortments: duas cepas de Rotavirus A semelhantes, durante uma
infeccdo mista no processo de replicacdo realizam a troca dos segmentos gendmicos entre si e formam uma
progénie com os segmentos recombinados.

2.7 Replicacao viral

O processo de replicacdo do RVA inicia com a adsor¢do do virion a membrana
plasmatica da célula hospedeira, através da ligagdo das espiculas virais da camada externa
(VP4) com receptores especificos. Durante o processo de adsor¢do a proteina VP4 sofre
clivagem por meio da acdo de tripsina e se divide em dois peptideos: VP8*, que € responséavel
pela ligacdo do virus a célula. Em alguns casos observou-se que esse peptideo interage com o
acido sidlico na superficie celular; e, o VP5*, que junto com a proteina VP7, interage com
integrinas e proteinas choque térmico cognato 70 (HSC70) (Trask et al., 2012; Estes &
Greenberg, 2013).

A penetragdo do virus na célula do hospedeiro pode ocorrer de duas formas:
penetragdo direta ou endocitose (indireta). Na penetracdo direta, apds a adsor¢do do virus 4
célula, ocorre a perda do capsideo externo e a DLP entra no citoplasma, resultando na
alteragcdo da permeabilidade da membrana plasmatica, associado a acdo de enzimas
proteoliticas (Estes & Greenberg, 2013). Na endocitose o virion ndo sofre a agdo das enzimas

proteoliticas e permanece aprisionada dentro do endossomo, este por sua vez, se liga a

lisossomos e, aparentemente, nao ocorre a replicagcdo viral, mas sim a degradacdo da particula.
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Desta forma, observa-se que nao hd o desenvolvimento de infec¢do produtiva. Assim sugere-
. ~ 2+ , " o ;

se que a baixa concentracdo de Ca” dentro das vesiculas endociticas solubilize as proteinas

da camada externa, promovendo a lise da mesma e liberagdo da DLP no citoplasma

(Venkataram et al., 2001; Estes & Greenberg, 2013).

Por sua vez, a DLP inicia o processo de replica¢do através da ativagdo do complexo
interno da polimerase (VP1 e VP3) e os RNA(+) capeados sdo transcritos € servem como
RNAm na sintese das proteinas virais assim como moldes para formacdo dos RNA(-). As
proteinas sintetizadas e o RNAfs viral se reinem no citoplasma da c¢lula infectada e formam
um material amorfo chamado de viroplasma. O empacotamento do genoma se inicia quando
ha ligagdo de VP1 com a extremidade 3" do RNA(+). Neste momento o complexo VP1-3
sintetizam a fita de RNA(-), completando o RNAdf dos RVA. A proteina VP6 reconhece que
o core foi sintetizado e forma a DLP. A NSP4, por sua vez, possui dominio citoplasmatico
que ancora as DLPs, através de VP6 e VP4, e proporciona o brotamento das particulas no
interior do reticulo endoplasmatico (RE). Logo apos a camada externa ¢ formada resultando
em particulas virais maduras com didmetro aproximado de 100 nm. As proteases intestinais
clivam a proteina VP4 em VP5* e VP8* apos a liberacdo do virion da célula, e finalmente
resulta no virion completo infeccioso (McDonald & Patton, 2011). A liberacdo dos RVA da
célula do hospedeiro ocorre através de lise celular ou através de via secretora (Figura 7)

(Musalem & Espejo, 1985; Jourdan et al., 1997; Trask et al., 2012).
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FIGURA 7: Representagao esquematica do ciclo de replicagdo dos Rotavirus A (Adaptada de
McDonald & Patton, 2011)
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Ciclo de replicagdo dos RVA: as proteinas externas, VP7 e VP4, entram em contato com a membrana plasmatica
na célula do hospedeiro, a proteina VP4 sofre clivagem por meio de tripsina e se divide em dois peptideos, VP5*
e VP8*, as proteinas VP8* ¢ VP7 interagem com integrinas ¢ a VP5* se liga ao acido sialico, ocorrendo assim a
adsor¢do do virus na célula, a entrada do virus ocorre por penetragdo direta, ¢ neste processo o virus perde a
camada mais externa e¢ se transforma em DLP. A DLP inicia a replicagdo através da ativacdo do complexo
interno da polimerase (VP1 e VP3) e os RNA(+) sdo transcritos e servem como RNAm na sintese das proteinas
virais e molde para a formagao dos RNA(-). As proteinas NSP2 e NSP5, ja sintetizadas, se retinem no citoplasma
da célula e formam o viroplasma. Neste momento o empacotamento do genoma se inicia com a ligagdo da VP1
com a extremidade 3’ do RNA(+). O complexo VPI1-3 sintetiza a fita de RNA(-) completando o RNAdf dos
RVA. A proteina VP6 reconhece a formagdo do core e se liga formando as DLPs. A NSP4 possui dominio
citoplasmatico que ancora as DLPs, através de VP6 e VP4 e proporciona o brotamento das particulas no interior
do reticulo endoplasmatico. Logo apos, a camada externa é formada, resultando em particulas virais maduras. As
proteases intestinais clivam a proteina VP4 (VP5* e VP8%*) apos a liberagdo do virus na célula, e finalmente
resultando no virion (particula infecciosa). Por fim, o virion é liberado através de lise celular ou por meio de via

secretora.
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2.8 Patogénese

Os RVA sdo conhecidos por sua alta infecciosidade e por serem capazes de se
adaptarem ao hospedeiro, assim podendo infectar igualmente os homens e os animais (Franco
et al.,, 2006). Os enterocitos maduros sdo as principais células afetadas nas infec¢des por
RVA. A destruicdo da vilosidade na porcao apical dos enterdcitos causa a redugdo na

capacidade absortiva, resultando na diarreia (WHO, 2013).

O espectro clinico da doenga ¢ amplo, variando de diarreia aguda a severa e vomitos,
podendo causar desidratagdo, distirbios eletroliticos, choque e morte. O RVA ¢ transmitido
por via fecal-oral e seu tempo de incubagao ¢ de 1-3 dias e nos casos tipicos, o aparecimento
da doenca ¢ abrupta, com febre e vomitos seguida de diarreia aquosa explosiva, e a reposi¢ao
inadequada de fluidos pode acarretar na desidratagdo. Os sintomas gastrointestinais
desaparecem normalmente de 3-7 dias apds a infec¢do, mas nos casos mais severos podem

durar de 2 a 3 semanas (WHO,2013).

A GA causada pelo RVA ¢ mais frequente em criangas menores de 5 anos de idade
(CDC,2011), e acredita-se que criangas com idade mais avangada e adultos sofram com
episddios mais brandos e/ou assintomaticos devido a imunidade adquirida em multiplos
episodios de infecgdes por RVA durante a vida (Anderson & Weber, 2004). Estudos
demonstram que episodios recorrentes de infeccdo por RVA sdo significativamente mais
brandos que a primo-infec¢do, principalmente entre os segundo e terceiro episodios

(Gladstone et al., 2011; Mohan et al., 2017).
2.9 Tratamento e prevencao

O tratamento das GA causadas por RVA ¢ basicamente a reposicdo de fluidos e
eletrolitos. Em casos agudos, ¢ recomendada a terapia de reidratagdo oral (TRO), e para casos
de desidratagdo severa, ¢ necessario a terapia de reidratacdo venosa (CDC 2016). A
assisténcia médica e a terapia nutricional sdo importantes para ajudar a diminuir as taxas de
morbidade e mortalidade causadas por RVA. E até o momento ndo existem medicamentos

antivirais para o tratamento das infec¢des por RVA.

Além da TRO, outras medidas para o controle das GA de qualquer etiologia, destaca-
se o aleitamento materno precoce e exclusivo até o sexto més de vida, lavagem das maos,
consumo de agua tratada, saneamento bésico e tratamento adequado para criangas acometidas

(WHO, 2013).
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Melhorias nas condi¢des sanitarias, assim como na destinacdo adequada dos dejetos
humanos e animais, ndo sdo suficientes para o controle e prevengdo das infeccdes por RVA.
As infecgdes naturais ndo conferem proteg¢do contra a reinfeccao, e a prevencdo desta doenga
nos dois primeiros anos de vida ¢ fundamental para o desenvolvimento da crianga. Desta
forma, a vacinagdo contra RVA representa uma boa estratégia para evitar ou diminuir as

formas mais severas da doenga (Anderson, 2010).

A OMS, em 2009, recomendou a inclusdo de vacinas contra RVA nos programas de
imunizag¢ao de todos os paises, principalmente em paises que as taxas de mortalidade sdo
elevadas (WHO, 2009). Algumas vacinas ja foram desenvolvidas e outras estdo em
desenvolvimento, entretanto, as vacinas RV1 e RVS5 sdo indicadas em diversos paises,

incluindo o Brasil (O’Ryan et al., 2011).

A vacina RV1 ¢ atenuada de origem humana, monovalente (G1P[8]) e de uso oral. No
periodo experimental, nas fases II e Il realizados na América Latina, incluindo o Brasil,
envolveram em torno de 100 mil criangas e demonstraram protecao média de 85% contra GA
grave e hospitaliza¢cdes por RVA, além de mostrar eficdcia na prevencdo da GA de qualquer
gravidade causada pelos genotipos G1 (92%), G3, G4 e G9 (88%). Quanto as internagdes por
GA independente da etiologia, a RV1 mostrou protecdo de 42% (Ruiz-Palacios et al., 2006).
No Brasil, a RV1 foi introduzida no Programa de Imunizagdo Nacional (PNI) em 2006, e foi
denominada Vacina Oral de Rotavirus Humano (VORH), sua administragdo ¢ dividida em
duas doses, a primeira entre 6 ¢ 14 semanas de vida, ¢ a segunda entre 14 e 24 semanas,

respeitando-se as faixas etarias preconizadas (Ministério da Satude, 2006).

A vacina RV5 é composta por cepas de RVA geneticamente reestruturadas, de origem
humana e bovina, e contemplando os genotipos G1, G2, G3, G4 e P[8], assumindo assim sua
composi¢ao pentavalente. A administrada ¢ por via oral, e dividida em trés doses, a primeira
entre 6-12 semanas e as subsequentes a intervalos de 4 a 10 semanas, completando o esquema

vacinal at¢ o maximo de 32 semanas (Yen et al., 2011; WHO, 2013).

Um estudo realizado no Brasil demonstrou redugdes no niimero de hospitaliza¢des
relacionadas com GA tanto nas regides mais desenvolvidas (Sul e Sudeste) como nas regides
menos desenvolvidas (Norte e Nordeste) onde os indicadores socioecondmicos e de saude se
aproximam aos paises em desenvolvimento (do Carmo et al., 2011) Quanto a introducgdo de

RVS5 no Brasil, a redugao de hospitalizagdes foi significativa chegando a 93%, e estimativa de
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reducdo anual de 42.991 e 77.383 nas regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste ¢ Sul (El
Khoury et al., 2011).

2.10 Epidemiologia dos Rotavirus A

RVA ¢ um dos principais agentes etiologicos da GA infantil e ¢ responséavel por
aproximadamente 40% dos casos de diarreia em criangas com até 5 anos de idade, e 215 mil
mortes por ano em todo o mundo. Paises da Africa Sub-saariana e India, sdo os mais afetados

apresentando taxas de morbidade e mortalidade ainda elevadas (Figura 8) (Tate et al., 2016).
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FIGURA 8: Incidéncia de mortes por Rotavirus A (Adaptada de Tate et al., 2016).

