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RESUMO 

 
 Os rotavírus do grupo A são considerados como os principais agentes de 

gastroenterite em crianças em todo o mundo. Investigações de vigilância 

epidemiológica e molecular são importantes para o controle e prevenção da doença. 

Nesse sentido, destacam-se os estudos utilizando VP6, proteína estrutural que se tem 

mostrado como a mais imunogênica, e NSP4, uma glicoproteína não estrutural 

transmembrana envolvida na morfogênese e patogênese viral. No presente estudo, 330 

amostras de rotavírus coletadas de 1987 a 2003, provenientes de espécimes fecais de 

crianças com ou sem diarréia, em três cidades da Região Centro-Oeste do Brasil 

(Goiânia, Brasília e Campo Grande), foram caracterizadas em relação aos genes que 

codificam as proteínas VP6 e NSP4. Inicialmente, foi feita a amplificação dos genes de 

VP6 e NSP4 pela reação em cadeia pela polimerase pós-transcrição reversa, seguida do 

seqüenciamento genômico e de análise filogenética. Os genes de VP6 e NSP4 foram 

detectados em 84,8% e 78,5% das amostras, respectivamente. Dois genótipos de NSP4 

foram identificados (A e B). Foi observado que as amostras G9P[6] associaram-se ao 

genótipo A e as amostras G1P[6], G1P[8], G2P[8], G3P[8], G4P[8] e G9P[8] 

associaram-se ao genótipo B. A análise do gene VP6 permitiu a identificação 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 G9P[8] foram caracterizadas como genogrupo II. Ainda foi 

evidenciado que as amostras genogrupo I de VP6 estavam associadas com genótipo A 

de NSP4, e as amostras genogrupo II de VP6 estavam associadas com genótipo B de 

NSP4. A presente investigação identificou diferentes variantes genéticas, mostrando a 

diversidade dos rotavírus do grupo A circulantes na Região 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 (Goiânia, Brasília 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 G9P[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 G9P[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.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Considerações gerais 

        A gastroenterite infecciosa aguda é uma doença comum em todo o mundo e 

considerada causa significativa de mortalidade infantil em países em desenvolvimento 

(Lorgelly et al. 2007, Reither et al. 2007). Anualmente, na África, Ásia e América 

Latina ocorrem mais de um bilhão de casos de diarréia com 2,4 a 3,3 milhões de óbitos, 

acometendo principalmente crianças com até cinco anos de idade (Linhares & Bresee 

2000, O’Ryan et al. 2005). 

         Bactérias, vírus e protozoários possuem o potencial de causar gastroenterite em 

humanos, sendo os vírus os mais comuns (Gutierrez et al. 2006, Reither et al. 2007). 

Mais de 20 vírus têm sido reconhecidos como agentes causadores da síndrome, dos 

quais rotavírus, calicivírus, adenovírus entéricos e astrovírus são considerados os mais 

importantes (Iturriza-Gómara et al. 2007).  

Os rotavírus são classificados em sete grupos, designados de A a G, sendo os do 

grupo A os mais comumente associados à gastrenterite humana em todo o mundo 

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

Os rotavírus do grupo A foram isolados de humanos pela primeira vez em 1973, 

na cidade de Melbourne na Austrália (Bishop et al. 1973), pela análise por microscopia 

eletrônica (ME) de células epiteliais de mucosa duodenal de crianças com diarréia 

aguda não bacteriana. Flewett et al. (1973), na Inglaterra, detectaram vírus semelhantes 

em extratos fecais submetidos à ME. No ano seguinte, partículas de rotavírus foram 

detectadas em espécimes fecais de crianças com gastroenterite aguda (Bishop et al. 

1974), e desde então, os mesmos têm se configurado como os principais agentes 
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etiológicos de gastroenterite aguda infantil em nível mundial (Estes & Kapikian 2007, 

Lorgelly et al. 2007).  

Globalmente, os rotavírus do grupo A são responsáveis por cerca de 111 milhões 

de episódios diarréicos anuais, 25 milhões de consultas médicas, dois milhões de 

hospitalizações e mais de 600 mil óbitos em crianças com até cinco anos. 

Aproximadamente 85% desses óbitos ocorrem em países em desenvolvimento, onde 

cerca de 1.200 crianças morrem de rotavirose a cada dia (Parashar et al. 2003, 2006).  

No Brasil, os achados pioneiros associando rotavírus do grupo A com 

gastroenterite aguda em crianças ocorreram em Belém, Pará (Linhares et al. 1977).  Nos 

últimos anos, variações na prevalência de gastroenterite aguda associada a esse 

patógeno em crianças brasileiras atendidas em ambulatórios ou hospitais foram 

demonstradas na ordem de 12% a 48%. As crianças na faixa etária de seis a 24 meses 

são as mais susceptíveis à infecção, que pode ocorrer em todos os meses do ano, 

havendo picos nos meses mais frios/secos do ano, nas Regiões Sudeste, Sul e Centro-

Oeste (Linhares 2000, Cardoso et al. 2003, Costa et al. 2004, Luz et al. 2005, 

Magalhães et al. 2007, Montenegro et al. 2007, Munford et al. 2007).  

Nos últimos anos, várias investigações acerca da epidemiologia molecular das 

infecções por rotavírus do grupo A foram realizadas no Brasil, demonstrando a 

diversidade de genótipos G e P, resultantes dos segmentos codificantes para as proteínas 

VP7 e VP4, respectivamente (Linhares 2000, Cardoso et al. 2001, 2003, Souza et al. 

2003, Costa et al. 2004, Luz et al. 2005, Araújo et al. 2007a, Montenegro et al. 2007, 

Munford et al. 2007). No entanto, poucos relatos existem no Brasil sobre a diversidade 

genômica de genes codificantes para outras proteínas supostamente envolvidas na 

patogênese e/ou na imunogênese da infecção por rotavírus do grupo A, como as 

proteínas 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
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estratégias de prevenção 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. Classificação dos rotavírus  

Os rotavírus pertencem à família Reoviridae, gênero Rotavirus. A família 

Reoviridae é composta por quinze gêneros (Aquareovirus, Cardoreovirus, Coltivirus, 

Cypovirus, Dinovernavirus, Fijivirus, Idnoreovirus, Mimoreovirus, Mycoreovirus, 

Orthoreovirus, Orbivirus, Oryzavirus, Phytoreovirus, Rotavirus e Seadornavirus). Os 

gêneros Aquareovirus, Cardoreovirus, Coltivirus, Mycoreovirus, Seadornavirus, 

Orbivirus, Orthoreovirus e Rotavirus infectam animais, sendo que os dois últimos 

infectam também humanos. Os demais gêneros infectam plantas (Fijivirus, 

Phytoreovirus e Oryzavirus) ou insetos (Cypovirus, Dinovernavirus e Idnoreovirus). Os 

representantes do gênero Mimoreovirus infectam bactérias (“International Committee 

on Taxonomy of Viruses” - ICTV 2008). 

O gênero Rotavirus é classificado em grupos antigênicos, com base na sua 

composição antigênica protéica.  Foram identificados sete grupos designados de A a G, 

baseado na especificidade antigênica da proteína VP6, que forma a camada 

intermediária do vírus. Os grupos A, B e C são encontrados em humanos e animais, e os 

demais somente em animais (Estes & Kapikian 2007). Recentemente, tem sido sugerida 

a classificação em espécies, de A a E, para representantes desse gênero (ICTV 2008). 

 

1.3. Rotavírus do grupo A  

Os representantes do grupo A são os rotavírus mais amplamente dispersos na 

natureza, sendo a doença diarréica causada em humanos, predominantemente associada 

a esse grupo (Gutierrez et al. 2006, Estes & Kapikian 2007, Lorgelly et al. 2007). 
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1.3.1. Estrutura da partícula viral 

As partículas completas de rotavírus do grupo A medem em torno de 100 nm e, 

quando observadas pela microscopia eletrônica, não possuem envelope e apresentam 

capsídeo de simetria icosaédrica (Figura 1), composto por três camadas protéicas 

distintas, que formam os denominados capsídeos interno, intermediário e externo.  O 

genoma viral é constituído de 11 segmentos genômicos de RNA de fita dupla (RNAfd) 

(Figura 2) (Estes & Kapikian 2007).  
 
 

 

 

 

 
 
Fig
ura 1. Microscopia eletrônica de partículas de rotavírus humanos isolados de espécimes fecais por 
Büchen-Osmond C, 1996 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/WIntkey/Images/em_reovi.htm). 
 
