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RESUMO

Os rotavirus do grupo A sdo considerados como os principais agentes de
gastroenterite em criangas em todo o mundo. Investigacdes de vigilancia
epidemioldgica e molecular sdo importantes para o controle e prevengdo da doenga.
Nesse sentido, destacam-se os estudos utilizando VP6, proteina estrutural que se tem
mostrado como a mais imunogénica, ¢ NSP4, uma glicoproteina ndo estrutural
transmembrana envolvida na morfogénese e patogénese viral. No presente estudo, 330
amostras de rotavirus coletadas de 1987 a 2003, provenientes de espécimes fecais de
criancas com ou sem diarréia, em trés cidades da Regido Centro-Oeste do Brasil
(Goiania, Brasilia e Campo Grande), foram caracterizadas em relagdo aos genes que
codificam as proteinas VP6 e NSP4. Inicialmente, foi feita a amplificagdo dos genes de
VP6 e NSP4 pela reacdo em cadeia pela polimerase pds-transcri¢do reversa, seguida do
seqiienciamento gendmico e de analise filogenética. Os genes de VP6 e NSP4 foram
detectados em 84,8% e 78,5% das amostras, respectivamente. Dois genotipos de NSP4
foram identificados (A e B). Foi observado que as amostras G9P[6] associaram-se ao
genotipo A e as amostras G1P[6], GIP[8], G2P[8], G3P[8], G4P[8] e GIP[8]
associaram-se ao genotipo B. A andlise do gene VP6 permitiu a identificagdo de dois
genogrupos distintos (I e II). As amostras G2P[4], G3P[4] e G9P[6] foram
caracterizadas como genogrupo I, enquanto as amostras G1P[6], G1P[8], G2P[8],
G4P[6], G4P[8] e GI9P[8] foram -caracterizadas como genogrupo II. Ainda foi
evidenciado que as amostras genogrupo I de VP6 estavam associadas com genotipo A
de NSP4, e as amostras genogrupo II de VP6 estavam associadas com genotipo B de
NSP4. A presente investigacao identificou diferentes variantes genéticas, mostrando a

diversidade dos rotavirus do grupo A circulantes na Regido Centro-Oeste do Brasil.
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ABSTRACT

Group A rotaviruses are the major cause of gastroenteritis in children throughout
the world. Epidemiological surveys and molecular analysis of rotavirus strains are
required for gastroenteritis control and prevention. Studies using VP6, an important
immunogenic structural protein, and NSP4, a transmembrane nonstructural glycoprotein
which is critical to rotavirus morphogenesis and pathogenesis, have been performed. In
this study, 330 rotavirus-positive fecal samples previously obtained from children with
or without diarrhea, between 1987 and 2003, in three cities of Central West Region of
Brazil (Goiania, Brasilia and Campo Grande), were characterized for VP6- and NSP4-
encoding genes. The VP6 and NSP4 genes were amplified by reverse transcription-
polymerase chain reaction followed by sequencing and phylogenetic analysis. Detection
rates of 84.8% and 78.5% were observed for VP6 and NSP4 genes, respectively. Two
distinct genotypes could be recognized for NSP4 (A and B). It was observed that the
G9P[6] samples were associated with genotype A, whereas the G1P[6], G1P[8],
G2P[8], G3P[8], G4P[8] and GI9P[8] samples were associated with genotype B. The
analysis of VP6 gene allowed genogrouping of samples in two clusters, genogroups I
and II. The G2P[4], G3P[4] and G9P[6] samples were identified as genogroup I,
whereas the G1P[6], G1P[8], G2P[8], G4P[6], G4P[8] and GI9P[8] samples were
identified as genogroup II. In addition, it was showed that samples identified as VP6
genogroup I were associated with NSP4 genotype A and samples identified as VP6
genogroup II were associated with NSP4 genotype B. This investigation described
different genetic groups representing diversity of group A rotavirus samples circulating

in the Central West Region of Brazil.



1. INTRODUCAO

1.1. Considerac0es gerais

A gastroenterite infecciosa aguda ¢ uma doenca comum em todo o mundo e
considerada causa significativa de mortalidade infantil em paises em desenvolvimento
(Lorgelly et al. 2007, Reither et al. 2007). Anualmente, na Africa, Asia e América
Latina ocorrem mais de um bilhdo de casos de diarréia com 2,4 a 3,3 milhdes de obitos,
acometendo principalmente criangas com até cinco anos de idade (Linhares & Bresee
2000, O’Ryan et al. 2005).

Bactérias, virus e protozoarios possuem o potencial de causar gastroenterite em
humanos, sendo os virus os mais comuns (Gutierrez et al. 2006, Reither et al. 2007).
Mais de 20 virus tém sido reconhecidos como agentes causadores da sindrome, dos
quais rotavirus, calicivirus, adenovirus entéricos e astrovirus sdo considerados os mais
importantes (Iturriza-Gomara et al. 2007).

Os rotavirus sdo classificados em sete grupos, designados de A a G, sendo os do
grupo A os mais comumente associados a gastrenterite humana em todo o mundo
(Gutierrez et al. 2006, Estes & Kapikian 2007, Lorgelly et al. 2007).

Os rotavirus do grupo A foram isolados de humanos pela primeira vez em 1973,
na cidade de Melbourne na Australia (Bishop et al. 1973), pela anélise por microscopia
eletronica (ME) de células epiteliais de mucosa duodenal de criancas com diarréia
aguda ndo bacteriana. Flewett et al. (1973), na Inglaterra, detectaram virus semelhantes
em extratos fecais submetidos a ME. No ano seguinte, particulas de rotavirus foram
detectadas em espécimes fecais de criancas com gastroenterite aguda (Bishop et al.

1974), e desde entdo, os mesmos tém se configurado como os principais agentes



etiologicos de gastroenterite aguda infantil em nivel mundial (Estes & Kapikian 2007,
Lorgelly et al. 2007).

Globalmente, os rotavirus do grupo A sdo responsaveis por cerca de 111 milhdes
de episodios diarréicos anuais, 25 milhdes de consultas médicas, dois milhdes de
hospitalizagdes e mais de 600 mil Obitos em criangas com até cinco anos.
Aproximadamente 85% desses Obitos ocorrem em paises em desenvolvimento, onde
cerca de 1.200 criangas morrem de rotavirose a cada dia (Parashar et al. 2003, 20006).

No Brasil, os achados pioneiros associando rotavirus do grupo A com
gastroenterite aguda em criangas ocorreram em Belém, Pard (Linhares et al. 1977). Nos
ultimos anos, variacdes na prevaléncia de gastroenterite aguda associada a esse
patégeno em criangas brasileiras atendidas em ambulatérios ou hospitais foram
demonstradas na ordem de 12% a 48%. As criancas na faixa etaria de seis a 24 meses
sdo as mais susceptiveis a infec¢do, que pode ocorrer em todos os meses do ano,
havendo picos nos meses mais frios/secos do ano, nas Regides Sudeste, Sul e Centro-
Oeste (Linhares 2000, Cardoso et al. 2003, Costa et al. 2004, Luz et al. 2005,
Magalhaes et al. 2007, Montenegro et al. 2007, Munford et al. 2007).

Nos ultimos anos, véarias investigagdes acerca da epidemiologia molecular das
infeccdes por rotavirus do grupo A foram realizadas no Brasil, demonstrando a
diversidade de genotipos G e P, resultantes dos segmentos codificantes para as proteinas
VP7 e VP4, respectivamente (Linhares 2000, Cardoso et al. 2001, 2003, Souza et al.
2003, Costa et al. 2004, Luz et al. 2005, Araujo et al. 2007a, Montenegro et al. 2007,
Munford et al. 2007). No entanto, poucos relatos existem no Brasil sobre a diversidade
genomica de genes codificantes para outras proteinas supostamente envolvidas na
patogénese e/ou na imunogénese da infeccdo por rotavirus do grupo A, como as

proteinas VP6 e NSP4, consideradas recentemente como alvos importantes para


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Montenegro%20FM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Montenegro%20FM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

estratégias de preven¢ao e controle da rotavirose infantil em todo o mundo (Choi et al.

2003, Ball et al. 2005, Vizzi et al. 2005, Corthésy et al. 2006, Deepa et al. 2007).

1.2. Classificacao dos rotavirus

Os rotavirus pertencem a familia Reoviridae, género Rotavirus. A familia
Reoviridae ¢ composta por quinze géneros (Aquareovirus, Cardoreovirus, Coltivirus,
Cypovirus, Dinovernavirus, Fijivirus, Idnoreovirus, Mimoreovirus, Mycoreovirus,
Orthoreovirus, Orbivirus, Oryzavirus, Phytoreovirus, Rotavirus e Seadornavirus). Os
géneros Aquareovirus, Cardoreovirus, Coltivirus, Mycoreovirus, Seadornavirus,
Orbivirus, Orthoreovirus e Rotavirus infectam animais, sendo que os dois ultimos
infectam também humanos. Os demais géneros infectam plantas (Fijivirus,
Phytoreovirus e Oryzavirus) ou insetos (Cypovirus, Dinovernavirus e Idnoreovirus). Os
representantes do género Mimoreovirus infectam bactérias (“International Committee
on Taxonomy of Viruses” - I[CTV 2008).

O género Rotavirus ¢ classificado em grupos antigénicos, com base na sua
composi¢ao antigénica protéica. Foram identificados sete grupos designados de A a G,
baseado na especificidade antigénica da proteina VP6, que forma a camada
intermediaria do virus. Os grupos A, B e C sdo encontrados em humanos e animais, € 0s
demais somente em animais (Estes & Kapikian 2007). Recentemente, tem sido sugerida

a classificacdo em espécies, de A a E, para representantes desse género (ICTV 2008).

1.3. Rotavirus do grupo A
Os representantes do grupo A sdo os rotavirus mais amplamente dispersos na
natureza, sendo a doencga diarréica causada em humanos, predominantemente associada

a esse grupo (Gutierrez et al. 2006, Estes & Kapikian 2007, Lorgelly et al. 2007).



1.3.1. Estrutura da particula viral

As particulas completas de rotavirus do grupo A medem em torno de 100 nm e,

quando observadas pela microscopia eletronica, ndo possuem envelope e apresentam

capsideo de simetria icosaédrica (Figura 1), composto por trés camadas protéicas

distintas, que formam os denominados capsideos interno, intermediario e externo. O

genoma viral ¢ constituido de 11 segmentos gendmicos de RNA de fita dupla (RNAfd)

(Figura 2) (Estes & Kapikian 2007).

Fig

e

A =

ura 1. Microscopia eletronica de particulas de rotavirus humanos isolados de espécimes fecais por

Biichen-Osmond C, 1996 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/WIntkey/Images/em_reovi.htm).

SEGMENTOS PROTEINAS
GENOMICOS CODIFICADAS

——10~———p. NSP4 _

-(NSPS—
LA NN

VIRION ESQUEMATIZADO
(localizagdo das proteinas)

Figura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida mostrando os 11 segmentos do RNAfd que formam o
genoma dos rotavirus (neste exemplo, o rotavirus simio SA11) (esquerda) e as proteinas codificadas por
cada um desses segmentos (centro). A particula de rotavirus representada esquematicamente (direita


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/WIntkey/Images/em_reovi.htm

acima) e sua estrutura determinada por eletromicroscopia associada ao processamento de imagem por
computador (direita abaixo) (Adaptada de Estes & Kapikian 2007).

O genoma completo apresenta 18.550 pares de base (pb), com tamanhos dos
segmentos variando entre 667 pb (segmento 11) e 3.302 pb (segmento 1), e massa
molecular de 2,0 x 10° a 2,2 x 10° daltons (Da). Cada segmento do RNAfd ¢ dividido
em trés regides: uma regido 5’ ndo codificadora, um quadro de leitura aberta (ORF,
“open reading frame”), o qual codifica no minimo uma proteina, e uma regido 3’ ndo
codificadora (Figura 3). No conjunto, o genoma codifica 12 proteinas, sendo seis delas
estruturais (VP1-4, 6-7) e seis ndo estruturais (NSP1-6). O segmento 11 ¢ bicistronico e

codifica duas proteinas, NSP5 e NSP6 (Figura 2) (Estes & Kapikian 2007).

Regiao nido codificadora Regido nio codificadora
9-48 =
¢ ) Fase aberta de leitura ped

AUG
UUAAGUUAGAACUGUAUGAUGUGACC
GGCUUUUAAA U UGUG
AA A UU

+——>» +* » | »

5' - Sequéncia 3’ - Sequéncia Regido Elementos

intensificadora intensificadora promotora cis-regulatorios
GACC Intensificador da

-~ tradugio

B Regides nio codificadoras (conservadas)

[1 Quadro de leitura aberta (ORF)
AUG - Codon de iniciagao para sintese protéica
5’ - seqiiéncia intensificadora, extremidade guanidina
3’ - seqiiéncia intensificadora, extremidade citosina

Figura 3. Estrutura de um segmento genoémico do RNAfd de rotavirus do grupo A (Adaptada de
Estes & Kapikian 2007).

O capsideo interno ou “core” ¢ formado pela proteina VP2, codificada pelo
segmento 2 do RNAfd, que possui 94 quilodéltons (kDa) e parece estar envolvida na
organizagdo do genoma viral. VP1 (125 kDa- codificada pelo segmento 1) e VP3 (88
kDa- codificada pelo segmento 3) associam-se a VP2 e ligam-se ao genoma. VP1 e VP3
apresentam, respectivamente, atividades de RNA polimerase RNA-dependente e

guanililtransferase (Berois et al. 2003, Arnoldi et al. 2007, Estes & Kapikian 2007).



O capsideo intermediario ¢ formado por 780 moléculas da proteina VP6,
organizadas em 260 unidades trimeras. VP6 (41 kDa) ¢ codificada pelo segmento
genomico 6, sendo uma proteina dotada de carater hidrofébico com elevado potencial
antigénico e imunogénico. Essa proteina exerce um papel importante na estrutura
conformacional da particula viral, devido a interacdo com as proteinas do capsideo
externo (VP4 e VP7) e a VP2, do “core” (Charpilienne et al. 2002, Greig et al. 2006,
Estes & Kapikian 2007). VP6 apresenta variabilidade antigénica, sendo responsavel por
grupos de rotavirus e subgrupos de rotavirus A (Estes & Kapikian 2007).