Taxas por 100 mil pessoas/ano |:] gD - Clla

[ J1oto<so [N =100

A: Numero de mortes por Rotavirus A. B: Taxa de mortalidade de criangas < 5 anos de idade por pais.

Mudangas nos padrdes dos genoétipos circulantes sao observadas principalmente nos
paises em desenvolvimento, onde a re-emergéncia e emergéncia de novas cepas sao
frequentes devido a grande diversidade dos RVA (Vizzi et al., 2017). Embora diversas
combinacgdes de G e P tenham sido relatadas, os genotipos G1P[8], G2P[4], G3[PS8], G4P[§],

G9P[8] e G12P[8] sdo responsaveis por aproximadamente em todo o mundo (Santos e
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Hoshino, 2005; Leite et al., 2008; Linhares et al., 2011; Banyai et al., 2012; Patton, 2012,
Desselberger, 2014 e laniro et al., 2017).

No Brasil, Leite e colaboradores (2008) realizaram um estudo de revisdo que relatava
a detecgdo dos gendtipos de RVA em circulagdo no periodo de 1982 a 2007. No periodo de
1982 a 1995, os gendtipos G1 a G4 eram os mais prevalentes e o G5 foi observado em apenas
10% das amostras, ¢ entre os anos 1996 a 2005, o gendtipo G9 emergiu, a deteccdo de G5 foi
reduzida e G2P[4] foi pouco detectado (Figura 9). E no periodo de 2006 a 2007, equivalente
ao primeiro ano da implementa¢ao da vacina RV1, o genotipo G2P[4] reemergiu e se tornou o
mais frequentemente detectado, com taxas de 74% nas amostras RV A positivas.

FIGURA 9: Distribuicdo dos genotipos de Rotavirus A no Brasil por regido geografica
(Adaptada de Leite et al., 2008).
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Carvalho-Costa e colaboradores (2011) descreveram a distribui¢do dos genodtipos de
RVA circulantes em diversas regides do Brasil, no periodo de 2005 a 2009. Os gendtipos
GI1P[8], G3P[8], G4P[8] e GIYP[8] foram confirmados como os principais genotipos
detectados, € houve um importante aumento na deteccao do genotipo G2P[4] entre os anos de

2006 e 2008 (Figura 10).



39

FIGURA 10: Distribuigdo dos genoétipos de Rotavirus A no Brasil entre os anos de 2005 e
2009 (Adaptada de Carvalho-Costa et al., 2011).
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O gendtipo G2P[4] continuou prevalente nos anos 2008 e 2009 (Sé et al., 2015), mas
entre os anos de 2010 e 2011 foi observado um aumento na circulacdo de cepas de RVA

pertencentes ao gen6tipo G1P[8] em criangas (Guerra et al., 2015).

GI1P[8] ainda ¢ frequentemente detectado no Brasil, mesmo apods a introducdo da
vacina RV1 no Programa Nacional de Imunizag¢do (PNI) em 2006 (Rose et al., 2013). Silva e
colaboradores (2015) realizaram um estudo onde avaliavam a circulagdo de GIP[8] nos
periodos pré e pos-vacinais, em criangas hospitalizadas, durante mais de 27 anos, e seus
resultados mostram que ha variacdo na deteccao de G1P[8], mas entre os anos 1994-1995,
1997-1998, 2000-2004 e 2008-2009 ocorreram picos elevados de infec¢do por RVA
pertencentes ao gendtipo G1P[8].

O gendtipo G3 ¢ conhecido por sua grande diversidade e por ser capaz de infectar
diferentes hospedeiros como humanos, porcos, coelhos, felinos, caninos, entre outros
(Khamrin et al., 2009; Donato et al., 2014; Xia et al., 2014, Bonica et al., 2015; Mijatovic-

Rustempasic et al., 2016). Sua deteccdo em humanos ¢ comumente associada com o gendtipo
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P[8] e menos frequentemente com P[9] (Dor¢ et al., 2014). No Brasil, poucos estudos relatam
a detec¢do da combinagdo do genotipo G3 com P[9] (Tsugawa et al., 2015; Bezerra et al.,
2017). Outras combinagdes pouco detectadas sao G1P[4] e G2P[8], mas no Brasil Carvalho-
Costa e colaboradores (2011) e Guerra e colaboradores (2015) observaram a circulagdo destes

genotipos.

No Brasil, atualmente, os gendtipos detectados nas infecgdes por RVA com maior
frequéncia sdo G12P[8] e G3P[8], principalmente nas regides Sul, Sudeste e Centro-oeste

(Luchs et al., 2016, da Silva et al., 2017).
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3 JUSTIFICATIVA

O RVA ¢ um dos principais patégenos das GA infantil, sendo responsavel por
aproximadamente 40% dos casos de diarreia em criangas com até cinco anos de idade e
215.000 mortes por ano no mundo todo (Tate et al., 2016). Mudancas nos padrdes dos
gendtipos circulantes de RVA sdo observadas frequentemente, principalmente nos paises em
desenvolvimento onde as condi¢cdes socioecondmicas, sanitarias ¢ de saude ainda sao

precarias (Mohan et al., 2017; Vizzi et al., 2017).

O estudo coorte, multicéntrico, MAL-ED (The Etiology, Risk Factors, and Interactions
of Enteric Infections and Malnutrition and the Consequence for Child Health and
Development) mostra que RVA esta entre os principais patégenos envolvidos nas GA, sendo
diagnosticado nos primeiros anos de vida em criangas de comunidades carentes em oito paises
(Bangladesh, Brasil, India, Nepal, Paquistdo, Peru, Africa do Sul e Tanzania) (Platts-Mills et
al., 2015; Mohan et al., 2017).

No Brasil, ha diversos estudos que mostram a prevaléncia de RVA e os principais
genoétipos em circulagdo (Leite et al., 2008; Carvalho-Costa et al., 2011; Rose et al., 2013; da
Silva et al., 2015; Guerra et al., 2015; Sa et al., 2015; Luchs et al., 2016; da Silva et al., 2017),

entretanto, estes resultados sao provenientes de amostras de criancas hospitalizadas.

Apesar dos diversos estudos epidemiologicos no Brasil € no mundo, no ambito
hospitalar, sobre RVA, a pesquisa da circulagdo deste virus, bem como dos genétipos, em
comunidades, ainda ¢ pouco estudada. Assim, estudos que verifiquem a presenga do virus € os
genotipos em circulagdo sdo necessarios para um melhor entendimento da epidemiologia dos

RVA.

Em vista da importancia das infeccdes de RVA na populagdo infantil, a busca da
compreensdo do impacto deste patdgeno nas comunidades carentes torna-se estritamente
relevante, principalmente em regides onde a vigilancia epidemiologia € escassa como na
regido do semidrido brasileiro. Assim, o presente estudo analisou a presenga de RVA nessas
criangas, além de avaliar os genoétipos circulantes e as caracteristicas socioeconomicas,
clinicas, antropométricas e a cobertura vacinal, contribuindo para o entendimento do impacto

desse virus nesta populagao.
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OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizagdo molecular e a analise filogenética dos genotipos circulantes

de Rotavirus A em criangas com e sem diarreia no Semiarido Brasileiro.

4.2 Objetivos primarios

Determinar a prevaléncia de Rotavirus A em populacdo infantil com e sem diarreia no
Semiarido Brasileiro.

Realizar a caracterizagdo e analise filogenética baseada nos genes que codificam para VP8* e
VP7 de cepas de Rotavirus A circulantes em criancas com e sem diarreia no Semiarido

Brasileiro.
4.3 Objetivos secundarios

Associar a sintomatologia como: febre, dor abdominal, vomito, muco ou sangue nas fezes,
entre outros, com as amostras positivas para Rotavirus A nas criangas com e sem diarreia no
Semiarido Brasileiro.

Identificar a presenga de fatores determinantes para as gastroenterites agudas como
aleitamento materno, idade das criangas, estado nutricional e renda mensal familiar nas
familias das crian¢as com rotavirose.

Avaliar a prevaléncia de criangas vacinadas e associar com as amostras positivas e negativas

para Rotavirus A.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Etica do estudo

Esse estudo faz parte de um projeto intitulado “Estudo da etiologia da diarreia infantil
em criancas provenientes da comunidade urbana em Fortaleza, CE, Brasil, ¢ do Semiarido
Brasileiro — Sub-projeto 1” (Rede de Ovino Caprino Cultura e Diarreia Infantil no Semiarido
Brasileiro - RECODISA), aprovado pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP —
ANEXO A) e recebeu parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da UFC
(COMEPE/UFC — ANEXO B). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE —
ANEXO C) foi revisado e aprovado pelo COMEPE/UFC (ANEXO B).

5.2 Caracterizacao da populacao.

O RECODISA ¢ um estudo epidemioldgico, transversal, analitico, caso/controle,
realizado durante um periodo de 16 meses, de Setembro de 2009 a Margo de 2011. A coleta
de dados e amostras de fezes foi realizada entre os meses de Setembro a Marco de 2010/2011
periodo de chuva e com maior incidéncia de casos diarreicos. O estudo foi realizado em seis
cidades, Crato (CE), Picos (PI), Ouricuri (PE), Cajazeira (PB), Souza (PB) e Patos (PB)
localizadas no Semiarido Brasileiro e com populagdo superior a 50.000 habitantes cada
(Figura 11). Foi composto por seis meses de coletas e 1200 criangas (200 criangas por cidade
participante) na faixa etaria entre 2-36 meses, onde 600 foram consideradas casos, quando a
crianga apresentava o quadro diarreico e, 600 controles, quando a crianga ndo teve diarreia

nos 14 dias anteriores a coleta.
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FIGURA 11: Regido do Semiarido Brasileiro.
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Cidades do nordeste brasileiro: Crato (CE), Picos (PI), Ouricuri (PE), Cajazeiras (PB), Souza (PB) e Patos (PB).

Apos entrevista com os participantes, foi realizado a assinatura do TCLE pelo
responsavel da crianga e o preenchimento da ficha epidemioldgica e dados antropométricos
(ANEXO D). Os responsaveis receberam um pote de plastico estéril e foram orientados sobre
o procedimento de coleta. Caso o espécime fecal ndo tivesse sido coletado, o grupo de campo
retornava por mais 5 dias Uteis consecutivos, quando a crianga era, entdo, excluida do estudo
por falta de material. As amostras coletadas eram armazenadas e enviadas em caixa térmica
contendo gelo para o Laboratorio de Doengas Infecciosas (LDI) da Unidade de Pesquisas
Clinicas/ Instituto de Biomedicina (UPC/IBIMED), da Faculdade de Medicina, da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

Para o diagnostico de Rotavirus A, as amostras foram submetidas previamente ao
método do Luminex, especifica para o gene NSP3. Como resultados a deteccdo ocorreu em

aproximadamente, 7,1% (86/1200) das criangas do RECODISA (Tabela 2).
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TABELA 2: Prevaléncia de Rotavirus A em cidades do estudo.

