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RESUMO

Diversidade genética e potencial zoonotico de rotavirus da espécie A na regido Sul
do planalto Andino, Peru

Rojas Montes, Miguel Angel. Diversidade genética e potencial zoonotico de rotavirus
da espécie A na regido Sul do planalto Andino, Peru. Tese (Doutorado em Ciéncias —
Microbiologia), Instituto de Microbiologia Paulo de Gées, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Estirpes de rotavirus pertencentes a espécies A (RVA) infectam humanos e
diversas espécies animais. Os RVA apresentam uma grande diversidade genética e
potencial zoondtico. Neste estudo, analisamos amostras fecais de humanos e animal que
coabitam no mesmo ambiente no departamento de Cusco, no Peru, a fim de avaliar a
frequéncia, diversidade genética e epidemiologia molecular de estirpes RVA. Entre
2010 e 2014, 265 amostras fecais foram obtidas de alpacas (192), lhamas (40), ovinos
(9) e criancas (24) e testadas por RT-PCR. RVA foi detectado em 20,3% de alpacas,
47,5% de Ihamas, 100% das ovelhas e em 33,3% das amostras de criangas. A
constelacdo genética mais comum em alpacas foi G3-P[40]-I18-E3-H6, em lhamas foi
G1/G3-P[8]-11-E1-H1, em ovinos foi G1/G3/2G 0-P[1]/P[8]-11-E1-H1 e nos seres
humanos foi G3-P[40]-11/18-E3-H1. Um novo genotipo P[40] foi identificado de uma
alpaca peruana com diarreia e a sequéncia de genoma completo da estirpe (designado
RVA/Alpaca-tc/PER/SA44/2014/G3P[40]) foi determinada. Analises filogenéticas
mostraram que a estirpe possuia a constelacdo genética G3-P[40]-18-R3-C3-M3-A9-N3-
T3-E3-H6, que diferem consideravelmente daqueles de estirdes isoladas de outras
espécies da ordem Artiodactyla. O gendtipo recém descrito, P[40], foi identificado entre
todas as espécies estudadas, incluindo humanos. Um genétipo possivelmente novo P
também foi identificado em alpaca. A analise comparativa das sequéncias nucleotidica
de estirpes apresentando a mesma constelacdo genética, mostrou 100% de identidade
entre elas. Estes dados demonstram a grande diversidade genética de RVA obtidos de
alpaca, lhama, ovelhas e seres humanos de Cusco. A anélise filogenética das estirpes
sugere que estas possivelmente representam transmissao zoonotica entre as espécies

estudadas.

1. Rotavirus 2. Zoonose 3. Diarreia Viral 4. Gastroenterite 5. Genotipagem 6.
Epidemiologia
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Fevereiro de 2017
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ABSTRACT

Diversidade genética e potencial zoonotico de rotavirus da espécie A na regido Sul
do planalto Andino, Peru

Rojas Montes, Miguel Angel. Diversidade genética e potencial zoonotico de rotavirus
da espécie A na regido Sul do planalto Andino, Peru. Tese (Doutorado em Ciéncias —
Microbiologia), Instituto de Microbiologia Paulo de Gées, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Rotavirus strains belonging to species A (RVA) infect humans and a number of
animal species. RVA shows vast genetic diversity and zoonotic potential. In this study,
we analyzed fecal specimens obtained from humans and animal that cohabits in the
same environment in in the department of Cusco in the Peru in order to evaluate the
frequency, genetic diversity, and molecular epidemiology of RVA strains. Between
2010 and 2014, 265 fecal specimens were obtained from alpacas (192), llamas (40),
sheep (9) and shepherd children (24), and tested by RT-PCR. RVA was detected in
20,3% of alpacas, 47.5% of llamas, 100% of sheep and in 33.3% of children samples.
The most common genetic constellation in alpacas was G3-P[40]-18-E3-H6, in llamas
was G1/G3-P[8]-11-E1-H1, in sheep was G1/G3/2G0-P[1]/P[8]-11-E1-H1 and in
humans was G3-P[40]-11/18-E3-H1. A new genotype P[4] was identified from a
neonatal Peruvian alpaca presenting with diarrhea, and the full-length genome sequence
of the isolate (designated RVA/Alpaca-tc/PER/SA44/2014/G3P[40]) was determined.
Phylogenetic analyses showed that the isolate possessed the genotype constellation G3-
P[40]-18-R3-C3-M3-A9-N3-T3-E3-H6, which differs considerably from those of RVA
strains isolated from other species of the order Artiodactyla. The newly described
genotype, P[40], was identified among all studied species, including human. A possibly
new P genotype was also identified in alpaca. The comparative analysis of nucleotide
sequences of strains bearing the same genetic constellation, shown 100% identity
among them. These data demonstrate large genetic diversity of RVA obtained from
alpaca, llama, sheep and humans from Cusco. The phylogenetic analysis of strains
suggests that those strains are likely to represent zoonotic transmission among the

species studied.

1. Rotavirus 2. Zoonosis 3. Viral diarrhea 4. Gastroenteritis 5. Genotyping 6.
Epidemiology

Rio de Janeiro
February de 2017
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1. Introducéo

Os rotavirus (RV) pertencentes a espécie A (RVA) sdo agentes etioldgicos de diarreia
aguda em varias espécies hospedeiras tais como aves e mamiferos (Estes e Greenberg, 2013).
Estes virus apresentam uma grande variedade de estirpes as quais apresentam grande diversidade
e isoladas de seres humanos que compartilham caracteristicas genéticas e antigénicas com
estirpes de origem animal (Gentsch et al., 2005; Santos e Hoshino, 2005; Banyai et al., 2012).
Estes achados sugerem que a transmissao interespécies € um mecanismo de evolugdo importante
e contribui para a diversidade dos RVA (Ghosh e Kobayashi, 2011, 2014; Doro et al., 2015;
Phan et al., 2016). Levantamentos epidemioldgicos e estimativas de carga da doenca (é o
impacto de um problema de saude, medida pelo custo financeiro, mortalidade, morbidade ou
outros indicadores. Isso muitas vezes é quantificado em termos de anos de vida ajustados por
qualidade (QALY, do inglés quality-adjusted life years) ou anos de vida ajustados por
incapacidade (DALYsSs, do inglés disability-adjusted life years), ambos quantificam o nimero de
anos perdidos devido a doenca (YLDs, do inglés years lost due to disease) realizados entre
criancas em todo o mundo revelaram que 0s RVA sdo responsaveis por aproximadamente meio
milhdo de mortes anuais, principalmente em paises do sul e sudeste da Asia, Africa subsaariana e
América Latina (Parashar et al., 2003; Parashar et al, 2009; Tate et al., 2012).

Em animais, os RVA sdo considerados a principal causa de diarreia viral em suinos,
bovinos, caprinos, ovinos e equinos (Dhama et al., 2009). Além disso, sd&o comumente
associados a infeccBes entéricas sintomaticas ou assintomaticas em lagomorfos, caninos e felinos
(Estes e Grennberg, 2013). Estudos demostram que uma ampla variedade de animais exéticos
também ¢é suscetivel as infec¢des por RVA, como por exemplo: quirépteros (morcegos) (He et
al., 2013; Xia et al., 2014; Asano et al., 2016) bovideos (antilopes) (Matthijnssens et al., 2009b)
e camelideos (alpacas, guanacos, vicunhas e camelos) (Rivera, Madewell e Ameghino 1987,
Parrefio et al., 2001; Papp et al., 2012; Badarraco et al., 2013).

A necessidade de uma maior vigilancia epidemiologica das estirpes de RVA detectadas em
humanos deve-se principalmente a avaliagéo da eficiéncia das duas vacinas contra RVA que séo
usadas nos programas de imunizacdo para criangas recomendados pela Organiza¢do Mundial da
Salde (OMS). A RotaTeq", vacina pentavalente produto do reagrupamento humano-bovino de
cinco estirpes atenuadas de RVA (contendo os genotipos de origem humana G1, G2, G3, G4, e

P[8] e os genotipos de origem bovina G6 e P7[5]) (Heaton e Ciarlet, 2007) e a Rotarix™, vacina



monovalente atenuada que utiliza a estirpe de RVA de origem humana G1P[8] (Ward, McNeal e
Steele 2008). Ambas mostraram ser altamente eficientes em paises pobres da Asia, Africa e
América Latina (Heaton e Ciarlet, 2007; Vesikari et al., 2006; Ward, McNeal e Steele 2008).
Contudo, estudos recentes mostram que estas vacinas geram uma imunidade eficiente contra
estirpes homdlogas (estirpes comuns em uma espécie), mas com as estirpes heterologas (estirpes
incomuns em uma espécie) a resposta imunologica protetora é baixa (Desselberger, 2014). Este
pode ser um fator preocupante em paises em desenvolvimento, onde comumente ocorre a
circulacdo simultdnea de um grande numero de gendtipos, 0s quais ndo estdo presentes nas
referidas vacinas (Santos e Hoshino, 2005). O problema fica mais acentuado em paises que ndo
realizam a vigilancia epidemioldgica das estirpes que circulam comumente em seus territorios e,
sobretudo nas regides mais pobres onde, em alguns casos, 0s animais domésticos e selvagens
ficam em contato com os habitantes das comunidades rurais, que por sua vez ndo possuem
servigos béasicos fundamentais como agua e esgoto, favorecendo a ocorréncia de transmisséo
interespécies (Cook et al., 2004; Parashar et al., 2009; Tate et al., 2012; Phan et al., 2016).

Desta forma, a vigilancia epidemioldgica continua das estirpes de RVA de origem humana
e animal é fundamental para ajudar a compreender melhor os mecanismos de evolugdo e
diversidade genética deste virus, os quais podem favorecer a transmissdo interespécies de
algumas estirpes, aumentando seu potencial zoondtico ou, afetar a eficiéncia das vacinas
existentes. Além disso, pouco se sabe sobre a evolucao e epidemiologia das estirpes de RVA sob
a pressdo seletiva relacionada ao uso da vacina (Cook et al, 2004; Martella et al., 2010; Ghosh e
Kobayashi, 2011, 2014; Desselberger et al., 2014; Doro et al., 2015).

1.1. Rotavirus
1.1.1. Historico

Os RV foram reconhecidos como a principal causa de diarreia aguda em infantes e criangas
jovens em 1973 (Bishop et al., 1973; Flewett, Bryden e Davies, 1973). Antes desse ano 0 virus ja
havia sido descrito em murinos (Adams e Kraft, 1963), simios (Malherbe e Harwin, 1967) e
bovinos (Mebus et al., 1969), com quadro de diarreia grave. Desde entdo, os RV tém sido
associados a diarreia em quase todas as espécies de mamiferos jovens incluindo quirdpteros
(Estes e Greenberg, 2013; He et al., 2013) e aves (Trojnar, Otto e Johne, 2009; Otto et al., 2012;
Kindlers et al., 2013).



1.1.2. Taxonomia, estrutura e propriedades fisico-quimicas

Os RV s@o membros da familia Reoviridae, subfamilia Sedoreovirinae, género Rotavirus.
O genoma viral € composto por 11 segmentos de acido ribonucleico (RNA, do inglés ribonucleic
acid) de fita dupla (RNA f.d.) que codifica seis proteinas estruturais (VP, do inglés viral
protein), VP1 — VP4, VP6 e VP7, e seis proteinas ndo estruturais, (NSP, do inglés non structural
protein), NSP1 — NSP6 (Figura 1) (Estes e Greenberg, 2013). A particula infecciosa (virion)
mede aproximadamente 75 nm de didmetro e ndo apresenta envelope bilipidico. Entretanto, o
genoma encontra-se envolvido por trés camadas de proteinas. A camada mais interna consiste da
VP2, que envolve o genoma, e duas outras proteinas estruturais: VP1 (RNA polimerase-RNA
dependente — RpRd) e VP3 (responsavel pelo capeamento do RNA mensageiro (RNAm),
formando o core da particula viral. A camada intermediaria, é formada pela VP6, que envolve o
core formando as particulas de camada dupla (DLP, do inglés double layer particle). A VP6 € o
principal componente estrutural do virion e tem um papel fundamental na estrutura da particula
devido as suas interacGes tanto com as proteinas da camada externa (VP7 e VP4) quanto da
camada interna (VP2). A camada externa que envolve a DLP consiste da proteina VP7 e das
espiculas formadas pela proteina VP4, a adicdo dessa Ultima camada completa o virion,
formando as particulas de camada tripla (TLP, do inglés, triple layer particles) (Estes e
Greenberg, 2013) (Figura 1). Na microscopia eletronica, as TLP dos RV apresentam morfologia
semelhantes a rodas (do latim rota = roda), o que resultou na sua denominacdo como rotavirus
(Flewett et al., 1974). A proteina VP4, que forma as espiculas virais, provavelmente é a proteina
de ligacdo a célula, tendo papel na internalizacdo do virus. Ademais, estd associada a diversas
funcdes bioldgicas, tais como atividade hemaglutinante de algumas amostras de RV, restri¢do do
crescimento em culturas de células e viruléncia. E sensivel a proteélise, originando dois
fragmentos: VP5* e VP8*. A espicula da proteina VP4 estad inserida no capsideo externo
interagindo com duas moléculas da proteina VVP7, contudo, na face interna o dominio globular da
VP4 interage com a proteina VP6. As interagdes entre as proteinas VP4-VP7 e VP4-VP6
sugerem que essa proteina participa na manutencdo da estrutura geométrica dos capsideos
interno e externo assim como afeta os dominios funcionais da particula. A proteina VP7 é

glicosilada e interage com a VP6 auxiliando na manutencdo da estrutura viral. Ambas as



proteinas do capsideo externo, segregam de forma independente, induzindo a producdo de
anticorpos neutralizantes (Estes e Greenberg, 2013; Santos e Soares, 2015).
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Figura 1. Codificacdo e localizacdo das proteinas de rotavirus.

A: Distribuicdo dos 11 segmentos de RNA de fita dupla em uma eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE, do
inglés polyacrylamide gel electrophoresis). B: Tabela mostrado a codificagdo dos segmentos genémicos, o tamanho
dos segmentos em pares de base (pb) e das proteinas codificadas por cada segmento em quilodalton (KDa, do inglés
kilodalton), e a localizagdo (setas vermelhas) das proteinas VP2 (verde), VP6 (azul), VP7 e VP4 (amarelo). C:
Representacdo esquematica da particula viral. Em verde é mostrada o core da particula formado pela proteina VP2,
em azul esté represetado o capsideo interno formado pela proteina VVP6 e amarelo o capsideo externo formado pelas
proteinas VP4 (espiculas) e VP7.

Adaptado de: Kapikian, Hoshino e Chanock, 2001.

As proteinas ndo estruturais sdo sintetizadas nas células infectadas e atuam em varios
aspectos do ciclo de replicagdo viral ou interagem com as proteinas do hospedeiro para
influenciar na patogénese ou na resposta imune a infeccdo. A NSP1 é uma antagonista de
interferon o e P e estd presente no citoplasma das células infectadas pelos RV (Barro e Patton,
2005; 2007). A NSP2, assim como a NSP5, participa no processo de formagéo do viroplasma e
replicacéo viral durante infecgfes naturais (Silvestri, Taraporewala, e Patton, 2004; Campagna et
al., 2005). Ja a NSP3 atua na traducdo do RNAm, formando uma ligacdo entre este e a
maquinaria da célula hospedeira (Vende et al., 2000). A NSP4 apresenta envolvimento com a
morfogénese viral e apresenta atividade enterotoxica (Estes e Greenberg, 2013; Santos e Soares,
2015).



Por serem virus ndo envelopados, os RV sédo resistentes a extragdo com fluorocarbono e
exposicao ao éter, cloroférmio ou detergentes (desoxicolato de sodio) (Estes e Greenberg, 2013;
Santos e Soares, 2015). A infecciosidade dos RV é relativamente estavel dentro da faixa de pH
de 3,0 - 9,0. As espiculas de VP4 sdo removidas por tratamento em pH elevado. Repetidos
processos de congelamento e descongelamento irdo resultar em perda de infecciosidade e da
atividade hemaglutinante. Particulas virais isoladas de seres humanos e de bezerros mantém a
infecciosidade por varios meses a 4°C ou a -20°C, quando séo estabilizadas com cloreto de célcio
a 1,5 mM (Abad, Pinto e Bosch, 1997; Santos e Soares, 2015). Os RV sdo resistentes a
inativacdo por desinfetantes quimicos e diversos antissépticos (Abad, Pinto e Bosch, 1997), mas
podem ser inativados por desinfetantes, como fendis, cloro, formol, e B-propiolactona. O etanol
(95%), talvez o desinfetante mais eficaz, exerce seu efeito através da remocdo do capsideo
externo (Estes e Greenberg, 2013; Santos e Soares, 2015). Desinfetante spray contendo etanol
(0,1% O-fenilfenol e etanol 79%), agua sanitaria (hipoclorito de sodio a 6% diluido para dar 800
ppm [partes por milhdo] de cloro livre), e fenol-base (14,7% diluido 1:256 fenol em agua da
torneira) efetivamente duzem o titulo viral entre 95% a 99% apds um tratamento de 10 minutos
(Sattar et al., 1994).