A proteina VP7 (37 kDa) compde o capsideo externo do virion, sendo codificada
pelos segmentos 7, 8 ou 9 do RNAfd, dependendo da amostra. Essa proteina ¢
glicosilada, tem papel na internalizacdo do virus na célula, sendo considerada como
antigeno maior de neutralizagdo. VP7 apresenta variabilidade antigénica, sendo
responsavel pelos sorotipos e genotipos G do virus (Estes & Kapikian 2007).

A partir da camada de VP7, emerge a VP4 (88 kDa) na forma de espicula. Essa
proteina ¢ codificada pelo segmento 4 do RNAfd, sendo responsavel pela ligagdo do
virus a célula. VP4 possui atividade de hemaglutinina e de restricdo de replicacao viral
em cultura celular, apresentando ainda sitio de clivagem a proteases e in Vivo, apos
adsor¢do e clivagem por proteases celulares, ou mesmo in vitro, gera dois produtos,
VP5* (60 kDa) e VP8* (247 aa), o que permite a adsorcao e entrada do virus na célula.
A VP4 ¢ também altamente imunogénica e possui variabilidade antigénica, da qual
resultam os sorotipos e gendtipos P (Dormitzer et al. 2002, Pesavento et al. 2003, Yuan
et al. 2004b, Liu et al. 2005, Estes & Kapikian 2007).

Das seis proteinas ndo estruturais, cinco, NSP1 (53 kDa, codificada pelo
segmento 5), NSP2 (35 kDa, codificada pelo segmento 7, 8 ou 9- dependendo da

amostra), NSP3 (34 kDa, codificada pelo segmento 7, 8 ou 9- dependendo da amostra),



NSP5 (26 kDa, codificada pelo segmento 11) e NSP6 (11 kDa, codificada também pelo
segmento 11), estdo envolvidas na replicagdo viral e interagem com o acido nucléico
(Estes & Kapikian 2007). A NSP4 (28 kDa), codificada pelo segmento 10 do RNAfd, é
uma glicoproteina transmembrana, localizada especificamente no reticulo
endoplasmatico (RE) e desempenha importante papel na morfogénese e patogénese
viral. Estudos realizados em camundongos caracterizaram tal proteina como a primeira
enterotoxina viral, desde que foi capaz de induzir diarréia secretora sem lesdo de
mucosa de carater semelhante ao da enterotoxina labil produzida pela Escherichia coli
(Ball et al. 1996, Huang et al. 2004, Ball et al. 2005, Deepa et al. 2007, Estes &
Kapikian 2007). O quadro 1 sumariza as caracteristicas gerais das proteinas dos

rotavirus do grupo A.



Quadro 1. Proteinas codificadas pelos segmentos genomicos de rotavirus do grupo A (Adaptado de Estes & Kapikian 2007).

Gene ™ | Tamanho | Proteina | Aminoacidos Massa Localizacdo nas n°. de Funcoes
(pb)* molec.(kDa) particulas copias
1 3.302 VP1 1.088 125 “core” 12 RNA polimerase — RNA — dependente
2 2.690 VP2 881 94 “core” 120 Unido ao RNA, formagdo do nucleocapsideo
3 2.591 VP3 835 88 “core” 12 Guanililtransferase, metiltransferase, proteina basica
4 2.362 VP4 776 88 capsideo externo 120 Unido a célula, interage com VP6, hemaglutinina,
sensivel a proteolise, antigenos neutralizantes P-tipo
VP5 @ 529 60 produto clivagem de VP4 Possui epitopos associados as reagdes cruzadas de
VP4
vpg @ 247 28 produto clivagem de VP4 Tém epitopos associados as reagdes tipo-especificas
5 1.581 NSP1 491 53 proteina nao estrutural 0 Ligacdo ao RNA, associagdo com citoesqueleto
Maior proteina estrutural, hidrofobica, formacao de
6 1.356 VP6 397 41 capsideo intermediario 780 trimeros, antigeno de grupo e subgrupo, imunogénica
7 1.104 NSp3® 315 34 proteina ndo estrutural 0 Ligagdo ao RNA, regulacgdo da traducdo
Acumula-se em viroplasmas, ligagdo ao RNA,
8 1.059 NSp2® 317 35 proteina no estrutural 0 atividade NTPase, liga NSP5 ¢ VPI
Glicoproteina estrutural, antigenos neutralizantes G-
9 1.062 vp7® 326 38 capsideo externo 780 | tipo, integragdo do RER
Glicoproteina transmembrana do RER, receptor para
10 751 NSP4 175 28 proteina nao estrutural 0 particula com duplo capsideo no RE, enterotoxina
viral, imunogénica
11 667 NSP5 198 26 proteina ndo estrutural 0 Ligagdo ao RNA, rica em serina e treonina, possivel
cinase autolitica, interage com VP2, NSP2 e NSP6
NSP6 92 11 proteina nao estrutural 0 Produto de ORF2 do gene 11, localizada em

viroplasmas, interage com NSP5

NOTA: *QOutras espécies dentro do género podem ter proteinas com diferencas significativas de tamanho.
(1) Segmentos numerados baseados na migra¢ao do genoma da estirpe SA11 em gel de poliacrilamida.
(2) Produto da clivagem de VP4.

(3) Proteina codificada pelos segmentos génicos 7, 8 ou 9.




1.3.2. A proteina VP6

A proteina VP6 (41 kDa, 397 aa) é codificada pelo sexto segmento (1.356 pb)
do genoma viral, sendo considerada como o maior componente protéico estrutural do
virion, e representando mais de 50% da massa viral (Lepault et al. 2001, Estes &
Kapikian 2007). Como referido, forma o capsideo intermediario do virus, o qual ¢
constituido de 780 cadeias polipeptidicas de VP6, que estdo distribuidas como 260
trimeros. O dominio de trimerizagdo dessa proteina situa-se entre os aminoacidos 246 e
314 (Mathieu et al. 2001, Charpilienne et al. 2002, Estes & Kapikian 2007).

A VP6 forma trimeros e tubulos espontaneamente, sendo extremamente estavel,
e mantendo, assim, sua conformacdo independente da presenga de outras proteinas
(Charpilienne et al. 2002, Greig et al. 2006, Estes & Kapikian 2007). Essa proteina
exerce ainda papel estrutural importante por apresentar dois dominios distintos, um
proximal de hélices-a (dominio B) e outro distal de folhas-f (dominio H) (Figura 4), os
quais permitem sua interacdo com a proteina do “core” (VP2) e ambas as proteinas do
capsideo externo (VP4 e VP7) (Mathieu et al. 2001, Charpilienne et al. 2002). Essas
interagdes fazem ainda com que VP6 participe da organizagdo do virion, atuando como
um intermediario fisico entre duas fungdes bioldgicas distintas, sendo a primeira, a
entrada do virus na célula hospedeira (capsideo externo), e a segunda, o empacotamento
do RNA gendmico viral (capsideo interno) (Estes & Kapikian 2007). Residuos de
aminoacidos no dominio B de VP6 nas posicdes 32 (Q), 65 (L), 70 (L) e 71 (L)
favorecem interacdes hidrofobicas entre as proteinas VP6 e VP2, que sdo responsaveis

pela estabilidade do capsideo duplo (Charpilienne et al. 2002).
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Figura 4. A subunidade proteica de VP6. (A) Dominio H (residuos 151-331) em vermelho e os dois
segmentos que formam o dominio B em azul (residuos 1-150) e em laranja (residuos 331-397). Elementos
estruturais secundarios predominantemente em hélice-a sdo visualizados no dominio B. Sdo observadas
hélices-a tanto no primeiro segmento do dominio B (a-a a a-e) como no segundo segmento (o-f a a-h).
Para o dominio H, folhas-p em “jelly-rolls” representadas por letras de A a I. Adicionalmente, folhas-f
(ausentes no “jelly-roll” padrdo) estdo indicadas por letras pareadas (Ba e pb). (B) Trago Ca estéreo da
subunidade de VP6 mostrando residuos de aminoacidos enumerados de 20 em 20 (Adaptada de Mathieu
etal. 2001).

Durante a replicagdo viral, admite-se que a proteina VP6 participe do processo
de transcri¢do (Charpilienne et al. 2002, Greig et al. 2006, Estes & Kapikian 2007).
Assim, apds a entrada do virus na célula, o capsideo externo ¢ removido e o virion
torna-se uma particula de capsideo duplo. A sintese de RNA mensageiro (RNAm) viral,
como também de replicacio do RNAfd, ¢ mediada por VP1, que para exercer sua
atividade de RNA polimerase RNA-dependente necessita da presenga de VP6.
Provavelmente, VP6 tem interagdo conformacional com VPI, pois sua remogdo leva a
uma alteragao de VP1, que deixa de ser funcional (Charpilienne et al. 2002, Arnoldi et
al. 2007, Estes & Kapikian 2007). Adicionalmente, foi observado que particulas de

rotavirus que apresentaram trimeros de VP6 no quinto eixo de simetria do icosaedro
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produziam até cinco vezes mais quantidades de RNAm do que as particulas que nao
possuiam os trimeros de VP6 (Greig et al. 2006). Entretanto, uma simples mutacao
pontual no aminoacido 32 dessa proteina (Q—E) pode comprometer a sintese do
RNAm correto (Charpilienne et al. 2002).

Os transcritos nascentes tém sido visualizados por criomicroscopia eletronica
emergindo através de um sistema de canais que penetram as camadas de VP6 e VP2 em
cada vértice do capsideo duplo (Lawton et al. 1997). Parte das fitas de RNAm formadas
serve como molde para sintese do genoma de RNAfd e o restante ¢ traduzida em
proteinas (Estes & Kapikian 2007).

A montagem das particulas de capsideo duplo ocorre no citoplasma, inicialmente
dentro de estruturas eletrodensas perinucleares, denominadas de viroplasmas, sendo o
dominio necessario para a formacao deste capsideo localizado entre os aminoéacidos 281
e 397 (Tosser et al. 1994, Estes & Kapikian 2007). Posteriormente, as particulas de
capsideo duplo imaturas, liberadas dos viroplasmas, ligam-se a extremidade carboxilica
hidrofilica da glicoproteina transmembrana NSP4, que atua como um receptor
intracelular capaz de mediar a maturagdo final das particulas no interior do RE (O’Brien
et al. 2000, Huang et al. 2004, Parr et al. 2006, Estes & Kapikian 2007).

Em experimentos realizados em animais de laboratorio utilizando a proteina
VP6, tem sido reconhecido o potencial imunogénico dessa proteina, que apesar de ndo
induzir a producgdo de anticorpos neutralizantes, como as proteinas do capsideo externo
(VP4 e VP7), dominios bem conservados de VP6 podem funcionar como alvos para
anticorpos heterotipicos e homotipicos e conferir imunidade protetora (Feng et al. 2002,
Corthésy et al. 2006, Wei et al. 2000).

Anticorpos monoclonais (AcsM) da classe IgA 7D9, formados contra epitopos

antigénicos de VP6, podem inibir a ativacdo de transcricdo induzida por essa proteina,
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ocasionando modificagdes na conformacdo dos trimeros de VP6 (Feng et al. 2002,
Greig et al. 2006). Adicionalmente, tem sido demonstrado que estes anticorpos
competem com a proteina VP7 na ligagdo com VP6, comprometendo assim a formagao
do capsideo externo, além de interferirem no alongamento dos transcritos nascentes pelo
menos em seis ou sete bases. Esses achados sugerem que anticorpos IgA anti-VP6, ao
promoverem inibi¢do da transcri¢do viral no inicio do ciclo da replicagdo intracelular,
podem ser uma importante estratégia de imunizagdo na prevengdo da infec¢do por
rotavirus (Feng et al. 2002).

A eficacia de protecdo de diferentes epitopos antigénicos de VP6 localizados
entre os residuos de aminoacidos 197 e 397 do terminal carboxilico de amostras de
rotavirus de camundongo tem sido analisada (Choi et al. 2000, 2003). Foi observado
que um peptideo sintético de 14 aminoacidos (aa 289-302), denominado P6-14, quando
administrado por via intra-nasal ou oral em camundongos associado a toxina R192, uma
toxina termolabil atenuada (LTa) da bactéria E. coli, induziu uma significante resposta
protetora (> 97,0%). Considerando a natureza conservada de VP6 nos rotavirus do
grupo A, esses resultados sugerem que se VP6 também confere imunidade em humanos,
ela pode vir a ser utilizada como uma vacina universal capaz de proteger individuos
contra infec¢do por todas variantes de rotavirus A (Choi et al. 2003).

A presenca de epitopos conservados entre diferentes amostras de rotavirus
sustenta ser a proteina VP6 o antigeno de eleicdo para os ensaios diagnosticos
(Mascarenhas 2006, Estes & Kapikian 2007). Por meio de métodos soroldgicos, tem
sido demonstrado que VP6 ndo s6 especifica os antigenos de grupo (A-G), como ja
anteriormente mencionado, mas também possui variagcdo antigénica para os rotavirus do
grupo A que permite a classificagdo em subgrupos (SGs), os quais sdo denominados SG

I, SGIIL, SG I +II e SG ndo-I e ndo-II (Estes & Kapikian 2007).
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Os residuos de aminoacidos 296 a 299 e 305 sdo importantes no reconhecimento
pelos AcsM 255/260 de SG I, mais comumente encontrados em animais, ao contrario de
residuos na posicdo 315, que sdo indicativos de especificidade com o SG II humano
(Tturriza-Gomara et al 2002a, Estes & Kapikian 2007).

A reacdo em cadeia pela polimerase pos-transcri¢ao reversa (RT-PCR) associada
ao seqiienciamento gendmico, ou analise de polimorfismo dos fragmentos de restri¢ao
(RFLP), tem sido utilizada também para a classificagdo dos rotavirus do grupo A. A
analise de uma regido do fragmento génico amplificado de VP6 de 379 pb por
seqiienciamento gendmico e/ou RFLP permite a classificagdo desse gene em dois
genogrupos (I e II), com inclusdo de duas linhagens genéticas no genogrupo I (IA e IB)
e trés outras linhagens (IIA, IIB e IIC) no genogrupo II (Figura 5) (Iturriza-Gomara et

al. 2002a, b, Araujo et al. 2007b).

Fragmentos génicos de
VP de rotawitus do grupo A

I I1

Linhagem L1nhagem L1nhagem Linhagem Linhagetn
genética L4 genética [B genética [1A genética [IB genética I1C

| I

SG1 SGE I efou 85 I+1I efou S5 ndo [ e nio 11

Figura 5. Dendrograma esquematizando a caracterizagdo molecular de rotavirus do grupo A baseada na
analise do gene codificante de VP6. As chaves abaixo apontam os subgrupos-especificos com base em
epitoplos de VP6 dos rotavirus do grupo A, determinados por ensaios sorologicos, identificados nas
diferentes linhagens genéticas caracterizadas (Adaptado de Iturriza-Gomara et al. 2002a).