] Casos Controles Total
Cidades do Estudo
N°. % N° % N° %
Cajazeiras 11/100 (11%) 1/100 (1%) 12/200 (6%)
Crato 26/100 (26%) 20/100 (20%) 46/200 (23%)
Ouricuri 4/100 (4%) 1/100 (1%) 5/200 (2,5%)
Patos 4/100 (4%) 2/100 (2%) 6/200(3%)
Picos 8/100(8%) 6/100 (6%) 14/200 (7%)
Sousa 3/100 (3%) 0/100 (0%) 3/200 (1,5%)
Total 56/600 (9,33%) 30/600 (5%) 86/1200 (7,16%)

Para defini¢dao da populacdo do estudo, foram selecionadas as 86 amostras positivas, € 0
dobro de amostras negativas para RVA, provenientes da mesma regido na analise. Exemplo: a
cidade de Crato apresentou 46 amostras positivas, portanto foram selecionados 92 controles,
totalizando 138 amostras analisadas nesta cidade. No caso de uma cidade ndo atingir o
numero amostral de 25 (dentre casos e controles), mais amostras negativas para RVA eram
adicionados até alcancar esse valor. No total foram analisadas as 86 amostras positivas para
RVA pelo Luminex e mais 205 amostras negativas, chegando assim ao numero final de 291

amostras (Tabela 3).

TABELA 3: Distribui¢do das amostras selecionadas dentro dos grupos positivos — negativos

e caso — controle por cidade do estudo.

Amostras Amostras
.. . Total
. positivas negativas
Cidades do estudo
N° de N° de N° de N° de
casos controles casos controles
Cajazeiras 11 1 22 2 36
Crato 26 20 52 40 138
Ouricuri 4 1 12 8 25
Patos 4 2 12 7 25
Picos 8 6 16 12 42
Sousa 3 0 14 8 25

Total 56 30 128 77 291
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5.3 Extracoes de RNA Fecal
5.3.1 Extracao por Kit Comercial

A extragdo de RNA das fezes foi realizada apds a suspensdo fecal, onde eram
adicionados ImL de salina para 2 g de fezes. O kit QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Valencia, Califérnia, EUA) preconiza a utilizacdo de 140 mg da suspensdo, e os reagentes e

as quantidades eram de acordo com as instru¢des do fabricante.

Os RNAs obtidos foram mantidos a -80°C até o transporte e a realizacdo do
diagnostico pelo método do LUMINEX e, posteriormente, foi realizado uma nova extracdo e
enviados para a FIOCRUZ —Rio de Janeiro, para iniciar as analises através de PCR tempo

real.

5.3.2 Extracao pelo método de Boom

Foram preparadas suspensdes fecais a 10% em tampao Tris-HCl Ca* 0,01M pH 7.2,
homogeneizadas e centrifugadas a 3200 rpm por 30 minutos, posteriormente os sobrenadantes
foram armazenados a -20°C. A partir das suspensdes, as extragoes do RNA gendmico foram
realizadas de acordo com o método ja descrito por Boom e colaboradores (1990) com
alteracdes segundo Leite e colaboradores (1996). Resumidamente: em um tubo tipo
Eppendorf® de 1,5uL foi adicionado 400puL da suspensdo fecal e ImL de tampdo L6,
previamente preparados, seguido de 15uL de silica, entdo as amostras foram incubadas a
temperatura ambiente por 20 minutos em agitagdo, apos esse periodo foram centrifugadas por
60 segundos em velocidade maxima, ¢ o sobrenadante foi descartado em solugao de NaOH
10N. Em cada tubo, foi adicionado ImL de tampao L2, também preparado previamente,
seguido de agitagdo em vortex para ressuspender o sedimento formado, foi recentrifugado
utilizando os mesmo parametros de tempo e velocidade e o sobrenadante novamente foi
desprezado em solucdo de NaOH 10N. A seguir foram feitas duas etapas de lavagem, na
primeira foi adicionado 1mL de etanol a 70% e, na segunda, ImL de acetona P.A (Merck®),
ambos a 4°C e, realizando os mesmo procedimentos de homogeneiza¢do e sedimentagdo
anteriormente descritos, e desprezando os sobrenadantes em solugdo de hipoclorito de sddio a
5%. Ao fim da ultima lavagem, os tubos passaram por duas incubacdes em banho maria a
56°C: durante 15 minutos com as tampas abertas para total evaporagdo da acetona, e apds esse
periodo, foram adicionados 60pL de agua livre de endo e exonucleases (Invitrogen®™) em cada

tubo e incubados com tampas fechadas por mais 15 minutos. Por fim, as amostras foram
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homogeneizadas por vortex e centrifugadas em velocidade maxima por 3 minutos, assim o
sobrenadante foi transferido para tubos tipo Eppendorf de 0,5uL e armazenados a -20°C ou -

70°C.
5.4 Diagnostico de Rotavirus A
5.4.1 Luminex

A metodologia do Luminex consiste basicamente na técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) associada a hibridizagdo com microesferas de poliestireno acopladas a
sondas especificas para cada alvo. As referencias para o protocolo de ciclagem, iniciados e
sondas foram especificos para cada painel de patdogenos e regides alvos estdo a seguir: virus
(Rotavirus, NSP3; Norovirus, ORF1-ORF2; Astrovirus, Capsid; Sapovirus, RdRp-capsid;
Adenovirus, Hexon) (Liu J et al., 2011); E. coli enteropatogénicas; E. coli enteroagregativa,
aaiC e aatA; E.coli entropatogénica, bfpA e eaeA; E.coli enterotoxigénica, LT e ST; e E. coli
enterohemorragica, stx1, stx2 e eaeA) (Taniuchi et al., 2013); outras bactérias (Shigella spp,
ipaH; Salmonella spp, invA; Campylobacter spp., cadF; Aeromonas spp, aerolysin e Vibrio
spp, t toxR) (Liu J et al., 2012); protozodrios (Giardia spp, 18S rRNA; Cryptosporidium spp,
COWP e Entamoeba histolytica, 18S rRNA) (Taniuchi et al., 2011). A detecgao foi realizada
por meio do equipamento Luminex Bio-Plex 200 System (Bio-Rad). A identificagdo por

Luminex foi utilizada como diagnostico inicial para realizar testes subsequentes.
5.4.2 Ensaio imunoenzimatico para pesquisa de Rotavirus A

Com o objetivo de confirmar as amostras previamente positivadas, foi realizado o
ensaio imunoenzimatico (ELISA), através do kit Ridascreen®, R-Biopharm A.G. seguindo as
instrucdes do fabricante. E tendo como principio a detec¢cdo de antigenos da proteina VP6 dos

RVA.

5.4.3 Amplificacio do gene NSP3 por PCR em Tempo Real

Com objetivo de realizar uma triagem para RVA dentro das 291 amostras do presente
estudo, foi feito PCR em tempo real, conforme descrito por Fumian e colaboradores (2016).
Foram utilizados iniciadores especificos para RVA, amplificando o gene NSP3 (Tabela 4).

Controles negativos foram utilizados em todos os procedimentos desde a extragdo do RNA.
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TABELA 4: Iniciadores e sonda utilizados para deteccdo de Rotavirus A.

Iniciadores
Gene Posicao no
/ Sequéncia 5’ - 3’ Referéncia
Alvo genoma
Sonda
ACC ATC TWC ACR TRA
Iniciador F CCC TCT ATG AG 963-988
NSP3 ... GGT CAC ATA ACG CCC Zengetal,
Iniciador R 995-1017 2008
CTATAGC
FAM- AGT TAA AAG CTA
Sonda 1028-1049

ACA CTG TCA AA -MGB
Legenda: W — A/T; E - A/G

As amostras foram aplicadas em placas com 96 micropogos, contendo SpuL. de RNA e
20pL da mistura (Tabela 5), obtendo um volume final de 25uL e, submetidas a temperatura
inicial de 55°C durante 30 minutos para o processo de transcri¢do reversa, para a ativagdo da
Taq polimerase foi submetido a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturagao a
95°C por 15 segundos e anelamento e extensdao a 60°C por 1 minuto, ap6s a finalizacdo o
produto foi descartado, e os resultados coletados e analisados no Software Sequence Detector

versao 1.6 (Applied Biosystems).

TABELA 5: Reagentes usados no PCR em Tempo Real para detec¢do de Rotavirus A.

Reagentes Volume/Reacao
H,0 livre de Dnase/Rnase 4,0 uL
PCR Master Mix 12,5 uL
ROX (1:10) 0,5 uL
RT SIII/ Taq 0,5 uL
Primer NSP3F (10uM) 1,0 pL
Primer NSP3R (10uM) 1,0 uL
Probe NSP3P (10uM) 0,5 uL

Total 20 L
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5.4.4 Amplificacdo dos genes que codificam para as proteinas VP6, VP4 (VP8*) e
VP7 por RT-PCR

A amplificagdo dos genes que codificam para as proteinas VP6, VP4 (VP8*) e VP7 foi
realizada através da utiliza¢do do Kit Qiagen OneStep RT-PCR de acordo com as instrugdes
descrita pelo fabricante. As misturas dos reagentes sdo iguais para todos os genes, € 0s
iniciadores sdo especificos. Na Tabela 6 esta descrito as quantidades usadas para cada reagao,
bem como cada iniciador.

As reagdes eram feitas inicialmente para o gene que codifica a proteina VP6, e
quando obtido resultado positivo, as reagdes dos genes que codificam para as proteinas VP4

(VP8*) e VP7 eram realizadas.

TABELA 6: Reagentes usados no RT-PCR para amplificacdo dos genes que codificam para
VP6, VP4 (VP8*) e VP7.

Gene Alvo Reagentes Volume/Reacao

H,O livre de Dnase/Rnase 10,0 uL

5X Buffer 5,0 uL

dNTP (200U/uL) 1,0 uL
VP6; VP4 (VP8*) e VP7  Primer VP6F (+); 4con3; Beg9 L0 WL

(20 pM) i

Primer VP6R (-); 4con2; End9
1,0 uL
(20 uM)

OneStep RT-PCR enzyme 1,0 uL
Total 19 ulL

Em um tubo, tipo Eppendorf® de 200pL, foram adicionados 1pL de dimetil sulfoxido
(DMSO) e 5uL do RNA extraido. Inicialmente foi incubado a 97°C por 5 minutos para
desnaturacdo, logo em seguida colocado em banho de gelo por 2 minutos. A seguir foram
adicionados mais 19ul da mistura dos reagentes (Tabela 6) contendo os iniciadores
respectivos para cada gene, para a reacdo de amplificagdo. Controles negativos foram
utilizados em todos os procedimentos desde a extragdo do RNA. Os iniciadores usados nas

reacoes estdo descritos na Tabela 7.
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TABELA 7: Iniciadores usados nas rea¢gdes de RT-PCR dos genes que codificam para VP6,
VP4 (VP8*) e VP7.

Gene . Posicao no .
Iniciadores Sequéncia 5’ - 3’ Referéncia
Alvo genoma
VP6-F (+) GAC GGV GCR ACT
(20 1) ACATGG T 747-766 iuttiza-
VP6 Gomara et al.,
(20 uM) CCT GGT GG 1106
4con3 (+) TGG CTT CGC TCA -3
(20 uM) TTT ATA GAC A
VP4 Gentsch et al.,
(VP8%) 4con?2 (-) ATT TCG GAC CAT - ses 1992
(20 uM) TTA TAA CC
GGC TTT AAA AGA
Beg9 ()
GAG AAT TTC CGT 1-28
(20 M)
CTG G Gouvea et al.,
VP7
GGT CAC ATC ATA 1990
End9 (-) 1062 -
CAA TTC TAATCT
(20 uM) 1036
AAG

As condigdes de termociclagem consistiram em: uma etapa de RT a 50°C por 30
minutos; uma etapa de desnaturacao a 95°C durante 15 minutos; 40 ciclos de amplificagao a
94°C por 30 segundos na etapa de desnaturacdo, 46°C por 30 segundos na etapa de
hibridizacdo dos iniciadores e 72°C por 1 minuto na etapa de extensdo das fitas de DNA. A

extensao final foi realizada a 72°C por 10 minutos.