1.1.3. Classificacéo dos rotavirus

A classificacdo dos RV é complexa e envolve caracteristicas fenotipicas, soroldgicas e
genotipicas, associados a analise de multiplos genes. Com base nas propriedades antigénicas da
proteina VPG, os rotavirus sdo divididos em oito espécies denominadas de A — H (Matthijnssens
et al., 2012a). Os RV das espécies A, B, C e H (RVA, RVB, RVC e RVH) infectam tanto seres
humanos quanto animais, enquanto que os RV das espécies D, E, F e G (RVD, RVE, RVF e
RVG, respectivamente) até 0 momento, somente foram detectados em animais, particularmente
em aves (Matthijnssens, Martella e van Ranst, 2010) (Tabela 1). Recentemente, dois candidatos
a novas espécies foram descritos em caninos (espécie I, RVI) (Mihalov-Kovacs et al, 2015) e em
morcegos (espécie J, RVJ) (Banyai et al., 2016).

Os RVA sdo epidemiologicamente mais importantes e tém sido classificados utilizando-se
varios critérios. Mais especificamente, os RVA tém sido classificados com base: (i) nas

propriedades antigénicas de VP6, VP7 e VP4 (subgrupos, tipos G e tipos P, respectivamente);



(if) no padrdo de migracdo do RNA genémico quando submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (longo, curto, super-curto ou eletroferotipo atipico); (iii) no padrdo de
hibridizacdo dos segmentos gendémicos (genogrupos); e (iv) na analise da sequéncia nucleotidica

(genotipos) (Matthijnssens et al., 2008a e b; Estes e Greenberg, 2013).

Tabela 1. Espécies de rotavirus detectados até 0 momento em diferentes hospedeiros.

E:(i:/'?rsuge Espécies hospedeiras
A Ampla variedade de mamiferos e diversas espécies de aves
B Humanos, bovinos, caprinos, suinos, murinos e ovinos
C Humanos, bovinos, caninos, caprinos, mustelideos (furdes) e suinos
D Aves (frango e peru)
E Suinos
F Aves (frango)
G Aves (frango)
H Humanos e suinos
| Caninos
J Quirdpteros (morcegos)

Adaptado de: Ghosh e Kobayashi, 2014; Mihalov-Kovacs et al, 2015; Banyai et al., 2016.

1.1.4. Classificagcdo dos RVA com base na sequéncia dos 11 segmentos de RNA gendmico
(gendtipos)

O Grupo de Trabalho para Classidicagdo de Rotavirus (RCWG, do inglés Rotavirus
Classification Working Group) é responsavel pela determinacdo de novos genétipos, evitando
assim duplicidade de informagdo e minimizando erros. Desta forma, quando é detectado um
possivel “novo” gendtipo de qualquer um dos 11 segmentos de RV, a sequéncia deve ser enviada
para 0 RCWG que ird proceder a analise desta sequéncia baseado em critérios pré-estabelecidos,

e sugerir a nova nomenclatura, quando for apropriado (Matthijnssens et al., 2008b). O RCWG



definiu uma nova classificacdo para 0s RVA com base na sequéncia de todos os 11 segmentos de
RNA gendmico onde as notagfes Gx-P[x]-I1X-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx s&o utilizadas para
os genes que codificam VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6,
respectivamente (Figura 2). A letra x indica 0 nimero (algarismo ardbico) do gendtipo. Essa
nova classificagdo permite uma analise mais completa dos isolados com caracteristicas
incomuns, que podem representar um reagrupamento entre amostras de RVA isoladas de seres
humanos ou entre as amostras de humanos e de animais (Matthijnssens et al., 2008b). Baseados
nesta classificacdo sdo descritos atualmente 34 genotipos G, 49-P, 26-1, 21-R, 19-C, 19-M, 28-A,
20-N, 21-T, 26-E, e 21-H (Matthijnssens et al., 2011a; Trojnar et al., 2012; RCWG, 2016). A
Tabela 2 apresenta um resumo da nova classificagdo, bem como os valores de corte da
percentagem de identidade das sequéncias de nucleotideos para definicdo dos gendtipos dos 11
segmentos gendmicos dos RVA. Cabe ressaltar que cada geno6tipo tem uma estirpe de referéncia
selecionada pelo RCWG que normalmente é o primeiro gendtipo desse tipo reportado e como

parametro deve ter a sequéncia completa do gene mencionado.
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Figura 2. Classificacdo genotipica dos rotavirus espécie A (RVA) em base na sequéncia dos 11 segmentos de RNA gendmico.

A anotacdo dos genotipos para cada gene é feita utilizando-se a uma letra correspondente a descri¢do do produto do gene (P. Ex. VP3 — Metlitransferase, seguido
de um nimero. A letra x indica o nimero (algarismo arabico) do genétipo.

Adaptado de: Matthijnssens et al., 2008b, 2011a.



Tabela 2. Valores de corte da porcentagem de identidade de nucleotideos que definem novos
genotipos para 0s 11 segmentos genémicos de RVA.

Gene  Valordecorteda%  Genotipo (n)° Descricédo do produto do gene
de identidade de

nucleotideos

VP7 802 G (34) Glicosilada

VP4 80? P (49) Sensivel a Protease

VP6 85 | (26) Capsideo Interno

VP1 83 R (21) RNA polimerase-RNA dependente
VP2 84 C (19 Proteina do Core

VP3 81 M (19) Metiltransferase

NSP1 79 A (28) Antagonista de interferon

NSP2 85 N (20) NTPase

NSP3 85 T (21) Potencializador da Tradugéo

NSP4 85 E (26) Enterotoxina

NSP5/6 91 H (21) Fosfoproteina (do inglés, pHosphoprotein)

2 Os valores de corte sdo baseados na porcentagem da identidade de aminoacidos entre os rotavirus pertencentes
aos diferentes genétipos; ® n - Nimero de genétipos.

Adaptado de: Matthijnssens et al., 2008b, 2011a; Trojnar et al., 2012; RCWG, 2016.

1.1.5. Mecanismos de evolucdo e diversidade dos rotavirus

A dinamica das infec¢bes por RV na populacdo humana e animal, assim como sua
diversidade, sdo reflexo dos mecanismos e forcas que dirigem a evolugdo destes virus. A
evolucdo dos RV tem sido elucidada pela analise do repertério genético das estirpes
circulantes utilizando principalmente o sequenciamento classico de Sanger e, nestes Gltimos
anos, plataformas de sequenciamento de Ultima geracdo. Em consequéncia destas analises
foram identificados diversos mecanismos que por si s6 ou em combinacdo conduzem a
evolucdo e diversidade dos RV. Trés mecanismos sdo considerados os mais importantes: o
acumulo de mutacgdes pontuais no genoma (drift), o rearranjo de genes, e notavelmente o
reagrupamento dos segmentos gendmicos (Ramig, 1997; lturriza-Gomara, Desselberger e
Gray, 2003; Martella et al., 2010; Ghosh e Kobayashi, 2011; Desselberger, 2014; D6r6 et al.,
2015).
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1.1.5.1. Acimulo de mutacGes pontuais em rotavirus

As mutacdes pontuais dentro dos segmentos de RNAf.d. dos RV, ocorrem
continuamente devido a alta taxade erro da enzima RNA polimerase-RNA dependente do
virus, estimada em 107 a 10 por nucleotideo por copia do genoma (Domingo e Holland,
1997). Isto é traduzido em uma elevada taxa de ocorréncia e de acimulo de mutacdes dentro
dos genes virais resultando em alteragfes nas sequéncias destes genes podendo causar
variagOes intratipicas e emergéncia de linhagens genéticas dentro de genes individuais
(Blackhall, Fuentes e Magnusson, 1996; Ramig, 1997). Tais varia¢Ges ja foram descritas nos
genes que codificam a VP6 (lturriza-Gomara et al., 2002), a NSP4 (Kirkwood, Gentsch e
Glass, 1999; Ciarlet et al., 2000), a VP7 e a VP4 (Diwarkarla & Palombo, 1999; Gouvea et
al., 1999). Estas variacfes podem ainda afetar a fungéo das proteinas virais (lturriza-Gémarra
et al., 2001, Iturriza-Gomara, Desselberger e Gray, 2003).

Este mecanismo de evolucdo é considerado como a principal fonte de diversidade
genética para todos os virus com genoma RNA (p.ex.: virus da influenza, reovirus e
coronavirus). Nestes tltimos 20 anos foram documentadas multiplas falhas na genotipagem e
sorotipagem das estirpes de RVA devido a essas muta¢des pontuais acumuladas nos sitios de
ligacdo dos iniciadores utilizados que impedem a hibridizacdo destes na reacdo em cadeia da
polimerase associada a transcricdo reversa (RT-PCR, do inglés reverse transcription
polymerase chain reaction) e nos sitios de reatividade de diversos anticorpos monoclonais
utilizados em ensaios soroldgicos (Coulson, 1996; Adah et al., 1997; Palombo et al., 1997;
Ramig et al., 1997; lturriza-Gémara et al., 2001, lturriza-Gémara, Desselberger e Gray,
2003; Santos et al., 2003). No caso dos RVA este mecanismo é considerado o segundo em

importancia, depois do reagrupamento dos segmentos gendmicos.

1.1.5.2. Rearranjos dos segmentos genémicos de rotavirus

Rearranjos ou recombinacdo - novos arranjos de blocos de acidos nucléicos que
envolvem trocas entre duas moléculas - tem como consequencia a duplicidade parcial
(concatemerizacdo) ou delecdo de sequéncias de nucleotideos que ocorrem dentro um
segmento de &cido nucléico, causando uma mudanca radical no tamanho do segmento ou, no
caso dos RNAs do RV, do gene. Rearranjos em segmentos de RNA tém sido detectados em
RV isolados de humanos portadores de imunodeficiéncia, assim como em humanos e animais

imunocompetentes. Segmentos rearranjados de RNA dos RVA tém o potencial de contribuir
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para a evolucdo dos RV através da producdo de proteinas truncadas que podem ou nao perder
sua funcdo normal. Além disso, 0s segmentos rearranjados sdo capazes de fazer
reagrupamento durante coinfeccfes, evento que sera axplicado posteriormente (Ramig, 1997;
Iturriza-Gémara, Desselberger e Gray, 2003; Ghosh e Kobayashi, 2011; Desselberger, 2014).

O rearranjo mais comum consiste numa duplicagdo parcial de sequéncias de
nucleotideos de cabeca a cauda, que mantém a sequéncia de leitura aberta (ORF, do inglés
open read frame) normal com uma extensdo na regido 3" ndo codificante (NCR, do inglés
non coding region). Outros rearranjos possiveis podem resultar em uma ORF estendida por
duplicacdo parcial ou truncada resultante da introducdo de mutagdes pontuais e/ou codons de
parada prematuros (Figura 3) (Desselberger, 1996; Ramig, 1997; Patton et al., 2001).
Embora a maioria dos rearranjos ocorra nos segmentos de RNA que codificam os genes ndo
estruturais (NSP1, NSP3-5) (Ramig 1997; Patton et al., 2001), também foram descritos
rearranjos na proteina VVP6 (Shen, Burke e Desselberger, 1994; Xu et al., 1996). Acredita-se
que a contribuicdo de rearranjos de genes para a diversidade e epidemiologia dos RVA per si
em seres humanos e animais seja relativamente pequena, mas em combinagdo com 0s outros

mecanismos é uma ferramenta poderosa na evolucao deste virus.
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Figura 3. Estruturas de segmentos gendmicos rearranjados de rotavirus.

Linhas indicam regifes ndo codificantes (NCR), barras sdlidas mostram sequéncias de leitura abertas (ORF) e
barras abertas mostram regides ndo traduzidas derivadas de sequéncias da ORF que foram duplicadas. Os
ntmeros de posi¢do indicam o ndmero do nucleotideo dentro do gene normal. As cadeias sdo dos segmentos
parentais e os rearranjos sao indicados em pares de bases. (A) Rearranjo do segmento gendmico 10 (NSP4) de
uma estirpe de RVA de origem humana, mostrando uma ORF conservada com geracdo de uma extensdo
(concatemerizacédo) no terminal 3"- NCR. (B) Rearranjos do segmento 5 (NSP1) a partir de um RVA bovino com
um fragmento duplicado dentro da ORF gerando uma extensdo na mesma. (C) Rearranjo do segmento 5 (NSP1)
de RVA bovino com uma duplicagdo e um ponto de mutagéo, gerando uma ORF truncada.

Adaptado de: Ramig, 1997.

1.1.5.3. Reagrupamento

O reagrupamento consiste de uma troca/substituicdo de segmento(s) de RNA genémico
entre diferentes estirpes de RV, que ocorre durante uma coinfec¢do em condigdes naturais (in
vivo) ou condicdes experimentais (in vitro). Embora os virus reagrupados possam ser gerados
facilmente através da coinfeccdo de diferentes estirpes de RV no mesmo enterdcito, este
fendmeno ndo é inteiramente aleatorio e pode ser influenciado por muitos fatores, incluindo:

(i) as estirpes parentais do virus as quais provavelmente precisam pertencer a mesma espécie
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viral, uma vez que nunca foram descritos reagrupamentos estre diferentes espécies de RV, (ii)
fatores do hospedeiro (coinfeccdo de um enterdcito por diferentes estirpes) e (iii) fatores
ambientais (coexisténcia de diferentes espécies infectadas por diferentes estirpes virais). A
incidéncia do reagrupamento é afetada pela frequéncia de coinfeccdes e pela diversidade
genética de estirpes de RV circulantes na populacdo. Numerosos estudos epidemioldgicos
revelaram que algumas estirpes de RVA isoladas em humanos podem ter surgido de
reagrupamentos entre estirpes de humanos e animais (Figura 4) (lturriza-Gémara,
Desselberger e Gray, 2003; Iturriza-Goémara, Kang e Gray, 2004; Matthijnsses et al., 2010ab;
Matthijnssens, Martella e van Ranst, 2010; Matthijnssens et al, 2011b; Ghosh e Kobayashi,
2011, DOro et al., 2015).

O reagrupamento de virus animais com estirpes de origem humana, pode criar virus
quiméricos portadores de segmentos de RNA de ambos os virus parentais (Ramig, 1997,
Iturriza-Gomara, Desselberger e Gray, 2003; Iturriza-Gomara, Kang e Gray, 2004). Presume-
se que quando os RV cruzam a barreira interespécies, precisam adaptar-se ao novo
hospedeiro para conseguir serem eficientemente disseminados na nova espécie hospedeira.
Entretanto, ao adquirir os segmentos de RNA derivados de estirpes patogénicas de RVA de
origem humana, esses virus quiméricos teriam melhores chances de infectar e se disseminar
de forma eficiente entre a populacdo humana (Ramig, 1997). Em outras palavras, este
mecanismo de evolucao genética permite combinar as vantagens da replicacdo e infeccdo das
estirpes de RV de origem humana e animal para o surgimento de estirpes que possam romper
a barreira interespécies, com o potencial de causar antropozoonose (doenca primaria de
animais e que pode ser transmitida aos humanos) e/ou zooantroponoses (doenca primaria de
humanos e que pode ser transmitida aos animais) (Ramig, 1997; Iturriza-Gomara,
Desselberger e Gray, 2003; Martella et al., 2010b; Ghosh e Kobayashi, 2011; Desselberger,
2014; DOro et al., 2015).

Os reagrupamentos claramente contribuem para a diversidade dos RVA, uma vez que
uma simples mistura dos segmentos gendmicos pode alterar as expresses fenotipicas,
genotipicas e antigénicas dos genes reagrupados (Ramig, 1997; Iturriza-Gomarra et al., 2001,
Iturriza-Gémara, Desselberger e Gray, 2003; Desselberger, 2014; D6r6 et al., 2015). As
analises genéticas das estirpes de RVA com combinag¢fes comuns e incomuns dos genotipos
G-P descritas na populacdo humana e de varias espécies animais proveem fortes evidéncias
de reagrupamentos de segmentos de RNA entre estirpes de RVA cocirculantes, mas néo
refletem a verdadeira diversidade que existe, pelo fato de que o genoma de RVA contém 11

segmentos de RNA e os reagrupamentos podem ocorrer em qualquer segmento(s) (lturriza-
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GOmara, Desselberger e Gray, 2003; Ghosh e Kobayashi, 2011, 2014; Desselberger, 2014;
Doro et al., 2015). Desta forma, estudos epidemioldgicos baseados apenas na analise destes
dois genes, VP7 e VP4, ndo sdo suficientes para determinar a diversidade genética e a

possivel origem das estirpes de RV que circulam nas populagdes humana e animal.

Pool de genes de RV humano Pool de genes de RV animal

\\
\

Transmissio direta Coinfeccio em h deiro Tr issdo direta

de humanos para humano ou animal de animal para
animal 1 humanos

\

\,\

Reagrupamento

o

-

Pool de genes de RV animal Pool de genes de RV humano

Figura 4. Diagrama esquematico mostrando a troca de segmentos gendmicos entre 0s pools
de genes de RV de origem humana e animal, que possivelmente ocorrem através de eventos
de transmiss&o interespécies e reagrupamento.

Podemos observar que as estirpes de RVA de origem animal também podem ser diretamente transmitidas aos
seres humanos.

Adaptado de: Ghosh e Kobayashi, 2011.

Foram descritas inUmeras evidéncias de reagrupamento dos segmentos gendmicos entre
estirpes de RVA (Ramig, 1997; Iturriza-Gémara, Desselberger e Gray, 2003; Martella et al.,
2010; Ghosh e Kobayashi, 2011; Desselberger, 2014; Dor6 et al., 2015). A forma de
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diferenciacdo mais comumente utilizada entre a progénie com os segmentos de RNA
reagrupados e a progénie com a constelacdo genémica parental é a comparacdo da
mobilidade eletroforética dos genomas através da eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE, do inglés polyacrylamide gel electrophoresis). Nesta andlise observa-se que a
progénie viral pode apresentar constelagdes de segmentos gendmicos que sdo (a) idénticos a
somente um dos virus parental ou (b) mosaicos de reagrupamentos contendo segmentos de

RNA derivados das duas estirpes parentais (Figura 5) (Ramig, 1997).