Por meio de andlises filogenéticas desse fragmento de VP6 amplificado, foi
ainda possivel constatar que todas as amostras determinadas por ensaios soroldgicos

como SG I, agrupadas nas duas linhagens genéticas IA e IB, formaram o genogrupo I.
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As demais variantes sorologicamente definidas (SG II, SG I + II e SG nao-I e nao-II)
formaram o segundo genogrupo (genogrupo II) (Figura 5). Apesar da similaridade
genética entre as variantes pertencentes aos SG II, SG I + II e SG ndo-I e nao-II
determinadas por testes sorologicos, nenhuma correlacdo foi estabelecida entre essas
variantes ¢ as linhagens genéticas do genogrupo II. A ndo correlagdo tem sido admitida
em fun¢do das possiveis alteragdes antigénicas de VP6, que assim como as de VP4 e
VP7, acabam contribuindo na co-circulagdo de diferentes variantes de rotavirus
(Iturriza-Gomara et al. 2002a).

A comparacdo de seqiiéncias de aminoacidos da proteina VP6 de diferentes
amostras de rotavirus do grupo A revelaram significantes variagdes entre 0s genogrupos
I eIl. Asamostras do genogrupo I apresentaram residuos conservados nas posi¢des 172
(A), 296 (R), 299 (N) e 305 (A), enquanto em amostras do genogrupo II residuos
conservados foram observados nas posi¢des 248 (F), 305 (N), 306 (A), 310 (Q) e 315
(Q) (Tang et al. 1997, Iturriza-Gomara et al. 2002a, Greig et al. 2006).

Os grupos de rotavirus designados B a G compreendem, em geral, amostras que
infectam animais, com a proteina VP6 diferente daquela comum aos rotavirus do grupo
A (Mawatari et al. 2004, Tsunemitsu et al. 2005). Tais amostras ndo sdo detectadas por
técnicas sorologicas convencionais, sendo sua identificacdo em geral efetuada por
imunomicroscopia eletronica, eletroforese do RNAfd em gel de poliacrilamida (EGPA)

e ensaios moleculares (Estes & Kapikian 2007).

1.3.3. A proteina NSP4
A proteina NSP4 (28 kDa, 175 aa), codificada pelo décimo segmento gendmico

(751 pb) do RNAfd, foi inicialmente denominada de NS28 (Au et al. 1989, Bergmann et
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al. 1989) e identificada como uma glicoproteina transmembrana, de localizacdo no RE
(Figura 6) (Estes & Kapikian 2007).

A NSP4 possui trés dominios hidrofébicos, H1, H2 e H3, localizados na porg¢ao
amino(N)-terminal. H1, evidenciado no lumen do RE, apresenta dois sitios de
glicosilacdo situados em uma pequena alga nas posi¢des dos aminoacidos 8 e 18. H2
corresponde ao dominio transmembrana, que ancora NSP4 na bicamada lipidica do RE.
H3 ¢ um dominio de oligomerizagdo (residuos 63-80) localizado no citoplasma. A
seqiiéncia de aminoacidos 85 a 123 parece ser responsavel pela retengdo da proteina na
membrana. A cauda de localizagdo citoplasmatica de aproximadamente 131 aa exibe
todas as seqiiéncias responsaveis pelas fungdes bioldgicas conhecidas dessa proteina,
como o dominio de oligomerizacdo (residuos 95-135) organizado de forma tetramérica
em hélice-a,, que correspondente ao sitio de ligagio com o cation Ca™ e que confere
estabilidade a proteina. Os residuos 112-146 e 156-175 sao sitios de ligagdo com VP4 e
VP6, respectivamente, importantes para a morfogénese viral (Figuras 6 ¢ 7) (Bowman et

al. 2000, O’Brien et al. 2000, Huang et al. 2004, Estes & Kapikian 2007).

80

Lumem RE

Citoplasma

Dominio
helicoidal
c
175
133 158
Ligacéo com Ligacdo
Vp4 com capsideo

imaturo

Figura 6. Representacdo esquematica da proteina NSP4 de rotavirus do grupo A:
detalhes de sua localizagdo no RE (Adaptada de Bowman et al. 2000).
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NSP4 Sitio deligacdo com Ca++
1
L7 21 28 47 67 B5 93 112 133 161 175
H1 H2 H3

e
112 145
Sitio deligacdo coma VP 4
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H1, H2 e H3 - dominios hidrofobicos;
Y - sitios de glicosilagdo (aa 8 ¢ 18);
C - cisteinas conservadas.

Figura 7. Estrutura da NSP4 mostrando a proteina de 175 aminoacidos.
(Adaptada de Estes & Kapikian 2007).

Essa proteina tem sido observada em forma de dimeros, tetrameros e como
estruturas multiméricas altamente organizadas nos complexos oligoméricos com VP4 e
VP7 nas particulas envelopadas, durante o processo de maturagcdo do virus (Maass &
Atkinson 1990, Jagannath et al. 2006, Deepa et al. 2007).

Na morfogénese viral, a NSP4 funciona como um receptor intracelular capaz de
mediar conversdo de particulas imaturas de dupla camada protéica no citoplasma para
particulas maduras de tripla camada no RE. A maturagdo ocorre em um processo
dependente de elevada concentragdo de fons Ca'" para a estabilizagdo das proteinas do
capsideo externo. A proteina VP6 das particulas imaturas liga-se a 20 aa localizados na
regido C-terminal da NSP4 (residuos de aa 156-175) e brotam para dentro do RE,
ganhando transitoriamente, um envelope formado pela membrana do RE. Dentro dessa
organela, esse envelope ¢ removido, num processo coordenado pela NSP4, com a
proteina VP4 associada aos residuos de aminoéacidos 112 a 146 dessa proteina. A VP7 ¢
também adicionada a particula completando a morfogénese (O’Brien et al. 2000, Huang

et al. 2004, Parr et al. 2006, Estes & Kapikian 2007). O entendimento desse modelo



17

pode ajudar na compreensao de como virus desprovido de envelope lipoprotéico transita
entre os compartimentos intracelulares (Bowman et al. 2000).

Estudos conduzidos por Ball et al. (1996) demonstraram que a NSP4 tem sido
considerada como enterotoxina viral, como ja referido. Foi observado que o peptideo
sintético correspondente aos residuos de aminoacidos 114 a 135 dessa proteina,
derivado do rotavirus SA11, quando administrado por via intra-peritonial ou intra-
luminal, induziu diarréia com auséncia de lesdes na mucosa epitelial em camundongos
jovens (6 a 10 dias), mas ndo em camundongos adultos, sugerindo que tal processo seja
idade-dependente. O residuo de tirosina na posicao 131 foi considerado como o possivel
aminodcido associado a atividade toxigénica dessa proteina.

Admite-se que nesse processo, a NSP4 induza a liberagio de Ca”™ do interior do
RE, favorecendo o aumento da concentracdo intracelular dos niveis de Ca',
possivelmente apds a ativagdo de uma via de transducdo de sinal, a via fosfoinositol,
que abre canais de Ca’~ na membrana. Conseqiientemente, ocorre aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica e a liberagdo de ions Cl para fora da célula.
Isto diminui a entrada de fons Na" e H,O, como também a absorc¢do de dissacarideos
intestinais, causando diarréia secretora (Ball et al. 1996, Ramig 2004, Estes & Kapikian
2007, Lorrot & Vasseur 2007) (Figura 8).

Ao contrario da NSP4, que quando adicionada de forma exodgena as células
aumenta a concentragdo de Ca™, foi demonstrado que a ativagio da fosfolipase C (PLC)
e, na condicdo de expressdo enddgena da NSP4, a propria PLC promove elevagdes dos
niveis de Ca’" intracelular independente da estimulagdo de fosfolipase C- inositol 1,4,5-

trifosfato (IP3) (Zhang et al. 2000, Ramig 2004) (Figura 8).
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Figura 8. Modelo proposto da ac¢do da enterotoxina NSP4. (i) Infec¢do do enterdcito por rotavirus,
mostrando a entrada, desnudamento, formagao do viroplasma (Vi) e liberagdo do virus e das proteinas
virais. Intracelularmente, a NSP4 (setas vermelhas) induz uma via secretéria ndo classica. A NSP4
estimula a liberagdo de Ca"" do RE (azul), aumentando a concentragio de [Ca™'];. (ii) Uma célula
secundariamente infectada apos liberacdo do virus da célula inicial. A NSP4, produzida pela infecgdo,
rompe as firmes juncdes, permitindo fluidez de agua e eletrolitos entre as células (seta verde). (iii) A
NSP4 se liga a um receptor especifico na célula e ativa a via de transducdo de sinal. Por meio da PLC e
IP; fons Ca™ sdo liberados, aumentando [Ca""];. A expressdo intracelular da NSP4 ndo estimula a PLC.
O aumento de [Ca'"]; intracelular rompe o citoesqueleto microvilar. (iv) A célula marrom representa
uma célula da cripta. Esta pode ser ativada diretamente pela NSP4, ou esta proteina pode estimular o
sistema nervoso entérico (SNE), que ativa o sinal para aumentar [Ca" ]; que induzir4 a secregdo de CI
(Adaptado de Ramig 2004).

Efeitos toxigénicos da NSP4 semelhantes ao modelo descrito por Ball et al.
(1996), associados ao aumento e mobilizagio de Ca™" intracelular, foram também
potencializados por um fragmento de NSP4 (aa 112-175) adicionado por via exdgena
em células intestinais (Zhang et al. 2000) e por um peptideo correspondente aos
residuos de aminoacidos 48 a 91 de NSP4 expresso endogenamente em culturas
infectadas por E. coli recombinante. O peptideo sintético de aminoacidos 48-91 foi
ainda capaz de promover a desestabilizacdo da membrana do RE com conseqiiente lise
do mesmo (Browne et al. 2000). Comprovando ainda o efeito toxigénico da proteina
NSP4, Newton et al. (1997) mostraram que uma regido de hélice-a anfipatica localizada
entre os aminoacidos 55 e 72 provocou a perda da integridade da membrana em células

de mamiferos, sendo sugerida como indutora da atividade citotoxica da NSP4.
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Parr et al. (2006) demonstraram que durante a infecg¢ao viral, peptideos de NSP4
(aa 114-135) associam-se a proteina caveolina-1 de pinossomos, que sdo vesiculas ricas
em lipideos, curvas, anidnicas, encontradas em células intestinais e que apresentam
componentes moleculares reguladores e sinalizadores de Ca'" intracelular. Esse
complexo NSP4-caveolina-1 contribui para o deslocamento intracelular de NSP4 do RE
para superficie celular. Esses autores ainda sugeriram que se a NSP4 for adicionada por
via exdgena poderia possivelmente estimular moléculas sinalizadoras de pinossomos a
liberarem Ca"" dentro das células.

Embora a NSP4 venha sendo também considerada determinante de viruléncia na
infec¢do por rotavirus, relatos contraditorios tém sido descritos no que diz respeito as
alteragdes nas seqiiéncias dessa proteina relacionadas as infec¢des sintomaticas e
assintomaticas (Zhang et al. 1998, Lee et al. 2000, Mascarenhas et al. 2006). Zhang et
al. (1998) descreveram que alteragdes entre os aminoacidos 131 e 140 da NSP4 sdo
importantes na viruléncia de rotavirus, considerando que amostras avirulentas diferiam
das virulentas por apresentarem mutac¢des nos residuos de aminoacidos 135, 136 e 138.
Chang et al. (1999) observaram pequenas diferencas entre os aminodcidos de NSP4 de
variantes virulentas e atenuadas de rotavirus Wa (aa 13, 16 e 34) e rotavirus M (aa 53 ¢
104), e admitiram que, possivelmente, estas poderiam influenciar na patogénese dessa
proteina. Pager et al. (2000), por sua vez, relataram que seqiiéncias da NSP4 de
rotavirus do grupo A obtidas de criangas assintomaticas apresentavam divergéncias nos
residuos de aminoacidos 82, 114, 138 e 169, quando comparadas com amostras de
criangas sintomaticas. No entanto, outros autores ndo observaram diferencas nas
seqiiéncias dos aminodcidos, quando compararam amostras de criancas sintomaticas e
assintomaticas (Horie et al. 1997, Kirkwood & Palombo 1997, Ward et al. 1997, Lee et

al. 2000, Cunliffe et al. 2002, Mascarenhas et al. 2006, 2007b).
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Virios estudos tém sido conduzidos no sentido de avaliagdo do potencial
imunogénico da NSP4, uma vez que imunoglobinas da classe IgA e IgG NSP4-
especificas foram detectadas em amostras de criangas e de animais infectados por
rotavirus (losef et al. 2002, Ray et al. 2003, Yuan et al. 2004b, Vizzi et al. 2005). Vizzi
et al. (2005) constataram ainda que algumas criangas assintomaticas apresentavam
anticorpos séricos contra NSP4, além de soroconversdo, o que sugeriu que a presenca
desses anticorpos poderia estar relacionada com a reducdo da atividade de NSP4 na
inducdo da diarréia em pacientes infectados, € que a exposi¢do prévia ao virus ndo
interferiria na taxa de soroconversao.

Pela analise de seqiiéncias de nucleotideos do produto amplificado referente ao
segmento 10 do RNAfd, codificante da proteina NSP4, foram identificados cinco
diferentes gendtipos (A-E) entre os rotavirus do grupo A de origens humana e animal
(Ciarlet et al. 2000, Mori et al. 2002, Lin & Tian 2003). Os gen6tipos de NSP4 foram
agrupados de acordo com as espécies de hospedeiros de rotavirus, sugerindo um padrao
de evolucdo conservado para essas espécies (Ciarlet et al. 2000). As amostras de
mamiferos foram caracterizadas como genétipos A, B, C ou D, e as de origem avidria
como genotipo E (Quadro 2) (Kirkwood & Palombo 1997, Ciarlet et al. 2000, Mori et
al. 2002, Lin & Tian 2003). Em humanos, foram identificados os gendtipos A, B ou C,
sendo A e B os mais prevalentes (Iturriza-Gomara et al. 2003).

Quadro 2. Gendtipos de rotavirus do grupo A com base na proteina NSP4.