5.5 Analise por eletroforese em gel de agarose a 2%

Para a andlise dos amplicons obtidos nos testes realizados anteriormente, foi
adicionado 2pL de Blue Green loading dye® (Axygen) em 10 pL de produto da RT-PCR ¢ os
mesmos foram aplicados em gel de agarose a 2% com brometo de etidio em tampao Tris-
Borato-EDTA (TBE) 0,5% durante 1 hora e 20 minutos a 100 Volts. Apés a eletroforese, o gel
foi submetido ao transiluminador de luz ultravioleta (DyNA Light Dual Intensity UV; Labnet

National Company) para visualizacdo dos amplicons e as imagens foram registradas através
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do sistema de captura de imagem Kodak Gel Logic 212. Controles negativos foram utilizados

durante todos os procedimentos desde a extragdo de RNA.
5.6 Purificacio dos produtos amplificados de Rotavirus A para sequenciamento

A purificacdo dos produtos amplificados de RVA foi realizada através da utilizacdo de
kit comercial “QIAquick® PCR Purification Kit” (QIAGEN™, CA, USA), seguindo as

instrugdes do fabricante e somente quando a banda esperada foi obtida.
5.7 Sequenciamento dos genes amplificados de Rotavirus A

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

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

Os iniciadores utilizados no sequenciamento foram os mesmos das reagdes de

amplificacdo, porém individualmente.

5.8 Analise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas usando o programa BioEdit
Sequence Alignment Editor versao 7.2.6. Os protétipos utilizados neste estudo foram obtidos
a partir do GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI) através da
ferramenta “Blast”.

Para as analises filogenéticas, foi utilizado o programa MEGA7.0 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) e foram incluidas sequéncias nucleotidicas do GenBank que
apresentaram similaridade maior que 95%, de acordo com a ferramenta do pacote Blast. As
distancias calculadas entre as sequéncias foram analisadas utilizando-se o algoritmo de
Neighbor-Joining. A re-amostragem (bootstrap) aplicada foi de 2.000 repeticdes (KUMAR et
al., 2016).
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5.9 Analise Estatistica

As andlises estatisticas dos dados antropométricos, estado de aleitamento materno, e as
condigdes clinicas entre as amostras positivas e negativas e a defini¢do de caso/controle foram
realizadas através dos testes Qui-quadrado, teste exato de Fisher e Odds Ratio (OR). Para a
realizagdo dos testes o Pacote Estatistico para Ciéncias Sociais (SPSS), versao 22 (IBM Corp,

EUA) foi utilizado, e foi considerado P-valores de < 0,05 estatisticamente significantes.
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6 RESULTADOS

6.1 Deteccao e epidemiologia dos Rotavirus A

As 291 amostras selecionadas, foram submetidas a técnica de PCR tempo real, usando
como gene alvo NSP3. Além da confirmacdao por qRT-PCR, onde as 86 amostras positivas

para RVA foram testadas por ELISA, e apenas 5,8% foram confirmadas.

A detec¢ao de RVA pelo qRT-PCR foi de 31/291 (10,65%), onde dentre as positivas
aproximadamente 19,35% eram controles (6/31) e 80,64% eram casos (25/31). A cidade de
Crato apresentou significancia estatistica com P=0,0067. Também foi encontrada

significancia estatistica na distribuicio de RVA em todas as cidades com um P= 0,0472

(Tabela 8).

TABELA 8: Distribui¢do de Rotavirus A por cidade do estudo em relagdo ao grupo caso e

controle.
P valor
Casos Controles Total
Cidades do Estudo (<0,05)
N°. % N°. % N°. %
Cajazeiras 7/33 (21,2%) 0/3 (0%) 7/36 (19,4%) 1,0000
Crato 12/78 (15,4%) 1/60 (1,7%) 13/138 (9,4%) 0,0067*
Ouricuri 1/16 (6,2%) 0/9 (0%) 1/25 (4%) 1,0000
Patos 2/16 (12,5%) 1/9 (11,1%) 3/25 (12%) 1,0000
Picos 2/24 (8,3%) 4/18 (22,2%) 6/42 (14,3%) 0,3752
Sousa 1/17 (5,9%) 0/8 (0%) 1/25 (4%) 1,0000
25/184 31/291
Total 6/107 (5,6%) 0,0472%
(13,6%) (10,65%)

* P valor obtido por teste exato de Fisher (<0,05 significante).

Em relagao ao sexo, das 291 criancas selecionadas, 147 eram do sexo masculino e¢ 144
do sexo feminino, e dentre as positivas para RVA 71% (22/31) corresponderam ao género
masculino, com significancia estatistica em relagdo os casos positivos, com P=0,0216 e Odds
Ratio de 2,640, IC 95% = 1.171 a 5.952. Dentre as idades, o maior numero de casos de RVA
ocorreu entre as criancas de 0 - 12 meses (22/31 — 71%), seguido pela idade de 12.1 — 24
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meses (6/31 — 19,3%) e 24.1 — 36 meses (3/31- 9,7%). Foi apresentando significancia
relacionada com a auséncia de RVA nas idades de 0 — 12 meses (P = 0,0001) e 24.1 — 36
meses (P =0,0190) (Tabela 9).

Quanto a vacinagdo, 96,8% das criancas que tiveram diagnostico positivo para RVA,
receberam a primeira dose da vacina aos dois meses de vida e, 60,3% receberam a segunda
dose da vacina aos quatro meses de vida. J4 as amostras que foram negativas para RVA,
100% receberam a primeira dose da vacina e, 92,7% receberam a segunda dose. Foi
observado que houve significancia estatistica de P = 0.0001 e Odds Ratio de 0,1183, IC 95%
=0.04968 a 0.2815 em relagao a segunda dose da vacina (Tabela 9).

A amamentagdo parcial (onde a crianca foi amamentada por alguns meses (1-6
meses)) foi relatada em 35,5% (11/31) das criangas positivas para RVA, seguido por
amamenta¢do ndo exclusiva com 32,25% (10/31), amamentacdo exclusiva com 29% (9/31) e
criancas que nunca foram amamentadas com 3,25% (1/31). Significancia estatistica foi
observada na amamentac¢do exclusiva associada aos casos negativos de RVA, com p= 0,0012,
risco relativo de 0,5816, IC 95%= 0.2840 a 1.191. Quanto a renda familiar mensal, 8,2%
(24/291) das familias relataram receber menos que dois salarios minimos e ndo foi observado

significancia (Tabela 9).



TABELA 9: Caracterizacdo da populacdo infantil positiva para Rotavirus A do Semiarido

Brasileiro.
Total Positivo RVA  Negativo RVA
Parametros P (<0,05)
N =291 (%) N=31(%) N =260 (%)
Género
Masculino 147 (50,5%) 22 (71%) 125 (48,1%) 0.0216%
Feminino 144 (49,5%) 9 (29%) 135 (51,9%)
Idade
0 — 12 meses 111 (38,1%) 22 (71%) 89 (34,3%) 0,0001*
12,1 — 24 meses 101 (34,7%) 6 (19,3%) 95 (36,5%) 0,0719
24,1 — 36 meses 79 (27,2%) 3(9,7%) 76 (29,2%) 0,0190*
Vacinacao
1? Dose (2 meses) 290 (99,7%) 30 (96,8%) 260 (100%) 0,1065
2* dose (4 meses) 260 (89,3%) 19 (60,3%) 241 (92,7%) 0,0001*
Amamentacao
Exclusiva 29 (10%) 9 (29%) 20 (7,7%) 0,0012*
Nao Exclusiva 129 (44,3%) 10 (32,25%) 119 (45,8%) 0,1807
Parcial' 118 (40,5%) 11 (35,5%) 107 (41,1%) 0,5691
Nao 15 (5,2%) 1 (3,25%) 14 (5,4%) 1,0000
Renda familiar mensal
(em salarios minimos)
<2 256 (88%) 24 (77,4%) 232 (89,2%) 0,0750
2<5 35 (12%) 7 (22,6%) 28 (10,8%) 0,0690

1- Amamentacdo Parcial: criangas que foram amamentadas por alguns meses (1-6 meses); 2- Nao: criangas

que nunca foram amamentadas; *- P valor obtido por teste exato de Fisher (<0,05 significante).
6.2 Dados clinicos e antropométricos da populacao

Dentre os sintomas relatados, o mais relevante foi diarreia com 80,7% (25/31) (P=
0,0472) das criangas com rotavirose. Além disso, 19,3% (6/31) das criancas que apresentavam

positividade para RVA eram assintomaticas.

Em relacdo aos outros sintomas clinicos, febre foi o segundo mais relatado relacionado

a presenga de RVA, correspondendo a 35,5% (11/31), seguido de vomito em 29% (9/31).
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Visto entre todos os sintomas, o Unico a apresentar significancia estatistica foi diarreia

associada a presenca de RVA. Uma limitacdo do estudo foi que alguns responsaveis ndo

souberam responder se a crianca apresentava ou nao tais sintomas. Todos os sinais e sintomas

analisados estdo apresentados na Tabela 10.

TABELA 10: Sintomatologia clinica relatada pelos responsaveis pelas criangas com amostra

positiva para Rotavirus A.

Total

Dados Clinicos
% (n pos/n total)

Positivo RVA  Negativo RVA P valor
% (n pos/n total) % (n pos/n total)  (<0,05)

Diarreia (184/291)
Febre (55/189)
Dor abdominal (26/189)
Sangue nas fezes (1/189)
Muco nas fezes (16/188)
Vomito (53/189)
Tosse ou sintomas

(57/189)

respiratorios
Fraqueza (37/189)
Inquietacao (49/189)

80,6 (25/31) 61,1 (159/260) 0,0472*
35,4 (11/31) 27,8 (44/158)  0,1073

6,5 (2/31) 15,2 (24/158)  0,5380
0 (0/31) 0,6 (1/158) 1,000
9,7 (3/31) 8,3 (13/157)  0,4501
29 (9/31) 27,8 (44/158)  0,4771

22,6 (7/31) 31,6 (50/158)  0,8188

12,9 (4/31) 20,9 (33/158)  0,7893
16,1 (5/31) 27,8 (44/158)  0,4760

* P valor obtido por teste exato de Fisher (<0,05 significantes).

De acordo com os dados antropométricos ndo houve alteragdes no estado nutricional

em relagdo a presenca ou auséncia de RVA na populagdo infantil do presente estudo,

entretando 80,7% das amostras positivas para RVA eram em criangas com bom estado

nutricional (Tabela 11).
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TABELA 11: Dados antropométricos das criangas com e sem Rotavirus A.

Dados Total Positivo RVA  Negativo RVA P valor
Antropométricos N =291 N=31 N =260 <0,05
HAZ'(Média+DP)  -0,2359+ 1,690 0,3384 + 1,435 -0,2236+1,720 0,7015
WAZ?*(Média+DP) 03200+ 1,424 02419+ 1,450 0,3294+ 1,423  0,5718
WHZ® (Média+DP)  0,6151 +1,604 0,6119+2,124 0,6154+1,535  0,9627
BAZ* (Média + DP) 0,7058 £1,955  0,6229+2,152 0,7158 +1,934  0,8422

1 HAZ - Heigth-for-age Z-score (Z-score de altura por idade); 2 WAZ — Weight-for-age Z-score (Z-score de

peso por idade); 3 WHZ — Weigth-for-heigth Z-score (Z-score peso por altura); 4 BAZ — BMI-for-age Z-score (

Z-score de indice de massa corpérea por idade).