 

 

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

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/WIntkey/Images/em_reovi.htm
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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 105 a 2,2 x 106 dáltons (Da). Cada segmento do RNAfd é dividido 

em três regiões: uma região 5’ não codificadora, um quadro de leitura aberta (ORF, 

“open reading frame”), o qual codifica no mínimo uma proteína, e uma região 3’ não 

codificadora (Figura 3). No conjunto, o genoma codifica 12 proteínas, sendo seis delas 

estruturais (VP1-4, 6-7) e seis não estruturais (NSP1-6). O segmento 11 é bicistrônico e 

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

 
 
      Regiões não codificadoras (conservadas)  
      Quadro de leitura aberta (ORF)  

5’ - seqüência intensificadora, extremidade guanidina 
3’ - seqüência intensificadora, extremidade citosina  
 

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

 

O capsídeo interno ou “core” é formado pela proteína VP2, codificada pelo 

segmento 2 do RNAfd, que possui 94 quilodáltons (kDa) e parece estar en

AUG - Códon de iniciação para síntese protéica 

 

volvida na 

organização 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).  
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O capsídeo intermediário é formado por 780 moléculas da proteína VP6, 

organizadas em 260 unidades trímeras. VP6 (41 kDa) é codificada pelo segmento 

genômico 6, sendo uma proteína dotada de caráter hidrofóbico com elevado potencial 

antigênico e imunogênico. Essa proteína exerce um papel importante na estrutura 

conformacional da partícula viral, devido à interação com as proteínas do capsídeo 

externo (VP4 e VP7) e a VP2, do “core” (Charpilienne et al. 2002, Greig et al. 2006

Est riabilidade antigênica, sendo responsável por 

grupos  & Kapikian 2007). 

el ndendo da amostra. Essa proteína é 

glicosil

iral 

em cul

ependendo da 

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

, 

es & Kapikian 2007). VP6 apresenta va

de rotavírus e subgrupos de rotavírus A (Estes

A proteína VP7 (37 kDa) compõe o capsídeo externo do vírion, sendo codificada 

os segmentos 7, 8 ou 9 do RNAfd, depep

ada, tem papel na internalização do vírus na célula, sendo considerada como 

antígeno maior de neutralização. VP7 apresenta variabilidade antigênica, sendo 

responsável pelos sorotipos e genótipos G do vírus (Estes & Kapikian 2007).  

A partir da camada de VP7, emerge a VP4 (88 kDa) na forma de espícula. Essa 

proteína é codificada pelo segmento 4 do RNAfd, sendo responsável pela ligação do 

vírus à célula. VP4 possui atividade de hemaglutinina e de restrição de replicação v

tura celular, apresentando ainda sítio de clivagem a proteases e in vivo, após 

adsorção e clivagem por proteases celulares, ou mesmo in vitro, gera dois produtos, 

VP5* (60 kDa) e VP8* (247 aa), o que permite a adsorção e entrada do vírus na célula. 

A VP4 é também altamente imunogênica e possui variabilidade antigênica, da qual 

resultam os sorotipos e genótipos P (Dormitzer et al. 2002, Pesavento et al. 2003, Yuan 

et al. 2004b, Liu et al. 2005, Estes & Kapikian 2007).  

Das seis proteínas não estruturais, cinco, NSP1 (53 kDa, codificada pelo 

segmento 5), NSP2 (35 kDa, codificada pelo segmento 7, 8 ou 9- d
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NSP5 (

atogênese 

viral. E

26 kDa, codificada pelo segmento 11) e NSP6 (11 kDa, codificada também pelo 

segmento 11), estão envolvidas na replicação viral e interagem com o ácido nucléico 

(Estes & Kapikian 2007). A NSP4 (28 kDa), codificada pelo segmento 10 do RNAfd, é 

uma glicoproteína transmembrana, localizada especificamente no retículo 

endoplasmático (RE) e desempenha importante papel na morfogênese e p

studos realizados em camundongos caracterizaram tal proteína como a primeira 

enterotoxina viral, desde que foi capaz de induzir diarréia secretora sem lesão de 

mucosa de caráter semelhante ao da enterotoxina lábil 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 características gerais das proteínas dos 

rotavirus do grupo A.  
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Quadro 1. Proteínas codificadas pelos segmentos genômicos de rotavírus do grupo A (Adaptado de Estes & Kapikian 2007). 

Gene (1) Tamanho
(pb)* 

Proteína Aminoácidos Massa 
molec.(kDa) 

Localização nas 
partículas 

no. de 
cópias 

Funções 

1 3.302 VP1 1.088 125 “core” 12 RNA polimerase – RNA – dependente  
2 2.690 VP2 881 94 “core” 120 União ao RNA, formação do nucleoc deapsí o 
3 2.591 VP3 835 88 “core” 12 Guanililtransferase, metiltransferase, eí sprot na bá ica 
4 2.362 VP4 

 
VP5 (2)

 
VP8 (2)

776 
 

529 
 

247 

88 
 

60 
 

28 

capsídeo externo 
 

produto clivagem de VP4 
 
produto clivagem de VP4  

120 União à célula, interage com VP6, m in he aglut ina, 
sensível à proteólise, antígenos neutr nt tializa es P- po 
Possui epítopos associados às reações cr asuzad  de 
VP4 
Têm epítopos associados às reações tipo-es icpecíf as 

5 1.581 NSP1 491 53 proteína não estrutural 0 Ligação ao RNA, associação com citoesqueleto  
 

6 
 

1.356 
 

VP6 
 

397 
 

41 
 

capsídeo intermediário 
 

780 
Maior proteína estrutural, hidrofóbica, formação de 
trímeros, antígeno de grupo e subgrupo, im êunog nica 

7 1.104 NSP3(3) 315 34 proteína não estrutural 0 Ligação ao RNA, regulação da tradução 
 

8 
 

1.059 
 

NSP2(3)
 

317 
 

35 
 

proteína não estrutural 
 

0 
Acumula-se em viroplasmas, ligação R  ao NA,
atividade NTPase, liga NSP5 e VP1 

 
9 

 
1.062 

 
VP7(3)

 
326 

 
38 

 
capsídeo externo 

 
780 

Glicoproteína estrutural, antígenos neutral esizant  G-
tipo, integração do RER  

 
10 

 
751 

 
NSP4 

 
175 

 
28 

 
proteína não estrutural 

 
0 

Glicoproteína transmembrana do RER, rec  eptor para 
partícula com duplo capsídeo no RE, en oterot xina 
viral, imunogênica   

11 667 NSP5 
 

NSP6 

198 
 

92 

26 
 

11 

proteína não estrutural 
 

proteína não estrutural 

0 
 

0 

Ligação ao RNA, rica em serina e treonin ssa, po ível 
cinase autolítica, interage com VP2, NSP2 Pe NS 6 
Produto de ORF2 do gene 11, localizada em 
viroplasmas, interage com NSP5 

 
NOTA: *Outras espécies dentro do gênero podem ter proteínas com diferenças significativas de tamanho. 

(1) Segmentos numerados baseados na migração do genoma da estirpe SA11 em gel de poliacrilamida. 
(2) Produto da clivagem de VP4. 
(3) Proteína codificada pelos segmentos gênicos 7, 8 ou 9. 
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1.3.2. A proteín
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Figura 4. A subunidade proteíca de VP6. (A) Domínio H (resíduos 151-331) em vermelho e os dois 

estruturais secundários predominantemente em hélice-α são visualizados no domínio B. São observadas 

et al. 2001).  

pois sua remoção leva a 

ma alteração de VP1, que deixa de ser funcional (Charpilienne et al. 2002, Arnoldi et 

al. 2007, Estes & Kapikian 2007). Adicionalmente, foi observado que partículas de 

rotavírus que apresentaram trímeros de VP6 no quinto eixo de simetria do icosaedro 

segmentos que formam o domínio B em azul (resíduos 1-150) e em laranja (resíduos 331-397). Elementos 

hélices-α tanto no primeiro segmento do domínio B (α-a a α-e) como no segundo segmento (α-f a α-h). 
Para o domínio H, folhas-β em “jelly-rolls” representadas por letras de A a I. Adicionalmente, folhas-β 
(ausentes no “jelly-roll” padrão) estão indicadas por letras pareadas (βa e βb). (B) Traço Cα estéreo da 
subunidade de VP6 mostrando resíduos de aminoácidos enumerados de 20 em 20 (Adaptada de Mathieu 

 

Durante a replicação viral, admite-se que a proteína VP6 participe do processo 

de transcrição (Charpilienne et al. 2002, Greig et al. 2006, Estes & Kapikian 2007). 

Assim, após a entrada do vírus na célula, o capsídeo externo é removido e o vírion 

torna-se uma partícula de capsídeo duplo. A síntese de RNA mensageiro (RNAm) viral, 

como também de replicação do RNAfd, é mediada por VP1, que para exercer sua 

atividade de RNA polimerase RNA-dependente necessita da presença de VP6. 

Provavelmente, VP6 tem interação conformacional com VP1, 

u
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produziam até cinco vezes mais quantidades de RNAm do que as partículas que não 

possuíam os trímeros de VP6 (Greig et al. 2006). Entretanto, uma simples mutação 

pontual no aminoácido 32 dessa proteína (Q→E) pode comprometer a síntese do 

RNAm correto (Charpilienne et al. 2002). 

 Os transcritos nascentes têm sido visualizados por criomicroscopia eletrônica 

emergindo através de um sistema de canais que penetram as camadas de VP6 e VP2 em 

cada vértice do capsídeo duplo (Lawton et al. 1997). Parte das fitas de RNAm formadas 

serve como molde para síntese do genoma de RNAfd e o restante é traduzida em 

proteínas (Estes & Kapikian 2007).  

A montagem das partículas de capsídeo duplo ocorre no citoplasma, inicialmente 

dentro de estruturas eletrodensas perinucleares, denominadas de viroplasmas, sendo o 

idrofílica da glicoproteína transmembrana NSP4, que atua como um receptor 

intrace

domínio necessário para a formação deste capsídeo localizado entre os aminoácidos 281 

e 397 (Tosser et al. 1994, Estes & Kapikian 2007). Posteriormente, as partículas de 

capsídeo duplo imaturas, liberadas dos viroplasmas, ligam-se à extremidade carboxílica 

h

lular capaz de mediar a maturação final das partículas 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 laboratório utilizando a proteína 

VP6, tem sido reconhecido o potencial imunogênico dessa proteína, que apesar de não 

induzir a produção de anticorpos neutralizantes, como as proteínas do capsídeo externo 

(VP4 e VP7), domínios bem conservados de VP6 podem funcionar como alvos para 

anticorpos heterotípicos e homotípicos e conferir imunidade protetora (Feng et al. 2002, 

Corthésy et al. 2006, Wei et al. 2006).  