Prototipo Genotipo Hospedeiros Referéncias
de origem
KUN A Humano, bovino, eqiino, | Kirkwood & Palombo (1997),
simio e lapino Ciarlet et al. (2000)
Wa B Humano, eqiiino, suino Kirkwood & Palombo (1997),
Ciarlet et al. (2000)
AU-1 C Humano, simio, canino, | Kirkwood & Palombo (1997),
felino, ovino Ciarlet et al. (2000)
EW D Murino Ciarlet et al. (2000)
CH-1 E Aves Mori et al. (2002),
Lin & Tian (2003)
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Estudos filogenéticos ainda distinguem os genotipos A ¢ B de NSP4 em
linhagens genéticas. Trés linhagens genéticas foram identificadas a partir do genotipo A
(A-I, A-II e A-III), e duas a partir do gen6tipo B (B-I e B-II). Na linhagem A-I foram
identificadas apenas seqiiéncias derivadas de rotavirus humanos, enquanto que nas
linhagens A-II e A-III foram identificadas seqiiéncias de rotavirus animais (bovinos,
eqiiinos e lapinos). A exce¢do foi uma unica amostra humana isolada na Australia
agrupada na linhagem A-II. A linhagem B-I apresentava somente seqiiéncias derivadas
de amostras humanas, ¢ a linhagem B-II compreendia seqiiéncias de amostras de origem
animal (eqiiinos e suinos) (Iturriza-Gémara et al. 2003).

Variacdes entre os genodtipos A e B foram observadas principalmente nos
residuos de aminoacidos localizadas no dominio varidvel inter-espécies (aa 131-141)
(Horie et al. 1997) e na regido de ligacdo com a proteina VP6 (aa 156-175) (O’Brien et
al. 2000). O dominio variavel inter-espécie possui uma maior diversidade entre os
gendtipos A e B nos residuos 131, 133 e 136-141, enquanto que na regido de ligagdo
com o capsideo duplo cinco substituicdes de aminoécidos foram identificadas nos

residuos 157, 161, 167, 169 e 174 (Iturriza-Goémara et al. 2003, Aragjo et al. 2007b).

1.3.4. Diagnéstico laboratorial
Dentre os vérios procedimentos laboratoriais, utilizados no diagndstico das
infecgdes causadas por rotavirus do grupo A (Arens 1999, Ciarlet & Estes 2001, Estes
& Kapikian 2007), estao incluidos:
1. Isolamento viral em culturas de células preferencialmente MA-104 (células
de rim de macaco Rhesus) e CaCo-2 (células de carcionoma de cdlon

humano);
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2. Visualizacdo da particula viral através da microscopia eletronica direta em
amostras de fezes coletadas na fase aguda da doenga;

3. Detecg¢do de antigenos virais por métodos soroldgicos, como o ensaio
imunoenzimatico, teste de aglutinagio passiva e imunofluorescéncia;

4. Pesquisa de anticorpos neutralizantes por testes de neutralizacdo e
imunomicroscopia eletronica de fase solida utilizando AcsM sorotipo-
especificos de VP7 e VP4;

5. Detecgao do acido nucléico viral por EGPA, que possibilita a identificagao
de diferentes perfis gendmicos;

6. Detecgao do acido nucléico viral por métodos moleculares.

A partir da década de 1990, foram desenvolvidos diferentes métodos
moleculares, visando identificar os segmentos gendmicos que codificam as diferentes
proteinas de rotavirus do grupo A (Estes & Kapikian 2007). Para a detecg¢@o do genoma
viral tem sido utilizada principalmente a reagdo em cadeia pela polimerase, precedida de
transcri¢do reversa (RT-PCR), e hibridizacdo a partir de sondas moleculares. A RT-PCR
exibe alta sensibilidade e especificidade, fundamentando-se normalmente na
amplificacdo enzimatica dos genes 9 e 4, que codificam as proteinas VP7 e VP4
responsaveis pelos genotipos G e P, respectivamente, utilizando-se iniciadores
consensuais especificos (Gouvea et al. 1990, Gentsch et al. 1992, Das et al. 1994). Para
a amplificacdo dos genes 6 e 10 codificantes das proteinas VP6 e NSP4,
respectivamente, sdo também usados iniciadores e protocolos especificos (Lee et al.
2000, Iturriza-Gomara et al. 2002a).

Uma variagdo da técnica RT-PCR ¢ a PCR em tempo real, que ¢ mais sensivel e
permite quantificar a carga viral durante uma infec¢do (Kang et al. 2004, Logan et al.

2006). Adicionalmente, uma alternativa recente de hibridizagdo ¢ a de microrarranjo
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que visa tanto deteccdo quanto genotipagem de rotavirus. Esse método combina a alta
sensibilidade da PCR com a seletividade da hibridizagdo DNA-DNA (Chizhikov et al.
2002, Honma et al. 2007).

Para a confirmagao dos genotipos determinados por RT-PCR, ou mesmo para
definicao daqueles que nao puderam ser identificados por outras metodologias, tem sido
usado o seqiienciamento gendmico, o qual pode ser feito diretamente utilizando o
produto da RT-PCR ou apos clonagem desse produto. Esse método permite também
discriminar a origem da amostra, além de permitir a identificacdo de novas variantes
genéticas do virus (Arens 1999, Mascarenhas et al. 2006, Araujo et al. 2007a, b).

Outro procedimento presentemente utilizado ¢ a analise do polimorfismo de
fragmentos de DNA obtidos a partir da clivagem com enzimas de restrigdo (RFLP) pos-
RT-PCR, que possui aplicabilidade principalmente voltada & investigacdo
epidemioldgica. Pela RFLP podem ser identificadas mutacdes em amostras virais que
resultam em diferentes padroes de migracdo de fragmentos do DNA quando esses sdo

separados em gel de agarose (Arens 1999, Rodriguez-Castillo et al. 2006).

1.3.5. Epidemiologia molecular

Estudos envolvendo a caracterizagdo de genogrupos de VP6 e genotipos de
NSP4 de rotavirus do grupo A que infectam humanos ndo sdo muito freqiientes.
Normalmente, se estabelece a caracterizacdo molecular das variantes de rotavirus
circulantes em todo o mundo com base na correlagdo entre os eletroferotipos e
genotipos G e P resultantes dos segmentos codificantes para as proteinas VP7 e VP4,
respectivamente (Gentsch et al. 2005, Santos & Hoshino 2005, Mascarenhas 2006,

Estes & Kapikian 2007, Munford et al. 2007).
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Até o momento, foram reconhecidos 16 diferentes genotipos G e 27 gendtipos P
(Estes & Kapikian 2007, Gulati et al. 2007, Martella et al. 2007). Pelo menos 10
genotipos G e 11 gendtipos P ja foram descritos de amostras humanas, sendo que
importancia epidemiologica foi verificada para cinco genotipos G (G1-G4 ¢ G9) e trés
genotipos P (P[4], P[6] e P[8]). As combinagdes G e P mais comumente observadas sao
G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[6] e GI9P[8]. Entretanto, outros genodtipos como
G5, G8, G11 ¢ G12, e mesmo novas combinagdes de G ¢ P tém sido identificadas na
América Latina e em outras regides do mundo (Gentsch et al. 2005, Santos & Hoshino
2005, Munford et al. 2007).

Geralmente ¢ observada uma associagdo entre os eletroferotipos, SGs de VP6 e
genotipos G e P de rotavirus do grupo A (Estes & Kapikian 2007). A combinagdo de
eletroferotipo longo ¢ SG 1 sdo tipicas de rotavirus animal, enquanto que o
eletroferotipo longo associado ao SG II (G1P[8], G3P[8], G4P[8], GI9P[8]), ¢ o
eletroferotipo curto associado ao SG I (G2P[4] e G9P[6]) ¢ comumente encontrado em
rotavirus humanos (Iturriza-Gomara et al. 2002a, Estes & Kapikian 2007, Kerin et al.

2007).

1.3.5.1. Genogrupos de VP6

Como referido, a diversidade dos genes que codificam a proteina VP6 esta
restrita a dois genogrupos (I e II) (Iturriza-Gomara et al. 2002a), sendo que o genogrupo
IT destaca-se como o mais prevalente (Iturriza-Gémara et al. 2003, Araujo et al. 2007b,
Kerin et al. 2007, Wang et al. 2007).

O genogrupo I agrupa as amostras sorologicamente definidas como SG I,
enquanto que o genogrupo II é composto por amostras de SG II, SG I+l e SG ndo-I e

ndo-II (Iturriza-Gomara et al. 2002a). Em estudo realizado recentemente na China foi
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identificada uma amostra nao usual (R479), que formou um terceiro genogrupo de VP6,
juntamente com amostras de rotavirus de suinos, eqiiino (H-1) e humano nio usual
(RMC321), sugerindo um provavel novo genogrupo para VP6 (Wang et al. 2007).

Como para os subgrupos de VP6, também tem sido evidenciada uma correlagao
entre os genogrupos de VP6 de rotavirus de humanos com algumas combinagdes de
genotipos G e P. O genogrupo 1 esta mais associado as amostras usual G2P[4] e ndo
usual G9P[6], enquanto o genogrupo II apresenta-se normalmente associado as amostras
usuais G1P[8], G3P[8], G4P[8] ou GI9P[8] (Iturriza-Gomara et al. 2002a, Kerin et al.
2007).

Na Italia, em amostras de criangas com rotavirose coletadas entre 1987 e 1990,
foi observada a caracterizagdo de amostras G2P[4] como pertencente ao genogrupo [ e
de amostras G1P[8] ao genogrupo II, sendo ainda identificadas amostras G1+G2P[4]
como genogrupo I e amostras G1, G1P[4]+P[8] e G1P[6]+P[8] como genogrupo II
(Medici et al. 2007).

Em estudos realizados na Inglaterra, foi evidenciado para as amostras positivas
de rotavirus coletadas de criangas de 1995 a 2002 no Reino Unido e na India, que
amostras G1P[4], G3P[8], G4P[8] e GYP[8] foram identificadas tanto como genogrupo I
ou II. Adicionalmente, amostras G2P[4], G4P[4] e G9P[6] foram caracterizadas como
genogrupo I e amostras G1P[8], G1P[9] e G8P[8] como genogrupo II (Iturriza-Goémara
et al. 2002a, b, 2003).

No periodo de 1996 a 2002, nos Estados Unidos da América (EUA), o
seqiienciamento do gene de VP6 das amostras usuais G1P[8], G3P[8], G4P[8] e GIP[§]
de rotavirus de humanos caracterizou-as como genogrupo II, enquanto as amostras

G2P[4] e G9P[6] foram caracterizadas como genogrupo I (Kerin et al. 2007).
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Na Tailandia, a maioria das amostras G9 de criancas hospitalizadas com
rotavirose entre 2000 e 2001 estava associada ao genogrupo II, exceto uma amostra que
foi associada ao genogrupo I e outra que ndo foi associada a nenhum dos dois
genogrupos identificados (Khamrin et al. 2006a). Ainda naquele pais, uma amostra ndo
usual G3P[3] isolada de uma crianca de dois anos infectada durante esse mesmo periodo
apresentou maior identidade com uma amostra de rotavirus simio de SG I, sendo
caracterizada como genotipo I (Khamrin et al. 2006b). Em 2004, foram ainda
identificadas na Tailandia duas amostras nao usuais G3P[9] (CMH120/04 ¢ CMH134)
de rotavirus humanos, caracterizadas como genogrupo I (Khamrin et al. 2007).

A caracterizacdo do gene VP6 em amostras de criancas com rotavirose em
Teerd, Ira, em 2003 e 2004, identificou amostras GI1P[8] como genogrupos I e II,
GIP[10] e G2P[4] como genogrupo I, e G1P[4], G4P[8], GIP[&] ¢ G12P[8] como
genogrupo II (Farahtaj et al. 2007).

Na China, foram identificadas amostras G2P[4] obtidas de humanos, entre 2000
e 2006, associadas ao genogrupo I, e amostras G1P[8], G3P[8] e GI9P[8] ao genogrupo
I (Wang et al. 2007).

No Brasil, foi observado que amostras G1P[8], G5P[8] e G9P[8] coletadas entre
1986 e 2004 de criancas hospitalizadas no Rio de Janeiro associaram-se ao genogrupo
II, enquanto que as amostras G2P[4] associaram-se ao genogrupo [ (Araujo et al.
2007b). Em Belém, foi ainda evidenciado que uma amostra mista G1+G4 de neonato

com rotavirose foi identificada como genogrupo II (Mascarenhas et al. 2007a).

1.3.5.2. Gendtipos de NSP4
Embora existam cinco gendtipos de NSP4 (A-E), os mais prevalentes dentre os

rotavirus que infectam humanos sdo os gendtipos A e B (Ciarlet et al. 2000, Mori et al.
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2002, Iturriza-Gomara et al. 2003). Raramente sdo evidenciadas amostras de humanos
caracterizadas como genotipo C, como o rotavirus AU-1, que possui maior identidade
com amostras de rotavirus de felinos e caninos (Iturriza-Gémara et al. 2003), ou que ndo
se associa com nenhum dos genotipos descritos até o momento (Cho et al. 20006).

Dentre os gendtipos A e B de NSP4, tem sido observada uma maior prevaléncia
do gendtipo B em todo o mundo (Kirkwood et al. 1999, Lee et al. 2000, Iturriza-
Gomara et al. 2003, Cho et al. 2006). No Brasil, o gendtipo B ¢ prevalente na Regido
Sudeste (Aratjo et al. 2007b), enquanto o genotipo A predomina na Regido Norte
(Mascarenhas et al. 2006, 2007b).

Associagdo de 100% entre os gendtipos A ¢ B de NSP4 e genogrupos I e II de
VP6 tem sido geralmente observada em diferentes amostras de rotavirus humanos,
inclusive nas procedentes do Brasil, estando o gendtipo A normalmente associado ao
genogrupo I, e o gendtipo B ao genogrupo II (Iturriza-Gomara et al. 2003, Araujo et al.
2007b). Apesar de ndo existir uma associagdo bem estabelecida entre os genotipos de
NSP4 e de G e P, geralmente as amostras G2P[4] e G9P[6] estdo associadas ao gendtipo
A e as amostras G1P[8], G3P[8], G4P[8] e G9P[8] ao gendtipo B (Iturriza-Gémara et al.
2003, Aragjo et al. 2007b, Wang et al. 2007).

Em um estudo realizado na Italia por Medici et al. (2007), analisando amostras
de criancas com rotavirose coletadas entre 1987 e 1990, foi identificada a associacdo de
amostras G2P[4] com o genétipo A de NSP4 e de GIP[8] com o genétipo B.
Adicionalmente, foi evidenciado que amostras G1+G2P[4] também estavam associadas
ao genotipo A, e G1P[4]+P[8] e GI1P[6]+P[8] ao genotipo B.