Genomas Genomas da progénie infecciosa
Parentais
i¢—— Reagrupamento > Parental
— — — ]
— — — — ——
— - — - ———
— —— — —
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—— —_— — —
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Figura 5. Representacdo esquematica do mecanismo de reagrupamento em rotavirus.

(A esquerda): Os genomas de duas estirpes de virus parentais tal como aparecem ap0s a separacao eletroforética.
(Direita) Genomas separados por eletroforese derivados da progénie infecciosa. Note-se que a mobilidade
eletroforética pode ser usada para atribuir a origem parental de cada segmento do genoma.

Adaptado de: Ramig, 1997.

Como os 11 segmentos gendmicos das estirpes parentais podem, teoricamente,
reagrupar em 21! possiveis constelacGes gendmicas diferentes, o reagrupamento poderia ser
considerado um fenémeno randdémico (Ramig, 1997; Desselberger, 2014). Entretanto, este
mecanismo ndo parece ser aleatdrio. In vitro existe uma associa¢do ndo aleatoria entre certos
genes que sdo influenciados pela célula hospedeira (Graham et al., 1987). In vivo, a célula

hospedeira afeta as combina¢fes dos segmentos reagrupados das estirpes isoladas apos
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coinfeccdes (Raming, 1997), e experimentos em modelos animais tém mostrado que o estado
imunolégico do hospedeiro afeta o reagrupamento da progénie viral (Ramig, 1997; Doro et
al., 2015). Enquanto in vivo e in vitro, o reagrupamento entre as estirpes de RVA ocorre com
alta frequéncia, entre diferentes espécies de RV este fenbmeno nunca foi descrito (Ramig,
1997; Iturriza-Gomara, Desselberger e Gray, 2003; Martella et al., 2010; Ghosh e Kobayashi,
2011; Desselberger, 2014).

Vérios dos mecanismos acima descritos atuam normalmente em combinacgéo e, por esta
razdo, os RV possuem um alto grau de variabilidade genética e apresentam a possibilidade de
ampliar seu espectro de hospedeiros. Além destes mecanismos, algumas estirpes de RVA
animal podem ser transmitidas diretamente a humanos (Santos e Hoshino, 2005).

1.1.6. Patogénese

Os RV sdao transmitidos por via fecal-oral, com a ingestdo de &gua e/ou alimentos
contaminados, por contato direto (entre pessoas, animais ou pessoas e animais) e superficies
contaminadas. Contudo, a alta prevaléncia de RV em paises desenvolvidos, a despeito das
condicBes sanitarias apropriadas, sugere a possibilidade de outras rotas de transmissdo. Os
RV ja foram detectados na secrecdo de orofaringe de criangas com sintomas de infeccdo do
sistema respiratdrio superior, com e sem gastrenterites, sugerindo que aerossois provenientes
de vomitos podem ser importantes fontes de transmissdo (Gordon, 1982; Cook et al., 2004;
Estes e Greenberg, 2013; Santos e Soares, 2015).

Os RV infectam principalmente enterdcitos maduros do epitélio apical das vilosidades
do intestino delgado das diferentes espécies de mamiferos, onde se pode observar
vacuolizacdo e descamacdo do epitélio, seguido por hiperplasia das criptas e perda temporaria
da capacidade absortiva do intestino, resultando no quadro de diarreia malabsortiva (Figura
6). Embora a disseminacdo extraintestinal ocorra (evidenciada pela deteccdo do genoma ou
do antigeno viral e, ocasionalmente, de RV infeccioso em soro e outros locais do organismo)
o significado destas observacGes em hospedeiros assintomaticos (imunocompetentes) é
controverso (Fenaux et al., 2006; Ramig, 2007; Ramani et al., 2010). Por outro lado, em
hospedeiros imunossuprimidos, os RV podem ser replicados no figado, sistema biliar e no
pancreas, levando a associagdo com atresia biliar (AB) e pancreatites (Gilger et al., 1992;
Feng et al., 2008). Uma descoberta surpreendente em modelos animais foi a descricdo do

inicio do quadro de diarreia antes do surgimento das alteragGes histopatoldgicas no intestino
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delgado (Ward et al., 1996), provavelmente devido a agdo precoce da NSP4 (Estes e
Greenberg, 2013, Desselberger et al., 2014).
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Figura 6. Esquema da Infeccdo por RV nas células do epitélio do intestino delgado.

O RV tem tropismo pelas células apicais das vilosidades do intestino delgado, nas quais é propagado,
provocando a descamacdo dessas células. O virus ndo é replicado nas células das criptas. Aparentemente, a
infecgdo viral induz a destruicdo e a descamagdo dos enterdcitos e, em consequéncia, acelera a migracdo de
células secretorias das criptas para as vilosidades, provocando assim, uma perda temporaria da capacidade
absortiva do intestino, o que leva ao quadro de diarreia.

Fonte: Santos e Soares, 2015.

A patogénese da doenca por RV é multifatorial, dependendo da idade do hospedeiro, da
interacdo virus-hospedeiro e a viruléncia da estirpe, esta Gltima é multigénica e tem sido
associada aos genes virais que codificam as proteinas VP3, VP4, VP7, NSP1 e NSP4 (Estes e
Greenberg, 2013; Desselberger et al., 2014; Santos e Soares, 2015).

O mais proeminente fator do hospedeiro que afeta a evolugdo clinica da infeccdo é a
idade. Assim, recém-nascidos infectados com RV raramente tém a doenca sintomatica. Essa
protecdo € supostamente mediada pela transferéncia de anticorpos maternais via
transplacentaria ou por amamentacao. A reducdo dos titulos desses anticorpos coincide com a

idade de méxima suscetibilidade das criancas a doenca grave por RV (seis meses a dois anos
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de idade), e em animais a partir da trés a quatro semanas de idade. Os RV podem infectar
individuos adultos, mas a doenga sintomatica grave é relativamente rara e pode resultar de
infeccdes por uma estirpe viral incomum ou por doses infecciosas extremadamente elevadas
(Estes e Greenberg, 2013; Desselberger et al., 2014; Santos e Soares, 2015). Um dado
importante a ser considerado € que durante um episddio de infecgdo por RV, as particulas
virais sdo excretadas por varios dias, em concentragdes elevadas (> 10%° particulas/g) nas
fezes e no vomito das especies afetadas, entretanto a dose infecciosa para ocorrer transmissao
é de 1 a 100 particulas virais, demonstrando a alta infecciosidade deste agente (Ward, 1986;
Alfiere, 2007; Santos e Soares, 2015).

Estirpes homdlogas sdo, em geral, mais virulentas e apresentam maior eficiéncia de
replicacdo do que as estirpes heterdlogas (lturriza-Gémara, Desselberger e Gray, 2003;
Martella et al., 2010). A base genética para a restricdo da infeccdo nas espécies hospedeiras
ainda ndo é totalmente elucidada, mas é provavel que seja multigénica. Em estudos prévios,
0s genes que codificam as proteinas VP3, VP4, VP7, NSP1 e NSP4 foram implicados na
relacdo infeccao-estirpe-hospedeiro (DoOr6 et al., 2015). Feng e colaboradores (2013)
buscando identificar que genes estariam implicados neste processo de restricdo do
hospedeiro, trabalharam com as estirpes RRV (RVA simio) e EW (RVA murino) e estirpes
reagrupadas destes dois virus. Como conclusdo, foi observado que os genes que codificam as
proteinas VP4 e NSP1 de murino foram determinantes para a replicacdo eficiente destes virus
em camundongos lactentes (Feng et al., 2013).

Os fatores envolvidos no mecanismo da doenca sdo: malabsorcdo intestinal seguido da
destruicdo do epitélio (enterdcitos), isquemia nas vilosidades, acdo da NSP4 (enterotoxina
viral), e ativacdo do sistema nervoso entérico (Estes e Greenberg, 2013; Desselberger et al.,
2014; Santos e Soares, 2015) (Figuras 6 e 7). Recentemente, a patogénese da émese (vmito)
tem sido elucidada pela observacdo de que os RV podem infectar as células enterocromafins
no intestino e estimular a producéo de serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) e esta, por sua
vez, ativaria 0s nervos vagais aferentes que estimulariam as estruturas do tronco cerebral que
controlam a émese ativa (Hagbom et al., 2011, 2012).

A AB pode ser induzida em camundongos recém-nascidos através da infec¢do pelo RV,
levando a uma colangiopatia obstrutiva, cuja gravidade depende da idade do hospedeiro no
momento da infeccdo, e também pela presenca e poténcia da resposta imune inata. Neste
modelo, camundongos recém-nascidos desenvolveram protecdo contra a AB através de
imunizacdo passiva, realizada pela imunizacdo das mées com particulas RV-like ou por

injecéo de soro hiperimune nas crias antes da infeccdo (Hertel et al., 2013).
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Figura 7. Mecanismo da patogénese dos rotavirus.

A infecgdo inicial da célula na por¢do luminal do intestino (rosa) leva a propagacdo do virus com montagem no
viroplasma (Vi) e sua liberacéo e de proteinas virais na porcéo apical. A proteina NSP4 (azul) e particulas virais
sdo liberadas por lise celular ou por uma via de secre¢do ndo classica. A NSP4 intracelular também induz a
liberacdo de Ca?* de estoques internos, principalmente do reticulo endoplasmatico (RE), por meio de um
mecanismo independente da fosfolipase C (PLC, do inglés phospholipase C ) que envolve a NSP4 atuando como
uma viroporina, levando ao aumento do célcio intracitoplasmatico ([Ca?*]i). A NSP4 produzida pela célula
infectada rompe as junc@es intercelulares de coesas (TJ, do inglés tight junctions), induzindo o fluxo paracelular
de agua e cloro. A NSP4, ou um peptideo derivado desta (aa 112-175), liberando de células previamente
infectadas, liga-se a um receptor especifico em células ndo infectadas e desencadeia uma cascata de sinalizagGes
por PLC e inositol fosfato 3 (IP3, do inglés inositol trisphosphate) e seu receptor especifico (IP3R, do inglés
inositol trisphosphate receptor), que resulta na liberagdo de Ca?* e um aumento da concentragdo de [Ca®*]i. O
aumento da [Ca?*]i tambhém perturba o citoesqueleto das microvilosidades. A infecgdo resulta na secregdo de
serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) pelas células enterocromafins (EC; amarelo) estimuladas pela replicacdo
viral (induzindo o aumento do [Ca?"]i por um mecanismo PLC-independente) ou por acdo da NSP4 exdgena
(induzindo o aumento do [Ca?]i por um mecanismo PLC-dependente), levando a ativagdo do sistema nervoso
entérico (SNE). As células da cripta (azul) ndo sustentam a replicacdo viral, mas podem ser afetadas pela a¢do do
SNE ou pela NSP4, que sinalizam uma elevacéo do [Ca?*]i induzindo a secrecéo de fons CI-.

Fonte: Santos e Soares, 2015.
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1.1.7. Sinais clinicos, diagndstico e tratamento

A infeccéo por RV pode ser assintomatica ou resultar em gastrenterite aguda com uma
diarreia branda, moderada ou grave, vomitos e desidratacdo. A temperatura corporal é
moderadamente elevada em alguns casos. O vomito precede a diarreia e dura um periodo
mais curto (trés a cinco dias). Um desequilibrio eletrolitico macico leva a uma desidratacédo
frequentemente grave.

A morte por RV ocorre principalmente devido a uma grave desidratacdo e falha
cardiovascular (Desselberger, 2014), e é rara nos paises desenvolvidos e semidesenvolvidos,
principalmente devido a disponibilidade de rapidas medidas de reidratacdo; por outro lado, a
morte decorrente da rotavirose é frequente nos paises da Africa subsaariana e do Sudeste
Asidtico (Tate et al., 2012). Apo6s infeccdo natural ou vacinacdo (inadvertida), as criancas
com imunodeficiéncia podem desenvolver a infeccdo e uma doenga cronica por RV
(Desselberger, 1996; Patel et al., 2013). Em criancas cronicamente infectadas, ocorre a
emergéncia de RV com padrdes de migracdo incomuns dos segmentos gendmicos, devido a
ocorréncia de rearranjos génicos (Desselberger, 1996).

Em animais, o RV produz uma diarreia leve a moderada, vomito, pelo &spero,
depressdo, anorexia e acidose metabolica levando a uma grande reducdo no ganho de peso
pelos animais infectados (Fenner, Poul e Gibbs, 1993). Poucos sdo 0s casos de morte e esta
depende muito da viruléncia da estirpe, idade do animal, problemas na transferéncia da
imunidade passiva via colostro, programas sanitarios inadequados, além da associacdo com
outros agentes enteropatogénicos (Fenner, Poul e Gibbs, 1993; Alfiere et al., 2007).

O diagnostico da infeccdo por RV é comumente realizado por técnicas soroldgicas
como o ensaio imunoenzimatico (EIA, do inglés enzyme immunoassay, também denominado
de ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay), aglutinagdo do latex e testes
imunocromatograficos ou moleculares como a RT-PCR, para a deteccdo do virus nas fezes
(Santos e Soares, 2015).

Para o diagndstico diferencial da gastrenterite causada por RV, os principais virus a
serem considerados em seres humanos séo calicivirus (norovirus, sapovirus), astrovirus e em
menor frequéncia estdo os adenovirus entéricos e virus Aichi (Santos e Soares, 2015).

O tratamento da rotavirose é sintomatico e consiste principalmente na reidratacdo do
paciente, por via oral ou intravenosa. Também podem ser utilizados antibidticos para

controlar uma possivel diarreia bacteriana secundaria. O uso de medicamentos como
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loperamida, e farmacos anticolinoesterasicos ndo sdo recomendados (American Academy of
Pediatrics, 1996).

Recentemente, fragmentos de anticorpos (Ac) de cadeia simples derivados de lhama
especificos para RVA-VP6, mostraram ter uma ampla reatividade cruzada, in vitro, levando a
uma diminuicdo da excrecdo dos virus em camundongos infectados (Garaicoechea et al.,
2008, Aladin et al., 2012). Estes anticorpos também foram eficazes no decréscimo da
replicacdo de RVA em leitbes gnotobidticos (Vega et al., 2013) e teve um efeito benéfico
moderado na doenga em humanos (Sarkers et al., 2013; Kang, 2013; Tokuhara et al., 2013).
O fragmento deste Ac possui apenas 15 kDa de tamanho, permanece ativo ap6s longo prazo
(> 1 ano) de armazenamento e resiste ao aquecimento a 94°C por 90 minutos (Tokuhara et
al., 2013). Os Ac fragmentados de lhama foram expressos em altos niveis em arroz
transgénico (MucoRice-ARP1) (Tokuhara et al., 2013); em um estudo-piloto, este anticoropo
suprimiu a carga de RV em camundongos tanto imunocompetentes quanto imunodeficientes
e também conferiu protecdo contra a infec¢do por RV (Tokuhara et al., 2013). Assim como
este Ac, outras preparacdes semelhantes apresentam um potencial real para uso terapéutico e

profilatico em seres humanos (Kang, 2013).

1.1.8. Resposta imune

Apos a infecgdo por RV, a resposta imune adquirida é obtida, tanto a partir de células B
produzindo anticorpos dirigidos contra proteinas especificas do virus, como de células T que
reconhecem epitopos especificos de RV (Yuan e Saif, 2002; Jiang, Gentsch e Glass, 2012;
Desselberger, 2014). Muitos anticorpos dirigidos contra VP7 e VP4 na superficie da particula
de RV séo neutralizantes (NAc) in vitro e protetores in vivo, como foi demonstrado por
transferéncia passiva em camundongos e leitdes gnotobidticos (Offit, 1994; Feng, Franco e
Greenberg, 1997; Franco e Greenberg, 1997; Jiang, Gentsch e Glass, 2012; Yuan e Saif,
2002). A transferéncia passiva de células T CD8" especificas para RV também mostrou ser
protetora (Offit, 1994). Os Ac especificos contra RV adquiridos por via transplacentaria
provavelmente protegem os recém-nascidos da infeccdo e interferem com a resposta imune a
vacinacdo contra RV (Johansson et al., 2008; Appaiahgari et al., 2014).

A disponibilidade de varios mutantes knockout de camundongos tem permitido aos
pesquisadores a disseccdo da contribuicdo relativa das repostas imune humoral e celular:
enquanto as células T especificas para RV ajudam a eliminar o virus apo6s a infeccéo

primaria, sdo as células B de memoria contra RV geradas depois da primoinfeccdo que
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fornecem maior protecdo a longo prazo (Franco, Angel e Greenberg, 2016). Os Ac humorais
potencializados apds uma reinfeccdo sdo dirigidos contra epitopos tipo-especificos e
apresentam reacdo cruzada com moléculas de VP4 e VP7, proporcionado assim, uma
protecdo heterotipica (Franco, Angel e Greenberg, 2006). Foi confirmado que as células
dendriticas plasmocitoides sdo necessarias e suficientes para induzir a ativacao das células B
apos a infec¢do por RV em camundongos (in vivo) e em células humanas (in vitro) (Deal et
al., 2013).