6.3 Amplificacao dos genes que codificam para VP6, VP4 (VP8*) e VP7 para analise por

sequenciamento.

Das 31 amostras positivas para RVA pela técnica de PCR em tempo real, 67,7%
(21/31) foram amplificadas para o gene que codifica a proteina VP6. Desta forma, as amostras
que foram positivas para VP6 foram amplificadas para os genes que codificam as proteinas
VP4 (VP8*) em 85,7% (18/21) e VP7 em 80,9% (17/21) e posteriormente sequenciadas. A
Figura 12 representa a analise por eletroforese em gel de agarose da amplificacdo destes
genes.

Ap0s genotipagem as amostras deste estudo foram caracterizadas como pertencentes
aos genotipos G1, G2 e G3 e P[4], P[8] e P[9] para os genes que codificam para as proteinas
VP7 e VP4 (VP8%*), respectivamente. Nao foi possivel identificar os genotipos (G?P[?]) de
uma amostra dentre as 21 positivas para o gene que codifica para a proteina VP6. Sendo
GIP[8] a combinacdo mais frequente (57%). Combinagdes atipicas também foram

encontradas, como G1P[4], G2[P8] e G3P[9].
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FIGURA 12: Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de RT-PCR para os genes
que codificam as proteinas VP6 (A), VP4 (VP8*) (B) e VP7 (C) de Rotavirus A.

379 pb

<— 887 pb

< 1062 pb

MM: marcador molecular de 50 ou 100 pb. A: Linhas 1 a 10 amostras positivas que amplificaram para o gene
que codifica para a proteina VP6, linha 11 controle positivo para RVA e linha 12 controle negativo; B: Linhas 1
a 4, 6 a 8 amostras positivas que amplificaram para o gene que codifica para a proteina VP4 (VP8%*), linha 5
amostra negativa para a amplificagdo do gene VP4, linha 9 controle positivo para RVA e linha 10 controle
negativo; C: Linhas 1 a 4, 6 a 8 amostras positivas que amplificaram para o gene que codifica a proteina VP7,
linha 5 amostra negativa para a amplificacdo do gene VP7, linha 9 controle positivo para RVA e linha 10

controle negativo.
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6.4 Analise filogenética

As arvores filogenéticas foram construidas utilizando sequéncias nucleotidicas dos
genes que codificam para as proteinas VP4 (VP8*) e VP7. Para a andlise comparativa foram
incluidas amostras prototipos, equivalentes aos genotipos encontrados, no Brasil € no mundo,

disponiveis no GenBank.
6.4.1 Analise do gene que codifica para a proteina VP4 (VP8%)

A Figura 13 representa a andlise filogenética baseada na sequéncia nucleotidica

parcial (887 pb) do gene que codifica para a proteina VP8*.

Através da andlise filogenética, foi possivel determinar que as amostras genotipadas
como P[8] deste estudo, pertencem a linhagem P[8]-1, e apresentam valores de identidade
nucleotidica de 98% a 100% com a vacina RV1 (RVA/Human-TC/USA/Rotarix/2009/G1P8 -
JX943612) (Figura 14).

No cluster referente ao genotipo P[8], as amostras deste estudo, isoladas entre os anos
de 2010 e 2011, agrupam-se com amostras coletadas entre 1987 e 2011, encontradas nas
regides Nordeste (Bahia, Pernambuco e Sergipe), Sudeste (Rio de Janeiro e Sao Paulo) e Sul
(Rio Grande do Sul). Neste grupo, também foram encontradas amostras de outros paises,
como Australia, Bélgica, Coreia do Sul, Estados Unidos da América, Franca e Japao entre os

anos 1976 ¢ 2014 (Figura 13).

Apenas uma amostra foi genotipada como P[4] e isolada no ano de 2010, no Estado do
Ceara e agrupou com outras amostras brasileiras provenientes da regido Nordeste
(Pernambuco e Sergipe) nos anos de 2010 e 2011, Sudeste (Espirito Santo) em 2009 e Sul
(Rio Grande do Sul) em 2010. Amostras provenientes de outros paises também foram
agrupadas no mesmo cluster, como Australia (2006), Bélgica (2005) e Russia (2005 e 2007)
(Figura 13).

As amostras genotipadas como P[9] foram isoladas em 2010 no Estado da Paraiba e
agrupam-se com uma amostra Brasileira do Estado de Pernambuco, na regido Nordeste e
isolada no ano de 2008. A amostra proveniente da Russia, isolada em 2012 foi agrupada no

mesmo cluster (Figura 13).
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FIGURA 13: Arvore filogenética baseada na sequéncia nucleotidica parcial (887 pb) do gene

que codifica para a proteina VP4 (VP8*) de amostras de Rotavirus A.
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99 [ KC443337 RVA/Human-w/AUS/CK20033/2006/G2P4
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Amostras provenientes dos estados do Ceara, Paraiba, Pernambuco e Piaui, coletadas de maio de 2010 a margo

de 2011 (circulo preenchido) e protdtipos de diferentes tipos de gendtipos humanos
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FIGURA 14: Identidade nucleotidica do gene que codifica para a proteina VP4 (VP8*) entre
amostras dos Estados do Ceara, Paraiba, Pernambuco ¢ Piaui ¢ amostra da vacina RV1

(RVA/Human-TC/USA/Rotarix/2009/G1P8 - JX943612).

Amostras Rotarix | CE0045 | CEOL46 | CEO176 | CE0196 | PI0475 | PI0S08 | FI0S13 | PI0S1S | PI0s4 | PEOSS | PROS1O | PRO9S4 | PRI0SS | PRISS | PBISSS

RVAhuman-te/USARotarix/2009/G1R[8] | D
RVAHuman-wt/BRA/CE0045/2010/P(8] |  100% ID
RVAHuman-wt/BRA/CE0L46/2010/P(8] | 100%  100% D
RVAHuman-wtBRA/CEOLT6/2000/P[8] | 100%  100%  100% ID
RVAHuman-wtBRACEO1962010/0(8] | 9% 9% 3% 9% DD
RVAHuman-wt/BRAPIO4TS2010M8] |  100% 100% 100% 9% DD
RVAHuman-wt/BRAPIOS082010M8] | 100% 100% 100% 9% 100D
RVAHuman-wt/BRAPIOSI32010M8] | 100% 100% 100% 9% 100% 100% D
RVAHumanwtBRAPIOSIS2010P8) | 100% 100% 100% 100%  98% 100% 100% 100% ID
1
1
1

1
1
1
1
RVAHuman-wt/BRAPIOS34R010M8] | 100% 1 00% 100% 9% 100% 100% 9% 100% DD
RVAHuman-wt/BRAPEOT6S2000/0(8] | 100% 100% 100% 100% 9% 100% 100% 9% 100% 1004 D

1

1

1

1

1

RVAHuman-wt/BRATB9192010P8] |  100% 00% 100% 9% 100% 100% 100% 100% 100% 100% DD

00% 9% 100% 98% 100% %% %% 9% 9% 9% 1004 DD

00% 100% 100% 9% 100% 100% 9% 100% 100% 100% 100% 9% DD

00% 100% 100% 9% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% DD

00% 100% 100% 9% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% DD

RVAHunan-w/BRATBOSSA01028] |  100%
RVAHunan-/BRAPBLOSS01078] |  100%
RVAHunan-wBRAPBLSSL0LLES] | 100%
RVAHunan-wBRATBLSSS01LES] |  100%

6.4.2 Analise do gene que codifica para a proteina VP7

Apos a andlise das sequéncias obtidas a partir do gene de VP7 das amostras deste
estudo, foi possivel caracterizd-las como pertencentes aos genotipos G1 (14/16), G2 (1/16) e
G3 (1/16). Na Figura 15 podemos observar a andlise filogenética baseada na sequéncia

nucleotidica completa (1062 pb) do gene que codifica para a proteina VP7.

O cluster referente as amostras com gendtipos G1 provenientes dos Estados de Ceara,
Paraiba, Pernambuco e Piaui, detectados nos anos de 2010 e 2011, foram agrupados com
amostras das regides Nordeste (Maranhdo) em 2010, Centro-Oeste (Distrito Federal —
Brasilia) em 1988 e Sudeste (Sao Paulo) em 1896. Amostras de outros paises como Argentina
(1980,1990 e 2000), Australia (2006), Bangladesh (2002), Estados Unidos da América (1974,
1989 e 2009), Franca (2013), Italia (2003) e Japao (2014) também foram agrupadas neste
cluster. A vacina RV1 (RVA/Human-TC/USA/Rotarix/2009/G1P8 - JX943612) foi agrupada

junto com as amostras deste estudo (Figura 15).

A amostra pertencente ao gendtipo G2 foi detectada no Estado do Ceard no ano de
2010 e foi agrupada com amostras das regioes Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul), Sudeste

(Rio de Janeiro) e Sul (Rio Grande do Sul) do Brasil, nos anos 2010, 2002 e 2010,
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respectivamente. Amostras originarias de outros paises também foram agrupadas ao cluster de

G2, como Bélgica, Italia e Russia, ambas no ano de 2007 (Figura 15).

O genotipo G3 foi detectado em uma amostra do Estado da Paraiba em 2010 e foi
agrupada com amostras brasileiras da regido Norte em 2012 e outra amostra do Estado de
Minas Gerais em 2009. As amostras da China (2011), Estados Unidos da América (1976 e
2012), Gana (2009), Italia (1996), Russia (2011) e Tailandia (2011) também foram incluidas
no cluster do genotipo G3 (Figura 15).
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FIGURA 15: Arvore filogenética baseada na sequéncia nucleotidica completa (1062 pb) do

gene que codifica para a proteina VP7 de amostras de Rotavirus A.

100

@ RVAHuman-wi/BRA/PB0919/2010/G1
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4,_—»(683599 RVAHuman-wt/BRA/ma18999-10/2010/G1P8

100 L AYB31049 RVA/ Dhaka8-02

DQB57954 RVAHuman-wt/BRA/RI5619/2002
KR705283 RYA/Human-wi/BEL/BE35/2007/G2P4
FJ932743 RvAHuman-wt/RUS/0msk07-83/2007/G2P4
KC178812 RVAHuman-wi/ITA/PAS3/2007
100 |, KTOO7686 RVA/Human-wt/CU-B1831/BKK/2013/G2P4
KJB38639 RYA/Human-wi/BRA/RS18922/2010/G2P4
a2 [ @ RVAHuman-wi/BRA/CED146/2010/G2

Gl
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100

JOBI3561 RYAHuman-wt/BRANAL-RN71094/2010/G2P4 |

g6 rJXB87024 RVAHuman-wt/BRARY117254/2012/G3P6
100 |:JX987034 RYAHuman-wi/BRA/RY199/2012/G3P6

KP862593 RVAHuman-wt/GHA/Ghan-107/2009/G3P6
FJ947227 RVAHuman-wt/Bethesda/DC139/1976/G3P8

100 |: JX946173 RVAHuman-wt/CHN/E2451/2011/G3P9
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@ RVAHuman-wi/BRA/PB1048/2010/G3
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KF800524 RVAHuman-wt/USAM2US1134/2012/G3P9

G3

JQ0B5407 RVA/Avian-wi/KOR/AVRY-2/2011/G19P30

Amostras provenientes dos estados do Ceara, Paraiba, Pernambuco e Piaui, coletadas de maio de 2010 a

fevereiro de 2011 (circulo preenchido) e protétipos de diferentes tipos de gendtipos humanos.
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7 DISCUSSAO

A GA viral continua sendo um importante problema de satide publica mundial e ¢
caracterizada pela manifestagdo de sintomas como dor abdominal, diarreia, ndusea, vomitos e
febre, principalmente em criangas abaixo de 5 anos de idade (WHO, 2013). Dentre os agentes
etiologicos que induzem GA viral, o RVA ¢ um dos principais patdogenos, entretanto apds a
introdu¢do de uma vacina anti-RVA no programa nacional de imuniza¢do de diversos paises
as taxas de mortalidade decairam, contudo as taxas de morbidade continuam elevadas

principalmente nos paises em desenvolvimento (Costa et al., 2016; Tate et al., 2016).