Kudo et al. (2001), analisando amostras G4 de rotavirus isoladas de criancas
com diarréia entre 1988 e 1990 no Japao e entre 1993 e 1994 no Quénia, constataram

que essas amostras foram caracterizadas como gen6tipo B de NSP4.
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Nos EUA, o gene de NSP4 foi investigado em amostras G1P[8], G2P[4], G9P[8§]
e G9P[6] de rotavirus isoladas em 1996 ¢ 1997. Foi observado que as amostras G2P[4]
e GIP[6] foram identificadas como genotipo A de NSP4, ¢ as amostras GI1P[8] e
G9P[8] como genodtipo B (Kirkwood et al. 1999).

Na Tailandia, em 22 amostras G1P[6] de criangas com rotavirose coletadas de
1993 a 1995 e em 22 amostras, reunindo as combinagdes usuais G1P[8], G2P[4],
G3P[8] e G4P[8], coletadas entre 1981 e 1997, a maioria foi caracterizada como
genotipo B, exceto as amostras G2P[4] que foram identificadas como gendtipo A (Lee
et al. 2000). Nesse mesmo pais, em 2000 e 2001, a maioria das amostras G9 de criancas
hospitalizadas com rotavirose, onde o gene de NSP4 foi investigado, estava associada
ao gendtipo B, exceto uma amostra que se associou aos gen6tipos B e C (Khamrin et al.
2006a). Além disso, foi também observado que uma amostra ndo usual G3P[3] isolada
de uma crianca de dois anos infectada nesse mesmo periodo apresentou maior
identidade com uma amostra de rotavirus isolado de caprino, sendo caracterizada como
genotipo C (Khamrin et al. 2006b). Em 2004, o gendtipo C foi ainda identificado em
duas amostras nao usuais, G3P[9] (Khamrin et al. 2007).

Em um estudo conduzido na Inglaterra, foi evidenciado para as amostras de
rotavirus de diferentes combinagdes de G e P, coletadas de criangas de 1995 a 2002 no
Reino Unido e na India, que amostras G1P[4], G4P[8], G3P[8] ¢ GOP[8] foram
caracterizadas tanto como gendtipo A ou B de NSP4. Além disso, observou-se que as
amostras G2P[4], G4P[4] e G9P[6] estavam associadas ao genotipo A, e as amostras
G1P[8] ao gendtipo B (Iturriza-Goémara et al. 2003).

Na Argentina, amostras G9P[6] de criancas com rotavirose coletadas entre 1996
e 1999 foram identificadas como gendtipo A, enquanto que amostras G9P[8] coletadas

de 2002 a 2004 foram caracterizadas como gendtipo B (Stupka et al. 2007).
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Entre 2000 e 2006, amostras G2P[4] obtidas de humanos associadas ao genotipo
A, e amostras G1P[8], G3P[8] ¢ GIP[8] associadas ao genotipo B foram identificadas
na China (Wang et al. 2007).

No Brasil, no estudo conduzido por Araujo et al. (2007b) no Rio de Janeiro em
amostras de criancas hospitalizadas com rotavirose obtidas entre 1986 e 2004 também
foram identificados os genoétipos A e B. As amostras G1P[8], G5P[8] e G9P[8] estavam
associadas ao genotipo B, e as amostras G2P[4] ao gen6tipo A. Na cidade de Belém, foi
observado que as amostras G2P[6] e G9P[6] de neonatos e criangas com rotavirose
associaram-se ao genotipo A, e amostras G4P[6] ao genotipo B (Mascarenhas et al.
2006, 2007b). Além disso, estes autores evidenciaram que as amostras do gendtipo B
formaram dois grupos distintos, um mais relacionado com amostra protdtipo humana e
outro mais relacionado com amostra prototipo suina, sugerindo uma provavel

transmissdo inter-espécie envolvendo humanos e animais (Mascarenhas et al. 2007b).

1.3.6. Antigenos de VP6 e NSP4 em relacéo a vacina de rotavirus do grupo A

O papel do sistema imune em relagdo a infec¢do natural ou vacinal por rotavirus
¢ complexo e controverso. O ponto de partida para que se compreenda a imunidade
entre os rotavirus ¢ a demonstragdo de que tanto a infec¢do pelo virus selvagem quanto
aquela ocorrida pelo virus vacinal induz uma resposta imune e protege contra as formas
mais graves da doenga em infecgdes sucessivas (Hoshino & Kapikian 2000, Linhares &
Breese 2000, Costa et al. 2005, Mascarenhas & Linhares 2005, Linhares & Villa 2006).

Nesse sentido, multiplas estratégias t€ém sido empreendidas no desenvolvimento
de uma vacina segura e eficaz anti-rotavirus do grupo A, de forma a oferecer uma ampla
cobertura antigénica principalmente em rela¢dao aos tipos importantes de G e/ou P que

circulam globalmente (Hoshino & Kapikian 2000, Linhares & Breese 2000, Gentsch et
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al. 2005, Mascarenhas 2006). Os anticorpos séricos especificos para as proteinas VP4 e
VP7, se presentes em niveis criticos, possuem efeito protetor contra a doenga causada
por rotavirus (Hoshino & Kapikian 2000, Linhares & Breese 2000, Costa et al. 2005).

A vacina monovalente contra rotavirus humano G1P[8] (RIX4414), licenciada
no Brasil em mar¢o de 2006, mostrou diminui¢ao na incidéncia de gastroenterite grave
associada a rotavirus ja apos a primeira dose, e quando administrada as duas doses foi
altamente eficaz contra a doenga grave e hospitalizagdo, além de oferecer protecdo a
diarréia causada pelo sorotipo G9 (Linhares et al. 2006a, b).

Adicionalmente, existem outros fatores de defesa, como os anticorpos anti-NSP4
e anti-VP6 e imunidade celular, além de fatores locais da mucosa que podem também
estar implicados na prevengdo de episodios de gastroenterite causados por rotavirus
(Costa et al. 2005, Vizzi et al. 2005, Corthésy et al. 2006).

A imunidade de mucosas, mediada pela IgA secretora, parece desempenhar
importante papel na protecao contra os rotavirus. Essa imunoglobulina ¢ anticorpo nao-
neutralizante dirigido contra a proteina VP6, que bloqueia os rotavirus dentro das
células epiteliais durante o processo de transcitose. Tem sido demonstrado que altos
niveis de IgA secretora nas superficies mucosas oferecem protecdo completa contra a
reinfeccdo sintomatica (Feng et al. 2002, Corthésy et al. 2006).

Considerando que AcsM da classe IgA direcionados contra a proteina VP6 sao
capazes de proteger camundongos da infec¢do por rotavirus (Feng et al. 2002, Corthésy
et al. 2006), varias tentativas t€ém sido realizadas no sentido de determinar epitopos
antigénicos de VP6 que induzam imunidade protetora e que sejam importantes para o
desenvolvimento de novas vacinas contra o virus (Choi et al. 2000, 2003). Peptideos
sintéticos de VP6 (aa 289-302) tém se mostrado extremamente protetores (97-99%)

quando administrados por via intra-nasal em camundongos associados com LTa, mesmo
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em baixas doses (Choi et al. 2003). Estudos realizados em suinos ¢ murinos com as
proteinas virais recombinantes do capsideo duplo (VP2 e VP6), expressas em
baculovirus, denotam também resultados preliminares satisfatdrios no tocante a resposta
imune e a eficacia (Bertolotti-Ciarlet et al. 2003, Shuttleworth et al. 2005).

A NSP4 tem sido considerada uma proteina mais conservada que as proteinas
alvos da vacina (VP7 e VP4) e que apresenta também caracteristicas imunogénicas.
Anticorpos adquiridos passivamente anti-NSP4 parecem reduzir tanto freqiiéncia quanto
gravidade da diarréia em ratos jovens infectados por rotavirus, o que sugere que a
resposta imune a essa proteina possa também modular a doenga diarréica em humanos
(Ball et al. 1996). Entretanto, o exato papel da NSP4 na prote¢do contra a rotavirose em
humanos ndo ¢ completamente elucidado (Vizzi et al. 2005). Estudos realizados em
humanos revelaram niveis varidveis da imunogenicidade dessa proteina apos a infec¢ao
natural ou vacinagdo, provavelmente devido aos diferentes ensaios ou antigenos
empregados (Ray et al. 2003, Yuan et al. 2004b).

Borgan et al. (2003) observaram que um fragmento de NSP4 (aa 136-150)
induziu a formacao de AcsM contra diferentes gendtipos dessa proteina, sugerindo que
a regido localizada entre os aminodcidos 136 a 150 da NSP4 seja altamente conservada
entre os rotavirus de origem humana e animal. Além disso, a resposta 8 NSP4 parece ser
heterotipica, significando que anticorpos anti-NSP4 reconhecem um ou mais dos
gendtipos identificados (Ray et al. 2003, Yuan et al. 2004b, Vizzi et al. 2005).

Por outro lado, um estudo com proteinas recombinantes de NSP4 expressas em
baculovirus representativas dos genotipos A, B, C e D identificados em cinco espécies
de mamiferos (humano, bovino, suino, simio e murino), que foram avaliadas como
determinantes antigénicos em leitdes e bois gnotobidticos, mostrou formagdo de

anticorpos espécies-especificos e ndo gendtipos-espécificos. Foi ainda evidenciado que
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anticorpos espécies-especificos de natureza homotipica falharam na prevencdo contra
uma segunda infec¢do induzida em porcos por outro sorotipo de rotavirus suino (Yuan
et al. 2004a). Além disso, a NSP4 tem se mostrado significantemente menos
imunogénica que a proteina VP6 quando as respostas sdo independentemente
mensuradas por ensaios imunoenzimaticos (Vizzi et al. 2005).

Dessa forma, outras investigagdes em termos de imunidade preventiva precisam
ainda ser realizadas. Técnicas moleculares que permitem a identificacdo de variantes
genéticas de rotavirus do grupo A, codificantes dos genes de VP4 ¢ VP7, como também
de VP6 e NSP4, visando melhores pardmetros para avaliagdo da resposta vacinal e para

o desenvolvimento de novas estratégias de imunizacdo devem ser utilizadas.
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1.4. JUSTIFICATIVA

Como exposto anteriormente, o impacto mundial da infeccdo por rotavirus do
grupo A tem conduzido ao desenvolvimento de estratégias vacinais no intuito de reduzir
a sua morbi-mortalidade (Hoshino & Kapikian 2000, Linhares & Breese 2000, Costa et
al. 2005, Mascarenhas & Linhares 2005, Linhares & Villa 2006, Linhares et al. 2006a,
b).

O conhecimento da circulagdo dos gendtipos G e P de rotavirus do grupo A ¢
crucial ndo s6 para o monitoramento da infec¢do por este virus como também para o
sucesso do processo vacinal. Adicionalmente, ao considerar também o papel da VP6,
demonstrada em ensaios experimentais em animais como a proteina de rotavirus mais
imunogénica (Iturriza-Gémara et al. 2002a, Corthésy et al. 2006, Wei et al. 2006), e da
NSP4, admitida como enterotoxina viral, a qual também ¢ imunogénica (Ball et al.
2005, Vizzi et al. 2005, Deepa et al. 2007), torna também importante a caracterizacdo da
amostra circulante em termos de VP6 e NSP4.

No Brasil, sdo extensas as informagdes acerca da epidemiologia molecular das
infecgdes por rotavirus do grupo A em relacdo a diversidade dos gendtipos G e P
(Linhares 2000, Luz et al. 2005, Mascarenhas et al. 2006, Araujo et al. 2007a,
Montenegro et al. 2007, Munford et al. 2007), inclusive na Regido Centro-Oeste
(Cardoso et al. 1989, 2001, 2003, Souza et al. 2003, Costa et al. 2004, Freitas 2006,
Andreasi et al. 2007). Por outro lado, dados sobre a diversidade gendmica dos genes
codificantes para VP6 e NSP4, nesta Regido, sdo inexistentes.

Assim sendo, o presente estudo visou caracterizar os genes codificantes para
ambas as proteinas, considerando que os resultados obtidos permitirdo o conhecimento
de variantes genéticas de VP6 e NSP4 circulantes na Regido. Esse trabalho pretende

contribuir ainda para um melhor entendimento da infec¢do por rotavirus do grupo A,



34

fornecendo subsidios a pesquisas futuras relativas a profilaxia, além de permitir a
continuidade do estudo de vigilancia ¢ monitoramento das rotaviroses na populagdo
adulta e infantil da Regido Centro-Oeste do Brasil, que vem sendo realizada pelo

Laboratério de Virologia do IPTSP/UFG desde a década de 80.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
- Caracterizagdo molecular dos genes codificantes das proteinas VP6 e NSP4 de
rotavirus do grupo A identificados a partir de amostras fecais de criangas provenientes

da Regido Centro-Oeste do Brasil, no periodo de 1987 a 2003.