A protecdo contra a infeccdo por RV ndo estd totalmente correlacionada com a
concentracdo de NAc especificos para VP7 e VP4. Apds a infeccdo natural ou vacinagdo com
RV, infantes e criancas jovens desenvolvem anticorpos contra outras proteinas estruturais
(VP6 e VP2) e ndo estruturais (NSP4) (Desselberger, 2014). Os anticorpos especificos para
VP6, apesar de ndo terem se mostrado neutralizantes in vitro, mostraram ser protetores in
vivo, quando camundongos foram inoculados com anticorpos especificos anti-VP6 da classe
de IgA (Burns et al., 1996). Foi sugerido, e recentemente comprovado, que 0s anticorpos IgA
VP6-especificos sdo capturados (transcitose) pelas células epiteliais intestinais através dos
receptores da proteina J na membrana basolateral e formam complexos com novos DLP
liberados do viroplasma, impedindo assim a sua maturacdo a TLP (neutralizacdo intracelular)
(Desselberg, 2014; Corthésy et al., 2006; Schwartz-Cornil et al., 2002; Aiyegbo et al., 2013;
Sapparapu et al., 2014). No entanto, também foi demonstrado que camundongos e pacientes
que sdo deficientes em IgA eliminam a infeccdo, provavelmente devido a uma imunidade
protetora compensatoria da IgG (Johansson et al., 2008; Jiang, Gentsch e Glass, 2012).

A transferéncia passiva de anticorpos anti-NSP4 induz alguma protegdo em
camundongos (Hou et al., 2008), porém os anticorpos anti-NSP4 adquiridos de forma ativa
ndo foram capazes de proteger leitdes gnotobidticos desafiados com RVA. Estudos
prospectivos mostraram que, apdés uma ou duas infec¢bes naturais por RVA, as criangas
parecem estar altamente protegidas contra doencas graves por RVA heterotipicos (Hou et al.,
2008).

1.1.9. Epidemiologia molecular das estirpes de RVA

Com o advento dos protocolos de genotipagem de RVA por RT-PCR (Gouvea et al.,
1990; Gentsch et al., 1992; Gouvea, Santos e, Timenetsky 1994ab), estudos detalhados de
epidemiologia molecular tornaram-se possiveis. A genotipagem tem um enorme valor para

avaliar a evolugéo e as vias epidemioldgicas dos RV em seres humanos, bem como em outros
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mamiferos e aves (Matthijnssens et al., 2011b; Matthijnssens e van Ranst, 2012). Contudo, a
maioria dos estudos de epidemiologia molecular e diversidade genética de RVA ainda é
focada principalmente nos genes que codificam as proteinas antigénicas de superficie VP7 e
VP4. Entretanto, pelo fato de os RV possuirem um genoma composto de 11 segmentos de
RNA f.d. vulnerdvel a eventos de reagrupamento de todos seus segmentos, a avaliacdo da
variabilidade somente dos genes que codificam essas as proteinas, pode ndo ser suficiente
para a obtencdo de dados conclusivos sobre a diversidade global, ou ainda sobre a verdadeira
origem das estirpes. Nos Gltimos anos, apds o advento do sistema de classificacdo dos
genotipos com base em todos 0s segmentos genémicos, 0 genoma completo de pelo menos
167 estirpes de RVA de origem humana e 45 estirpes de RVA de origem animal foram
analisados, fornecendo uma infinidade de novas e importantes informacdes sobre a origem
complexa das estirpes, eventos de reagrupamentos inter e intra genogrupos, eventos de
reagrupamentos interespécies, e linhagens genéticas envolvendo diferentes segmentos dos
genes dos RVA (Martella et al., 2010; Ghosh e Kobayashi, 2011, 2014; Doro et al., 2015;
Phan et al., 2016). No que diz respeito as outras espécies de RV capazes de infectar seres
humanos e animais, RVB, RVC e RVH, cabe mencionar que o nimero de genomas
completos analisados é ainda muito pequeno, nao permitindo assim uma avaliagdo confiavel
(Ghosh e Kobayashi, 2011, 2014; Phan et al., 2016).

1.1.9.1 Epidemiologia e vigilancia em seres humanos

Os humanos sédo susceptiveis a infeccdes por RVA sem restricdo de idade, embora as
criancas de trés meses a trés anos sejam as que desenvolvam frequentemente a forma clinica
mais grave da doenca (Desselberger, 2014; Dor6 et al., 2015). Os RVA sdo geneticamente e
antigenicamente diversos e dados de vigilancia epidemioldgica indicam que diferentes
estirpes cocirculam em algumas areas em determinados periodos de tempo (Santos e
Hoshino, 2005; Patel et al., 2013; Doro et al., 2015). Os paises industrializados apresentam
comumente um genotipo predominante numa localizacdo geografica em uma Unica estacao,
enquanto as estirpes minoritarias podem apresentar uma variedade diferente de genotipos
(Santos e Hoshino, 2005). Nos paises em desenvolvimento, nem sempre é possivel identificar
uma unica estirpe prevalente em virtude da cocirculacdo de uma vasta gama de diferentes
gendtipos (Santos e Hoshino, 2005; Banyai et al., 2012). E descrita uma alternancia dos
diferentes genotipos ao longo do tempo de forma que um genotipo predominante em um

determinado ano pode ser menos frequente ou mesmo ausente no ano seguinte. Por outro
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lado, as estirpes que ndo sdo detectadas em um ano podem se tornar importantes no ano
seguinte (Santos e Hoshino, 2005; Béanyai et al., 2005; Martella et al., 2010; Doro et al,
2015).

Estudos de vigilancia epidemioldgica tém identificado 14 genotipos G (G1-G6, G8-
G12, G14, G20 e G26), 17 genotipos P (P[1] a P[11], P[14], P[15], P[19], P[24]; P[25] e
P[28]) e perto de 90 combinagOes antigénicas G-P de RVA em criangas em todo o mundo
(Santos e Hoshino, 2005; Banyai et al., 2012). Entre estes, no entanto, apenas alguns sdo
responsaveis pela maioria das infecgdes clinicamente relevantes. Globalmente, as estirpes
humanas mais comuns sdo G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], GI9P[8] e G12P[8] (Santos e
Hoshino, 2005; Banyai et al., 2012). Além disso, a diversidade das estirpes € influenciada,
em parte, pelo reagrupamento dos segmentos gendmicos entre as principais estirpes que
circulam localmente podendo levar a combinac¢es incomuns dos genotipos G-P (Gentsch et
al., 1996; Gentsch et al., 2005, Santos e Hoshino, 2005; Martella et al., 2010; Ghosh e
Kobayashi, 2011; Desselberger et al., 2014; Doro et al., 2015). Por exemplo, as estirpes com
0s genotipos G1P[4] e G2P[8] sdo comumente reportados por cocircularem com as estirpes
G1P[8] e G2P[4] (D6ré et al., 2014) (Figura 8).

Notavelmente, a predominancia epidemioldgica das seis combinagdes G-P mais comuns
parece nao ter mudado ap6s a introducdo das vacinas. Contudo, foi observada a
predominancia de estirpes G2P[4] em diversos paises logo ap6s a introducdo da vacina
Rotarix™ (G1P[8]) nos programas nacionais de imunizacdo de rotina (Dér6 et al., 2014).
Atualmente, ndo estd claro se uma imunidade heterotipica reduzida provocada pela vacina
monovalente e, portanto, um mecanismo de selecdo associado a vacina, é responsavel por
este fendmeno, ou se a predominancia da estirpe G2P[4] é explicada pelas flutuacGes naturais
das estirpes de RVA na populacao (Santos e Hoshino, 2005; Matthijnssens et al., 2009a).

Além das seis principais estirpes de RVA, foram identificadas estirpes de importancia
regional em algumas areas, como por exemplo as infec¢des por G5P[8] e G8P[6] em partes
da América do Sul e da Africa subsaariana, respectivamente (Gouvea et al., 1994; Alfieri et
al., 1996; Leite, Alfieri e Woods, 1996; Cunliffe et al., 1999; Santos e Hoshino, 2005). Além
disso, apos a introducdo da vacina, as estirpes G6P[6] e GIP[4] parecem ter causado um
nimero significativo de infecgdes na Africa e na América Latina (Quaye et al., 2013; Ndze et
al., 2014).
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Figura 8. Esquema do fendmeno de reagrupamento dos genes que codificam as proteinas

superficiais das estirpes de RVA G1P[8] e G2P[4] que cocirculam na populacéo.

A figura mostra uma situacdo hipotética em que um Unico enterdcito estd replicando simultaneamente duas
estirpes de RVA, G2P[4] e G1P[8]. Durante o processo de montagem das novas particulas pode ocorrer o
reagrupamento dos segmentos gendmicos destas estirpes, permitindo o surgimento de até quatro estirpes
distintas: as duas estirpes parentais G2P[4] e G1P[8], além de duas estirpes reagrupadas G2P[8] e G1P[4].

Adaptado de: EuroRotaNet. Disponivel em http://www.sabin.org/sites/sabin.org/files/jim_gray_ist.pdf. Acesso
em 13/01/2017.

Vérias outras combinagdes antigénicas detectadas em seres humanos foram
identificadas principalmente em casos esporadicos, espacialmente isolados (Doré et al.,
2015). Algumas destas foram descritas pela primeira vez no periodo p6s-licenciamento dos
programas de vacinagdo contra RVA e por isso sua origem a partir da estirpe vacinal néo
pode ser descartada. Os genotipos G1P[5], G2P[5] ou G6P[8] compartilham o gene da VP7
e/ou da VP4 com a estirpe parental bovina da vacina Rota-Teq™ (D6r6 et al., 2014). Outras
estirpes raras podem ter emergido dos reservatorios animais através dos eventos de
transmissdo interespécies (Santos e Hoshino, 2005). Exemplos disto sdo as estirpes G3P[9]
de origem felina e as estirpes de G4P[6] de origem suina detectadas em seres humanos nas
ultimas duas décadas em varios paises em todo o mundo (Ghosh e Kobayashi, 2011; Hwang
et al., 2012; Quaye et al., 2013; Papp et al., 2013a; Doro et al., 2015).

1.1.9.2 Epidemiologia e vigilancia em espécies animais de interesse neste estudo

As infeccgdes sintomaticas por RVA séo frequentemente descritas em mamiferos jovens
e aves (Dhama et al., 2009; Martella et al., 2010). Em muitos aspectos, a epidemiologia

molecular dos RVA em animais é semelhante a epidemiologia observada em seres humanos.
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Por exemplo, em gado domeéstico a epidemiologia das rotaviroses também pode se
caracterizar pela substituicdo sequencial de estirpes ao longo do tempo em qualquer
localizacdo geografica (Ghosh e Kobayashi, 2011, 2014). As infeccdes por RVA mais
minuciosamente estudadas sdo as que afetam animais da ordem Artiodactyla, principalmente
suinos, bovinos e equinos, e parcialmente em caprinos, ovinos e camelideos. Revisdes
recentes sobre RVA em suinos, bovinos e equinos indicam que existem alguns genétipos
especificos globalmente importantes para cada uma destas espécies hospedeiras (Martella et
al., 2010; Ghosh e Kobayashi, 2014; Pappet al., 2013abc; Papp et al., 2014; Papp et al.,
2015).

Em caprinos e ovinos até o0 momento, poucas estirpes de RVA tém sido caracterizadas
(Dhama et al., 2009). A anélise de uma estirpe isolada de um ovino na China, RV/Sheep-
tc/CHN/Lamb-NT/xxxx/G10P[15] revelou a presenca de novos genotipos nos genes VP4
(P[15]) e VP6 (110) com uma constelacdo gendmica de RVA Artiodactyla-like ou seja, possui
uma constelacdo gendmica semelhantes a outros bovideos como, antilopes, e bovinos (Chen
et al., 2009). O sequenciamento do genoma de uma estirpe incomum ovina RV/Sheep-
tc/ESP/OVR762/2002/G8P[14] mostrou que esta compartilha uma constelacdo genotipica
amplamente conservada com outras estirpes de RVA de origem Artiodactyla. O genoma
completo de uma estirpe de RVA isolada em caprinos, RVA/Goat-
tc/BGD/GO34/1999/G6P[14], revelou uma estreita relagdo evolutiva com estirpes de RVA de
origem Artiodactyla (Ghosh et al., 2010). Por outro lado, a analise parcial do genoma de uma
estirpe incomum detectada em um caprino na Coréia, RVA/Goat-tc/KOR/GRV/1998/G3P[3],
forneceu indicios de eventos de reagrupamento e/ou transmissdo interespécies entre
caninos/felinos e/ou simios - caprinos (Lee et al., 2003).

Os RV tém sido detectados em alguns mamiferos ungulados exéticos, tais como alpaca,
antilope, bisonte, javali, veado, camelo, gazela, guanacos, girafa e vicunha (Parrefio et al.,
2001; Matthijnssens et al., 2009b; Papp et al., 2012; Badarracco et al., 2013; Ghosh e
Kobayashi, 2014; D6r6 et al., 2015; Garmendia et al., 2015). Poucos genomas das estirpes
obtidas desses animais foram estudados até 0 momento, portanto as informacdes acerca dos
padrdes evolutivos desses virus sdo muito limitadas. O sequenciamento do genoma completo
de uma estirpe de antilope e de duas estirpes de guanacos evidenciou que estas possuem uma
origem comum com estirpes de RVA de ovino e de outros ruminantes, corroborando a
presenca de uma constelacdo genotipica de consenso geral (G6/G8-P[14]-12-(R2/R5)-C2-M2-
(A3/A11)-N2-T6-(E2/E12)-H3) que pode estar circulando entre ruminantes, camelideos e
outras espécies animais da ordem Artiodactyla (Matthijnssens et al., 2009Db).
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Recentemente, foi sequenciado o genoma completo de uma estirpe de RVA isolada em
camelo, denominada s21 (RVA/Camel-wt/KUW/s21/2010/G10P[15]), os genes VP2, NSP2,
NSP3 e NSP5 desta estirpe exibiram uma relacdo filogenética proxima com estirpes de RVA
de ovinos e bovinos, enquanto a VP1 mostrou uma identidade de nucleotideos menor que
90% com estirpes suinas. Ja os genes que codificam as proteinas VP4, VP6 e VP7 exibiram
uma identidade de 88%, 82% e 83%, respectivamente, com estirpes de referéncia isoladas em
ruminantes. O gene da NSP4 foi classificado como um genotipo distinto, denominado de E15
(Papp et al., 2012).

Outro estudo recente, analisou a constelagdo gendmica parcial de uma estirpe
proveniente de uma vicunha selvagem (RVA/Vicuia-wt/ARG/C75/2010/G8P[14]), uma das
quatro espécies nativas de camelideos sul americanos (CSA) (Badaracco et al., 2013),
denominada de C75. Esta estirpe exibiu a constelacdo genotipica G8-P[14]-12-R2-C2-M2-
AXx-N2-T6-E16-Hx, onde observou-se que, com excecdo dos genes NSP3 e NSP4, o genoma
parcial descrito compartilha uma relagdo evolutiva proxima com as estirpes de RVA de
origem Artiodactyla, especialmente com a estirpe de guanaco RVA/Guanaco-
wt/ARG/Chubut/1999/G8P[14], em pelo menos cinco segmentos génémicos (VP7, VP4,
VP2, VP3 e NSP3). J& o gene da NSP4 foi classificado como um genoétipo distinto,
denominado de E16.

1.1.9.3 Epidemiologia da rotavirose no Peru

Estudos do Instituto Nacional de Salud del Nino em Lima, em 1987, 1991 e 1997
detectaram RVA em amostras de fezes de 28%, 32% e 52%, respectivamente, de criancas
com idades <5 anos hospitalizadas com gastroenterite grave (Greenberg et al., 1991,
Figueroa-Quintanilla et al., 1993; Cama et al., 1999).

Ehrenkranz e colaboradores (2001) estimaram o impacto da rotavirose em criangas
peruanas baseado em seis estudos realizados em um periodo de 10 anos, cincos estudos
realizados na capital, Lima (1984 - 1991), e um estudo realizado na regido do Andes em
Huaraz (1986-1987). Eles concluiram que aos cinco anos de idade, mais de 63% das criangas
peruanas experimentavam um episédio de diarreia por rotavirus, uma em cada 10 procuraria
atendimento médico, uma em cada 20 seria hospitalizada e uma em 375 morreria da doenca.
Por ano, isto representaria aproximadamente 384.000 casos, 64.000 visitas médicas, 30.000

hospitalizagdes e 1.600 mortes. O custo anual dos cuidados médicos para essas criangas seria
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de aproximadamente US$ 2,6 milhdes — sem levar em conta 0s custos indiretos ou sociais
da doenca e do dbito (Ehrenkranz et al., 2001).

O programa de vacinagdo nacional antirrotavirose foi introduzido oficialmente no Peru
em 2009, o qual utiliza as duas vacinas disponiveis no mercado, Rotarix™ e RotaTeq™
(MINSA, http://www.minsa.gob.pe). Apesar de o programa oficial somente ter sido iniciado
no ano de 2009, estas vacinas vinham sendo utilizadas no pais, de forma ndo obrigatoria,
desde 0 ano de 2006.