No presente estudo, a prevaléncia de RVA em criancas de 2-36 meses de idade,
oriundas de comunidades carentes do Semiarido Brasileiro, foi de 10,65 % pela técnica de
qRT-PCR. Outros estudos vém sendo realizados em diversas regides do Brasil, tanto em
criangas hospitalizadas como em emergéncias, € mostram uma prevaléncia para RVA de 12%
em Fortaleza, Ceara (S4 et al., 2015), 11% em Aracaju, Sergipe (Gurgel et al., 2009), 15%
em Recife, Pernambuco (Nakagomi et al., 2008) ambos na regido Nordeste; 9,6% em Rio
Branco, Acre (Neves et al., 2016), 17,2% em Belém, Para (Guerra et al., 2015), ambos na
regido Norte; e nas regioes Centro-Oeste (Godias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul),
Sudeste (Sao Paulo) e Sul (Parand) aproxima-se de 19,7% nos anos 2012-2014 (Luchs et al.,
2016). Os dados de detec¢ao do atual trabalho corroboram com as taxas dos estudos citados
anteriormente, contudo este ¢ primeiro relato de RVA na regido do Semidrido Brasileiro em

um estudo caso — controle.

Nas cidades deste estudo, foi observada uma grande variagdo na detec¢do de RVA
entre 4% e 19,4 %. Sousa e Ouricuri apresentaram as menores taxas de detec¢do e Cajazeiras
a maior. Em estudos de coorte, multicéntricos, Platts-Mills e colaboradores (2015) e Mohan e
colaboradores (2017) observaram taxas similares, 4,9% e 3,1%, respectivamente, na detec¢ao
de RVA em criangas desnutridas de comunidades carentes provenientes de 8 paises

(Bangladesh, Brasil, [ndia, Nepal, Paquistdo, Peru, Africa do Sul e Tanzania).

Em relacdo ao género da populagdo infantil do presente estudo, 71% das amostras
positivas para RVA, apresentou associacdo com o sexo masculino. Outros estudos de perfil
epidemioldgico nacionais também apresentaram o mesmo relato (Guerra et al., 2015; Luchs et
al., 2016; Neves et al, 2016), contudo ndo ha relagdo significativa entre a deteccdo de RVA e

0 género.
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Como parte do referido estudo (MAL-ED) Mohan e colaboradores (2017) realizaram a
analise de amostras fecais de criancgas entre 17 dias e 24 meses de vida e observaram que a
incidéncia de RVA, tanto no primeiro ano de vida quanto no segundo, apresentam taxas
elevadas em diversos paises, principalmente naqueles onde ndo oferecem a vacinagdo pelos
programas de imunizagdo. Vizzi e colaboradores (2017) ao detectar RVA em amostras de
criangas entre os anos de 2007-2008, também observou que a faixa etaria mais acometida era
criangas menores de dois anos de idade. Corroborando com estes dados, o grupo mais
acometido por RVA, no presente estudo, em relagdo a idade, foram criangas entre 0-12 meses

(71%), seguido de 12,1-24 meses (19,3%) e 24,1-36 meses (9,7%).

Em contrapartida, observa-se que ap6s a introdugdo da vacina anti-RVA, houve uma
mudancga na faixa etaria das criancas acometidas por RVA, e a observagao global ¢ de que o
RVA ¢ um dos principais agente etiologicos das GA em criangas menores de 5 anos de idade
(CDC, 2011). Corroborando com essa mudanga, estudos nacionais que avaliavam a presenca
de RVA em criangas de 0 a 10 anos, entre outras idades e entre os anos de 2012-2014,
observaram que as maiores taxas de deteccdo de RVA eram em criangas de 2 a 5 anos de vida

(Luchs et al., 2016; da Silva et al., 2017).

No Brasil, a vacina RVl (Rotarix®) foi introduzida no Programa Nacional de
Imunizagdo (PNI) em 2006, e preconiza a administragdo da vacina em duas doses, a primeira
em criangas com 2 meses € a segunda em crian¢as com 4 meses de vida (Ministério da Saude,
2006). Entre os anos de 2006-2011 a cobertura vacinal aumentou consideravelmente,

chegando a 87,06% em todo o pais (Linhares & Justino, 2014).

No presente estudo, foi observada uma ampla cobertura vacinal, onde 99,7% das
criangas receberam a primeira dose da vacina e, apesar de uma taxa menor, mas ainda
significativa, 89,3% receberam a segunda dose, e foi relacionado significativamente com a
auséncia de RVA na populagdo. Esta diminuigdo da taxa na segunda dose pode estar
relacionada com a idade das criangas, onde 1,0% estavam na idade correta para a
administracdo da segunda dose, mas ndo haviam se imunizado, ¢ 9,6% ainda ndo estavam na

idade preconizada para receber a segunda dose da vacina.

Em 2010, as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, apresentaram os maiores niveis de
cobertura vacinal, chegando a 96,2% na regido Sudeste, contudo, nas regides Norte e
Nordeste essas taxas ndo foram tdo elevadas, e a regido Norte foi a que apresentou a menor

taxa com 69,9% (Costa et al., 2016). Na regido Nordeste a cobertura vacinal aumentou de
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40,5% em 2006 para 82,74% em 2011 (Linhares & Justino, 2014). De acordo com os dados
apresentados, observa-se que as taxas de vacinagdo deste estudo condizem com a cobertura
vacinal tanto do Nordeste, quanto de outras regides do Brasil. Além de corroborarem com os
dados vacinais do estudo MAL-ED (The Etiology, Risk Factors, and Interactions of Enteric
Infections and Malnutrition and the Consequences for Child Health and Development), onde

no Brasil, Peru e Africa do Sul, as taxas foram de 71,8%, 96,9% e 85,8%, respectivamente

(Mohan et al., 2017).

Outro fator importante para a prevencao das GA causadas por agentes infecciosos,
incluindo aquelas causadas por RVA, ¢ o aleitamento materno (WHO,2013; Ambikapathi et
al., 2016). No presente estudo, as criangas mais acometidas foram as que tiveram
amamenta¢do parcial (amamentacdo entre 1-6 meses) com 35,5% dos casos, seguido por
amamenta¢do ndo exclusiva com 32,25%, amamenta¢do exclusiva com 29% e aquelas que
ndo foram amamentadas com 3,25%. Foi observado que houve uma significante associacao
entre a auséncia de RVA com criangcas que tinham aleitamento materno exclusivo.
Corroborando com os dados encontrados, Verkerke e colaboradores (2016) também
observaram uma associa¢do positiva quanto a amamentagao exclusiva e a diminuigdo de risco

de desenvolver rotavirose.

No projeto MAL-ED foi observado que o desmame precoce esta relacionado
principalmente com a escolaridade e a idade materna, além das condig¢des financeiras, onde
aquelas que fossem de maior idade, com maior escolaridade e com condi¢des financeiras
melhores eram as que amamentavam os seus filhos por mais tempo e que retornavam a
amamenta-los (Ambikapathi et al., 2016). Corroborando com a avaliacdo das condi¢des
financeiras, no presente estudo, as criancgas cuja familia reportou renda familiar mensal <2
salarios minimos, foram as mais acometidas, sendo equivalentes a 77,4% das amostras
positivas para RVA. Dessa forma, sugere-se que essas criancas foram desmamadas
precocemente e consequentemente aumentando o risco de desenvolver a GA causada por

RVA.

Os principais sintomas relatados nas GA causadas por RVA sdao diarreia aguda a
severa e vomitos podendo gerar um quadro de desidratacdo, distarbio eletrolitico e levar até a
morte (WHO, 2013). Diante dos sintomas observados, no presente estudo, as criancas
positivas para RVA apresentaram diarreia em 80,6% (P=0,042), seguido por febre 35,4% e

vomito 29%. Outros sintomas foram relatados, como tosse ou sintomas respiratorios (22,6%),
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inquietacdo (16,1%), fraqueza (12,9%), muco nas fezes (9,7%) e dor abdominal (6,5%), mas

apenas a diarreia foi associada significativamente aos casos de RVA.

Corroborando com a sintomatologia descrita e com os resultados apresentados do
presente estudo, o projeto MAL-ED, verificou que 54% (220/408) dos episddios de diarreia
causados por RVA foram associados com vomito, 5,4% com febre e 1,9% com sangue nas
fezes das criangas de todos os paises (Mohan et al., 2017). Os sintomas relatados no presente
estudo, também estdo em concordancia com outros trabalhos, como na Arabia Saudita onde
88,5% das criangas com RVA apresentaram vomito (Alayed et al., 2016); 63,5% das criangas
com RVA apresentaram diarreia em Ouagadougou, Burkina Faso (Ouédraogo et al., 2016);
em Rio Branco, Acre, onde 93,6% das criangas apresentavam diarreia, 80,9% febre e 59,6%

vomito (Neves et al., 2016).

Afim de investigar os dados nutricionais das criancas do estudo, alteragdes das
medidas antropométricas dos z escores (<-2) foram observados, indicando a presenca de
criangas desnutridas, 13,1% em relacdo a altura por idade (HAZ), 4,8% peso por altura
(WHZ), 4,5% peso por idade (WAZ) e 4,1% indice de massa corpdrea por idade. Além disso
nao foi observado a presenca de RV A relacionada com as alteragdes nutricionais das criangas,
como visto neste estudo, a partir do total de criangas com RV A apenas 19,3% apresentavam
desnutricdo, enquanto 80,7% tinham estado nutricional normal. Tal fato corrobora com um
estudo coorte realizado em Dakar, Bangladesh, onde criancas desnutridas foram
acompanhadas desde o nascimento e foi observada associagdo significativa entre melhor
estado nutricional (z escores) e infecgdes por RVA (Verkerke et al., 2016). Este fator pode ser

alicercado em resposta aos esfor¢os da ampla vacinacgao.

Através da analise dos genes que codificam para VP7 e VP4 (VP8*), os genoétipos G,
G2 e G3, P[4], P[8] e P[9], foram detectados nas amostras do presente estudo, sendo G1P[8§]
(57%) a combinacdo mais prevalente. No Brasil em periodos pré-vacinais, a genotipagem de
cepas de RVA circulantes demonstram que as combinagdes mais frequentemente encontradas
foram: GI1P[8] (43%), G9P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] e G5P[8] (Leite et al., 2008). Em
contrapartida, na €poca pos-vacinal os genotipos G1P[6], G3P[6], G3P[8] G5P[8], G8P[8],
G8P[4], G12P[8] e G12P[9], tém sido detectados com mais frequéncia nos ultimos anos
(Carvalho-Costa et al., 2011; Goméz et al., 2013, 2014; Sa et al., 2015; Luchs et al., 2016; da
Silva et al., 2017).
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Entretanto, mesmo apo6s a introdugdo em massa da vacina RV1, em 2006, no Brasil, o
gendtipo G1P[8], continuou sendo detectado, evidenciando a importancia da andlise das
amostras com este genotipo em diferentes regides do Brasil (Rose et al., 2013). Em um estudo
realizado por da Silva e colaboradores (2015), foi analisado a detec¢ao de G1P[8] durante um
periodo de 27 anos, em ¢€pocas pré e pos-vacinais, e foi observado que houve picos em

diferentes anos (1994-1995; 1997-1998; 2000-2004 e 2008-2009) na deteccao deste gendtipo.