2.2. Objetivos especificos

- Detectar os genes codificantes das proteinas VP6 e NSP4 de amostras de
rotavirus humanos do grupo A pela técnica RT-PCR;

- Identificar os genogrupos de VP6 e gendtipos de NSP4 das amostras de
rotavirus humanos do grupo A;

- Verificar associagdo entre os genogrupos de VP6 e genotipos de NSP4 com os
gendtipos G e P das amostras de rotavirus humanos do grupo A;

- Observar possiveis associagdes entre os genogrupos de VP6 e genotipos de
NSP4 das amostras de rotavirus humanos do grupo A;

- Analisar a variagdo temporal/geografica dos genogrupos de VP6 e genotipos de
NSP4 das amostras de rotavirus humanos do grupo A;

- Identificar altera¢des nos residuos de aminoacidos deduzidos a partir dos genes

codificantes de VP6 e NSP4 das amostras de rotavirus humanos do grupo A.
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Molecular characterization of the NSP4 gene of human group A
rotavirus samples from the West Central region of Brazil

Talissa de Moraes Tavares, Wilia Marta Elsner Diederichsen de Brito, Fabiola Souza Fiaccadori,
Erika Regina Leal de Freitas, Juliana Alves Parente', Paulo Sérgio Sucasas da Costa?,
Loreny Gimenes Giugliano®, Marcia Sueli Assis Andreasi*, Célia Maria Almeida Soares’,
Divina das Dores de Paula Cardoso/*

Laboratdrio de Virologia, Instituto de Patologia Tropical e Satde Pablica "Laboratdrio de Biologia Molecular, Instituto de Cieéncias
Biologicas *Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Goids, Rua 235 s/n, Setor Universitdrio, 74605-050 Goidnia, GO, Brasil
IDepartamento de Biologia Celular, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brasil *Departamento de Patologia, Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, Brasil

Nonstructural protein 4 (NSP4), encoded by group A rotavirus genome segment 10, is a multifunctional protein
and the first recognized virus-encoded enterotoxin, The NSP4 gene has been sequenced, and five distinct genetic
groups have been described: genotypes A-F. NSP4 genotvpes A, B, and C have been detected in humans. In this
study, the NSP4-encoding gene of human rotavirus strains of different G and P genotypes collected from children
between 1987 and 2003 in three cities of West Central region of Brazil was characterized. NSP4 gene of 133 rotavi-
rus-positive fecal samples was amplified by reverse transcriptase-polvmerase chain reaction and then sequenced.
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For phivlogenetic analysis, NSP4 nucleotide sequences of these samples were compared to nucleotide sequences of

reference strains available in GenBank. Two distinct NSP4 genotypes could be identified: 141 (92.2%) sequences
clustered with NSP4 genotvpe B, and 12 sequences (7.8%) clustered with NSP4 genotype A. These results reinforce
that further investigations are needed to assess the validity of NSP4 as a suitable warget jor epidemiologic surveil-
lance of rotavirus infections and vaccine development.

Key words: group A rotavirus - NSP4 gene - genotvpes - West Central region - Brazil

ously in dilferent parts of the world (Santos & Hoshine
2005, Estes & Kapikian 2007, Gulati et al. 2007, Mar-

Group A rolaviruses are a major cause ol gastro-
enteritis in infants and young children throughout the

world. Each vear. these viruses cause approximately
111 million episodes ol severe diarrhea. which results
in 611.000 deaths (Parashar et al. 2006). In Brazil. the
[requency ol group A rotavirus infection among young
children was found to be between 12 and 42% (Linhares
2000. Cardoso et al. 2003, Costa et al. 2004, Cauas et
al. 2006, Munford et al. 2007). and about 80,000 chil-
dren are hospitalized for the infection yearly (Linhares
2000). Viral particles consist of a non-enveloped. triple-
layer protein capsid structure that surrounds a genome
composed of 11 segments ol double-stranded RNA. The
genome encodes six struetural proteins (VP1-VP4, VIP6
and VPT7) and six nonstructural proteins (NSP1-NSP6)
(Estes & Kapikian 2007).

Variability in the genes encoding VP7 and VP4 pro-
teins forms the basis of the current strain typing of group
A rotaviruses into G and P genotypes. respectively.
Studies of rotavirus infections in humans have identi-
fied distinct G and P genotyvpes circulating simultane-
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tella et al. 2007, Munford et al. 2007, Matthijnssens et al.
2008). There is currently only limited information avail-
able on the detection or genetic variability of the gene
that encodes nonstructural protein 4 (NSP4) (Ciarlet et
al. 2000, Mori et al. 2002, Tturriza-Gomara et al. 2003,
Aratjo et al. 2007, Mascarenhas et al. 2007).

NSP4. encoded by segment 10, is a transmembrane
glycoprotein ol 175 amino acids (aa) (Estes & Kapikian
2007). NSP4 serves as an intracellular receptor for the
budding of subviral double-layered particles into the
endoplasmic reticulum, a step that is critical for the ac-
quisition ol a transient viral membrane and viral par-
ticle maturation (Taylor & Bellamy 2003). In addition.
NSP4 has been found to have an enterotoxin-like activ-
ity that was originally mapped between aa 114 and 135.
Modifications in the toxigenic activity and virulence of
rotavirus have been associated with aa changes in this
region (Ball etal. 1996, Zhang et al. 1998). Finally. it has
been proposed that antibodies against NSP4 might re-
duce both the frequency and severity of diarrhea in mice.
logether with studies in human infants. these data sug-
gest that the immune response to NSP4 could modulate
rotavirus-induced diarrhea in human disease (Ball et al.
1996, Yuan et al. 2004, Vizzi et al. 2005).

The NSP4 genes of animal and human rotavirus have
been sequenced and compared. Sequence analyses have
revealed the existence of [ive distinct NSP4 genotypes:
A (KUN). B (Wa). C(AU-1). D (EW) and E (avian-like).

online | memorias.ioc.fiocruz.br
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Genotypes A. B, C and D have been determined [rom
mammalian rotavirus strains. while genotvpe E has
been identified from avian rotavirus strains. Genotypes
A. B and C have been detected in humans (Ciarlet et al.
2000, Mori et al. 2002, Lin & Tian 2003).

In Brazil. there are a few molecular studies of the
rotavirus NSP4 gene from strains of diverse origin and
various G and P genotypes (Cunliffe et al. 1997, Mas-
ca-renhas et al. 2006, 2007, Aradjo et al. 2007). As vet.
however. there has been no investigation into the detec-
tion rate and the genetic diversity of NSP4 genes in the
West Central region ol Brazil. This study presents novel
epidemiological data regarding the circulation of NSP4
genolypes ol rotaviruses samples recovered [rom chil-
dren in three cities of the West Central region of Brazil.

PATIENTS, MATERIALS AND METHODS

Samples - The NSP4 gene was investigated in 330
rotavirus A-positive fecal samples that were previous-
lv obtained from infected children during surveillance
studies performed at the Laboratory of Virology of Uni-
versidade Federal de Goias (UFG) in the city of Goiania.
Brazil. These samples were collected from children up
to five years of age with (n = 325) or without (n = 5)
acute gastroenteritis between August 1987 and Septem-
ber 2003 in three cities ol West Central region, Brazil:
Goiania (GO). Campo Grande (CG) and Brasilia (BRA).
Atotal of 202 group A rotavirus samples were identified
in GO from 1987 to 2001, 81 samples in CG between
2000 and 2003 and 47 samples in BRA in 2001 and
2002, All samples from GO and CG were collected “in
nature”, whereas. ol the samples collected in BRA. only
eight were collected “in nature™ and 39 were collected
by rectal swab. All of the collected samples had been
previously identified as group A rotavirus (Cardoso et
al. 2003, Souza et al. 2003, Costa et al. 2004, Andreasi
et al. 2007) with a combined enzyme immunoassay for
rotavirus and adenovirus (Pereira et al. 1985) and/or by
polvacrvlamide gel electrophoresis (Pereira et al. 1983).

Specimens were collected from  children after
signed written consent was provided by their parents or
other legal guardians. This study was approved by the
Ethics Committee of the Research of UFG (Protocol
n®.004/ 2000).

RNA extraction - The viral dsRNA was extracted
from 20% fecal suspension by the glass powder method.
using guanidine isothiocyanate bufler and silica as de-
scribed by Boom et al. (1990) with modifications (Car-
doso et al. 2002).

Reverse transcription-polymerase chain reaction
(RI-PCR) amplification - The RT-PCR followed the pro-
tocol described by Lee et al. (2000). The purified viral
double-stranded RNA (dsRNA) was denatured at 97°C for
10 min and then used astemplate for the RT-PCR. The RT
ol dsRNA was carried out with SuperScript™ (Invitro-
gen Carlsbad, CA. USA), and PCR amplilication was per-
formed with Taq DNA polymerase (Invitrogen Carlsbad.
CA, USA). Fragments of the NSP4 gene of 725 bp
were amplified using lorward (10BEG16) and reverse
(I0END722) primers as described by Lee et al. (2000).

Sequencing reaction - The PCR produets were puri-
lied using the QlAquick™ PCR purification kit (Qiagen.
Sao Paulo., Brazil). The PCR-purilied products were
sequenced by a MegaBACE 1000 automatic sequencer
(GE Healthcare. Sunnyvale. USA), using a DY Enamic
ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (GE Health-
care. Buckinghamshire, United Kingdom). The primers
used were the same as for PCR amplification. The prod-
ucts were further purified by ethanol precipitation and
resuspended in formamide.

Sequence analysis - The sequences obtained were
analyzed  with  PHRED/PHRAP/CONSED  (htip://
www.phrap.org) and pre-processed using the Phred
(Ewing & Green 1998) and Crossmaltch (http:/www.
genome.washington.edu/UWGC/analysistools/Swat.
clm) programs. Only sequences with at least 100 nu-
cleotides and Phred quality greater than or equal to 20
were considered lor [urther analysis with the Blastn pro-
gram (Altschul et al. 1990) in the National Center for
Biotechnology Information Database (http:/www.nebi.
nlm.nih.gov). NSP4 sequences were aligned and com-
pared to NSP4 sequences of standard relerence strains
[AU-1 (D898T3). AU32 (D88830), Ch-1{AB063287), EW
(U96335). KUN (D88829). RV5 (U39103). OSLU (D88R31).
Wa (AF003199)] and Brazilian strains [rj5348 (DQ498179)
and 17363 (DQ498192)] available in GenBank using
Clustal X soltware (Thompson et al. 1997). NSP4 geno-
types were determined by phyvlogenetic analysis using the
neighbor-joining algorithm method (Saitou & Nei 1087).

Nucleotide sequence accession numbers - The NSP4
nucleotide sequence data determined in this study were
deposited into the GenBank sequence database with ac-
cession numbers: EU620072-EU620111.

Statistical analysis - The statistical analysis was per-
formed with the Epi Info version 6 program. using the
chi-squared (y?) test for proportion comparison. Statisti-
cal significance was assessed at a p value of < 0.03.

RESULTS

The NSP4 gene was detected in 239 (78.5%) of 330
rotavirus A-positive fecal samples. Of then. rates of
82.7% (167/202). 85.2% (69/81) and 48.9% (23/47) were
observed in lecal specimens [rom children in GO, CG
and BRA. respectively (3*= 28.55, p = 0L.000).

A total of 231 samples that had an amplified NSP4
gene were submitted to sequencing. NSP4 nucleotide
sequences of 133 (66.2%) samples could be analyzed
and were compared to nucleotide sequences ol proto-
type strains. Of those. 141 sequences (92.2%) clustered
with NSP4 genotype B with degrees ol identity ranging
from 89.0% 1o 99.0%: and the remaining 12 sequences
(7.8%) clustered with NSP4 genotype A (93.0% - 95.0%
ol identity). Genotype A samples were identilied only
in children from GO, while genotype B samples were
identified in samples from all three cities (Table 1). In
GO. the only sample collected in 1987 was genotype B:
in the 1990s. however. both genotypes A and B were
detected in the 45 samples analyzed. with genotvpe B
(73.3%) predominating. From 2000 to 2003, only geno-
tvpe B samples were found to be circulating in the three
cities analyzed (Table I1).
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TABLET
Distribution of nonstructural protein ( NSP4) genoty pes of
croup A rotaviruses samples from infected children® from
three cities of West Central region of Brazil

Samples Genotvpe A Genotvpe B

Clties-States n n % n Yo
Goidnia-GO 91 12 132 79 86.8
Campo Grande-MS 51 - - 31 1000
Brasilia-DF 11 - - 11 100.0
Total 153 12 7.8 141 922

a children with (n = 151) and without (n = 2) diarrhea.

TABLE I
Distribution of NSP4 genotvpes of group A rotaviruses
samples from infected children® from West Central region of
Brazil considering the year of collection

Samples Genotype A Genotvpe B

Year of collection n n Yo n %
1990-19949 45 12 267 33 733
2000-2003 107 - - 107 100.0
Total 152¢ 12 79 1400 92.1

g children with (n = 150} and without (n = 2) diarrhea: &: the
only sample dentified in 1987 characterized as NSP4 geno-
tvpe B was not included.

Rotavirus samples PI8|GL, P[6]GL P[8]G2. P8]G3.
P[8]G4 and P[8]GY were more closely related to NSP4
genolype B, whereas P|6]GY rotavirus samples were
closely related to NSP4 genotype A. All ol these samples
that clustered into genotype A or B had human origin
(Fig. 1, Table 11I).

NSP4 genotypes A and B were identified in children
with or without acute gastroenteritis. Of the 153 samples.
151 were [rom children with diarrhea. and two were from
children without diarrhea. No significant differences were
found in the nucleotide sequences ol the NSP4 genes from
symptomatic and asymptomatic samples.

I'he deduced aa sequences of the NSP4 genes of 13
human group A rotavirus samples were aligned with aa
sequences ol reference prototype strains (Fig. 2). Varia-
tions between sequences ol genotypes A and B were
found in the H3 cytoplasmic domain (aa 63-80). amphip-
athic alpha-helix domain (aa 93-133). VP4 binding site
(aa 112-146). interspecies variable domain (aa 131-141)
and VP6 binding site (aa 156-175). Changes were also
identified in aa 89. 148, 153 and 154,

Several significant aa difTerences were observed be-
tween distinet NSP4 genotypes, mainly in the interspe-
cies variable domain (Fig. 2. marked in gray box) and in
the VP6 binding site (Fig. 2, indicated by diamonds).

In the region proposed to be the enterotoxigenic do-
main (aa 114-133). the following changes were observed:
(Y-H) and (K-N) at aa 131 and 133, respectively (Fig. 2.
indicated by asterisks). No diflerences in the aa sequences
ol NSP4 were observed between samples from children
with or without diarrhea (Fig. 2).

DISCUSSION

In this study. a detection rate ol 78.5% was observed
for the NSP4-encoding gene from rotavirus-positive le-
cal samples collected in three cities located in the West
Central region of Brazil. We speculate that the NSP4
gene could not be detected in all samples due to degrada-
tion ol the RNA probably as a result of: i) low number of
particles present in lecal specimens [rom rectal swabs:
il) RNA degradation by RNAses: iii) repeated [reezing
and unfreezing of these samples: iv) preservation ol fe-
cal specimens at -20°C and not at -70°C: v) delective par-
ticle: presence and/or vi) eventual inhibitor persistence
ol the RT-PCR.

Although five rotavirus NSP4 genotyvpes have been
identified to date (Ciarlet et al. 2000, Mori et al. 2002, Lin
& Tian 2003), most ol the diversity in the NSP4-encoding
gene among human rotaviruses lies in genotvpes A and
B (lturriza-Gomara et al. 2003). Other studies. however.
have detected unusual strains. Cho et al. (2006) observed
that two human rotavirus samples in Seoul had a low
degree of homology with the currently described NSP4
genolypes, suggesting a possible new NSP4 genotype.