Chang e colaboradores (2015) avaliaram a distribuicao e prevaléncia das infecces por
RVA em uma comunidade periurbana no distrito de Independencia, Lima, no periodo de
janeiro de 2008 a maio de 2011. Nesta comunidade a vacina contra rotavirose foi introduzida
no inicio de 2009. O estudo mostrou uma reducéo significativa da incidéncia de rotavirose na
comunidade (Chang et al., 2015). Embora ndo haja nenhuma informacdo em nivel nacional
dos indices de diarreia por RVA no Peru, parece haver uma tendéncia de reducdo da
incidéncia de gastroenterite aguda em geral em todas as trés regides do pais de 2008 a 2011
(Grupo Tematico de Vigilancia de Enfermedades Diarreicas Agudas y Colera, 2011)

Contudo, a vigilancia epidemioldgica da rotavirose humana € incipiente e baseada em
12 hospitais sentinelas, distribuidos em quatro hospitais na capital, Lima, e oito hospitais no
interior do pais: nas regies de Arequipa, Cajamarca, Cusco, Junin e Loreto. Estes hospitais,
seguindo os parametros da OMS e a Organizacdo Pan-americana da Salde (OPAS), fazem a
selecdo de amostras de criancas (< 5 anos de idade) hospitalizadas com quadros de diarreia
aguda e diagnosticam a rotavirose utilizando o teste de ELISA de captura de antigeno em
fezes (Luna, 2008).

Estudos de epidemiologia baseados na vigilancia dos genoétipos de estirpes de RVA
circulantes no Peru sdo quase inexistentes. No estudo de Cama e colaboradores (1999),
realizado no Instituto Nacional de Salud del Nino, um hospital que atende criangas carentes
da area urbana de Lima, no periodo de fevereiro de 1995 a fevereiro de 1997, 95 amostras
positivas para RVA foram caracterizados por EIA utilizando anticorpos monoclonais para 0s
sorotipos G1 — G4, sendo encontrado G1 (68%), G2 (21%), G4 (3%), G3 (1%) e em 5% das
amostras o sorotipo ndo foi identificado.

Em um estudo mais recente realizado em um hospital sentinela da regido de Cajamarca,
foi utilizada a metodologia de multiplex seminested RT-PCR para 0 genotipagem de amostras
fecais positivas para RVA. Das 117 amostras testadas para RVA, 22 (18.8%) foram positivas
por EIA e 42 (35.9%) foram positivas por RT-PCR, deixando evidente que o nimero de

casos de criangas com rotavirus reportados pelos hospitais sentinelas € subestimado. Os



29

genotipos G mais prevalentes foram G9 (35,7%) e G12 (33,3%), seguidos de G3 (16,7%), G4
(4,8%), G1 (2,4%) e G2 (2,4%). Os gendtipos P mais frequentes foram P[6] (45,2%) e P[8]
(26,2%), enquanto P[4] foi detectado em dois casos (4,8%). As combinacdes dos gendtipos
G-P mais comuns neste estudo foram G12P[6] (23,8%), GOP[6] (19%) e G9P[8] (11,9%);
ndo foi possivel identificar os gendtipos G e P de 4,8% (2/42) e 23,8% (10/42) das estirpes,
respectivamente (Espejo et al., 2014).

Da mesma forma, estudos da epidemiologia molecular da rotavirose nas diferentes
espécies animais sdo praticamente inexistentes, salvo uma Gnica excecdo nos camelideos sul
americanos, especificamente em alpacas no departamento de Cusco. Nesta espécie, em 2015,
um estudo descreveu a genotipagem parcial de duas estirpes de RVA em alpacas,
RVA/Alpaca-tc/Per/K’ayra/3368-10/2011/G3P[11] e RVA/Alpaca-tc/Per/K’ayra/3386-
10/2011/G3P[?] para VP7 e VP7 (Garmendia et al., 2015).

1.1.10. Potencial zoondtico das estirpes de RVA

A transmissdo interespécie de RVA ja foi considerada um evento raro. Durante a
década de 1980, estudos de hibridizacdo RNA-RNA produziram evidéncias convincentes de
que a transmissdo interespécies de RVA poderia ocorrer. Estes estudos revelaram uma
relacdo genética muito proxima entre algumas estirpes incomuns de RVA de origem humana
e animal (Nakagomi e Nakagomi, 1989, 2000). Utilizando a mesma metodologia, observou-
se que outras estirpes detectadas em seres humanos compartilham uma mesma constelacao
genética com estirpes de oriundas de outras espécies (Das et al., 1993; Alfieri et al., 1996;
Esona et al., 2009). Coletivamente, estes estudos revelaram que a transmissdo direta ndo é o
Unico mecanismo utilizado para a quebra da barreira interespécies, ja que um dos
mecanismos descritos em associacdo a este tipo de transmissao é o reagrupamento, podendo
contribuir para o aparecimento de estirpes potencialmente zoondticas.

Entretanto, a medida que as técnicas de sequenciamento se tornaram amplamente
utilizadas, o nimero de sequéncias dos genes que codificam VP4 e VP7 das estirpes
circulantes de RVA aumentou drasticamente. O acumulo de informagdes oriundas das
analises dessas sequéncias e de dados de prevaléncia das estirpes RVA, revelou que, pelo
menos, 3/4 das combinagdes possiveis dos gendtipos G-P detectados em seres humanos
podem ser consideradas incomuns, e estas representam uma prevaléncia global de menos de
1% (Doro et al., 2015).
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Esforcos globais de vigilancia epidemiologica forneceram evidéncias solidas de que os
reagrupamentos entre estirpes de RVA de origem humana e animal s&o cruciais para o
intercdmbio de segmentos genéticos entre estes virus, assim como para a eficiente
transmissdo e disseminacdo destas estirpes entre 0s novos hospedeiros ndo homélogos. Os
exemplos mais proeminentes sdo as estirpes G9P[8] e G12P[8], que se tornaram globalmente
comuns durante o final da década de 1990 e inicio da década de 2000 (Matthijnssens et al.,
2010a; Banyai et al.; 2012). Os gendtipos G9 e G12 destas estirpes emergentes foram
provavelmente adquiridos a partir de estirpes de RVA de origem animal, enquanto o outro
antigeno de superficie (P) e o restante da constelagdo genotipica sdo de origem humana
(Gentsch et al., 2005; Santos e Hoshino, 2005). Os genotipos G9 e G12 detectados em
suinos, bovinos e humanos, mostram uma constelacdo genémica derivada de RVA suino
atestando a origem animal destes genes (Teodoroff et al., 2005; Ndze et al., 2013).

Outras estirpes zoondticas apresentam distribuicdo geografica mais restrita. Por
exemplo, verificou-se que algumas estirpes pertencentes aos genétipos G6, G8 ou G10, de
origem bovina, causam epidemias regionais em humanos, em partes da Africa, Asia e
Europa, enquanto que em outras areas sdo geralmente detectadas de forma esporadica, sem
evidéncias de ligacdo epidemioldgica com a variante epidémica destes gendtipos. Analises
moleculares de G6, G8 e G10 revelaram heterogeneidade genética entre as estirpes
circulantes, indicando que ocorrem multiplos eventos de transmissdo interespécies
independentes em varias areas geograficas; contudo, apenas algumas destas estirpes em
tornaram-se clinicamente importantes em uma determinada area (Martella et al., 2010; Ghosh
e Kobayashi, 2011; Dér6 et al., 2015).

A questdo de por que certos tipos de genotipos de origem animal sdo mais
frequentemente encontrados em seres humanos do que em outras espécies animais permanece
aberta. Por exemplo, as combinagcbes de gendtipos G-P mais comumente detectados em
suinos e bovinos sdo G5P[7] e G6P[11], respectivamente; estes genotipos foram detectados
apenas em alguns poucos casos de infeccdo em humanos em todo o mundo. Entretanto, 0s
gendtipos G3/G9/G4P[6] de suino e G6/G8/G10P[14] de ruminantes sdo relativamente mais
comuns em seres humanos do que nos respectivos hospedeiros animais (Ghosh e Kobayashi,
2011).

Os mecanismos moleculares responsaveis pela variacao antigénica dessas estirpes entre
as diferentes espécies hospedeiras permanecem desconhecidos, contudo, alguns estudos tém
fornecido informacdes relevantes que podem auxiliar na compreenséo desses fendbmenos. Foi

levantada a possibilidade de que a composicdo genética da espécie hospedeira pode
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determinar a suscetibilidade dos individuos a infec¢do por determinadas estirpes de RVA e
consequentemente, pode favorecer ou inviabilizar a infeccéo por estirpes heter6logas (Ramig,
1997; Ilturriza-Gomara, Desselberger e Gray, 2003; Matthijnssens, Martella e van Ranst,
2010). A VP4 é uma proteina chave neste processo, uma vez que funciona como receptor
para a adsorcdo dos RV a célula. O dominio de ligacdo ao receptor celular da VP4 interage
com porgdes de carboidratos na superficie celular.

Foi demonstrado que algumas estirpes de RVA de origem animal dependem do &cido
sidlico para a interacdo inicial com as células, p.ex.: estirpes P[1] (bovino), P[2] e P[3]
(simio) e P[7] (suino) (Mendez, Arias e Lopez, 1993; Ciarlet e Estes, 1999; Ciarlet et al.,
2000). Para algumas estirpes de RVA suinos, o gangliosideo GM3 sialidado foi proposto
como o receptor celular. Estudos recentes indicam que os principais gendtipos humanos P[4],
P[6] e P[8] ndo dependem dos &cidos sialicos terminais para a ligacdo celular, uma vez que
sdo capazes de se ligar aos acidos sialicos internos presentes nos antigenos do grupo histo-
sanguineo. A hipétese é que ocorre uma ligacdo preferencial das estirpes P[4] e P[8] com os
antigenos B de Lewis ou antigenos tipo H-1. As criangas com polimorfismo no gene da
fucosiltransferase 2 (FUT2), também chamadas de ndo secretoras da galactosideo 2- a-L-
fucosiltransferase 2, parecem ser resistentes a infec¢fes por estirpes P[8] (Huang et al., 2012;
Imbert-Marcille et al., 2014). Desta forma, para que as criancas sejam suscetiveis a estirpes
P[8], os dois fenttipos (secretores FUT2 e antigeno B de Lewis) sdo necessarios, enquanto
que as estirpes P[6] infectam principalmente criangas Lewis-negativas, independente de seu
fenotipo secretor (Huang et al., 2012; Imbert-Marcille et al., 2014).

Notavelmente, a distribui¢cdo desproporcional de individuos Lewis-negativos entre as
populagdes (4-6% da populagdo europeia e norte americana versus 30% da populacéo
africana e latino-americana) poderia explicar a maior frequéncia de estirpes P[6] entre
criancas africanas, enquanto P[4] e P[8] predominam na populacdo caucasiana.
Curiosamente, estirpes com genotipos P[9], P[14] e P[25] parecem depender de interacdes
com antigenos histo-sanguineos do tipo A para a ligacao a superficie celular (Hu et al., 2012;
Liu et al., 2012). Consequentemente, os individuos portadores de antigeno de tipo A podem
ser mais susceptiveis a infeccdo por estirpes de RVA de origem animal que reconhecem este
tipo de antigeno.

As analises comparativas de sequéncias gendmicas demostraram que a maioria das
estirpes de RVA de origem humana pertencem a trés constelacbes genotipicas, dos genes
ndo-G, ndo-P a saber: 11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 (Wa-like), 12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-
E2-H2 (DS-1-like), and 13-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3 (AU-1-like) (Matthijnssens e van
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Ranst, 2012). As estirpes humanas Wa-like compartilham sua constelagdo genotipica com
estirpes suinas, as estirpes DS-1-like compartilham sua constelacdo genotipica com estirpes
de RVA de origem bovina, enquanto as estirpes AU-1-like estdo relacionadas com estirpes
felinas (Gauchan et al., 2015).

Estes estudos revelaram diversos cenarios de eventos de transmissdo interespécies,
frequentemente sugerindo uma configuracdo do genoma oriunda de multiplos hospedeiros.
Por exemplo, uma estirpe detectada em uma crian¢a com diarreia grave, na Hungria, contém
em sua constelacdo genes oriundos de estirpes de RVA de bdfalo, felino e bovino (Banyai et
al., 2009). Outra estirpe detectada em uma crianga assintomatica, no Quénia, carregava genes
de provavel origem de RV de simio e um numero de genes cuja origem nao pode ser
elucidada (Ghosh et al., 2011). Estirpes de RVA detectadas em criancas na india possuem
genes provavelmente oriundos de estirpes de felinos, simios e caprinos (Mukherjee et al.,
2012). A analise filogenética de varias estirpes com gendtipo G4P[6] detectadas na Hungria,
sugere uma origem zoonética destes virus, possivelmente através do reagrupamento entre
estirpes provenientes de suinos e de humanos (Papp, et al., 2013a). Uma estirpe G3P[14]
isolada de uma crianca australiana apresentou uma mistura de genotipos originario de
morcego, felino/canino-like e bovino, enquanto uma estirpe detectada em Barbados pode ser
produto de reagrupamento entre RVA de humano, de suino e de bovino (Donato et al., 2014,
Tam et al., 2014). Postula-se que os eventos que podem levar ao surgimento deste mosaico
genético resultariam de uma possivel aquisicdo sequencial de genes de um pool comum de
genes circulantes em uma area geografica em um Unico hospedeiro ou pela alternancia de

espécies hospedeiras (Figura 9).
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Transmissao direta

SI-R56 BE2001 B4106
|G6P [11) GOP [6) G3P [14)

BG620 ME848/12 BRCH272 CDC1133 BP1879
G5P [6] G12P [9] G3P [14] G4P [14) G6P [14]

Humano Suino Bovino Felino Lagomorfo Morcego Ber1 T TSI Bufalo o) () tilope

Figura 9. Constelacfes genotipicas de estirpes incomuns de RVA de origem humana.

Os dois mecanismos principais sdo mostrados: transmissdo direta e transmissdo interespécies associada a
reagrupamento, que levam a aquisicdo de estirpes de RVA de origem animal ou dos seus segmentos gendmicos.
Séo também mostradas estirpes decorrentes do reagrupamento entre multiplos hospedeiros com a presumida
espécie hospedeira de origem.

Adaptado de: Doro et al., 2015.

Conforme delineamos anteriormente, a transmissdo zoondtica do RVA esta
frequentemente associada ao fendmeno de reagrupamento dos segmentos génicos. Isto
exigiria a ocorréncia de coinfeccdo do hospedeiro por estirpes homologas e heterdlogas
(Martella et al., 2010). A transmissdo de estirpes de RVA heter6logas pode ocorrer
diretamente via contato direto com animais, ou indiretamente por contato com fémites
contaminados com material fecal. A agua contaminada com fezes pode desempenhar um
papel chave na transmisséo do RVA, pois pode conter estirpes de RVA de origem humana e
animal, facilitando assim coinfeccOes por estirpes homologas e heterologas, criando a
oportunidade de reagrupamento. Portanto, a transmissdo por via hidrica poderia ser uma
explicacdo alternativa para a ocorréncia de estirpes de RV com uma constelacdo genotipica

quimérica (Martella et al., 2010; Doro et al., 2015). Pouco se sabe sobre a transmissdo do
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RVA por aerossol em condicGes naturais, embora a transmissdo por via aérea tenha sido
proposta por trabalhos epidemioldgicos inicias e posteriormente demonstrada por

experimentos com animais (Estes e Greengerb, 2013; D6ré et al., 2015).
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2. Justificativa

Apesar do acumulo de evidéncias da ocorréncia de transmissdo interespécies, estudos
epidemioldgicos ainda sdo necessarios. Poucos estudos relatam o contato direto ou indireto
entre individuos infectados com RVA e animais de criacdo ou de companhia (Zeller et al.,
2012; Doan et al., 2013). Por isto quase nada se sabe sobre o modo e frequéncia da
transmissdo interespécies nestes casos. Dado que a vigilancia se encontra focada
principalmente em pacientes clinicamente doentes e que as estirpes de RVA de origem
animal tendem a ser menos virulentas em seres humanos (Ghosh e Kobayashi, 2011, 2014;
Doro et al., 2015), € seguro especular que os casos documentados de eventos de transmissédo
interespécies provavelmente representam somente a ponta do iceberg. Além disso, as
infeccbes zoondticas por RVA ocorrem principalmente como eventos espacial e
temporalmente separados, e a ligagdo epidemioldgica entre os casos, se houver, permanece
oculta. Vale ressaltar que os paises em desenvolvimento tendem a relatar mais comumente a
ocorréncia de verdadeiras infeccdes associadas a RVA de origem animal em seres humanos
do que os paises industrializados. O abastecimento inadequado de agua potavel, a falta de
servigos sanitarios fundamentais e a coabitacdo com animais de criacdo, em paises em
desenvolvimento, poderiam explicar o maior risco de zoonoses por RV nesses paises (Cook
et al., 2004). Além disso, ndo apenas infec¢bes por estirpes de origem animal sdo mais
frequentemente detectadas nesses paises, como também as coinfec¢Bes por diferentes estirpes
de RVA dando lugar a geracdo e selecdo de estirpes com reagrupamentos envolvendo
diferentes segmentos génicos (Ghosh e Kobayashi, 2011, 2014; D6r6 et al., 2015; Phan et al.,
2016). Consequentemente, estas estirpes sdao mais comumente relatadas em paises em
desenvolvimento localizados nos continentes africano, asiatico e na América latina (Gentsch
et al., 2005; Bényai et al., 2012).

Ja no Peru, a vigilancia epidemiologica do RVA em seres humanos e animais €
praticamente inexistente. Nao existem dados sobre os genotipos que circulam nas populagdes
rurais que vivem em areas carentes de servicos basicos e que coabitam com animais de
criagdo e de companhia, além de animais silvestres nos campos de cultivo, florestas e
desertos do pais.