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

antigênicos de VP6, podem inibir a ativação de transcrição induzida por essa proteína, 
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ocasionando modificações na conformação dos trímeros de VP6 (Feng et al. 2002, 

Greig et al. 2006). Adicionalmente, tem sido demonstrado que estes anticorpos 

competem com a proteína VP7 na ligação com VP6, comprometendo assim a formação 

do capsídeo externo, além de interferirem no alongamento dos transcritos nascentes pelo 

enos 

ferentes epitopos antigênicos de VP6 localizados 

entre o

ger indivíduos 

contra 

 possui variação antigênica para os rotavírus do 

grupo A

m em seis ou sete bases. Esses achados sugerem que anticorpos IgA anti-VP6, ao 

promoverem inibição da transcrição viral no início do ciclo da replicação intracelular, 

podem ser uma importante estratégia de imunização na prevenção da infecção por 

rotavírus (Feng et al. 2002). 

A eficácia de proteção de di

s resíduos de aminoácidos 197 e 397 do terminal carboxílico de amostras de 

rotavírus de camundongo tem sido analisada (Choi et al. 2000, 2003). Foi observado 

que um peptídeo sintético de 14 aminoácidos (aa 289-302), denominado P6-14, quando 

administrado por via intra-nasal ou oral em camundongos associado à toxina R192, uma 

toxina termolábil atenuada (LTa) da bactéria E. coli, induziu uma significante resposta 

protetora (> 97,0%). Considerando a natureza conservada de VP6 nos rotavírus 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 prote

infecção por todas variantes de rotavírus A (Choi et al. 2003).      

A presença de epitopos conservados entre diferentes amostras de rotavírus 

sustenta ser a proteína VP6 o antígeno de eleição para os ensaios diagnósticos 

(Mascarenhas 2006, Estes & Kapikian 2007). Por meio de métodos sorológicos, tem 

sido demonstrado que VP6 não só especifica os antígenos de grupo (A-G), como já 

anteriormente mencionado, mas também

 que permite a classificação em subgrupos (SGs), os quais são denominados SG 

I, SG II, SG I + II e SG não-I e não-II (Estes & Kapikian 2007).  
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Os resíduos de aminoácidos 296 a 299 e 305 são importantes no reconhecimento 

pelos AcsM 255/260 de SG I, mais comumente encontrados em animais, ao contrário de 

resíduos na posição 315, que são indicativos de especificidade com o SG II humano 

(Iturriza-Gómara et al 2002a, Estes & Kapikian 2007).  

A reação em cadeia pela polimerase pós-transcrição reversa (RT-PCR) associada 

ao seqüenciamento genômico, ou análise de polimorfismo dos fragmentos de restrição 

(RFLP), tem sido utilizada também para a classificação dos rotavírus do grupo A. A 

análise de uma região do fragmento gênico amplificado de VP6 de 379 pb por 

seqüenciamento genômico e/ou RFLP permite a classificação desse gene em dois 

genogrupos (I e II), com inclusão de duas linhagens genéticas no genogrupo I (IA e IB) 

e três outras linhagens (IIA, IIB e IIC) no genogrupo II (Figura 5) (Iturriza-Gómara et 

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

 

Figura 5. Dendrograma esquematizando a caracterização molecular de rotavírus do grupo A baseada na 

epitoplos de VP6 dos rotavírus do grupo A, determinados por ensaios sorológicos, identificados nas 
diferentes linhagens genéticas caracterizadas (Adaptado de Iturriza-Gómara et al. 2002a). 
 

Por meio de análises filogenéticas desse fragmento de VP6 amplificado, foi 

ainda possível constatar que todas as amostras determinadas p

análise do gene codificante de VP6. As chaves abaixo apontam os subgrupos-específicos com base em 

or ensaios sorológicos 

como SG I, agrupadas nas duas linhagens genéticas IA e IB, formaram o genogrupo I. 
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As dem

ão foi estabelecida entre essas 

variant

 enquanto em amostras do genogrupo II resíduos 

conservados foram observados nas posições 248 (F), 305 (N), 306 (A), 310 (Q) e 315 

(Q) (Tang et al. 1997, Iturriza-Gómara et al. 2002a, Greig et al. 2006).  

Os grupos de rotavírus designados B a G compreendem, em geral, amostras que 

infectam animais, com a proteína VP6 diferente daquela comum aos rotavírus do grupo 

A (Mawatari et al. 2004, Tsunemitsu et al. 2005). Tais amostras não são detectadas por 

técnicas sorológicas convencionais, sendo sua identificação em geral efetuada por 

imunomicroscopia eletrônica, eletroforese do RNAfd em gel de poliacrilamida (EGPA) 

e ensaios moleculares (Estes & Kapikian 2007). 

A proteína NSP4 (28 kDa,  175 aa), codificada pelo décimo segmento genômico 

(751 pb

ais variantes sorologicamente definidas (SG II, SG I + II e SG não-I e não-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 não-I e não-II 

determinadas por testes sorológicos, nenhuma correlaç

es e as linhagens genéticas do genogrupo II. A não correlação tem sido admitida 

em função das possíveis alterações antigênicas de VP6, que assim como as de VP4 e 

VP7, acabam contribuindo na co-circulação de diferentes variantes de rotavírus 

(Iturriza-Gómara et al. 2002a).  

A comparação de seqüências de aminoácidos da proteína VP6 de diferentes 

amostras de rotavírus do grupo A revelaram significantes variações entre os genogrupos 

I e II.  As amostras do genogrupo I apresentaram resíduos conservados nas posições 172 

(A), 296 (R), 299 (N) e 305 (A),

 

1.3.3. A proteína NSP4 

) do RNAfd, foi inicialmente denominada de NS28 (Au et al. 1989, Bergmann et 
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al. 1989) e identificada como uma glicoproteína transmembrana, de localização no RE 

(Figura 6) (Estes & Kapikian 2007).  

A NSP4 possui três domínios hidrofóbicos, H1, H2 e H3, localizados na porção 

amino(N)-terminal. H1, evidenciado no lúmen do RE, apresenta dois sítios de 

glicosilação situados em uma pequena alça nas posições dos aminoácidos 8 e 18. H2 

corresponde ao domínio transmembrana, que ancora NSP4 na bicamada lipídica do RE. 

H3 é um domínio de oligomerização (resíduos 63-80) localizado no citoplasma. A 

seqüência de aminoácidos 85 a 123 parece ser responsável pela retenção da proteína na 

membr

e 7) (Bowman et 

al. 2000

ana. A cauda de localização citoplasmática de aproximadamente 131 aa exibe 

todas as seqüências responsáveis pelas funções biológicas conhecidas dessa proteína, 

como o domínio de oligomerização (resíduos 95-135) organizado de forma tetramérica 

em hélice-α, que correspondente ao sítio de ligação com o cátion Ca++ e que confere 

estabilidade à proteína. Os resíduos 112-146 e 156-175 são sítios de ligação com VP4 e 

VP6, respectivamente, importantes para a morfogênese viral (Figuras 6 

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

 

Figura 6. Representação esquemática da proteína NSP4 de rotavírus do grupo A: 
detalhes de sua localização no RE (Adaptada de Bowman et al. 2000). 
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   H1, H2 e H3 - domínios hidrofóbicos;  
   Y - sítios de glicosilação (aa 8 e 18);  
   C - cisteínas conservadas. 
 

                         (Adaptada de Estes & Kapikian 2007). 

 
Essa proteína tem sido observada em forma de dímeros, tetrâmeros e como 

estruturas multiméricas altamente organizadas nos complexos oligoméricos com VP4 e 

VP7 nas partículas envelopadas, durante o processo de maturação do vírus (Maass & 

Atkinson 1990, Jagannath et al. 2006, Deepa et al. 2007).  

Na morfogênese viral, a NSP4 funciona como um receptor intracelular capaz de 

mediar conversão de partículas imaturas de dupla camada protéica no cito

     

Figura 7. Estrutura da NSP4 mostrando a proteína de 175 aminoácidos. 

 

plasma para 

partículas maduras de tripla camada no RE. A maturação ocorre em um processo 

dependente de elevada concentração de íons Ca++ para a estabilização das proteínas do 

capsídeo externo. A proteína VP6 das partículas imaturas liga-se a 20 aa localizados na 

região C-terminal da NSP4 (resíduos de aa 156-175) e brotam para dentro do RE, 

ganhando transitoriamente, um envelope formado pela membrana do RE. Dentro dessa 

organela, esse envelope é removido, num processo coordenado pela NSP4, com a 

proteína VP4 associada aos resíduos de aminoácidos 112 a 146 dessa proteína. A VP7 é 

também adicionada à partícula completando a morfogênese (O’Brien et al. 2000, Huang 

et al. 2004, Parr et al. 2006, Estes & Kapikian 2007). O entendimento desse modelo 
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pode ajudar na compreensão de como vírus 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 já referido. Foi observado que o peptídeo 

sintético correspondente aos resíduos de aminoácidos 114 a 135 dessa proteína, 

derivado do rotavírus SA11, quando administrado por via intra-peritonial ou intra-

luminal, in ões na mucosa epitelial em camundongos 

jovens (6 a mundongos adultos, sugerindo que tal processo seja 

ição 131 foi considerado como o possível 

aminoácido associado à ativ

++

++

e sinal, a via fosfoinositol, 

que abre canais de C ++

-

+

++

++

duziu diarréia com ausência de les

 10 dias), mas não em ca

idade-dependente. O resíduo de tirosina na pos

idade toxigênica dessa proteína.  