In this study. NSP4 genotvpes A and B could be
recognized in human group A rotavirus-positive fecal
samples. These results are similar to those described by
other authors in Brazil (Mascarenhas et al. 2006, 2007,
Aranjo et al. 2007) and in other countries (Kirkwood et
al. 1999, Lee et al. 2000, [turriza-Gomara et al. 2003,
Cho et al. 2006). None of the samples analyzed in our
study were closely related to the AU-1 prototype strain.
which was isolated [tom humans and described as NSP4
genotype C (lturriza-Gomara et al. 2003).

Our data show that genotvpe B was the most fre-
quently detected (92.2%) genotype in the West Central
region. Similar data were also observed in the Southeast
region of Brazil (Aragjo et al. 2007) as well as in other
countries (Kirkwood et al. 1999, Lee et al. 2000. [turriza-
Gémara et al. 2003, Cho et al. 2006): however. dilTerent
results were observed in the Northern region ol Brazil,
where genotype A was predominant (Mascarenhas et al.
2006. 2007). Genotype A samples were identilied only in
children from GO, while genotype B samples were iden-
tified in all three cities. In GO, genotype A was found
only in the 1990s; however, after 2000, it seemed to be
replaced by genotype B. Furthermore, the only sample
identified in 1980s was genotvpe B. suggesting that the
circulation of NSP4 genotvpes changes over time. Aller
2000. genotype B was also found in CG and BRA. In
Rio de Janeiro (RJ), it was shown that genotype B circu-
lated during the vears 1986-1988. 1990 and 2001-2004.
while genotvpe A circulated only in 2002 (Aradjo et al.
2007). Both genotypes A and B were identified during
the 1990s and in 2000 from children in Belém (Masca-
renhas et al. 2007).

Worldwide. several studies have compared the NSP4
genes ol dilTerent rotavirus strains isolated {rom diarrhe-
ic and non-diarrheic children (Cunliffe et al. 1997, Lee et
al. 2000, Mascarenhas et al. 2007). In this study. NSP4
genes were identified in children with or without diar-
rhea. but no difTerences were observed in the nucleotide
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Fig. 1o phylogenetic analyvsis of nucleotide sequences of group A rotavirus nonstructural protein ( NSP4) gene. Nucleotide sequences of pro-
totype strains of NSP4 genotypes A-I obtained from GenBank are represented in bold. Nucleotide sequences of OSU/Po prototy pe. rj5348,
Hu and rj7363/Hu strains obtained from GenBank were also included to better understand the phylogenetic relationships among strain
each sample, the designation in relation to geographical location (BRA: Brasilia, CG: Campo Grande: GO: Goiania), sample number,
of collection, and G and P genotypes are shown. Group samples in which NSP4 nucleotide sequences showed [00% identity were de
nated as haplotypes (HP) (I-VII). HPI: 1s represented by BRAZ66/01/P[8]G1, BRA2T0/01/P[8]G1, GO27440/01/P[8]GIL, GO27783/01 P|‘1]L|l
and GO27821/01/P[S]G1 samples; HPIL is represented by BRA275/01/P[R]GT and GO27892/01/P[8]GY samples; HPIIL 1s represented by
CG1e76/01/P[8]GA and CG2670/01/P[8]G4 samples; HP.IV: is represented by CGA23535/03/P[8]G1, CG313102/03/P[8]G1, CG32083%/03/P[8]G1,
CGTUS087/03/P[8]G1, CGE16414/03/P[B]G1, CGEITI98/03/P[8]G1 and CGR27082/03/P[8]G1 samples; HPV: is represented by CG518035/03/P[8]
Gl and CG842284/03/P[8]G1 samples; HPVI: is represented by CG785797/03/P[8GI], CGT789219/03/P[8]G1, CGT794537/03/P[8]G1 and
CGBITISS/03/P[B]G] samples; HPVIL is represented by CGEI19946/03/P[8]G3, CGR26796/03/P[8]GY and CGB5T722/03/P[8]G1 samples.

'4..

TABLE 11 sequences ol symptomatic and asymptomatic samples.
Combinations of NSP4 and G and P genotypes of group A These results are consistent with other investigations
rotaviruses samples obtained from children at West Central (Horie et al. 1997, Lee et al. 2000, Mascarenhas et al.
region of Brazil considering the years of sample collection 2007): however. since only two samples from children

without diarrhea were analyzed. the role of NSP4 as a

Genotypes® NSP4 genotypes  1990-1999  2000-2003 e o . L )
G and P possible palhogc?nc determinant of rotavirus could not
L L be assessed in this work.

Pl6]GY A 2 . Surveys around the world indicate that P[8]G1, P[4]

P[3]GL B 13 35 G2. P|8]G3 and P|8]G4 are the most common G and P

Pl6]GI B L ! genotypes combinations isolated in children with diar-

]’|8](?2 B ! - rhea caused by group A rotavirus. More recent studies

]:m(f?’ B - ! have shown the emergence ol P[8]GY and P|6]GY geno-

L::}Eii g : _: types in cases UI. severe diar II|l|L.d in children [?!dlll(}) &
Hoshino 2003, Estes & Kapikian 2007, Munford et al.

a see Cardoso et al. (2003), Souza et al. (2003), Costa et al. 2007, Matthijnssens et al. 2008). In this study. rotavirus

(2004). Andreasi etal. (2007). samples representing the P[8]GL. P[6|GL. P|8]G2. P8
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amino acid sequence of the NSP4 protein of 15 human rotaviruses samples with human proto-
Dots indicate identity to the KUN/Hu strain. Gray box indicates interspecies variable domain.

Diamonds indicate VP6 binding site. Asterisks indicate enterotoxigenic domain, assymptomatic child.

G3. P|8]G4 and P[8]GY genotypes were more closely re-
lated to NSP4 genotype B comprising human relerence
strains Wa and AU32 (bootstrap value of 100%). whereas
P[6]GY rotavirus samples were closely related to NSP4
genolype A. comprising human reference strains RV3
and KUN (bootstrap value of 100%). In RJ. it was ob-
served that P[8|G1. P|8]G3 and P[8]GY rotavirus strains
from children were also more closely related 1o NSP4
genotype B, while P[4]G2 strains were associated with
genotype A (Aradjo et al. 2007). Mascarenhas et al.
(2007) observed that., among children in nurseries in
Belém. P|6]GY samples were also associated with geno-
type A, while P[6|G4 strains were associated with geno-
type B. In addition, P[6]G2 rotavirus strains clustered
with genolype A in previous investigations (Masca-
renhas et al. 2006). Interestingly, some P[4]G2 and P[6]
(Y rotavirus strains characterized as NSP4 genotvpe A,
and P[8]GL. P|6]GL. P[8]G3. P|8|G4 and P|8]GY strains
characterized as genotype B recovered from children in
studies {rom Brazil. including the present study, were
also identified from patients in the United States (Kirk-
wood et al. 1999). Taiwan (Lee et al. 2000). the United
Kingdom (UK) and India (Iturriza-Gomara et al. 2003).

Amino acid variations between genolypes A and
B were concentrated mainly in the interspecies vari-
able domain (aa 131-141) and in the VP6 binding region

(aa 156-175) (Estes & Kapikian 2007). Our data on the
region of aa 131-141 are similar to a study from Bra-
zil (Aragjo et al. 2007), considering the occurrence ol
extensive variation in this region, as well as to a study
performed in the UK (lturriza-Gomara et al. 2003). In
addition. in the present study. it was observed that aa
131 was identilied as tyrosine (genotype A) or histidine
(genotype B). similar to the results of Mascarenhas et al.
(2007). but contrary to the common postulate that diar-
rheic samples have a tyrosine at this position (Ball et al.
1996). Our results are also in agreement with other in-
vestigations (Cunlife et al. 1997, lturriza-Gomara et al.
2003, Araqjo et al. 2007). and they suggest that at these
NSP4 protein regions are distinet between genotypes.

The immune response to A and B genotypes of the
NSP4 gene has not vet been defined. and it is still un-
known whether the inclusion of this gene in rotavirus
vaccination strategies is important (Aratjo et al. 2007).
In this context. the possible selection o NSP4 as a target
for vaccine development requires further investigation
(Lee et al. 2000, Aradjo et al. 2007).

In this study. the nucleotide sequence of the NSP4
gene was determined for the [irst time in 153 human ro-
tavirus strains belonging to genotypes of different G and
P combinations recovered {rom children with or without
diarrhea in West Central region of Brazil. The NSP4 gene
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analysis performed in our study provides insight into the
genetic relationships between diflerent rotaviruses sam-
ples circulating in a particular region of Brazil.
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ABSTRACT

Group A rotaviruses are the main cause of acute gastroenteritis in children worldwide.
The intermediate capsid protein VP6 encoded by segment 6 of the dSRNA genome is
the major structural component of the virus and it is highly antigenic and immunogenic.
VP6 is responsible for group and subgroup (SG) specificities, allowing classification of
group A rotavirus into SG I, SG II, SG I+II and SG non-I-non-II. VP6-encoding gene of
154 group A human rotavirus samples of different G and P genotypes recovered from
children in three cities of Central West region of Brazil was amplified by reverse
transcriptase-polymerase chain reaction followed by sequencing and phylogenetic
analysis. Two distinct genetic groups could be recognized: VP6 genogroups I and II.
Sequences analysis also revealed that all samples identified as VP6 genogroup I were
associated with NSP4 genotype A, whereas samples identified as VP6 genogroup II
were associated with NSP4 genotype B. This is the first study in Central West region
regarding genetic variability of the VP6 gene. Further molecular surveillance of
rotavirus strains is needed to understand better the occurrence of VP6 gene diversity in
Brazil and the significance of VP6 for the control and prevention of rotavirus

gastroenteritis.

KEY WORDS: Group A rotaviruses, VP6 gene, genogroups, Central West region of

Brazil.
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INTRODUCTION

Group A rotaviruses are the main cause of gastroenteritis in infants and young
children worldwide. In developing countries, these viruses are responsible for one third
of all diarrhea-associated hospital admissions and approximately 600,000 infant deaths
per year (Parashar et al., 2006). Rotaviruses belong to Reoviridae family, Rotavirus
genus. Complete virus particles have a triple-layered protein capsid surrounding a
genome consisting of 11 segments of double-stranded RNA (dsRNA), which encodes
six structural proteins (VP1-VP4, VP6, VP7) and six nonstructural proteins (NSP1-
NSP6) (Estes & Kapikian, 2007).

The segmented nature of rotavirus dsRNA allows reassortment between strains,
and the extensive genome diversity results in the accumulation of point mutations in co-
circulating rotavirus strains resulting in various combinations of VP7, VP4 and VP6 that
can be selected from multiple genetic lineages (Kerin et al., 2007; Matthijnssens et al.,
2008).

Variability in the genes encoding VP7 and VP4 proteins forms the basis of the
current strain typing of group A rotaviruses into G and P genotypes, respectively.
Studies of rotavirus infections in humans have identified various G and P genotypes
circulating in different parts of the world (Estes & Kapikian, 2007; Martella et al., 2007;
Munford et al., 2007; Matthijnssens et al., 2008), however, there is little information on
the genetic variability of the gene that encodes the VP6 protein (Iturriza-Goémara et al.,
2002; 2003; Araqjo et al., 2007; Farahtaj et al., 2007; Kerin et al., 2007).

The VP6 structural protein is a trimeric protein of 397 amino acids (aa) encoded
by the gene segment 6. This protein forms the intermediate capsid of rotaviruses and
interacts with the inner capsid protein VP2 and with the two outer capsid proteins, VP7

and VP4. VP6 allows antigenic classification of rotavirus into groups (A-G) and
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subgroups (SG). Within group A rotaviruses, SG I, SG II, SG I + II and SG non-I, non-
IT have been defined according to the reactivity with SG-specific monoclonal antibodies
(MAbs) (Estes & Kapikian, 2007). The rotaviruses strains found most commonly in
humans belong to SGI or SGII (Iturriza-Goémara et al., 2002).

Serological characterization of VP6 as well as of VP7 and VP4 proteins seems to
be unreliable due to antigenic drift through the accumulation of point mutations which
leads to amino acid changes on the epitopes recognized by the type-specific MAbs
(Iturriza-Gomara et al., 2002; 2003).

Molecular analyses of a 379-bp region of the VP6 gene, which encompassed the
region defined previously as encoding the SG-specific epitopes, have allowed molecular
subgrouping of rotaviruses according to diversity within the VP6 gene (Iturriza-Gémara
et al.,, 2002; 2003; Aratjo et al., 2007), and revealed the existence of two distinct
genogroups (I and II) (Iturriza-Gomara et al., 2002; 2003; Aratjo et al., 2007; Kerin et
al., 2007). Two genetic lineages have been distinguished within genogroup I, consisting
of strains characterized serologically as SG I, and three genetic lineages have been
distinguished within genogroup II, composed of strains characterized serologically as
SG II, SG I + II and SG non-I, non-II (Iturriza-Gomara et al., 2002).

This study describes the characterization of the VP6-encoding gene of group A
human rotavirus samples recovered from Brazilian children in order to determine the

variability of this gene among rotavirus circulating in the Central West region of Brazil.
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MATERIALS AND METHODS

Samples. A total of 330 rotavirus-positive clinical samples were obtained from
children up to five years of age with (n=325) or without (n=5) acute gastroenteritis
between 1987 and 2003 in three cities of the Central West region of Brazil: Goiania,
Campo Grande and Brasilia. Two hundred and two of the samples were collected in
Goiania from 1987 to 2001, 81 in Campo Grande from 2000 to 2003 and 47 in Brasilia
from 2001 to 2002. All samples collected from Goiania and Campo Grande were faeces,
whereas samples collected from Brasilia were faeces (eight samples) or rectal swab (39
samples). All of the collected samples had been identified previously as group A
rotavirus (Cardoso et al., 2003; Souza et al., 2003) by a combined enzyme immunoassay
for rotavirus and adenovirus (EIARA) (Pereira et al., 1985) and/or by polyacrylamide
gel electrophoresis (PAGE) (Pereira et al., 1983).

One hundred and fifty-three of these rotavirus-positive samples were also
sequenced for NSP4 gene and were identified previously as NSP4 genotype A or B
(Tavares et al., 2008).

Specimens were collected from children after signed written consent was
provided by their parents or other legal guardians. This study was approved by the
Ethics Committee on Research of Universidade Federal de Goias (UFG), Brazil

(Protocol n0.004/ 2000).