No presente estudo, os genotipos G1 e P[8] foram agrupados com a cepa da RV1, e foi
visto que P[8] pertence a linhagem P[8]-1, além de apresentar similaridade nucleotidica de 98
a 100% com RVI1. Esta similaridade pode ser evidenciada como caso de shedding vacinal.
Corroborando com os achados, do presente estudo, sheddings vacinais também foram
relatados por da Silva e colaboradores (2015) e Rose e colaboradores (2013). Ademais, 35-
80% das criancas saudaveis, vacinadas com RV1 excretam o virus vacinal dentro do periodo
de 15 dias apds a primeira dose e 11-29% apds a segunda dose (Anderson et al., 2008). Dessa
forma, o virus da vacina quando excretados no meio ambiente pode oferecer protecao direta a
criangas nao vacinadas, assim a vacinacao por rebanho pode aumentar e ser benéfico em

populagdes com baixa cobertura vacinal (Rivera et al., 2011).

Além da combinacdo de GIP[8], também foram detectadas combinagdes como
G1P[4], G2P[8] e G3P[9]. Essas combinag¢des sdo atipicas e no Brasil poucos estudos relatam
a circulagdo dessas cepas (Carvalho-Costa et al., 2011; Guerra et al., 2015; Bezerra et al.,
2017). Devido a similaridade dos genotipos G1 e P[8] com RV 1, no presente estudo, acredita-
se que as combinagdes G1P[4] e G2P[8] possam ser derivadas de “reassortments” entre cepa
da comunidade e vacinal, ou coinfec¢ao entre os gendtipos mais comuns G1P[8] e G2P[4].
Evidéncia do evento de “reassortment” entre as cepas G1P[8] e G2P[4], que co-circulavam na
mesma cidade e mesma estacao, foi relatada por Agbemabiese e colaboradores (2017) quando
detectaram G1P[4] em duas criancas hospitalizadas. G3P[9] também esta relacionada com
eventos de reassortments, entre cepa humana e animal, como relata por Bezerra e
colaboradores (2017). Mas para confirmacdo de ambos os eventos, para as amostras do

presente estudo, se fazem necessarias analises do genoma completo de RVA.
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8 CONCLUSAO

Foi identificada uma ampla diversidade genética de cepas circulantes de RVA na
populagdo infantil do Semiarido Brasileiro. E através da andlise filogenética, as amostras
pertencentes ao genotipo G1 e P[8] apresentaram similaridade nucleotidica com a cepa da
vacina RV1, evidenciando casos de “shedding” vacinal, além da possibilidade de vacinagao
em rebanho, quando o virus ¢ excretado no meio ambiente.

Também foram detectadas cepas incomuns como GI1P[4], G2P[8] e G3P[9], que
evidenciam eventos de “reassortments” ¢/ou infec¢des mistas.

Em relacdo a caracterizagdo da populagdo, o sexo masculino apresentou significancia
estatistica associada a presenga de RVA, ja as idades de 0-12 meses e 12,1-24 meses, e
criangas que se alimentavam exclusivamente de amamentagao foram associadas a auséncia de
RVA.

O tnico sintoma que apresentou significancia estatistica foi diarreia. Os sintomas mais
relatados, além de diarreia, foram febre, seguido de vomito. E de acordo com os dados
antropométricos ndo houve associagdo entre estado nutricional e presenga ou auséncia de
RVA na populagdo do estudo, entretanto 80,7% das criancas positivas para RVA estavam em
bom estado nutricional.

Os dados vacinais relataram que 89,3% da populacdo estudada haviam sido
imunizadas, e foi associado significativamente com a auséncia de RVA relacionada a segunda
dose da vacina, conferindo assim um alto percentual de cobertura vacinal e imunizagao.

Além de uma ampla arrecadagdo de dados clinicos e caracterizacdo da populagao, o
presente estudo contribui para a vigilancia epidemioldgica no Brasil, e refor¢a a importancia
da vacina contra RVA para continuar a diminui¢ao das taxas de morbidade e mortalidade.

E ressalta-se que este trabalho ¢ pioneiro no Brasil na deteccdo de RVA em criangas

oriundas da regido do Semiarido Brasileiro.
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o CNS referanies & interrupcao do estudo. Entretanto, dove estar esclarecido
no priprio paragrafo da pég. 45 do protocold a8 referéndias As resolughes elou
anexar dechrafdo de que caso haja necessidade de inlerrupcdc 0o estudo, a
mesma se dara conforme o disposto nos ens 113 2" @ VILIACT da Hes
ONS1596/96 8 aem 1112 " da Res. CNS 251907

%. A Questad B fol parcia mante atendicla. Nos ¢ritéros de inclusdo nao fo fsita 8
referéncia 308 2000 tamiares Gue serdo dosdorss do material genético,

5. BEm aleodimento & questdo 14, relathva k0 Tenmu de Cansantimante Livia o
Esciretisn- TCLE, foram apreseniados dois TCLE {(um para a pEsquiBa com
micronuinenies & ouko para a pesquisa genética) em alendimanio aos sub-
lens da referida questio, pordm com datas de versso de 08/04/2005, anterior
@ versho apresentada inicaiments (23711/2009) 8 antefior a data do Parecer
CONEP 352/2008 (dstado o 20/0:4/2008). Esclarecer. Emenge-se que 38
versaes do TOLE cevem constar data posierior a0 parecer da CONEP.

€. No TCLE especifico para a pesquisa para miciorranientss, deve sor oxchilda a
frase que coneidera como beneficic & agsisléncia médica gratuita @ o
fomecimenta gratiite dos supigmeniad em tsste. Esle falo poderia ser
congigarado como nfringente & autonomia pois pade ser cansiderada uma
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Cent. Pargcar CONER N* 76072008

nossivel indugo a0 s Jieho da pesquisa, nfingindo a sua autonomia, uma vez
que héo se caracleriza realmente come beneficio pera 08 sujgitos, & que
acesso a ralamento deve ser garantido a todos Tal frase poderia ser colocad
, por gxemplo, num itim denominady “custos

7. No TCLE espeoifico para a pasquisa genétca néo cebe refardneias af
adminisiracéo do medicamento em estudo, mencionada em alguns ilens,
Rever

acordo com as atribuigoes dofinidas na Res. CNS 19696 manijesta-se peot
aprovagdo do projelo de pesquisa propasto, com a seguinte recomendacao a
acompanhada pelo CE? que inforimara a CONEP:

Dlante dec exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquise -~ CONEP, 3

¢« Que sejam atendidas gs questdes agima, antes ¢o inicio o estudo,

Situagao: Protocolo aprovado com récomendacad

frasilia, 14 dg julho de 2008

/,/)éaf. Wreea

WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP/CNSMS




ANEXO B — COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFC

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 338/09 Fortaleza, 20 de novembro de 2009
Protocolo COMEPE n° 238/05

Pesquisador responsavel: Aldo Angelo Moreira Lima

Dept®./Servigo: Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFC

Titulo do Projeto: "Intervengdo com micronutrientes e impacto a longo
prazo no Brasil - Subprojeto 2A"

Levamos ao conhecimento de V.S que o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceard — COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Salde — Ministério da Salde, Resolugcao n°196 de 10 de
outubro de 1996 e complementares, aprovou a realizagdo do subprojeto
2A na reunido do dia 19 de novembro de 2009 nas cidades de Crato,
Picos, Cajazeiras, Sousa, Limoeiro e Pacajus cujas declaragbes de
anuéncia foram apresentadas.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer
a enviar o relatorio final do referido projeto.

Atenciosamente,

1 2
JN
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Interveng&o com Micronutrientes e Impacto a Longo Prazo no Brasil
(Semi-Arido Brasileiro: Objetivos 2a e 2c)

Nome do Participante

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos convidando sua crianga para participar de uma pesquisa de genética para infecgSes
gastrintestinais e impedimento de crescimento e desenvolvimento. Este estudo & uma parceria entre a
Universidade Federal do Ceara e a Universidade da Virginia, nos Estados Unidos. Amostiras de fezes, dados
antropométricos e dados sécio-culturais serdo coletados e examinados. Faremos testes de DNA nas amostras
coletadas para ver as caracteristicas hereditarias que podem previamente produzir infecgbes gastrintestinais ou
impedimento do crescimento e desenvolvimento.

O objetivo deste estudo é aprender sobre a tendéncia para infecgbes gastrintestinais e seus efeitos no
desenvolvimento. O objetivo do teste genético é identificar os fatores que contribuem para o desenvolvimento
de certas doencas.

Para participar deste estudo vocé deve concordar com os termos aqui expostos.

O que estamos tentando descobrir:

Sua crianca foi selecionada porque mora numa cidade situada na regido do semi-arido brasileiro e esta
na faixa etaria entre 2 e 36 meses, além de ndo apresentar sintoma diarréico nos ultimos 15 dias antes da
coleta das amostras

Nosso grupo de pesquisa tem estudado o impacto das doencgas diarréicas em criangas de comunidades
carentes de Fortaleza. Os estudos realizados permitiram a associacdo entre as diarréias persistentes e
algumas infecgdes entéricas especificas com a ruptura da barreira intestinal, provocando alteracdes na sua
funcio absortiva e predispondo criangas a uma maior carga diarréica. Observamos que a ocorréncia de
doencas diarréicas nos dois primeiros anos de vida e a presenga de determinados patégenos entéricos, podem
influenciar no crescimento linear da crianca. Episddios de diarréia persistente nos dois primeiros anos de vida
mostraram ter associagdo com um déficit de crescimento de 1,5 a 4cm aocs 4 a 6 anos de idade nessas
criangas. Além disso, a idade de inicio da crianga na escola e a idade por ano escolar sdo significantemente
atrasadas pelas doencas diarréicas ocorridas no inicio da infancia.

Na busca por alternativas para a diminuicao do impacto causado pelas doengas diarréicas causadas por
virus, bactérias ou parasitas, observamos a grande eficiéncia da solugdo de re-hidratacao oral baseada em
glutamina quando comparada & tradicional solugdo & base de glicose. Além disso, temos testado a influéncia
da suplementago de micronutrientes, como zinco, vitamina A e arginina, na dieta de criancas susceptiveis as
doengas diarréicas, observando a reduc¢do no nimero de criancas doentes.

Estes estudos t&m sido realizados em duas comunidades carentes de Fortaleza: Parque Universitario e
Gongalves Dias, ambas situadas em Fortaleza e proximas a Faculdade de Medicina. Acompanhando os
quadros diarréicos dessas duas comunidades ao longo dos ditimos 20 anos, observamos que mesmo nas
criangas que nado apresentam diarréia como sintoma, ainda existe uma aita prevaléncia de inflamacgao intestinal
e de enteropatéogenos que podem oportunamente causar as doencas diamréicas quando as defesas
imunoldgicas s3o reduzidas. Isso vem acontecendo principalmente em virtude de condi¢cdes higiénico-
sanitarias insatisfatérias e da caréncia de uma dieta nutricional balanceada.