Admite-se que nesse processo, a NSP4 induza a liberação de Ca  do interior do 

RE, favorecendo o aumento da concentração intracelular dos níveis de Ca , 

possivelmente após a ativação de uma via de transdução d

a  na membrana. Conseqüentemente, ocorre aumento da 

permeabilidade da membrana plasmática e a liberação de íons Cl  para fora da célula. 

Isto diminui a entrada de íons Na  e H2O, como também a absorção de dissacarídeos 

intestinais, causando diarréia secretora (Ball et al. 1996, Ramig 2004, Estes & Kapikian 

2007, Lorrot & Vasseur 2007) (Figura 8).  

Ao contrário da NSP4, que quando adicionada de forma exógena às células 

aumenta a concentração de Ca , foi demonstrado que a ativação da fosfolipase C (PLC) 

e, na condição de expressão endógena da NSP4, a própria PLC promove elevações dos 

níveis de Ca  intracelular independente da estimulação 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 ação da enterotoxina NSP4. (i) Infecç
mostrando a entrada, desnudamento, formação do viroplasma (Vi) e lib

ão do enterócito por rotavírus, 
eração do vírus e das proteínas 

virais.
estimu i
secundariamente infectada após liberação do vírus da célula inicial. A NSP4, produzida pela infecção, 

 e

uma célula da cripta. Esta pode ser ativada diretamente pela NSP4, ou esta proteína pode estimular o 

(Adaptado de Ramig 2004). 

Efeitos toxigênicos da NSP4 semelhantes ao modelo descrito por Ball et al. 

(1996), associados ao aumento e mobilização de Ca  intracelular, foram também 

potencializados por um fragmento de NSP4 (aa 112-175) adicionado por via exógena 

em células intestinais (Zhang et al. 2000) e por um peptídeo correspondente aos 

resíduos de aminoácidos 48 a 91 de NSP4 expresso endogenamente em culturas 

infectadas por E. coli recombinante. O peptídeo sintético de aminoácidos 48-91 foi 

ainda capaz de promover a desestabilização da membrana do RE com conseqüente lise 

do mesmo (Browne et al. 2000). Comprovando ainda o efeito toxigênico da proteína 

NSP4, Newton et al. (1997) mostraram que uma região de hélice-α anfipática localizada 

entre os aminoácidos 55 e 72 provocou a perda da integridade da membrana em células 

de mamíferos, sendo sugerida como indutora da atividade citotóxica da NSP4.   

 Intracelularmente, a NSP4 (setas vermelhas) induz uma via secretória não clássica. A NSP4 
la a liberação de Ca++ do RE (azul), aumentando a concentração de [Ca++] . (ii) Uma célula 

rompe as firmes junções, permitindo fluidez de água e eletrólitos entre as células (seta verde). (iii) A 
NSP4 se liga a um receptor específico na célula e ativa a via de transdução de sinal. Por meio da PLC  
IP3, íons Ca  são liberados, aumentando [Ca ]++ ++

i. A expressão intracelular da NSP4 não estimula a PLC. 
O aumento de [Ca ]++

i intracelular rompe o citoesqueleto microvilar. (iv) A célula marrom representa 

sistema nervoso entérico (SNE), que ativa o sinal para aumentar [Ca ]++
i que induzirá a secreção de Cl  

 

++

-
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Parr et al. (2006) demonstraram que durante a infecção viral, peptídeos de NSP4 

(aa 114-135) associam-se à proteína caveolina-1 de pinossomos, que são vesículas ricas 

em lipídeos, curvas, aniônicas, 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 superfície celular. Esses autores ainda sugeriram que se a NSP4 for adicionada por 

via exógena poderia possivelmente estimular moléculas sinalizadoras de pinossomos a 

liberarem Ca++ dentro das células.    

Embora a NSP4 venha sendo também considerada determinante de virulência na 

in

al

as

al

im

das virulentas por apresentarem

Chang et al. (1999) observaram pequenas diferenças entre os aminoácidos de NSP4 de 

variantes virulentas e atenuadas de rotavírus Wa (aa 13, 16 e 34) e rotavírus M (aa 53 e 

104), e admitiram que, possivelmente, estas poderiam influenciar na patogênese dessa 

proteína. Pager et al. (2000), por sua vez, relataram que seqüências da NSP4 de 

resíduos de aminoácidos 82, 114, 138 e 169, quando comparadas com amostras de 

crianças sintomáticas. No entanto, outros autores não observaram diferenças nas 

seqüências dos aminoácidos, quando compararam amostras de crianças sintomáticas e 

assintomáticas (Horie et al. 1997, Kirkwood & Palombo 1997, Ward et al. 1997, Lee et 

al. 2000, Cunliffe et al. 2002, Mascarenhas et al. 2006, 2007b).  

fecção por rotavírus, relatos contraditórios têm sido descritos no que diz respeito às 

terações nas seqüências dessa proteína relacionadas às infecções sintomáticas e 

sintomáticas (Zhang et al. 1998, Lee et al. 2000, Mascarenhas et al. 2006). Zhang et 

. (1998) descreveram que alterações entre os aminoácidos 131 e 140 da NSP4 são 

portantes na virulência de rotavírus, considerando que amostras avirulentas diferiam 

 mutações nos resíduos de aminoácidos 135, 136 e 138. 

rotavírus do grupo A obtidas de crianças assintomáticas apresentavam divergências nos 
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Vários estudos têm sido conduzidos no sentido de avaliação do potencial 

imunogênico da NSP4, uma vez que imunoglobinas da classe IgA e IgG NSP4- 

específicas foram detectadas em amostras de crianças e de animais infectados por 

rotavírus (Iosef et al. 2002, Ray et al. 2003, Yuan et al. 2004b, Vizzi et al. 2005). Vizzi 

et al. (2005) constataram ainda que algumas crianças assintomáticas apresentavam 

anticorpos séricos contra NSP4, além de soroconversão, o que sugeriu que a presença 

desses anticorpos poderia estar relacionada com a redução da atividade de NSP4 na 

indução da diarréia em pacientes infectados, e que a exposição prévia ao vírus não 

interferiria na taxa de soroconversão. 

Pela análise de seqüências de nucleotídeos do produto amplificado referente ao 

segmento 10 do RNAfd, codificante da proteína NSP4, foram identificados cinco 

diferentes genótipos (A-E) entre os rotavírus do grupo A de origens humana e animal 

(Ciarlet et al. 2000, Mori et al. 2002, Lin & Tian 2003). Os genótipos de NSP4 foram 

agrupados de acordo com as espécies de hospedeiros de rotavírus, sugerindo um padrão 

de evolução conservado para essas espécies (Ciarlet et al. 2000). As amostras de 

mamíferos foram caracterizadas como genótipos A, B, C ou D, e as de origem aviária 

como genótipo E (Quadro 2) (Kirkwood & Palombo 1997, Ciarlet et al. 2000, Mori et 

al. 2002, Lin & Tian 2003). Em humanos, foram identificados os genótipos A, B ou C, 

sendo A e B os mais prevalentes (Iturriza-Gómara et al. 2003). 

Quadro 2. Genótipos de rotavírus do grupo A com base na proteína  NSP4. 
Protótipo 
de origem  

Genótipo Hospedeiros Referências 

KUN A Humano, bovino, eqüino, 
símio e lapino 

Kirkwood & Palombo (1997), 
Ciarlet et al. (2000) 

Wa B Humano, eqüino, suíno  Kirkwood & Palombo (1997), 
Ciarlet et al. (2000) 

AU-1 C Humano, símio, canino, 
felino, ovino 

Kirkwood & Palombo (1997), 
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 genótipos A e B de NSP4 em 

linhagens genéticas. Três linhagens genéticas foram identificadas a partir do genótipo A 

(A-I, A-II e A-III), e duas a partir do genótipo B (B-I e B-II). Na linhagem A-I foram 

identificadas apenas seqüências derivadas de rotavírus humanos, enquanto que nas 

linhagens A-II e A-III foram identificadas seqüências de rotavírus animais (bovinos, 

eqüinos e lapinos). A exceção foi uma única amostra humana isolada na Austrália 

agrupada na linhagem A-II.  A linhagem B-I apresentava somente seqüências derivadas 

de amostras humanas, e a linhagem B-II compreendia seqüências de amostras de origem 

animal (eqüinos e suínos) (Iturriza-Gómara et al. 2003).   

os no diagnóstico das 

 2001, Estes 

& Kapikian 2007), estão incluídos:  

1. Isolamento viral  células prefe 04 (células 

de rim de macaco 

humano

Variações entre os genótipos A e B foram observadas principalmente nos 

resíduos de aminoácidos localizadas no domínio variável inter-espécies (aa 131-141) 

(Horie et al. 1997) e na região de ligação com a proteína VP6 (aa 156-175) (O’Brien et 

al. 2000). O domínio variável inter-espécie possui uma maior diversidade entre os 

genótipos A e B nos resíduos 131, 133 e 136-141, enquanto que na região de ligação 

com o capsídeo duplo cinco substituições de aminoácidos foram identificadas nos 

resíduos 157, 161, 167, 169 e 174 (Iturriza-Gómara et al. 2003, Araújo et al. 2007b). 