A zona de criagdo de alpacas esta geograficamente localizada acima dos 4000 masl.
Apresenta um clima extremo e de pobre forragem para outras espécies animais que nao sejam
proprias do planalto andino, embora se possa observar a presenca rara de gado tradicional

(bovinos, ovinos, equinos e suinos) junto com os pastores, ja que estes animais sdo de
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importancia econdmica fora de sua atividade principal que é a agricultura e criacdo de CSA
domeésticos (alpacas e lhamas). Estima-se que no ano 2000, pelo menos um milhdo e meio de
pessoas das zonas alto andinas dos departamentos de Apurimac, Arequipa, Ayacucho, Cusco,
Huancavelica, Junin, Lima e Puno, se dedicavam a criacdo de CSA como atividade principal.
Contudo, a renda per capital nestas zonas produtoras de camelideos sdo as menores do pais
(FAO, 2005).

A situacdo econémica das comunidades camponesas como Silli, que estdo dedicadas a
criacdo de CSA, é cadtica pela extrema pobreza que padecem, ficando ainda mais critica sua
situacdo pela falta de agua potavel, falta de servicos higiénicos vitais e de centros de saude.
Tudo isso é refletido na condicdo sanitaria de seus animais, que sofrem maiores problemas
sanitarios, pelo manejo inadequado e por falta de programas profilaticos. O tipo de criacdo
dos CSA nas comunidades € extensivo, utilizando zonas pantanosas regadas por riachos ou
rios, e com um sistema de trabalho da época dos Incas denominado de minka (trabalho
coletivo feito a favor da comunidade). Em outras palavras, as familias que compde as
comunidades ficam encarregadas do pastoreio e cuidado dos animais no minimo uma
temporada durante o ano, e pelo observado, os pastores em sua maioria S0 criangas,
mulheres e pessoas idosas. O contato dos pastores com 0s animais é muito estreito e estes tém
o0 habito de utilizar suas fezes como fertilizantes, assim como combustivel para cozinhar, e as
criancas menores até brincam com as fezes secas.

Por outro lado, os animais do instituto de pesquisa do IVITA tém um sistema de criacdo
semi-intensiva, sdo animais em condicGes sanitarias superiores quando comparados aos
animais das comunidades rurais. Possuem méo de obra contratada junto com suas familias
para cuidar os animais, que trabalham em sistema de rodizio ao longo do ano. Os animais do
IVITA ficam a 30 km de distancia dos animais do Silli e ndo deveriam ter contato nenhum
entre eles, contudo, durante as visitas de coletas observamos que os médicos veterinarios
encarregados do IVITA e seus trabalhadores, prestam atendimento, na ocorréncia de
epidemias com alta taxa de morbilidade e mortalidade de animais, nas comunidades como
Silli, e quando voltam aos currais do IVITA ndo fazem a devida esterilizacdo das roupas,
botas e ferramentas de trabalho.

Por estas razdes tomamos amostras da comunidade camponesa de Silli e do IVITA para
compara-las e saber se existem diferencas na circulacdo das estirpes de RVA entre ambos 0s
locais, assim como para verificar se o tipo de manejo sanitario dos animais influencia na

ocorréncia e na incidéncia das infeccdes por RVA na regido.
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Os dados anteriores obtidos por nosso grupo sugeriram que as estirpes de RVA que
circulam em alpacas de uma comunidade camponesa em Cusco, possuem um mosaico
genético peculiar, nos levando a especular que estas estirpes possam ter emergido a partir de
eventos de reagrupamento entre RVA de origem humana e animal, sugerindo uma
caracteristica zoondtica da infeccdo (Rojas, 2013). A genotipagem e sequenciamento
completo ou parcial do genoma das estirpes de RVA, que circulam no planalto andino
infectando ambas as populacdes, permitiria um melhor entendimento da frequéncia, evolucéo
e da ecologia das infeccdes por RVA na regido estudada e sua verdadeira importancia como
agente zoonotico. Além de proporcionar um parametro de comparagdo com as constelacdes

genotipicas das duas vacinas de RVA utilizadas pelo Ministério da Satde do Peru.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Principal

O objetivo principal deste estudo foi realizar a deteccdo e genotipagem das estirpes de
RVA provenientes de amostras fecais de animais e seres humanos que coabitam
estreitamente, coletadas especificamente da zona de criacdo de alpacas do distrito de

Marangani no departamento de Cusco, no Peru, no periodo 2010-2014.

3.2. Objetivos Especificos
1. Detectar infecgbes por RVA, utilizando a RT-PCR, em amostras fecais de camelideos,

carneiros e seres humanos, nativos da serra sul do Peru.

2. ldentificar os gendtipos das estirpes de RVA detectadas, através de multiplex seminested
RT-PCR e por sequenciamento parcial do genoma viral, com base em pelo menos 3 genes:
VP7, VP4, elou VP6 e/ou NSP4 e/ou NSP5.

3. Isolamento em cultura de células de estirpes contendo possiveis novos gendtipos e

sequenciar o genoma completo destas estirpes.
4. Avaliar a frequéncia dos diferentes geno6tipos identificados entre as espécies estudadas.

5. Avaliar a ocorréncia de infeccBes interespécies na populacao estudada.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Questoes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa em animal da
Universidad Nacional Mayor de San Marco da Facultad de Medicina Veterinaria (UNMSM-
FMV), Lima, Peru e, pelo Instituto Veterindrio de Investigaciones Tropicales y de Altura
(IVITA), Cuzco, Peru. Para a obtengdo das amostras das criangas foi solicitado a todos os
pais dos individuos convidados a participar do estudo, uma autorizacdo para coleta de
espécime clinico, utilizando-se para tal um Termo de Consentimento proporcionado pelo
IVITA. A importacdo das amostras fecais de seres humanos e animais foi aprovada pelo
Instituto do Meio Ambiente Brasileiro (IBAMA; Brasilia, DF, Brasil) mediante uma
autorizacdo com namero de protocolo 14BR012948/DF 02/20/2014.

4.2. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo de série de casos de carater observacional transversal descritivo,
tendo por objetivo descrever a ocorréncia de dois eventos (1) circulacdo de RVA e (2)
ocorréncia de eventos de transmissao interespécies, em um determinado instante do tempo
em populagdes distintas, compostas de seres humanos e animais nativos da regido do planalto

andino no Peru.

4.3 Populacdo e amostras
A populacdo alvo foi aquela de animais e criangas com ou sem diarreia aguda,

residentes na area do estudo.

4.4. Critérios de incluséo e exclusao
4.4.1. Critério de incluséo

Criancgas 0s quais 0s responsaveis concordaram em participar do estudo do estudo e
animais que os proprietarios autorizaram a coleta, com ou sem quadros de diarreia aguda

residentes na area do estudo.

4.4.2. Critérios de excluséo
Criancas 0s quais 0s ndo responsaveis concordaram em participar do estudo do estudo
e animais que os proprietarios ndo autorizaram a coleta, com ou sem quadros de diarreia

aguda residentes na area do estudo.
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4.5, Coleta de amostras

Foram coletadas 265 amostras fecais: 24 de criancas, 192 de alpacas neonatas, 40 de
Ihamas neonatas e nove de carneiros, com ou sem diarreia, localizados na zona de criagdo de
alpacas (14°24°45.3’S, 71°11°32.6’W; ~4000 masl (metros acima do nivel do mar, do
inglés metres above sea level) do distrito de Marangani, provincia de Canchis, no
departamento de Cusco, Peru (Tabela 3). Por se tratar de série de casos, as amostras foram de
conveniéncia. Os sujeitos (humanos ou animais) que atenderam aos critérios de inclusdo nos
dias e horarios em que houve coleta de dados participaram do estudo. As coletas foram
realizadas entre os meses de janeiro e fevereiro de cada ano, no periodo entre 2010-2014. Os
meses das coletas coincidem com o periodo de nascimento das alpacas e Ihamas, e de maior

incidéncia de diarreia em criangas e animais na regiao.

As amostras de humanos e animais sdo oriundas de dois centros de criacdo de
camelideos localizados na comunidade camponesa de Silli e no centro de pesquisa de alpacas
do IVITA pertencente a FMV-UNMSM. A distribuicdo das amostras por sitio de coleta esta

apresentada na Tabela 3.



Tabela 3. Descri¢do das amostras fecais que foram analisadas neste estudo.
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Ano Espécie Sitio de Faixa etaria Status N° de
coletal amostras
2010 Alpacas Silli 1 - 5 semanas Com diarreia 50
Humanos 2 - 13 anos Com diarreia 14
2012 Alpacas IVITA Com diarreia 28
1 - 5 semanas .
Sem diarreia 40
2014 Alpaca Silli Com diarreia 22
1 - 5 semanas . .
Sem diarreia 22
IVITA 1 -5 semanas Com diarreia 8
Sem diarreia 22
Lhama Silli 1 - 5 semanas Sem diarreia 11
IVITA 1 -5 semanas Com diarreia 2
Sem diarreia 27
Carneiros Silli 3 — 6 meses Sem diarreia 4
IVITA 3 meses Sem diarreia 5
Humanos Silli Com diarreia 1
1,6 — 6 anos ) ;
Sem diarreia 1
IVITA Com diarrei
5 - 13 anos om .|arre.|a 4
Sem diarreia 4
Total 265
L Silli = Comunidade camponesa de Silli; IVITA = Instituto Veterinario de Investigaciones Tropicales y de
Altura.

No caso das amostras de animais, todas foram colhidas diretamente do reto dos animais

reunidos no curral (Figura 10). Em criancas, foram colhidas pelos pais utilizando os

coletores fornecidos para este fim. As amostras foram encaminhadas ao laboratério de

diagnostico microbioldgico do IVITA (Cusco-Peru) onde foram mantidas congeladas (-20°C)

até o final da coleta. Posteriormente as amostras foram levadas para o Laboratério de

Virologia Veterinaria da FMV-UNMSM (Lima-Peru) e preservadas a -80°C para

posteriormente serem trazidas para Laboratdrio de Viroses Respiratorias, Entéricas e

Oculares (LAVIREO) do Departamento de Virologia, do Instituto de Microbiologia Paulo de

Gbes da UFRJ para seu processamento.
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Figura 10. Coleta das amostras fecais das espécies animais.

(A, B) Montanhas do departamento de Cusco (Distrito de Marangani) a 4300 masl onde foi realizada a coleta de
fezes dos animais de criacdo extensiva e semi-intensiva pertencentes a Silli e ao IVITA, respectivamente; (C)
Pastoreio dos animais até os currais de manejo; (D) Curral de manejo; (E) Coleta de fezes de animais com e sem
diarreia; (F) As fezes foram classificadas e congeladas a -20°C até seu envio a UFRJ-Brasil.
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4.6. Processamento das amostras fecais

Inicialmente, as amostras sofreram um processo de clarificagdo. Para tal, foram
preparadas suspensdes fecais 10-20% em PBS (tampéo salina fosfato, do inglés phosphate-
buffered saline) pH 7.2, para depois serem submetidas a centrifugacdo a 2500x g por 5

minutos. O sobrenadante fecal clarificado foi utilizado para a extracdo do RNA viral.

4.7. Controles positivos

Com o objetivo de testar e padronizar os novos oligonucleotideos desenhados para este
estudo foram utilizadas quatro estirpes de RVA de alpacas e suas sequéncias nucleotidicas
previamente obtidas RVA/Alpaca-wt/PER/AIp11A/2010/G8P[?], RVA/Alpaca-
Wt/PER/AIp11B/2010/G20P[?], RVA/Alpaca-wt/PER/AIp21A/2010/G1P[?], RVA/Alpaca-
Wt/PER/AIp22/G8P[14]. O desenho dos iniciadores foi um requisito fundamental devido a ao
fato de que os oligonucleotideos disponiveis na literatura para a deteccdo e genotipagem de
RVA em humanos e animais apresentam uma eficiéncia limitada na deteccao das estirpes de

camelideos (Rojas, 2013).
4.8. Extracédo do RNAviral

A extracdo do RNA viral foi realizada utilizando o kit Totally RNA Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos) de acordo com as recomendacGes do fabricante.
Em tubos de 1,5 mL adicionou-se 300 pL da solucdo desnaturante juntamente com 300 pL da
suspensdo fecal e 300 uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico. Em seguida os tubos foram
agitados em vortex por 15 segundos. Posteriormente foram incubados em gelo por 5 minutos
e apoOs esse tempo os tubos foram centrifugados a 10000x g por 5 minutos. Apos a
centrifugacdo a fase aquosa foi transferida para outro tubo onde foram adicionados 60 pL de
acetato de sodio e 300 pL de fenol &cido. Os tubos foram agitados em vortex por 15
segundos. Em seguida, os tubos foram novamente incubados em gelo por 5 minutos e apds
esse periodo foram centrifugados a 10000x g por 5 minutos. Apos a centrifugacdo a fase
aquosa foi transferida para outro tubo e adicionou-se 600 pL de isopropanol. Em seguida 0s
tubos foram incubados a -20°C por 15 minutos. Apoés esse periodo foi feita uma centrifugacao
a 12000x g por 15 minutos, o sobrenadante foi desprezado por inversdo dos tubos e foi
adicionado 300 pL de etanol 70% a temperatura ambiente em cada tubo. Os tubos foram
homogeneizados por inversdo e centrifugados a 12000x g por 10 minutos; o sobrenadante foi
desprezado por inversdo dos tubos e o sedimento de RNA foi seco a vacuo (Speed Vacuum
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Concentrator, Thermo Fisscher, Waltham, MA, Estados Unidos). Por fim, o sedimento foi
suspenso com 30 pL em &gua contendo DEPC (dietil etilenodiamino, do inglés
diethylcarbonate) /EDTA (acido tetra acético etilenodiamino, do inglés ethylenediamine

tetraacetic acid) fornecida no kit.

4.9. Detecgédo de RVA

As amostras foram submetidas a RT-PCR e (semi)nested PCR utilizando
oligonucleotideos especificos para as amplificacdes dos genes que codificam as proteinas
VP6, NSP4 e NSP5 dos RVA. Inicialmente produziu-se o DNA complementar (cDNA);
(&cido desoxirribonucleico complementar, do inglés complementary deoxyribonucleic acid)
como descrito a seguir. Posteriormente, 5 pl do cDNA foram misturados a 45 pl da mistura
de PCR descrita posteriormente.

4.9.1. Producdo do DNA complementar viral (cCDNA)

Primeiramente foi feita a transcrigéo reversa (RT, do inglés reverse transcription) para
a producdo do cDNA utilizando iniciadores antissenso especificos (ver Quadro S1, material
suplementar), separadamente para cada gene pesquisado. Para tal, foi adicionado em um
tubo de PCR 5 pL do RNA extraido e aquecido a 97°C por 5 minutos. Apds este periodo,
resfriou-se a mistura por 5 minutos a 4°C e adicionou-se 5 pL da seguinte mistura: 1,4 uL de
agua estéril; 0,5 pL da mistura de desoxinucleotideos trifosfato 10 mM (dNTP) (contendo
desoxiadenosina trifosfato [dATP], desoxitimina trifosfato [dTTP], desoxicitidina trifosfato
[dCTP] e desoxiguanosina trifosfato [dGTP]; concentracdo final 0,5 mM) (Ludwig Biotec,
Porto Alegre, RS); 2 pL de tampé&o da enzima concentrado 5X; 0,6 pL de solugédo de cloreto
de magnésio (50 mM; concentra¢do final 3 mM), 0,4 uL da solucéo iniciadores especificos
antissenso (20 uM; concentracdo final 80 pmol) e 0,2 pL (10 U) da enzima transcriptase
reversa (ImProm-Il Reverse Trascriptase, Promega, Madison, WI, Estados Unidos). As
reacOes ocorream em um termociclador modelo Veriti 96 wells (Thermo Fisher Scientific),
em uma temperatura inicial de 25°C por 5 minutos, seguida de uma temperatura de 42°C por

45 min. Os cDNA obtidos foram submetidos a reacdo de PCR como descrito a seguir.

4.9.2. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e (semi)nested PCR
Para as PCR foram adicionados ao cDNA produzido, 45 uL da seguinte mistura: 30 puL

de agua destilada estéril; 10 uL de tampédo da enzima concentrado 5X; 2 pL de solucéo de
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cloreto de magnésio (50 mM; concentracdo final 2 mM), 1 pL da mistura de dNTPs (10 mM;
concentracéo final 0,2 mM); 1,6 pL da solugdo contendo os iniciadores senso e antissenso
especificos (20 uM; concentracdo final 32 pmol) e 0,4 uL (2 U) da enzima Taq polimerase
(Ludwig Biotec, Porto Alegre, RS). Na seminested PCR 5 pL do produto da primeira PCR
foram adicionados 45 pL da mesma mistura de PCR utilizando-se iniciadores especifico
senso e antissenso (ver Quadro S1). As amplificacbes foram realizadas em termociclador
modelo Veriti 96 wells, (Thermo Fisher Scientific). As condi¢cdes da PCR e (semi)nested PCR
para cada um dos genes pesquisados estdo apresentadas no Quadro S2.

A andlise dos resultados das reaces de PCR foi realizada por eletroforese em gel de
agarose. Ao gel de agarose a 1,2% em TBE 0,5X (Tris 0,089 M; acido bérico 0,0089 M;
EDTA 0,025 M, pH 8,3) acrescido de 5 puL de brometo de etidio (0,5 pg/pL), foram
aplicados 5 pL do produto da PCR ou da (semi)nested PCR e submetido em seguida a
eletroforese a 100V por 1 hora com tampédo TBE 0,5X. Por fim, os géis foram visualizados
em um transiluminador com luz ultravioleta e fotografado com camera digital. O tamanho do
fragmento amplificado foi estimado por comparacdo com um padrdo de tamanho molecular
100 pares de base (pb) (Ludwig Biotec).