Para que possamos realmente avaliar o impacto lesivo da presencga destes agentes infecciosos,
principalmente quando n&o ha diarréia, se faz necessaria a avaliagdo destes agentes em criangas que nao
residem nessas comunidades. Os resultados deste estudo para os participantes serdao mensurados em termos
de conhecimento do risco para as doencas diarréicas. A sociedade em geral se beneficia de qualquer redugéo
nestas doencas da pobreza.

O que acontecera:

Existem duas partes para este estudo:

1. Um profissional de salde (enfermeira e/ou agente de salGde) coletara uma amostra de fezes e um pouco
de saliva, através de um bochecho, de sua crianga;

Um questionario sera aplicado para coletar informacdes sécio-ambientais;

Medidas antropométricas serdo também verificadas e registradas em um formulario;

As amostras serdo enviadas para o Laboratorio de Doengas Infecciosas para realizar testes especificos
para este estudo. As amostras de fezes serdo avaliadas através de métodos e técnicas de biologia
molecular para a detecgao de bactérias que prejudicam o intestino;

5. Suas amostras ficardo armazenadas por 5 anos apds o final do estudo para futuras validacbes dos testes.

Beneficios:

A deteccao de helmintos e protozoarios, através do exame parasitolégico de fezes, ou de crescimento de
bactéria reconhecidamente prejudicial ao intestino sera informada aos responsaveis e uma indicagao de
tratamento sera indicada pelo médico pediatra responsavel pelo estudo.

Versdo: 06.04.2009 (Versiio: 001) & . Pagina 1 de 2
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Riscos:
N3o existem riscos fisicos, sociais ou psicolégicos neste estudo
Confidencialidade:
A confidencialidade e a privacidade dos dados de sua crianca sero resguardadas, segundo normas éticat
brasileiras.

Responsabilidade em Caso de Danos:

Se seu filho apresentar qualquer dano como resultado direto do estudo, vocé devera entrar em contato
com o Dr. Aldo Lima no fone: 3366 8437 para receber a terapia necessaria. Qualquer dano resultante de sua
participacdo sera avaliado e tratado deracordo com os beneficios e assisténcia integral que vocé passa a ter
direito ao assinar este formulario de consentimento e entrar na pesquisa, pois todo dano mediante o estudo é
de inteira responsabilidade do pesquisador.

Para quem ligar:

Se vocé tem: (1) alguma quest&io sobre o estudo, por favor ligue para Dr Aldo A.M. Lima, Unidade de
Pesquisa Clinica, UFC (Tel.: 3366 8445); (2) alguma questio sobre seus direitos como participante de um
estudo, por favor ligue para Comité de Etica em Pesquisa da UFC (COMEPE), Tel.: 3366.8346, ou peca a
alguém do estudo para ajudar vocé a contatar com as pessoas citadas acima.

Direito de desistir:
A participagao de sua crianca neste estudo & completamente voluntaria. Vocé é livre para retira-la do
estudo a qualquer momento sem prejuizos. Apenas avise a um dos membros da equipe.

Nome do Sujeitc
(Se < 18 anos)
/ /
Pai ou Guardigo Legal Pai ou Guardido Legal ddf mm/ ano
(NOME LETRA FORMA) (ASSINATURA)
is
Assinatura da Testemunha dd/ mm/ ano
/ /

Assinatura do Membro da Pesquisa dd/ mm/ ano

150
e

" S\\g}%g con®

N o G e

“‘%?) (\’6‘\?; eﬁ‘?@)\"o

50%0\4\6’

Versio: 06.04.2009 (Versdo: 001) Paginn 2 de 2




ANEXO D — FICHA EPIDEMIOLOGICA

87

FORMULARIO

ETIOLOGIA DE DIARREIA DO SEMI-ARIDO

Caso n3o exista resposta para alguma pergunta, escreva ND como resposta.

= Questio Codigo Resposta

01 | Data da Apicagio do sy | (0] 0O OO

Questionaro
Informagdes sobre a crianga:
02 Data de nascmento (dd/mmm/aa) I:ID / D D D / I:”:l
03 Sexo 1;.%&;:&? D
04 | Alimentacdo da crianca 1=amamentacdo

EXCIUSIVA;
2=amamentagido ndo- D
exciusiva;
3=n30 amamenia mas;
4=nunca fol
amameniada;
S=n30 s3be

| | .

quanto tempo a crianca foi

amamentada?
Antropometria:
06 | Peso - LI OI0C]
7 |ann e HEEN
08 | Circunferénca da cabeca cm DD J:":l
Informagoes sobre o responsavel:
09 Grau de parentesco com a ) 1=-mie; 3-pal: '

i T -
10 Caso a resposta 3 questao

antenor seja & (outro

parentesco), favor

especificar.




1 Idade da m3e da cranca anos Ell:,
12 Grau de escolandade da 1= ndo estudou;
mae 2=primario Incompleto; I:l
3=primario completo;
4=secundario
Incompleto;
S=secundaro compieto,
S=superior Incompleto;
7=sUperor completo;
S=n30 s3be
13 | Idade da primera anos 0]
gestac3o

Condigoes socio-economicas e higiénico-sanitarias da familia da crianga:

1=talpa, 2=alvenana.

14  |Qualotpodecasaem | 3I=-mista 4-ouva; []
que acranga vive? 9=ndo save
15 Caso a resposta 3 questao
antenor s{a 4 (outro tipo de
S
16 NU total d
ct;r'nnc;ed'zsfcanpearunenws DI:I
da casa
17 Numero total de habiantes
da casa (criangas e I:”:]
adultos)
18 Numero de habitantes da
casa menores de 5 anos DD
19 Renda famiar (em =<2, 2=%ast;
salarios minimos) 3=13s2 4=2as3; D
$=3as5, 6=>5
9=ndo sabe
1= 3Qua encanada,
20 | A 3gua de beber da casa & | 2=POCO prOfUNCO;
provenente de J=cacimba;
S=rio‘agude;
E=cistema;
7=camo pipa;
8=agua mineral;
S=na0 s3DE;
10=outra onte
21 Caso a resposta 3 questao

antenior seja 10 (outra fonte
deagnﬁmespeuﬁca.
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22 O que faz antes de utilzar | 1= ferve; 2=-usa fitro;
a agua para beber? 3=usa solugdo de cloro; D
4=nenhuma :
S=outra; 9=ndo sabe
23 Caso a resposta a cpestao
antenor s&ja 5 (oura ).
favor especificar. N
24 | Tipo de esgotamento 1=fossa;
sanitario da casa 2-redelesgoto pabiico
(sanear);
3=sem sisiema de
£50070
25 | Ha santario dentro da 1=sim; 2=nd0 D
casa’?
26 Existe agua comente e 1=sim; 2=ndo D
sab3o para lavar as maos
perto do sanitano?
27 Com qual frequencsa agua | 1=sempre;
comente e sab3o s3o 2-frequentements;
utizados para lavar as 3=poucas vezes;
maos? 4= raramenie;
S=nuncx;
9=ndo sabe
28 Crangas menores de 5 1=sempre;
anos defecam no chio da ch;fﬂmyez D
casalquntal? M3‘P°Ua° - . .
9=ndo sabe
23 Animas costumam ficar 1=sim; 2=ndo;
dentro de casa ou 3o redor | 9=ndo sabe
(no quntal)?
30 Caso a resposta 3 questao
antenor sefa 1 (sim), favor
especificar (is)
anmal(is).
Condigoes clinicas da crianga
31 Sua crianga apresentou 3 | 1=sim; 2=ndo |:|

ou mais fezes liquidas nas
utmas 24 horas? (CASO A
RESPOSTA SEJA NAC, VA
PARA A QUESTAD 38)
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32 Caso a resposta 3 questio
antenor seja 1 (sim), favor D |:|
especificar a quantos das
a crianca vem
apresemz\do diamrea.
33 | Quantas evacuagdes em I:l
24 horas? (Maior numero
recordado)
34 Sinais/sintomas observados pelo guardido ou reportados pela crianga:
341 Dor abdominal 1=sim; E]
342 | vomto 2=n30;
9=ndo sabe
343 | Muco nas %=2zes
344 | Sangue nas 2zes
345 | Fraqueza |:|
345 | nguietacdo
347 | Tosse ou sintomas E]
respiratonos
343 | Desidratagdo 1=moderada;
(Entrevistador, favor se 2=grave; .
reportar 3 tabeia 1, em 7=grau n3o denttcado; D
mm 30 final do g=ndo s3ve
343 Febre 1= sim;
2=ndo; |:|
9=ndo sade
3491 | Caso tenharealizado medida | Medida em °C (ou ND) |:||:] |:|
com termdmetro, Informe 3
malor medlda recordada.
34.10 | Qutros sihtomas ou dosngas | 1=sm; |:|
concomitaniss 2=ndo;
9=ndo sade
35 Caso a resposta 3 questio

34 10s=a 1 (sm), favor
especificar.
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36 A crianca recebeu algum | 1=sim;
tratame%ato durante a 2=ndo; D
diameia? 9=ndo save
37 Caso aresposta 3
38 seja 1 (sim), favor
especificar.
38 Sua crianga 1= sim;
diameia nos m 2=ndo; D
dias? 9=nd0 sabe
Situagao vacinal da crianga

39 A crianga recebeu as seguintes vacinas? 1=sim; 2=n3o; 9=ndo sade

21 [BCG []
@0 nascer, contra formas graves »: macer
de uberculose)

382 | SRC D
(sarampo, rubdola, caomba, 12
meses) -

383 | Hepatite B l:l
::‘o“'::sur. reforgos em Je 6 — pry—

324 | VORH
Mvacna oval contra rotavirus L
hamano, 2 ¢ 4 meses) - o

385 |Hb D
(mentngite ¢ outras mfecgdes — 4 manan EET
causadas pelo Haemophtlus .
aaflucnzac npo B: 2, 4 ¢ 6 meses)

326 |DPT: “Tripiice” ] ] []
(difiersa, tdsamo. coqueluche: 2, 2 i Py— R
4, 6¢ 13 meses)

307 | VOP:“Gotinha" []
n\xmwn!mmmpobo. 246 3 messs 4 rease 7 ~avea = Tesm

¢ 15 meses)




Questoes para o entrevistador

40 Foi coletada amostra de 1=gm; 2=ndo I:l
fezes?

41 Foi coletada amostra de 1=sim; 2=-ndo
salva?

[]

42 A crianca foi classificada 1=c3so; 2=controle
CcOmo ¢3so ou controle?

[]

Entrevistador:

Assinatura:

HEEN

ANEXO

Tabela 1: Classificagdo dos graus de desidratacdo

~ PERGUNTEAS RESPOSTAS®
A B c
Diamelas Até 4 gejecdes De £ 3 10 dejecles + 02 10 dejegles
liquicasidla O iquicasida O iqudasiaa 0O
Vomios Ausents O  Pouwcaquantidage [ Multofrequen2 ]
Saede Normal O Aumeniada [0 Neopodebeber ]
urina Normal O Pouca, escura [0 Nenhumaeméh ]
Oihos Normals 0O Fundos 0O Muito fundos 0
Boca e Lingua Molhadas 0O Secas [ Ressecadas 0O
S2le Pressionada, voitaao  Pressionada, voia Pressionada, volia
normal [0 lentamente O rwito lentamente [
“Deslaratagao C3s0 apresente esi2s  C350 apresents dolsou  C3s0 apresants dols ou
sintomas: mals destes sintomas  mals destes sintomas
NAO SIM, MODERADA SIM, GRAVE

"As respostas A, B & C comespondam 3 Intensioades crascentes 00s sIndls & sintomas de deskdratagao.