 

1.3.4. Diagnóstico laboratorial 

Dentre os vários procedimentos laboratoriais, utilizad

infecções causadas por rotavírus do grupo A (Arens 1999, Ciarlet & Estes

em culturas de rencialmente MA-1

Rhesus) e CaCo-2 (células de carcionoma de cólon 

); 
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2. Visualização da partícula viral através da microscopia eletrônica direta em 

amostras de fezes coletadas na fase aguda da doença; 

3. Detecção de antígenos virais por métodos sorológicos, como o ensaio 

imunoenzimático, teste de aglutinação passiva e imunofluorescência; 

4. Pesquisa de anticorpos neutralizantes por testes de neutralização e 

imunomicroscopia eletrônica de fase sólida utilizando AcsM sorotipo-

específicos de VP7 e VP4; 

5. Detecção do ácido nucléico viral por EGPA, que possibilita a identificação 

de diferentes perfis genômicos; 

6. Detecção do ácido nucléico viral por métodos moleculares. 

A partir da década de 1990, foram desenvolvidos diferentes métodos 

moleculares, visando identificar os segmentos genômicos que codificam as diferentes 

proteínas de rotavírus do grupo A (Estes & Kapikian 2007). Para a detecção do genoma 

viral tem sido utilizada principalmente a reação em cadeia pela polimerase, precedida de 

transcrição reversa (RT-PCR), e hibridização a partir de sondas moleculares. A RT-PCR 

exibe alta sensibilidade e especificidade, fundamentando-se normalmente na 

amplificação enzimática dos genes 9 e 4, que codificam as proteínas VP7 e VP4 

G e P, respectivamente, utilizando-se iniciadores 

consen

s iniciadores e protocolos específicos (Lee et al. 

2000, I

Um

permite quantificar a carga viral durante uma infecção (Kang et al. 2004, Logan et al. 

2006). Adicionalmente, uma alternativa recente de hibridização é a de microrarranjo 

responsáveis pelos genótipos 

suais específicos (Gouvea et al. 1990, Gentsch et al. 1992, Das et al. 1994). Para 

a amplificação dos genes 6 e 10 codificantes das proteínas VP6 e NSP4, 

respectivamente, são também usado

turriza-Gómara et al. 2002a).  

a variação da técnica RT-PCR é a PCR em tempo real, que é mais sensível e 
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que vis

sensibilida NA (Chizhikov et al. 

2002, H

Par o para 

definiç

usado o s

produto da m desse produto. Esse método permite também 

discrim

genéticas do vírus (Arens 1999, Mascarenhas et al. 2006, Araújo et al. 2007a, b).  

polimorfismo de 

fragme

entos codificantes para as proteínas VP7 e VP4, 

respect

a tanto detecção quanto genotipagem de rotavírus. Esse método combina a alta 

de da PCR com a seletividade da hibridização DNA-D

onma et al. 2007). 

a a confirmação dos genótipos determinados por RT-PCR, ou mesm

ão daqueles que não puderam ser identificados por outras metodologias, tem sido 

eqüenciamento genômico, o qual pode ser feito diretamente utilizando o 

 RT-PCR ou após clonage

inar a origem da amostra, além de permitir a identificação de novas variantes 

Outro procedimento presentemente utilizado é a análise do 

ntos de DNA obtidos a partir da clivagem com enzimas de restrição (RFLP) pós-

RT-PCR, que possui aplicabilidade principalmente voltada à investigação 

epidemiológica. Pela RFLP podem ser identificadas mutações em amostras virais que 

resultam em diferentes padrões de migração de fragmentos do DNA quando esses são 

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

 

1.3.5. Epidemiologia molecular  

Estudos envolvendo a caracterização de genogrupos de VP6 e genótipos de 

NSP4 de rotavírus do grupo A que infectam humanos não são muito freqüentes. 

Normalmente, se estabelece a caracterização molecular das variantes de rotavírus 

circulantes em todo o mundo com base na correlação entre os eletroferotipos e 

genótipos G e P resultantes dos segm

ivamente (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 genótipos G e 27 genótipos P 

(Estes & Kapikian 2007, Gulati et al. 2007, Martella et al. 2007). Pelo menos 10 

genótipos G e 11 genótipos P já foram descritos de amostras humanas, sendo que 

importâ

, Kerin et al. 

007). 

1.3.5.1

amostras de SG II, SG I+II e SG não-I e 

não-II (Iturriza-Gómara et al. 2002a). Em estudo realizado recentemente na China foi 

ncia epidemiológica foi verificada para cinco genótipos G (G1-G4 e G9) e três 

genótipos P (P[4], P[6] e P[8]). As combinações G e P mais comumente observadas são 

G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[6] e G9P[8]. Entretanto, outros genótipos como 

G5, G8, G11 e G12, e mesmo novas combinações de G e P têm sido identificadas na 

América Latina e em outras regiões do mundo (Gentsch et al. 2005, Santos & Hoshino 

2005, Munford et al. 2007).  

Geralmente é observada uma associação entre os eletroferotipos, SGs de VP6 e 

genótipos G e P de rotavírus do grupo A (Estes & Kapikian 2007). A combinação de 

eletroferotipo longo e SG I são típicas de rotavírus animal, enquanto que o 

eletroferotipo longo associado ao SG II (G1P[8], G3P[8], G4P[8], G9P[8]), e o 

eletroferotipo curto associado ao SG I (G2P[4] e G9P[6]) é comumente encontrado em 

rotavírus humanos (Iturriza-Gómara et al. 2002a, Estes & Kapikian 2007

2

 

. Genogrupos de VP6 

Como referido, a diversidade dos genes que codificam a proteína VP6 está 

restrita a dois genogrupos (I e II) (Iturriza-Gómara et al. 2002a), sendo que o genogrupo 

II destaca-se como o mais prevalente (Iturriza-Gómara et al. 2003, Araújo 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 
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identifi

írus coletadas de crianças de 1995 a 2002 no Reino Unido e na Índia, que 

mostras G1P[4], G3P[8], G4P[8] e G9P[8] foram identificadas tanto como genogrupo I 

as G2P[4], G4P[4] e G9P[6] foram caracterizadas como 

genogr

mostras usuais G1P[8], G3P[8], G4P[8] e G9P[8] 

de rota

cada uma amostra não usual (R479), que formou um terceiro genogrupo de VP6, 

juntamente com amostras de rotavírus de suínos, eqüino (H-1) e humano não usual 

(RMC321), sugerindo um provável novo genogrupo para VP6 (Wang et al. 2007). 

Como para os subgrupos de VP6, também tem sido evidenciada uma correlação 

entre os genogrupos de VP6 de rotavírus de humanos com algumas combinações de 

genótipos G e P. O genogrupo I está mais associado às amostras usual G2P[4] e não 

usual G9P[6], enquanto o genogrupo II apresenta-se normalmente associado às amostras 

usuais G1P[8], G3P[8], G4P[8] ou G9P[8] (Iturriza-Gómara et al. 2002a, Kerin et al. 

2007). 

Na Itália, em amostras de crianças com rotavirose coletadas entre 1987 e 1990, 

foi observada a caracterização de amostras G2P[4] como pertencente ao genogrupo I 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 rotav

a

ou II. Adicionalmente, amostr

upo I e amostras G1P[8], G1P[9] e G8P[8] como genogrupo II (Iturriza-Gómara 

et al. 2002a, b, 2003). 

No período de 1996 a 2002, nos Estados Unidos da América (EUA), o 

seqüenciamento do gene de VP6 das a

vírus 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 Tailândia, a maioria das amostras G9 de crianças hospitalizadas com 

rotavirose entre 2000 e 2001 estava associada ao genogrupo II, exceto uma amostra que 

foi associada ao genogrupo I e outra que não foi associada a nenhum dos dois 

genogr

írus humanos, caracterizadas como genogrupo I (Khamrin et al. 2007). 

m identificadas amostras G2P[4] obtidas de humanos, entre 2000 

e 2006

i ainda evidenciado que uma amostra mista G1+G4 de neonato 

com ro

 dentre os 

rotavírus que infectam humanos são os genótipos A e B (Ciarlet et al. 2000, Mori et al. 

upos identificados (Khamrin et al. 2006a). Ainda naquele país, uma amostra não 

usual G3P[3] isolada de uma criança de dois anos infectada durante esse mesmo período 

apresentou maior identidade com uma amostra de rotavírus símio de SG I, sendo 

caracterizada como genotipo I (Khamrin et al. 2006b). Em 2004, foram ainda 

identificadas na Tailândia duas amostras não usuais G3P[9] (CMH120/04 e CMH134) 

de rotav

A caracterização do gene VP6 em amostras de crianças com rotavirose em 

Teerã, Irã, em 2003 e 2004, identificou amostras G1P[8] como genogrupos I e II, 

G1P[10] e G2P[4] como genogrupo I, e G1P[4], G4P[8], G9P[8] e G12P[8] como 

genogrupo II (Farahtaj et al. 2007). 

Na China, fora

, associadas ao genogrupo I, e amostras G1P[8], G3P[8] e G9P[8] ao genogrupo 

II (Wang et al. 2007).  

No Brasil, foi observado que amostras G1P[8], G5P[8] e G9P[8] coletadas entre 

1986 e 2004 de crianças hospitalizadas no Rio de Janeiro associaram-se ao genogrupo 

II, enquanto que as amostras G2P[4] associaram-se ao genogrupo I (Araújo et al. 