4.10. Genotipagem das amostras positivas para RVA

As amostras positivas para RVA foram subsequentemente analisadas por
sequenciamento ou multiplex RT-PCR para determinacdo dos gendtipos G (VP7), P (VP4), |
(VP6), E (NSP4) e H (NSP5).

4.10.1. Genotipagem através de sequenciamento do genoma viral

Para a selecdo e desenho dos oligonucleotideos foram utilizadas quatro estirpes de RVA
de alpacas detectadas previamente em nosso laboratério: RVA/Alpaca-
wt/PER/AIp11A/2010/G8P[x], RVA/Alpaca-wt/PER/Alp11B/2010/G20P[x], RVA/Alpaca-
Wt/PER/AIp21A/2010/G1P[x] e RVA/Alpaca-wt/PER/AIp22/G8P[14]. Utilizando as
sequéncias parciais obtidas destas estirpes, além de sequéncias comumente descritas para 0s
gendtipos I, E e H de estirpes de origem humana e animal da ordem Artiodactyla, foram
selecionados os iniciadores para a amplificacdo dos genes que codificam a VP7, VP4, VPG,
NSP4 e NSP5.

Os iniciadores selecionados amplificam regides gendmicas hipervariaveis dos genes

que codificam as proteinas VP7 e VP4 que permitem a identificacdo das diferentes variantes
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genéticas descritas na literatura (Quadro S3). Ja para a VP6, foram selecionados iniciadores
que amplificam a ORF completa deste gene (Quadro S3) com base no alinhamento das
sequéncias de RVA obtidas no GenBank, utilizando-se o programa MegAlign (pacote
Lasergene; DNASTAR Inc., Madison, WI, Estados Unidos). Cabe mencionar que para 0s
genes que codificam as proteinas ndo estruturais NSP4 e NSP5 foram utilizados 0s mesmos
iniciadores da PCR ou seminested PCR que amplificam a ORF completa destes genes

(Quadro S1). As condicdes das amplificacOes estdo descritas no Quadro S4.

Os segmentos gendmicos amplificados de estirpes randomicamente selecionadas foram
enviados para sequenciamento pelo método de Sanger na empresa Macrogen Inc (Seul,

Coreia), de acordo com o protocolo préprio da empresa.

4.10.1.1. Anélise das Sequéncias

As sequéncias nucleotidica obtidas foram editadas utilizando os programas Chromas
v.2.5.1[Technelysium Pty Ltd, Helensvalle, QLD - Australia], SeqMan e EditSeq do pacote
do software Lasergene v.7.0 [DNASTAR Inc., Madison, WI, EUA]. Posteriormente foram
analisadas através do programa BLAST [www.ncbi.nlm.gov/BLAST] para identificacdo das
sequéncias mais proximas, e alinhadas com sequéncias correspondentes obtidas do GenBank,
utilizando o algoritimo MegaAlign do pacote do software Lasergene v.7.0 [DNASTAR Inc.,
Madison, WI, EUA]. O alinhamento é um procedimento computacional que faz
correspondéncia entre as posi¢cOes de sequéncias moleculares mantendo a ordem destas
(Nahum e Ruiz, 2015).

A identificacdo dos diferentes gendtipos foi realizada utilizando a ferramenta RotaC??
automated genotyping tool for Group A rotaviruses (http://rotac.regatools.be) (Maes et al.,
2009).

As analises filogenéticas foram realizadas utilizando o programa MEGA v.7.0.14
(Kumar, Stecher e Tamura, 2016). As distancias de identidade de nucleotideos foram
corrigidas usando Kimura 2-parameter, modelo padréo utilizado pela RCWG para as analises
de sequencias de RVA.

Os dendrogramas foram construidos pelo método de Maximum Likelihood (maxima
verossimilhanga), (A maxima verossimilhanca é um método semelhante ao de maxima

parciménia no que diz respeito a atribuicdo de um score as diferentes topologias a serem



47

comparadas, porém trata-se de um método probabilistico. O método de maéaxima
verossimilhanga busca a arvore que maximiza a probabilidade dos dados observados. Neste
método, calculam-se as probabilidades associadas a diferentes topologias e cada uma delas
com as variagdes nos tamanhos dos ramos, considerando o modelo evolutivo escolhido. A
arvore 6tima é aquela com maior valor de verossimilhanga, ou seja, maior probabilidade de
os resultados terem se originado conforme o modelo de substituicdo de nucleotideos ou de
aminoacidos. Este é considerado um método de maior consisténcia e robustez, porém
apresenta algumas desvantagens. Por ser um método complexo, tem um alto custo
computacional, o que pode limitar as anélises de bases de dados contendo um grande nimero
de sequéncias. Além disso, é particularmente sensivel a ambiguidades presentes no
alinhamento) (Walsh e Sharma, 2009; Nahum e Ruiz, 2015).

A significancia estatistica foi estimada pela analise de bootstrap com 1000
pseudoreplicatas. Esta metodologia usa reamostragem aleatoria de dados com a substituicdo
para determinar o intervalo de confianca para um parametro da arvore. As reamostragens sao
comparadas e cada nd recebe um valor em porcentagem que indica qudo frequente as duas
sequéncias ou o grupo de sequéncias ocorrem juntas nas diferentes arvores (Walsh e Sharma,
2009; Nahum e Ruiz, 2015). Na prética, valores de bootstrap superiores a 75% sao

considerados um apoio significativo para um clado (Walsh e Sharma, 2009).

4.10.2. Genotipagem através da reacdo de multiplex seminested PCR

Uma vez que foram obtidas sequéncias especificas dos genotipos circulantes na regido
do estudo, foram selecionados novos iniciadores tipo-especificos para serem utilizados na
genotipagem das estirpes (Quadros S5). As reacdes de amplificacdo foram realizadas como
descrito anteriormente, e as condi¢des estdo especificadas no Quadro S6. A analise dos
resultados das reagdes de PCR foi realizada por eletroforese em gel de agarose visualizado
em um transiluminador com luz ultravioleta e fotografado com camera digital. O tamanho do
fragmento amplificado foi estimado por comparacdo com um padrédo de tamanho molecular
100 pb (Ludwig Biotec).

4.11. Isolamento de RVA em cultura de células

Apos o resultado do sequenciamento parcial do gene da VP4 da estirpe de alpaca
RVA/Alpaca-tc/PER/SA44/2014G3P[?], observou-se que possivelmente tratava-se de um
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novo gendtipo P e, portanto, seria necessario sequenciar a OFR completa e submeter a
sequéncia a0 RCWG para confirmacdo. Devido a pequena quantidade de material fecal
disponivel, optamos por tentar realizar o isolamento desta estirpe em cultura de células.

Inicialmente, foi feita a descontaminacdo da suspensdo fecal 10% (v/v) em meio
minimo essencial de Eagle (MEM, do inglés Eagle's minimum essential medium) (Thermo
Fischer Scientific) suplementado com penicilina e estreptomicina (concentracdo final de
200U/mL) e fungizona (concentracdo final de 5 ng/mL -Thermo Fischer Scientific), que foi
clarificada por centrifugagdo a 2500x g por 5 minutos. O sobrenadante foi filtrado em filtros
do tipo Millex® com poros de 0.22 um (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha), tratado com
10 pg/mL de tripsina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 37°C/30 minutos, com a
finalidade de clivagem das espiculas, facilitando a penetracdo das particulas virais nas
celulas, e inoculadas em culturas de células de macaco verde africano (MA-104) mantidas em
MEM-Eagle adicionado com 1 pg/ml de tripsina, e mantidas a 37°C em atmosfera de 5%
COa.. A cultura foi examinada diariamente, e quando se observou o efeito citopatico (CPE, do
inglés cytopathic effect) em aproximadamente 75% da cultura de células, estas foram
congeladas e descongeladas uma vez, o lisado foi tratado com 10 pg/mL tripsina e
reinoculado em MA-104, conforme descrito anteriormente. O procedimento foi repetido trés
vezes. Os sobrenadantes da 32 passagem foram corados com acido fosfotungstico a 2% e
examinados por microscopia eletrénica de transmisséo (TEM, do inglés transmission electron
microscopy) (Tecnai G2 espirito; Thermo Fisher Scientific/FEI companhia; Hillsboro, OR,
EUA) para confirmacdo do isolamento viral.

Como a metodologia de evidenciacdo da propagacdo viral foi a observacdo de CPE, o
controle de células (controle negativo — células ndo infectadas) também foi cultivado na
presenca de tripsina 1pg/ml, com o objetivo de evitar resultados falso positivos.

O isolado viral foi caracterizado pelo sequencimaneto dos 11 segmentos gendmicos. Os

iniciadores utilizados para sequenciamento estdo listados no Quadro S7.

4.12. Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o célculo de Chi-quadrado para

associagao de variaveis. A significancia estatistica foi acessada por p-valor <0,05.



49

5. Resultados

5.1. Deteccdo de infecgbes por RVA, em amostras fecais de camelideos, carneiros e seres

humanos nativos da serra sul do Peru

Para a deteccdo de RVA todas as amostras fecais foram submetidas a amplificacédo por
RT-PCR utilizando-se iniciadores especificos para trés segmentos gendmicos distintos: VP6,
NSP4 e NSP5. Este procedimento foi realizado devido a baixa taxa de sucesso da maioria dos
iniciadores comumente utilizados para a deteccdo e genotipagem de RVA em alpacas
peruanas (Rojas, 2013; Garmendia et al., 2015). Desta forma, a pesquisa de diferentes genes
aumenta a sensibilidade da analise reduzindo resultados falsos-negativos e evitando
subestimar a real incidéncia do RVA na regiéo do estudo.

Das 265 amostras de fezes coletadas das diferentes espécies estudadas, 91 (34,3%)
foram positivas para RVA. Observamos que os iniciadores que amplificam a NSP5
apresentaram a melhor performance com 100% (91/91) de sensibilidade, seguido dos
iniciadores para NSP4, 88% (80/91) e para VP6, 44% (40/91).

N&o houve diferenca significativa na positividade observada nos diferentes sitios de
coleta (p = 0,448). Foram detectadas amostras positivas durante todo o periodo do estudo,
entre todas as espécies estudadas e entre individuos sintomaticos e assintomaticos (Tabela 4).

A incidéncia da infeccdo por RVA entre as diferentes espécies foi similar, entre os dois
sitios de coleta, exceto para as lhamas onde foi observada uma positividade
significativamente mais elevada entre os animais do IVITA (p = 0,022). Os percentuais de
amostras positivas, por espécies hospedeiras e sitio de coleta estdo apresentados na Figura
11. No geral, a distribuicdo das amostras positivas entre as diferentes espécies foi 20,3%
(39/192) positividade entres as alpacas, 47,5% (19/40) entre as lhamas, 100% (9/9) entre 0s

carneiros e 33,3% (8/24) entre os humanos.
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Tabela 4. Distribuicdo geral das amostras positivas para RVA entre as diferentes espécies
hospedeiras analisadas no periodo 2010-2014.

Ano Espécie Sitio de Status N° de N° de
coletal amostras amostras
testadas positivas

2010 Alpacas Silli Com diarreia 50 17
Humanos Com diarreia 14 4
2012 Alpacas IVITA Com diarreia 28 8
Sem diarreia 40 3
2014 Alpaca Silli Com diarreia 22 6
Sem diarreia 22 5
IVITA Com diarreia 8 5
Sem diarreia 22 11
Lhama Silli Sem diarreia 11 2
IVITA Com diarreia 2 2
Sem diarreia 27 15
Carneiros Silli Sem diarreia 4 4
IVITA Sem diarreia 5 5
Humanos Silli Com diarreia 1 1
Sem diarreia 1 1
IVITA Com diarreia 4 1
Sem diarreia 4 1

Total 265 91 (34,3%)

1 Silli = Comunidade camponesa de Silli; IVITA = Instituto Veterinario de Investigaciones Tropicales y de
Altura.
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Figura 11. Percentual de amostras fecais positivas para RVA, por sitio de coleta, entre as
diferentes espécies estudas.

Silli = Comunidade camponesa de Silli; IVITA = Instituto Veterinario de Investigaciones Tropicales y de
Altura. Na comunidade de Silli 29,9% (28/44) das amostras de alpaca, 18,2% (2/1) de Ihamas, 100% (4/4) de
carneiros e 37,5% (6/16) de humanos foram positivas para RVA. Dentre as amostras do IVITA 27,6% (27/98)
das amostras de alpaca, 58,6 (17/29) de Ihamas, 100% (5/5) de carneiro e 25% (2/8) de humanos foram positivas
para RVA.

5.2. Identificacao dos geno6tipos das estirpes de RVA detectadas
5.2.1. Identificacdo dos gendtipos G (VP7), P (VP4), | (VP6), E (NSP4) e H (NSP5) por
sequenciamento

A opgéo de genotipagem por sequenciamento inicialmente deveu-se ao fato de que os
iniciadores descritos na literatura para a amplificacdo dos diversos genotipos G, P, I, E e H,
ndo funcionarem adequadamente para amostras de camelideos (Rojas, 2013; Garmendia et
al., 2015).

Foi obtida a amplificacdo, de pelo menos um gene, de 55 estirpes de RVA detectadas
neste estudo (oito estirpes detectadas em humanos, 38 de camelideos [21 de alpacas e 17 de
Ihamas] e nove de ovinos), os quais foram sequenciados. As sequéncias foram analisadas
utilizando a ferramenta RotaC?° que permite a réapida identificagdo dos 11 segmentos

gendmicos de RVA de acordo com as diretrizes do RCWG.

Para evitar contaminacdo cruzada as reacOes de amplificacdo das estirpes de diferentes
espécies foram realizadas em dias diferentes. Também ndo foram utilizados controles

positivos durante as reacdes de RT-PCR. Finalmente, apds a obtencdo das sequéncias, estas
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foram comparadas as sequéncias das estirpes de referéncia pertencentes ao LAVIREO. Nao
foi observada a ocorréncia de contaminagéo cruzada em nossos experimentos.

Para as andlises filogenéticas as sequéncias obtidas neste estudo foram alinhadas com
sequéncias de referéncia de todos os genotipos de RVA disponiveis no GenBank. Entretanto,
para tornar a arvore final menos “poluida” e amis didatica decidimos reduzir o nimero de

amostras de referéncia. Os resultados, contudo, permaneceram inalterados.

5.2.1.1. Identificacdo dos genotipos G (VP7)

Foram obtidas sequéncias do gene que codifica a VP7 de 15 estirpes detectadas em
alpacas, 10 de Ihamas, duas de carneiros e seis de humanos. Foram identificados os genotipos
Gl(alpaca, lhama e carneiro), G3 (alpaca, Ihama e humano), G8 (alpaca) e G20 (alpaca).
Uma amostra de alpaca apresentou coinfeccdo de duas estirpes pertencentes aos genétipos G3
e G8 (Figura 12).

A anélise filogenética das sequéncias das estirpes G1 (trés de alpacas, seis de Ihamas e
duas de carneiros) revelou gue estas apresentam de 99,8 a 100% de identidade nucleotidica
com estirpes de RVA detectadas em humanos no Brasil (R245) e na Argentina (ARG1437),
respectivamente.

A analise das estirpes do genotipo G3 revelou a circulagdo de duas linhagens. A maioria
das estirpes foram classificadas na linhagem G3.1 (nove de alpacas, duas de Ihamas e seis de
humanos), as quais apresentam 97,9 a 100% de identidade nucleotidica dentre si. As estirpes
da linhagem G3.1 sdo filogeneticamente préximas de outras estirpes de alpaca, detectadas na
mesma regido do estudo, 3368-10 e 356, de uma estirpe de morcego, GKS-912 (Gabdo), e de
uma estirpe de humanos, RCH272 (Australia), com identidade nucleotidica de 99% e 98,6%,
95,8% e 95,3%, respectivamente. As estirpes da linhagem G3.2 foram detectadas em lhamas
(L33 e L34), sdo idénticas entre si e apresentam 100% de identidade filogenética com as
estirpes SA11-N2 (Africa do Sul) e SA11-C411 (Espanha), detectadas em simios e
apresentam identidade de 82,7% com as estirpes da linhagem G3.1

O gendtipo G8 foi identificado em duas estirpes de alpacas, Alpl1A e Alp22, as quais
possuem 97,1% de identidade nucleotidica entre si e sdo filogeneticamente proximas a estirpe

humana 69M (india) com 97,1% e 96,4% de identidade nucleotidica, respectivamente.

Uma estirpe, Alp11B, foi identificada como G20. Contudo, de acordo com a anélise da
ferramenta RotaC2?, esta estirpe apresenta apenas 79% de identidade nucleotidica com a

estirpe de referéncia (Ecu534,) detectada em uma crianga no Equador, ficando assim abaixo
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do valor de corte para ser considerado o mesmo genétipo que é 80% de identidade
nucleotidica. Por outro lado, a estirpe Alp11B apresentou 92,7% de identidade nucleotidica
com uma estirpe de morcego, KCR10-93, detectada recentemente na Costa Rica, a qual
possui 80% de identidade nucleotidica com a estirpe Ecu534. Desta forma, é possivel que as

estirpes Alp11B e KCR10-93 representem uma linhagem distinta dentro do gendétipo G20.
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Figura 12. Dendrograma construido a partir das sequéncias parciais da VVP7 de estirpes de

RVA.