RNA extraction. The viral dsSRNA was extracted from 20% fecal suspension by

the glass powder method, using guanidine isothiocyanate buffer and silica as described

by Boom et al. (1990) with modifications (Cardoso et al., 2002).
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Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) amplification.
The RT and amplification reaction (PCR) followed the protocol described by Iturriza-
Gomara et al. (2002). The purified viral dSRNA was denatured at 97°C for 5 min and
then used as template for the RT-PCR. The RT of dsRNA was carried out with
SuperScript™ II (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and PCR amplification was
performed using Tag DNA polymerase recombinant (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Fragments of 379 bp for VP6 gene were amplified using the forward (VP6-F) and

reverse (VP6-R) primers as described previously by Iturriza-Gomara et al. (2002).

Sequencing reaction. The PCR products were purified using the QIAquick®™
PCR purification kit (Qiagen, Sdo Paulo, Brazil). The PCR purified products were
sequenced by a MegaBACE 1000 automatic sequencer (GE Healthcare, Sunnyvale,
USA), using a DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare,
Buckinghamshire, United Kingdom). The primers used were the same as those used for
PCR amplification. The products were purified further by ethanol precipitation and

resuspended in formamide.

Sequence analysis. The sequence data obtained were analyzed by using the
Blastn program (Altschul et al. 1990) in the National Center for Biotechnology
Information Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). The VP6 sequences were aligned
to VP6 sequences of reference strains [US1205 (AF079357), 1076 (D00325), Wa
(K02086), E210 (U36240), RMC100 (AF531912), FI-14 (D00323), EW (U36474)]
available in GenBank by using Clustal X software (Thompson et al., 1997). VP6
genogroups were determined by phylogenetic analysis using the neighbor-joining

algorithm method (Saitou & Nei 1987).
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Nucleotide sequence accession numbers. The VP6 nucleotide sequence data
determined in this study were deposited into the GenBank sequence database with

accession numbers: EU637855-EU637884.

Statistical analysis. Statistical analysis was carried out by the Epi Info version 6
program, using the chi-squared (y°) test for proportion comparison. Statistical

significance was assessed at a P-value less than 0.05 (P < 0.05).
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RESULTS

The VP6 gene was detected in 280 (84.8%) of 330 group A rotavirus samples.
Considering the cities where the samples were collected, positivity rates of 85.6%
(173/202), 90.1% (73/81) and 72.3% (34/47) were observed in specimens from children
in Goinia, Campo Grande and Brasilia, respectively (3 >= 7.57, P= 0.023).

Of 280 samples, 251 were submitted to sequencing and 154 (61.4%) nucleotide
sequences were examined by and compared to the nucleotide sequences of prototype
strains. It was observed that 145 samples (94.2%) were determined as genogroup II,
showing degrees of identity ranging from 86% to 99% with genogroup II reference
sequences (Wa, E210 and RMC100). The remaining 9 sequences (5.8%) were
determined as genogroup I with degrees of identity ranging from 85% to 98% with
genogroup I reference sequences (US1205 and 1076).

Genogroup I samples were identified only in children from Goiania, whereas
genogroup II samples were identified in samples from all three cities. Of 54 samples
analyzed in Goidnia in the 1990s both genogroups I and II were detected, with the
predominance of genogroup II (83.3%). From 2000 to 2003, only genogroup II was
identified circulating in the three cities participating in the study.

Of the 60 samples in which G and P genotypes had been identified previously,
all rotavirus samples representing the G1P[6], G1P[8], G2P[8], G4P[6], G4P[8] and
GO9P[8] genotypes were identified as VP6 genogroup II, whereas the G2P[4], G3P[4]
and GI9P[6] rotavirus samples were identified as VP6 genogroup 1. It was observed that
the G1P[8] samples were more closely related to the E210 strain (91-99%) or to the
RMC100 strain (92-97%). The G2P[8], G4P[8] and G9P[8] samples were more
associated with RMC100 strain (95-98%), whereas G1P[6] samples and one G9P[8]

sample were more associated with the E210 strain (96-99%). The only G4P[6] sample
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showed 91% nucleotide identity with the Wa, E210 and RMC100 strains. In contrast,
the G9P[6] sample was more closely related to the US1205 strain (98%). The G2P[4]
and G3P[4] samples had about 85.0% of nucleotide identity to the US1205 and 1076
strains (Table I).

A 100% linkage between VP6 genogroup and NSP4 genotype was also observed
among group A rotavirus samples of different G and P genotypes. Of the 40 samples
that had the VP6 genogroups and NSP4 genotypes identified, all 6 samples of NSP4
genotype A had a VP6 of genogroup I, whereas all 34 samples of NSP4 genotype B had
a VP6 of genogroup II (Fig. 1).

Comparative analysis of the deduced amino acid sequences of a fragment of
VP6 (aa 246 to 335) of 30 rotaviruses samples showed conserved amino acid
substitutions distinguishing the samples in genogroups I and II at residues 248 (Tyr —

Phe), 305 (Ala — Asn), 310 (Asn — GlIn) and 315 (Glu — Gln/Leu) (Fig. 2).
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DISCUSSION

A detection rate of 84.8% was obtained for VP6-encoding gene from rotavirus-
positive fecal samples collected in three cities located in the Central West region of
Brazil. A lower detection rate was observed in the city of Brasilia, compared to the two
other cities. It is speculated that this could be due to the fact that most of the samples
from this location were collected using rectal swabs.

In this study, the molecular characterization of a 379 bp region of the VP6 gene
that defines the SG-specific epitopes showed that genogroups I and II were identified
among human group A rotavirus samples analyzed. These results are similar to those
described by other investigations in Brazil (Araujo et al., 2007) and in other countries
(Iturriza-Gomara et al., 2002; 2003). None of the samples clustered with samples of
animal origin as well as reported by Araujo et al. (2007) in other Brazilian study.

Both genogroups samples, I and II, were identified in children from Goiania,
whereas only genogroup II was identified in samples from other cities participating of
the study. The current data showed that genogroup II was the most frequent VP6
genogroup detected (83.3%) in the Central West region of Brazil. Similar data were also
obtained in the Southeast region of Brazil (Araujo et al., 2007) as well as in other
countries (Iturriza-Gémara et al., 2003; Farahtaj et al., 2007; Kerin et al., 2007; Wang et
al., 2007).

A great variety of G and P genotypes combinations have been identified among
rotaviruses infecting humans (Estes & Kapikian, 2007; Martella et al., 2007; Munford et
al., 2007; Matthijnssens et al., 2008), however much less diversity has been found
among the VP6-encoding genes (Iturriza-Gémara et al., 2002). In general, it has been
observed that the G1P[8], G3P[8], G4P[8] and G9P[8] common human rotavirus strains

circulating globally appear to be associated more frequently with SG II, whereas the
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G2P[4] and G9P[6] strains are associated most commonly with SG I (Iturriza-Gémara
et al., 2002; Kerin et al., 2007; Wang et al., 2007). In the present study, G1P[8], G4P[8]
and GI9P[8] rotavirus samples associated with VP6 genogroup II were also identified, as
well as G2P[4] and G9P[6] rotavirus samples associated with VP6 genogroup 1. In
addition, G1P[6], G2P[8] and G4P[6] uncommon rotavirus samples identified as
genogroup II and G3P[4] uncommon rotavirus sample identified as genogroup I were
also observed.

It was also demonstrated that variations exist in VP6 genes identity from
common rotavirus samples of distinct G and P genotypes isolated during 1990-2003
from Brazil compared to reference strains isolated in different years and regions of the
world. The G1 samples determined as genogroup II showed higher nucleotide identities
to G2 (91-99%) or G9 (92-97%) reference strains, while the G2 samples were more
associated with G9 (97%) reference strain, and a G9 sample was more associated with a
G2 (99%) reference strain. The G2 sample determined as genogroup I had 85%
nucleotide identity to G9 or G2 reference strains, whereas a G3 sample was more
associated with a G9 (86%) reference strain.

The linkage between NSP4 genotypes and VP6 subgroups is admitted to occur
as a result of NSP4 acting as a receptor VP6 into the lumen of the endoplasmic
reticulum in the course of virus maturation (Estes & Kapikian, 2007) and may suggest
coevolution of the genes encoding these two proteins (Iturriza-Gémara et al., 2003). In
addition, the segregation of both NSP4 genotypes and VP6 subgroups according to the
rotavirus host species (Ciarlet et al., 2000; Iturriza-Gomara et al., 2002) suggests that
either of these two proteins or both may be important host restriction determinants
(Iturriza-Gomara et al., 2003). In this study, complete linkage was observed between

VP6 genogroup and NSP4 genotype in human rotaviruses, with genogroup I being
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always associated with NSP4 genotype A and genogroup Il with NSP4 genotype B, as
also described by Iturriza-Goémara et al. (2003) and Araujo et al. (2007). These data,
considering the period of the study, suggest a permanent circulation of these kinds of
samples at the region and can be important for the control and prevention of rotavirus
gastroenteritis.

Alignment of partial deduced amino acid sequences (aa 246 to 335) of the VP6
protein revealed four significant amino acid variations between genogroups I and II in
the region recognized by SG-specific MAbs (aa 246 to 315) (Tang et al., 1997; Iturriza-
Gomara et al., 2002) at residues 248, 305, 310 and 315. The VP6 residues that have
been identified previously involved in the SG I epitope include Alal72, Ala305 and
Arg296-Asn299, while in the SGII epitope were described Phe248, Asn305, Ala306,
GIn310 and GIn315 (Tang et al., 1997; Iturriza-Gomara et al., 2002; Greig et al., 2006).
Considering that all genogroup I samples showed an Ala residue at position 305 and
also Arg and Asn residues at positions 296 and 299, and that genogroup II samples had
Phe, Asn, Ala, GIn and GlIn residues at positions 248, 305, 306, 310 and 315,
respectively, the current results are also in agreement with other investigations (Tang et
al., 1997; Iturriza-Gomara et al., 2002; Greig et al., 2006) and suggests that at these VP6
protein regions are distinct among genogroups.

In this study, the nucleotide sequence of the VP6 genes was determined in 154
human rotavirus samples belonging to genotypes of different G and P combinations
recovered from children in the Central West region of Brazil. The VP6 gene analysis
undertaken in this study provides information on the genetic relation between different
rotaviruses samples circulating in a particular region of Brazil and it may also contribute

for the understanding of interrelationships among different genes and different proteins
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of rotaviruses. Therefore, continuous surveillance of VP6 genes may be important,

considering the emergence of such unusual human and animal rotavirus-like virus.
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Table 1. Percentage nucleotide sequences identity between the VP6 genogroups of group A

rotaviruses samples obtained from children in the Central West region of Brazil and

those of other rotaviruses reference strains representing the VP6 genogroups I and II.

Rotavirus strain

No. of Gand P VP6 G and P genotypes
samples genotypes®™  genogroups (VP6 genogroup)
US1205 1076 Wa E210 RMC100
GI9P[6] G2P[6] GIP[8] G2P[4] G9
@ @ ey ety D
32 G1P[8] II 78-81%  78-82%  90-92%  91-99% 87-89%
11 G1P[8] I 77-81%  77-79%  86-90%  88-90% 92-97%
3 G4P[8] II 78% 78% 88-89%  88-89% 95-97%
1 GI9P[8] I 81% 82% 92% 99% 88%
2 GI9P[8] II 78% 78-79%  88-89% 89% 97-98%
2 G2P[8] I 78% 78% 88% 89% 97%
5 G1P[6] I 79-80%  79-82%  90-92%  96-99% 86-88%
1 G4P[6] II 80% 79% 91% 91% 91%
1 G2P[4] I 85% 85% 79% 79% 78%
1 G3P[4] I 86% 85% 78% 80% 78%
1 GI9P[6] I 98% 87% 78% 80% 76%

*Published in Cardoso et al. (2003), and Souza et al. (2003).

The highest identity is given in bold.
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Fig.1. Phylogenetic analysis of VP6 nucleotide sequences of group A rotavirus samples. Nucleotide
sequences of prototype strains of VP6 genogroups I and II obtained from GenBank are represented in
bold. For each sample, the designation in relation to geographical location (BRA: Brasilia; CG: Campo
Grande; GO: Goidnia), sample number, year of collection, G and P genotypes and NSP4 genotype are
shown. Group samples in which VP6 nucleotide sequences showed 100% identity were designated as
haplotype (HP) (I-VI). HP.I: is represented by GO19994/99/G1P[8]/B and GO20458/99/G1P[8]/B
samples. HP.II: is represented by GO19998/99/G1P[8]/B and GO25389/00/G1P[8]/B samples. HP.III: is
represented by CG423535/03/G1P[8]/B and CG842284/03/G1P[8]/B samples. HP.IV: is represented by
CG816414/03/G1P[8]/B and CG837155/03/G1P[8]/B  samples. HP.V: is represented by
GO0O27441/01/G1P[8]/B and GO27509/01/G1P[8]/B  samples. HP.VI: is represented by
BRA275/01/G1P[8]/B, GO17119/98/G1P[8]/B, GO27891/01/G9P[8]/B, G0O27892/01/G9P[8]/B and
CG569219/02/G1P[8]/B samples.
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Fig.2. Multiple alignment of the partial deduced amino acid sequences (aa 246 to 335) of the VP6 protein of 30 human group A
rotaviruses samples with prototype strains grouped in genogroups I and II. Dots indicate identity to the US1205/Hu strain.
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5. CONCLUSOES

- Os genes codificantes de VP6 e NSP4 foram detectados nos espécimes fecais
de rotavirus humanos do grupo A, havendo maior percentual de detec¢dao para ambos os
genes nas amostras provenientes de Goiania e Campo Grande em relagdo as de Brasilia.

- As amostras de rotavirus humanos do grupo A circulantes na Regido Centro-
Oeste foram caracterizadas como genogrupos I e II de VP6 e genotipos A ¢ B de NSP4.

- Foram observadas associagdes usuais € ndo usuais entre os genotipos G e P e
os genogrupos de VP6 e gen6tipos de NSP4 identificados.

- Associagdes entre os genogrupos de VP6 e genotipos de NSP4 foram também
identificadas, estando sempre genogrupo I associado ao gendtipo A e genogrupo II ao
genotipo B.

- Houve maior circulagdo de amostras de genogrupo II de VP6 e genotipo B de
NSP4 nas trés cidades analisadas e durante todo o periodo do estudo.

- Foram evidenciadas substituigdes conservadas em residuos de aminoacidos
deduzidos a partir dos genes de VP6 e NSP4, distinguindo ambos os genogrupos de

VP6 como os gendtipos de NSP4 identificados.
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