2007b). Em Belém, fo

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

 

1.3.5.2. Genótipos de NSP4 

Embora existam cinco genótipos de NSP4 (A-E), os mais prevalentes
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2002, I

grupo II (Iturriza-Gómara et al. 2003, Araújo et al. 

2007b)

, G3P[8], G4P[8] e G9P[8] ao genótipo B (Iturriza-Gómara et al. 

2003, A

ociadas 

o genótipo A, e G1P[4]+P[8] e G1P[6]+P[8] ao genótipo B. 

nalisando amostras G4 de rotavírus isoladas de crianças 

com di

turriza-Gómara et al. 2003). Raramente são evidenciadas amostras de humanos 

caracterizadas como genótipo C, como o rotavírus AU-1, que possui maior identidade 

com amostras de rotavírus de felinos e caninos (Iturriza-Gómara et al. 2003), ou que não 

se associa com nenhum dos genótipos descritos até o momento (Cho et al. 2006). 

Dentre os genótipos A e B de NSP4, tem sido observada uma maior prevalência 

do genótipo B em todo o mundo (Kirkwood et al. 1999, Lee et al. 2000, Iturriza-

Gómara et al. 2003, Cho et al. 2006). No Brasil, o genótipo B é prevalente na Região 

Sudeste (Araújo et al. 2007b), enquanto o genótipo A predomina na Região Norte 

(Mascarenhas et al. 2006, 2007b).  

Associação de 100% entre os genótipos A e B de NSP4 e genogrupos I e II de 

VP6 tem sido geralmente observada em diferentes amostras de rotavírus humanos, 

inclusive nas procedentes do Brasil, estando o genótipo A normalmente associado ao 

genogrupo I, e o genótipo B ao geno

. Apesar de não existir uma associação bem estabelecida entre os genótipos de 

NSP4 e de G e P, geralmente as amostras G2P[4] e G9P[6] estão associadas ao genótipo 

A e as amostras G1P[8]

raújo et al. 2007b, Wang et al. 2007).  

Em um estudo realizado na Itália por Medici et al. (2007), analisando amostras 

de crianças com rotavirose coletadas entre 1987 e 1990, foi identificada a associação de 

amostras G2P[4] com o genótipo A de NSP4 e de G1P[8] com o genótipo B. 

Adicionalmente, foi evidenciado que amostras G1+G2P[4] também estavam ass

a

Kudo et al. (2001), a

arréia entre 1988 e 1990 no Japão e entre 1993 e 1994 no Quênia, constataram 

que essas amostras foram caracterizadas como genótipo 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 rotavírus isoladas em 1996 e 1997. Foi observado que as amostras G2P[4] 

e G9P[6] foram identificadas como genótipo A de NSP4, e as amostras G1P[8] e 

G9P[8] como genótipo B (Kirkwood et al. 1999). 

Na Tailândia, em 22 amostras G1P[6] de crianças com rotavirose coletadas de 

1993 a 1995 e em 22 amostras, reunindo as combinações usuais G1P[8], G2P[4], 

G3P[8] e G4P[8], coletadas entre 1981 e 1997, a maioria foi caracterizada como 

genótipo B, exceto as amostras G2P[4] que foram identificadas como genótipo A (Lee 

et al. 2000). Nesse mesmo país, em 2000 e 2001, a maioria das amostras G9 de crianças 

hospita

a, foi evidenciado para as amostras de 

rotavíru

07). 

lizadas com rotavirose, onde o gene de NSP4 foi investigado, estava associada 

ao genótipo B, exceto uma amostra que se associou aos genótipos B e C (Khamrin et al. 

2006a). Além disso, foi também observado que uma amostra não usual G3P[3] isolada 

de uma criança de dois anos infectada nesse mesmo período apresentou maior 

identidade com uma amostra de rotavírus isolado de caprino, sendo caracterizada como 

genótipo C (Khamrin et al. 2006b). Em 2004, o genótipo C foi ainda identificado em 

duas amostras não usuais, G3P[9] (Khamrin et al. 2007). 

Em um estudo conduzido na Inglaterr

s de diferentes combinações de G e P, coletadas de crianças de 1995 a 2002 no 

Reino Unido e na Índia, que amostras G1P[4], G4P[8], G3P[8] e G9P[8] foram 

caracterizadas tanto como genótipo A ou B de NSP4. Além disso, observou-se que as 

amostras G2P[4], G4P[4] e G9P[6] estavam associadas ao genótipo A, e as amostras 

G1P[8] ao genótipo B (Iturriza-Gómara et al. 2003). 

Na Argentina, amostras G9P[6] de crianças com rotavirose coletadas entre 1996 

e 1999 foram identificadas como genótipo A, enquanto que amostras G9P[8] coletadas 

de 2002 a 2004 foram caracterizadas como genótipo B (Stupka et al. 20
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Entre 2000 e 2006, amostras G2P[4] obtidas de humanos associadas ao genótipo 

A, e amostras G1P[8], G3P[8] e G9P[8] associadas ao genótipo B foram identificadas 

na China (Wang et al. 2007).  

No Brasil, no estudo conduzido por Araújo et al. (2007b) no Rio de Janeiro em 

amostr

atural ou vacinal por rotavírus 

é comp

empreendidas no desenvolvimento 

de uma

, Gentsch et 

as de crianças hospitalizadas com rotavirose obtidas entre 1986 e 2004 também 

foram identificados os genótipos A e B. As amostras G1P[8], G5P[8] e G9P[8] estavam 

associadas ao genótipo B, e as amostras G2P[4] ao genótipo A. Na cidade de Belém, foi 

observado que as amostras G2P[6] e G9P[6] de neonatos e crianças com rotavirose 

associaram-se ao genótipo A, e amostras G4P[6] ao genótipo B (Mascarenhas et al. 

2006, 2007b). Além disso, estes autores evidenciaram que as amostras do genótipo B 

formaram dois grupos distintos, um mais relacionado com amostra protótipo humana e 

outro mais relacionado com amostra protótipo suína, sugerindo uma provável 

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

 

1.3.6. Antígenos de VP6 e NSP4 em relação à vacina de rotavírus do grupo A  

 O papel do sistema imune em relação à infecção n

lexo e controverso. O ponto de partida para que se compreenda a imunidade 

entre os rotavírus é a demonstração de que tanto a infecção pelo vírus selvagem quanto 

aquela ocorrida pelo vírus vacinal induz uma resposta imune e protege contra as formas 

mais graves da doença em infecções sucessivas (Hoshino & Kapikian 2000, Linhares & 

Breese 2000, Costa et al. 2005, Mascarenhas & Linhares 2005, Linhares & Villa 2006).  

Nesse sentido, múltiplas estratégias têm sido 

 vacina segura e eficaz anti-rotavírus do grupo A, de forma a oferecer uma ampla 

cobertura antigênica principalmente em relação aos tipos importantes de G e/ou P que 

circulam globalmente (Hoshino & Kapikian 2000, Linhares & Breese 2000
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al. 200

kian 2000, Linhares & Breese 2000, Costa et al. 2005). 

ar 

importante papel na proteção contra os rotavírus. Essa imunoglobulina é anticorpo não-

 das 

antigên

5, Mascarenhas 2006). Os anticorpos séricos específicos para as proteínas VP4 e 

VP7, se presentes em níveis críticos, possuem efeito protetor contra a doença causada 

por rotavírus (Hoshino & Kapi

A vacina monovalente contra rotavírus humano G1P[8] (RIX4414), licenciada 

no Brasil em março de 2006, mostrou diminuição na incidência de gastroenterite grave 

associada a rotavírus já após a primeira dose, e quando administrada as duas doses foi 

altamente eficaz contra a doença grave e hospitalização, além de oferecer proteção à 

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 prevenção de episódios de gastroenterite causados por rotavírus 

(Costa et al. 2005, Vizzi et al. 2005, Corthésy et al. 2006). 

A imunidade de mucosas, mediada pela IgA secretora, parece desempenh

neutralizante dirigido contra a proteína VP6, que bloqueia os rotavírus dentro

células epiteliais durante o processo de transcitose. Tem sido demonstrado que altos 

níveis de IgA secretora nas superfícies mucosas oferecem proteção completa contra a 

reinfecção sintomática (Feng et al. 2002, Corthésy et al. 2006).  

Considerando que AcsM da classe IgA direcionados contra a proteína VP6 são 

capazes de proteger camundongos da infecção por rotavírus (Feng et al. 2002, Corthésy 

et al. 2006), várias tentativas têm sido realizadas no sentido de determinar epitopos 

icos de VP6 que induzam imunidade protetora e que sejam importantes para o 

desenvolvimento de novas vacinas contra o vírus (Choi et al. 2000, 2003). Peptídeos 

sintéticos de VP6 (aa 289-302) têm 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 suínos e murinos com as 

proteínas virais recombinantes do capsídeo duplo (VP2 e VP6), expressas em 

baculovírus, denotam também resultados preliminares satisfatórios no tocante à resposta 

imune 

vírus, o que sugere que a 

respost

essa proteína após a infecção 

natural

osta à NSP4 parece ser 

heterot

e à eficácia (Bertolotti-Ciarlet et al. 2003, Shuttleworth et al. 2005). 

A NSP4 tem sido considerada uma proteína mais conservada que as proteínas 

alvos da vacina (VP7 e VP4) e que apresenta também características imunogênicas. 

Anticorpos adquiridos passivamente anti-NSP4 parecem reduzir tanto freqüência quanto 

gravidade da diarréia em ratos jovens infectados por rota

a imune a essa proteína possa também modular a doença diarréica em humanos 

(Ball et al. 1996). Entretanto, o exato papel da NSP4 na proteção contra a rotavirose em 

humanos não é completamente elucidado (Vizzi et al. 2005). Estudos realizados em 

humanos revelaram níveis variáveis da imunogenicidade d

 ou vacinação, provavelmente devido aos diferentes ensaios ou antígenos 

empregados (Ray et al. 2003, Yuan et al. 2004b). 

Borgan et al. (2003) observaram que um fragmento de NSP4 (aa 136-150) 

induziu a formação de AcsM contra diferentes genótipos dessa proteína, sugerindo que 

a região localizada entre os aminoácidos 136 a 150 da NSP4 seja altamente conservada 

entre os rotavírus de origem humana e animal. Além disso, a resp

ípica, significando que anticorpos anti-NSP4 reconhecem um ou mais dos 

genótipos identificados (Ray et al. 2003, Yuan et al. 2004b, Vizzi et al. 2005).  

Por outro lado, um estudo com proteínas recombinantes de NSP4 expressas em 

baculovírus representativas dos genótipos A, B, C e D identificados em cinco espécies 

de mamíferos (humano, bovino, suíno, símio e murino), que foram avaliadas como 

determinantes antigênicos em leitões e bois gnotobióticos, mostrou formação de 

anticorpos espécies-específicos e não genótipos-espécificos. Foi ainda evidenciado que 
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anticorpos espécies-específicos de natureza homotípica falharam na prevenção contra 

uma segunda infecção induzida em porcos por outro sorotipo de rotavírus suíno (Yuan 

et al. 2004a). Além disso, a NSP4 tem se mostrado significantemente menos 

imunogênica que a proteína VP6 quando as respostas são independentemente 

mensur

 

 

adas por ensaios imunoenzimáticos (Vizzi et al. 2005). 

Dessa forma, outras investigações em termos de imunidade preventiva precisam 

ainda ser realizadas. Técnicas moleculares que permitem a identificação de variantes 

genéticas de rotavírus do grupo A, codificantes dos genes de VP4 e VP7, como também 

de VP6 e NSP4, visando melhores parâmetros para avaliação da resposta vacinal e para 

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

Como exposto anteriormente, o impacto mundial da infecção por rotavírus 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).  

vírus mais 

unogênica (Iturriza-Gómara et al. 2002a, Corthésy et al. 2006, Wei et al. 2006), e da 

SP4, admitida como enterotoxina viral, a qual também é imunogênica (Ball et al. 

005, Vizzi et al. 2005, Deepa et al. 2007), torna também importante a caracterização da 

mostra circulante em termos de VP6 e NSP4.  

No Brasil, são extensas as informações acerca da epidemiologia molecular das 

fecções por rotavírus do grupo A em relação à diversidade dos genótipos G e P 

inhares 2000, Luz et al. 2005, Mascarenhas et al. 2006, Araújo et al. 2007a, 

ontenegro et al. 2007, Munford et al. 2007), inclusive na Região Centro-Oeste 

ardoso et al. 1989, 2001, 2003, Souza et al. 2003, Costa et al. 2004, Freitas 2006, 

ndreasi et al. 2007). Por outro lado, dados sobre a diversidade genômica dos genes 

odificantes para VP6 e NSP4, nesta Região, são inexistentes.  

Assim sendo, o presente estudo visou caracterizar os genes codificantes para 

mbas as proteínas, considerando que os resultados obtidos permitirão o conhecimento 

e variantes genéticas de VP6 e NSP4 circulantes na Região. Esse trabalho pretende 

ontribuir ainda para um melhor entendimento da infecção por rotavírus do grupo A, 

O conhecimento da circulação dos genótipos G e P de rotavírus do grupo A é 

crucial não só para o monitoramento da infecção por este vírus como também para o 

sucesso do processo vacinal. Adicionalmente, ao considerar também o papel da VP6, 

demonstrada em ensaios experimentais em animais como a proteína de rota

im
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fornecendo subsídios a pesquisas futuras relativas à profilaxia, além de permitir a 

continu

 

 

 

idade do estudo de vigilância e monitoramento das rotaviroses na população 

adulta e infantil da Região Centro-Oeste do Brasil, que vem sendo realizada pelo 

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

 

2.1. Objetivo geral 

 - Caracterização molecular dos genes codificantes das proteínas VP6 e NSP4 de 

rotavírus do grupo A identificados a partir de amostras fecais de crianças provenientes 

da Região Centro-Oeste do Brasil, no período de 1987 a 2003. 

 

2.2. Objetivos específicos 

- Detectar os genes codificantes das proteínas VP6 e NSP4 de amostras de 

tavírus humanos do grupo A pela técnica RT-PCR; 

- Identificar os genogrupos de VP6 e genótipos de NSP4 das amostras de 

tavírus humanos do grupo A; 

- Verificar associação entre os genogrupos de VP6 e genótipos de NSP4 com os 

enótipos G e P das amostras de rotavírus humanos do grupo A; 

- Observar possíveis associações entre os genogrupos de VP6 e genótipos de 

SP4 das amostras de rotavírus humanos do grupo A; 

- Analisar a variação temporal/geográfica dos genogrupos de VP6 e genótipos de 

SP4 das amostras de rotavírus humanos do grupo A; 

 - Identificar alterações nos resíduos de aminoácidos deduzidos a partir dos genes 

odificantes de VP6 e NSP4 das amostras de rotavírus humanos do grupo A. 

 

ro

 

ro

 

g

 

N

 

N

c

 

 

 

 

 



 36

3. ARTIGO I 

 

Tavares TM, Brito WMED, Fiaccadori FS, Freitas ERL, Parente JA, Costa PSS, 

o Cruz, 2008; 103: 288-

94. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

Giugliano LG, Andreasi MSA, Soares CMA, Cardoso DDP. Molecular characterization 

of NSP4 gene of human group A rotavirus samples from West Central region of Brazil. 

Manuscrito publicado na revista Memórias do Instituto Oswald

2

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 37

 
 
 
 
 



 38

 
 

 

 
 
 
 



 39

 
 
 
 
 
 



 40

 
 
 
 
 
 



 41

 

 
 
 
 
 



 42

 
 
 
 
 



 43

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 44

4. ARTIGO II 

 

Tavares TM, Brito WMED, Fiaccadori FS, Parente JA, Costa PSS, Giugliano LG, 

Andreasi MSA, Soares CMA, Cardoso DDP. Molecular characterization of VP6-

encoding gene of group A human rotavirus samples from Central West region of Brazil. 

Manuscrito submetido e aceito para publicação na revista Journal of Medical Virology. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 45

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF VP6-ENCODING GENE OF 

ROUP A HUMAN ROTAVIRUS SAMPLES FROM CENTRAL WEST 

 

iugliano4, Márcia Sueli Assis Andreasi5, Célia Maria Almeida Soares2, Divina das 

ôres de Paula Cardoso1*  

Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública (IPTSP), 

niversidade Federal de Goiás (UFG), Goiânia, Brazil. 

ituto de Ciências Biológicas (ICB), UFG, 

oiânia, Brazil. 

ento de Biologia Celular, Universidade de Brasília (UNB), Brasília, Brazil.  

ento de Patologia, Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS), 

ampo Grande, Brazil. 

a Cardoso, Laboratório de Virologia, 

stituto de Patologia Tropical e Saúde Pública, Universidade Federal de Goiás, Rua 

35, esquina com 1ª Avenida sem Nº, Setor Universitário, 74605-050, Goiânia, Goiás, 

rasil. Tel: + 55 62 32096122; Fax: + 55 62 35211839. E-mail: dcardoso@iptsp.ufg.br 

Grant sponsor: Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico, 

Brazil (CNPq).   

G

REGION OF BRAZIL. 

 

Talissa de Moraes Tavares1, Wilia Marta Elsner Diederichsen de Brito1, Fabíola Souza 

Fiaccadori1, Juliana Alves Parente2, Paulo Sérgio Sucasas da Costa3, Loreny Gimenes

G

D

 

1Laboratório de Virologia, 

U

2Laboratório de Biologia Molecular, Inst

G

3Faculdade de Medicina, UFG, Goiânia, Brazil. 

4Departam

5Departam

C

 

*Correspondence to: Divina das Dôres de Paul

In

2

B

 



 46

ABSTRACT 

 

Group A rotaviruses are the main cause of acute gastroenteritis in children worldwide. 

he intermediate capsid protein VP6 encoded by segment 6 of the dsRNA genome is 

rus samples of different G and P genotypes recovered from 

hildren in three cities of Central West region of Brazil was amplified by reverse 

zed: VP6 genogroups I and II. 

SP4 genotype A, whereas samples identified as VP6 genogroup II 

 the first study in Central West region 

f 

ance of VP6 for the control and prevention of rotavirus 

astroenteritis.  

T

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 rotavi

c

transcriptase-polymerase chain reaction followed by sequencing and phylogenetic 

analysis. Two distinct genetic groups could be recogni

Sequences analysis also revealed that all samples identified as VP6 genogroup I were 

associated with N

were associated with NSP4 genotype B. This is

regarding genetic variability of the VP6 gene. Further molecular surveillance o

rotavirus strains is needed to understand better the occurrence of VP6 gene diversity in 

Brazil and the signific

g

 

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 

ferent parts of the world (Estes & Kapikian, 2007; Martella et al., 2007; 

unford et al., 2007; Matthijnssens et al., 2008), however, there is little information on 

03; Araújo 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 

y the gene segment 6. This protein forms the intermediate capsid of rotaviruses and 

teracts with the inner capsid protein VP2 and with the two outer capsid proteins, VP7 

nd VP4. VP6 allows antigenic classification of rotavirus into groups (A-G) and 

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 dif

M

the genetic variability of the gene that encodes the VP6 protein (Iturriza-Gómara et al., 

2002; 20

b

in

a
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subgroups (SG). Within group A rotaviruses, SG I, SG II, SG I + II and SG non-I, non-

II have

-bp region of the VP6 gene, which encompassed the 

region 

). Two genetic lineages have been distinguished within genogroup I, consisting 

of stra

 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-Gómara 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-Gómara et al., 2002; 2003). 

Molecular analyses of a 379

defined previously as encoding the SG-specific epitopes, have allowed molecular 

subgrouping of rotaviruses according to diversity within the VP6 gene (Iturriza-Gómara 

et al., 2002; 2003; Araújo et al., 2007), and revealed the existence of two distinct 

genogroups (I and II) (Iturriza-Gómara et al., 2002; 2003; Araújo et al., 2007; Kerin et 

al., 2007

ins 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-Gómara 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: Goiânia, 

Campo

ília were faeces (eight samples) or rectal swab (39 

sample

 approved by the 

Ethics 

NA extraction. The viral dsRNA 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). 

 Grande and Brasília. Two hundred and two of the samples were collected in 

Goiânia from 1987 to 2001, 81 in Campo Grande from 2000 to 2003 and 47 in Brasília 

from 2001 to 2002. All samples collected from Goiânia and Campo Grande were faeces, 

whereas samples collected from Bras

s). 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

Committee on Research of Universidade Federal de Goiás (UFG), Brazil 

(Protocol no.004/ 2000). 

 

R
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Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) amplification. 

The RT

uencer (GE Healthcare, Sunnyvale, 

USA), 

e products were purified further by ethanol precipitation and 

resuspe

l et al. 1990) in the National Center for Biotechnology 

Inform ion Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). The VP6 sequences were aligned 

to VP6

n et al., 1997). VP6 

genogroups were determined by phylogenetic analysis using the neighbor-joining 

algorithm method (Saitou & Nei 1987). 

 and amplification reaction (PCR) followed the protocol described by Iturriza-

Gómara et al. (2002). The purified viral dsRNA was denatured at 97oC for 5 min and 

then used as template for the RT-PCR. The RT of dsRNA was carried out with 

SuperScriptTM II (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and PCR amplification was 

performed using Taq 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-Gómara et al. (2002). 

 

Sequencing reaction. The PCR products were purified using the QIAquick® 

PCR purification kit (Qiagen, São Paulo, Brazil). The PCR purified products were 

sequenced by a MegaBACE 1000 automatic seq

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. Th

nded in formamide. 

 

Sequence analysis. The sequence data obtained were analyzed by using the 

Blastn program (Altschu

at

 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 (Thompso



 51

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 (χ2) test for proportion comparison. Statistical 

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

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 Goiâ

equences 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 

determ ed as genogroup I with degrees of identity ranging from 85% to 98% with 

genogroup I reference sequences (US1205 and 1076). 

enogroup I samples were identified only in children from Goiânia, whereas 

genogroup II samples were identified in samples from all three cities. Of 54 samples 

analyzed in Goiânia in the 1990s both genogroups I and II were detected, with the 

predom ance 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, 

ll rotavirus samples representing the G1P[6], G1P[8], G2P[8], G4P[6], G4P[8] and 

9P[8] genotypes were identified as VP6 genogroup II, whereas the G2P[4], G3P[4] 

nd G9P[6] rotavirus samples were identified as VP6 genogroup I. It was observed that 

e G1P[8] samples were more closely related to the E210 strain (91-99%) or to the 

MC100 strain (92-97%). The G2P[8], G4P[8] and G9P[8] samples were more 

ssociated with RMC100 strain (95-98%), whereas G1P[6] samples and one G9P[8] 

mple were more associated with the E210 strain (96-99%). The only G4P[6] sample 

LTS 

The VP6 gene was detected in 280 (84.8%) of 330 group A rotavirus samples. 

Considering the cities where the samples 

nia, Campo Grande and Brasília, respectively (χ 2= 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 s

in

G

in

a

G

a

th

R

a

sa
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showed 91% nucleotide identity with the Wa, E210 and RMC100 strains. In contrast, 

the G9

so observed 

among 

 I and II at residues 248 (Tyr → 

Phe), 3

P[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 al

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

05 (Ala → Asn), 310 (Asn →  Gln) 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 Brasília, compared to the two 

other c

s samples analyzed. These results are similar to those 

describ

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 (Araújo et al., 2007) as well as in other 

countries (Iturriza-Gómara et al., 2003; Farahtaj et al., 2007; Kerin et al., 2007; Wang et 

al., 2007).  

 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-Gómara et al., 2002). In general, it has been 

observed that the G1P[8], G3P[8], G4P[8] and G9P[8] common human rotavirus strains 

irculating globally appear to be associated more frequently with SG II, whereas the 

ities. 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 rotaviru

ed by other investigations in Brazil (Araújo et al., 2007) and in other countries 

(Iturriza-Gómara et al., 2002; 2003). None of the samples clustered with samples of 

animal origin as well as reported by Araújo et al. (2007) in other Brazilian study. 

Both genogroups samples, I and II, were identified in children from Goiânia, 

A

c
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G2P[4] and G9P[6] strains are associated most commonly with SG I (Iturriza-Gómara 

et al., 2

le identified as genogroup I were 

also ob

 more 

associa

 the course of virus maturation (Estes & Kapikian, 2007) and may suggest 

coevol

002; Kerin et al., 2007; Wang et al., 2007). In the present study, G1P[8], G4P[8] 

and G9P[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 I. In 

addition, G1P[6], G2P[8] and G4P[6] uncommon rotavirus samples identified as 

genogroup II and G3P[4] uncommon rotavirus samp

served. 

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

ted 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

ution of the genes encoding these two proteins (Iturriza-Gómara 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-Gómara et al., 2002) suggests that 

either of these two proteins or both may be important host restriction determinants 

(Iturriza-Gómara 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 II with NSP4 genotype B, as 

also described by Iturriza-Gómara et al. (2003) and Araújo 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 reg

ment with other investigations (Tang et 

al., 199

ion recognized by SG-specific MAbs (aa 246 to 315) (Tang et al., 1997; Iturriza-

Gómara 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 Ala172, Ala305 and 

Arg296-Asn299, while in the SGII epitope were described Phe248, Asn305, Ala306, 

Gln310 and Gln315 (Tang et al., 1997; Iturriza-Gómara 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, Gln and Gln residues at positions 248, 305, 306, 310 and 315, 

respectively, the current results are also in agree

7; Iturriza-Gómara 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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TABLES AND FIGURES 

 

Table I. Percentage nucleotide sequences identity between the VP6 genogroups of group A 

G and P genotypes 

(VP6 genogroup) 

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 

 

G and P 

 

samples genotypes* 

 

VP6 

genogroups 

US1205 

G9P[6]  

1076 

G2P[6] 

Wa 

G1P[8]  

E210 

G2P[4]  

RMC100 

 G9  

(I) (I) (II) (II) (II) 

32 G1P[8] II 78-81% 78-82% 90-92% 91-99% 87-89% 

11 G1P[8] II 77-81% 77-79% 86-90% 88-90% 92-97% 

88% 89% 97% 

5 G1P[6] II 79-80% 79-82% 90-92% 96-99% 86-88% 

1 G2P[4] I 85% 85% 79% 79% 78% 

1 G3P[4] I 86% 85% 78% 80% 78% 

1 G9P[6] I 98% 87% 78% 80% 76% 

3 G4P[8] II 78% 78% 88-89% 88-89% 95-97% 

1 G9P[8] II 81% 82% 92% 99% 88% 

2 G9P[8] II 78% 78-79% 88-89% 89% 97-98% 

2 G2P[8] II 78% 78% 

1 G4P[6] II 80% 79% 91% 91% 91% 

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

The highest identity is given in bold. 
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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. CONCLUSÕES 

 - Os genes codificantes de VP6 e NSP4 foram detectados nos espécimes fecais 

de rotavírus humanos do grupo A, havendo maior percentual de detecção para ambos os 

genes nas amostras provenientes de Goiânia e Campo Grande em relação às de Brasília. 

 - As amostras de rotavírus humanos do grupo A circulantes na Região Centro-

Oeste foram caracterizadas como genogrupos I e II de VP6 e genótipos A e B de NSP4.  

 - Foram observadas associações usuais e não usuais entre os genótipos G e P e 

os genogrupos de VP6 e genótipos de NSP4 identificados.  

- Associações entre os genogrupos de VP6 e genótipos de NSP4 foram também 

identificadas, estando sempre genogrupo I associado ao genótipo A e genogrupo II ao 

- Houve maior circulação de amostras de genogrupo II de VP6 e genótipo B de 

NSP4 nas três cidades analisadas e durante todo o período do estudo. 

- Foram evidenciadas substituições conservadas em resíduos de aminoácidos 

deduzidos a partir dos genes de VP6 e NSP4, distinguindo ambos os genogrupos de 

VP6 como os genótipos de NSP4 identificados. 

 

genótipo B. 
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