As distancias foram corrigidas usando o modelo de Kimura 2-parameter. O dendrograma foi construido pelo
método de Maximum Likelihood e o apoio estatistico foi fornecido por bootstrapping de 1000 pseudoreplicatas.
Valores de bootstrap acima de 75% sdo dados nos nds do ramo. A escala das distdncias estd em
substituicBes/sitio. A amostra Alp22 (vermelho) contém coinfeccdo de estirpes G3 e G8. As amostras de
referéncia estdo identificadas pelo nimero de acesso no GenBank.
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5.2.1.2. Identificacdo dos gendétipos P (VP4)

Foram obtidas sequéncias do gene que codifica a VP4 (VP8*) de 12 estirpes detectadas
em alpacas, 10 de lhamas, duas de carneiros e seis de humanos. Foram identificados os
gendtipos P[2] (Ihama), P[6] (humano), P[8] (alpaca, Ihama e carneiro), P[14] (alpaca), e um
novo genotipo, P[40] (alpaca, lhama e humano). Duas amostras apresentaram coinfeccéo de
duas estirpes pertencentes aos gendétipos P8[8] e P[? - ndo identificado] (Ihama) e P[40] e
P[?] (alpaca) (Figura 13).

Uma estirpe de lhama, L250114, foi identificada como gendtipo P[2] e apresenta,
respectivamente, 99,9% e 100% de identidade nucleotidica com as estirpes simias SA11-
C411 e SA11-N2.

Uma estirpe de humano, JCRQ, apresentou o gendétipo P[6], com identidade
nucleotidica de 99,3% e 99,8% com as estirpes de origem humana Se585 (Estados Unidos) e
5001DB97 (Africa do Sul), respectivamente.

Onze estirpes (trés de alpaca, seis de Ihama e duas de carneiro) apresentaram o
gendtipo P[8]. Estas estirpes apresentam identidade nucleotidica de 99,8% a 100% entre si e
sdo filogeneticamente proximas as estirpes de origem humana R214 (Brasil), BE0005
(Bélgica) e CK20004 (Austrélia), com identidade nucleotidica de 99,8%, 99,3% e 99,3%,

respectivamente.

Uma estirpe de alpaca, Alp22, apresentou o genétipo P[14] sendo filogeneticamente
préxima a duas outras estirpes da mesma espécie, 356 (98,5% identidade nucleotidica) e 562

(98,7% identidade nucleotidica), recentemente descritas na mesma regido do Peru.

Surpreendentemente, 14 estirpes (sete de alpacas, duas de lhamas e cinco de
humanos) foram identificadas com pertencentes a um genétipo distinto, definido pelo RCWG
como P[40]. Maiores detalhes sobre a identificacdo deste gendtipo serdo apresentados
posteriormente. As estirpes P[40] apresentam entre 99,5% e 100% de identidade nucleotidica
entre si e apresentaram 98,7% de identidade nucleotidica com a sequéncia de uma estirpe de
alpaca, 3386-10, posteriormente identificada na mesma regido de Cusco (Garmendia et al.,
2015).

A estirpe de alpaca, AlpllB, assim como para 0 genotipo G, apresentou uma
sequéncia distinta. Esta sequéncia apresenta uma identidade nucleotidica méaxima de 75,9%

com a estirpe Ecu534 pertencente ao gendtipo P[28], sendo este valor muito abaixo do valor
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de corte para a identificacdo dos genotipos P (80%). A sequéncia foi enviada para avaliacéo
pelo RCWG que sugeriu que possivelmente representa um novo genétipo P[?]. Contudo, é
necessario o0 sequenciamento da ORF completa para que este dado seja confirmado.
Sequéncias semelhantes, apresentando 98% a 100% de identidade nucleotidica, foram
encontradas em duas estirpes que apresentaram coinfeccdo: SA28, de alpaca, P[40] e P[?] e
L27, de Ihama, P[8] e P[?].
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Figura 13. Dendrograma construido a partir das sequéncias parciais da VP4 (VP8*) de

estirpes de RVA.

As distancias foram corrigidas usando o modelo de Kimura 2-parameter. O dendrograma foi construido pelo
método de Maximum Likelihood e o apoio estatistico foi fornecido por bootstrapping de 1000 pseudoreplicatas.
Valores de bootstrap acima de 75% sdo dados nos nds do ramo. A escala das distdncias estd em
substituicBes/sitio. As amostras SA28 e L27 (vermelho) contém coinfecgdes de estirpes P[40]/P[?] e P[8]/P[?],
respectivamente. As amostras de referéncia estdo identificadas pelo nimero de acesso no GenBank.
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5.2.1.3. Identificacao dos gendtipos | (VP6)

Foram obtidas sequéncias do gene que codifica a VP6 de 15 estirpes detectadas em
alpacas, sete de lhamas, uma de carneiros e cinco de humanos. Foram identificados os
gendtipos 11 (alpaca, Ihama e humano), 12 (alpaca, lhama e carneiro), 18 (alpaca, lhama e
humano) e 113 (alpaca) (Figura 14). Nao foram identificadas coinfeccoes.

Sete estirpes (duas de alpacas, quatro de Ihamas e uma de humano) pertenciam ao
gendtipo 11 e apresentaram identidade nucleotidica de 99,9% a 100% com estirpes de origem
humana provenientes do Paraguai (1638SR) e dos Estados Unidos (US8970),
respectivamente.

A andlise filogenética das estirpes pertencentes ao gendtipo 12 revelou a circulagdo de
duas linhagens distintas. A linhagem 12.1, representada pela estirpe de alpaca Alp22,
apresenta identidade nucleotidica de 93,8% com as estirpes de bovino, KJ9-1 (Coreia do Sul)
e KK3 (Japdo), e 93,5% com a estirpe de guanaco, Rio Negro (Argentina), respectivamente.
A linhagem 12.2, formada pela estirpe de lhama L27 e de carneiro OV1.4, idénticas entre si,
apresentam identidade nucleotidica de 85,9% com a estirpe de alpaca Alp22 e 100% com as
estirpes simias SA11-N2 e SA11-H96 (Africa do Sul).

Foram identificadas 16 estirpes do genétipo 18 (10 de aplacas, duas de Ihamas e
quatro de humanos). Estas estirpes apresentaram 99,7% a 100% de identidade nucleotidica
entre si e 89.7%, 87.3% e 85.5% com as estirpes MSLH14 e MYAS33 de morcego (China) e
CMO079 de humano (Tailandia), respectivamente.

Por ultimo, duas estirpes de alpaca pertenciam ao geno6tipo 113 (Alp11A e AlpllB), as
quais sdo idénticas entre si e apresentam 89% de identidade nucleotidica com a Unica estirpe
pertencente a este gendtipo descrita até o momento, Ecu534, isolada de humano.
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Figura 14. Dendrograma construido a partir das sequéncias parciais da VP6 de estirpes de

RVA.

As distancias foram corrigidas usando o modelo de Kimura 2-parameter. O dendrograma foi construido pelo
método de Maximum Likelihood e o apoio estatistico foi fornecido por bootstrapping de 1000 pseudoreplicatas.
Valores de bootstrap acima de 75% sdo dados nos nds do ramo. A escala das distancias estd em
substituices/sitio. As amostras de referéncia estdo identificadas pelo nimero de acesso no GenBank.
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5.2.1.4. Identificacdo dos gendétipos E (NSP4)

Foram obtidas sequéncias do gene que codifica a NSP4 de 17 estirpes detectadas em
alpacas, 14 de lhamas, trés de carneiros e sete de humanos. Foram identificados os genotipos
E1l (alpaca, Ihama e carneiro), E2 (alpaca e lhama), E3 (alpaca, Ihama e humano) e E16
(alpaca) (Figura 15). N&o foram identificadas coinfecgdes.

Dezesseis estirpes (duas de alpacas, 11 de lhamas e trés de carneiros) foram
identificadas como pertencentes ao genotipo E1. Estas estirpes apresentaram identidade
nucleotidica de 99,4% a 100% entre si e 99,3% e 98,8% com estirpes as de humanos 1095
(Estados Unidos) e Maltab36 (Bangladesh), respectivamente.

As estirpes SA28 (alpaca), L25 e L28 (lhama) pertencem ao gendtipo E2, as quais
apresentam 100% de identidade nucleotidica entre si e com a estirpe simia SA11-H96.

Dezenove estirpes foram identificadas como E3 (11 de alpacas, uma de lhama, e sete
de humanos). Elas apresentam 98,8% a 100% de identidade nucleotidica entre si e 90,3%
com as estirpes de humanos M2-102 (China) e K8 (Japdo) e com a estirpe de morcego
MYAS33.

Trés estirpes de alpaca (AlpllA, Alpl1B e Alp22) foram identificadas como E16 com
90% a 100% de identidade nucleotidica entre si. A Unica estirpe do gendtipo E16 descrita
previamente, C75, detectada em vicunha na Argentina, apresentou 91,1% de identidade
nucleotidica com as estirpes Alp11A e Alp11B e 96,1% com a estirpe Alp22.
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Figura 15. Dendrograma construido a partir das sequéncias parciais da NSP4 de estirpes de

RVA.
As distancias foram corrigidas usando o modelo de Kimura 2-parameter. O dendrograma foi construido pelo

método de Maximum Likelihood e o apoio estatistico foi fornecido por bootstrapping de 1000 pseudoreplicatas.
Valores de bootstrap acima de 75% sdo dados nos nos do ramo. A escala das distancias estd em
substituices/sitio. As amostras de referéncia estdo identificadas pelo nimero de acesso no GenBank.
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5.2.1.5. Identificacdo dos genotipos H (NSP5)

Foram obtidas sequéncias do gene que codifica a NSP5 de 17 estirpes detectadas em
alpacas, 16 de Ihamas, nove de carneiros e sete de humanos. Foram identificados os
gendtipos H1 (alpaca, Ihama, carneiro e humano), H5 (Ihama e carneiro) e H6 (alpaca, Ihama,
carneiro e humano) (Figura 16). N&o foram identificadas coinfeccdes.

Vinte e duas estirpes (trés de alpacas, 13 de Ihamas, uma de carneiro e cinco de
humanos) foram identificadas como H1. As quais apresentam identidade nucleotidica entre
97,2% e 100% dentre si e 99,3% com as estirpes de humanos CNMA e VU12-13-101
(Estados Unidos) e Y128 (China).

As estirpes H5 foram detectadas em lhama (L34) e carneiro (OVI.2) as quais s&o
idénticas entre si e a estirpe simia SA11-N2.

O gendtipo H6 foi identificado em 25 estirpes (14 de alpacas, duas de Ihamas, sete de
carneiros e duas de humanos). Estas estirpes apresentaram 99,5% a 100% de identidade
nucleotidica entre si, 97,3% com a estirpe simia TUCH (Estados Unidos), 96,7% com a
estirpe de morcego 4754 (Brasil) e 95,7% com a estirpe humana QUI-35-F5 (Brasil).
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Figura 16. Dendrograma construido a partir das sequéncias parciais da NSP5 de estirpes de
RVA.

As distancias foram corrigidas usando o modelo de Kimura 2-parameter. O dendrograma foi construido pelo
método de Maximum Likelihood e o apoio estatistico foi fornecido por bootstrapping de 1000 pseudoreplicatas.
Valores de bootstrap acima de 75% sdo dados nos nds do ramo. A escala das distdncias estd em
substituices/sitio. As amostras de referéncia estdo identificadas pelo nimero de acesso no GenBank.
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5.2.2. ldentificacdo dos genoétipos G (VP7), P (VP4), | (VP6), E (NSP4) e H (NSP5) por
multiplex RT-PCR

As sequéncias obtidas de diferentes genotipos codificados pelos genes VP7, VP4,
VP6, NSP4 e NSP5 circulantes na regido do estudo, foram utilizadas para a selecdo de
iniciadores capazes de identificar estes genotipos, para serem utilizados em reagdes de
multiplex RT-PCR a fim de completar a identificacdo das estirpes. Foram também utilizadas
sequéncias de referéncia para os diversos genoétipos depositados no GenBank.

Inicialmente, foi realizada a padronizacdo das reacGes de multiplex RT-PCR
utilizando as estirpes de referéncia dos diversos genotipos disponiveis no LAVIREO
identificadas por sequenciamento, para confirmar a especificidade dos iniciadores. Os
resultados demostraram a especificidade dos iniciadores selecionados. As reacbes foram
realizadas individualmente, para cada gene, utilizando pool de iniciadores para os diversos
genotipos: VP7: pool A (G1/G3/G8) e pool B (G20); VP4: pool A (P[1], P[14], P[40] e P[?])
e pool B (P[2], P[6] e P[8]); VP6: pool A (11 e 12) e pool B (I8 e 113); NSP4: pool E (E1, E2,
E3 e E16) e NSP5: pool A (H1, H2 e H6) e pool B (H3 e H5) (Quadro S5).

Foram selecionadas 39 amostras fecais positivas para serem reanalisadas utilizando
esta metodologia. A escolha das amostras foi realizada com base nos seguintes criterios: (i)
gue a amostra tivesse, pelo menos, trés genes identificados por sequenciamento; e/ou (ii) que
apresentasse algum gendtipo incomum e/ou (iii) que apresentasse uma combinacao
genotipica incomum. Com base nestes critérios foram selecionadas 16 amostras de alpaca, 11
de lhamas, quatro de carneiros e oito de humanos.

Os resultados foram inesperados e surpreendentes, uma vez que 33 (84,5%) das 39
amostras analisadas apresentaram coinfeccGes, demostradas pela detecgdo de dois ou mais
gendtipos para algum dos genes analisados: alpacas 68,8% (11/16), Ihamas 81,8% (9/11),
carneiros 100% (4/4) e humanos 75% (6/8) (Figura 17, Tabela 5). Foram ainda detectadas
estirpes contendo genétipos ndo identificados no sequenciamento como P[1] e H3. Os
iniciadores para estes gendtipos foram incluidos na analise porque havia sequéncias de
camelideos depositadas no GenBank com estas especificidades.

Na Tabela 5 esta apresentado o resumo dos gendtipos das estirpes detectadas neste
estudo, identificados por sequenciamento e multiplex RT-PCR. S&o mostradas apenas as

estirpes para as quais, pelo menos, trés gendtipos foram identificados.
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Figura 17. Figura Genotipagem das estirpes de RVA por multiplex PCR.

A - Amplificacdo dos genétipos G (VP7). Pool A: linhas 1 — 3 amostras XLR, Alp11B e 5403 (G3); Linhas 4 — 7 amostras H008, 250114, S005 e L14 (G1+G3). Pool B:
linhas 8 — 11 amostras Alp11, S005, OVI.3 e OVI.4 (G20). Tamanho esperado dos produtos amplificados para cada genotipo: G1 - 586 pb, G3 - 408 pb e G20 - 941 pb. B -
Amplificagdo dos gendtipos P (VP4). Pool A: linhas 1, 4 e 8 amostras Alpl1, 250114 e L47 (P[?]+P[14]); linhas 2, 3, 5 — 7, 9 e 10 amostras H39, XLR, H26, HSN, SL10,
H008 e ADR (P[40]). Pool B: linhas 11 e 12 amostras L47 e OVI.4 (P[8]); Linha 13 amostra XLR (P[2]) e Linha 14 amostra 250114 (P[2]+P[8]). Tamanho esperado dos
produtos amplificados para cada genétipo: P[2] — 420 pb, P[8] — 599 pb, P[1] — 815 pb, P[40] — 587 pb e P[?] — 701 pb. C - Amplificacdo dos genétipos | (VP6). Pool A:
Linhas 1 — 3 amostras L14, L34 e S005 (11); linhas 4 e 6 amostras Alp22 e OVI.4 (12) e linha 5 amostra L27 (11+12). Pool B: linhas 7 e 8 amostras 5403 e SA44 (18).
Tamanho esperado dos produtos amplificados para cada genétipo: 11 — 381 pb, 12 — 682 pb e 18 — 404 pb. D - Amplificacdo dos genétipos E (NSP4). Pool E: linhas 1 e 2
amostras Alpl1B e Alp22 (E16); linhas 3 e 4 amostras HO08 e L14 (E1); linha 5 amostra AAC (E3); linha 6 amostra H24 (E1+E2) e linha 6 amostra H39 (E1+E2+E3).
Tamanho esperado dos produtos amplificados para cada gen6tipo: E1 — 505 pb, E2 — 643 pb, E3 — 312 pb e E16 — 440 pb. E - Amplificacdo dos genétipos H (NSP5). Pool A:
linhas 1 e 2 amostras Alp22 e H39 (H6); linhas 3 e 4 amostras AAC e H008 (H1); linhas 5 e 6 amostras Alp22 e AAC (H3) e linhas 7 — 9 amostras H008, Alp21A e L25
(H5). Tamanho esperado dos produtos amplificados para cada gendtipo: H1 — 191 pb, H3 — 436 pb, H5 — 387 pb e H6 — 272 pb. TM = marcador de tamanho molecular 100
pb (Ludwig Biotec); o fragmento de maior intensidade corresponde a 500 pb.



Tabela 5. Genotipos G, P, I, E e H identificados nas estirpes de RVA detectadas no estudo.

: . 1 Genotipo
Estirpe Sitio de coleta G P I E H

RVA/Alpaca-wt/PER/AIp11A/2010  Silli G8 P[x]® 113 E16 H6
RVA/Alpaca-wt/PER/Alp11B/2010  Silli G3/G20 P[2]/P[8]/P[14)/P[?]* 113 E16 H3/H6
RVA/Alpaca-wt/PER/AIp21A/2010  Silli Gl PIx] Ix E2/E16 H5/H6
RVA/Alpaca-wt/PER/AIp22/2010 Silli G3/G8 P[2]/P[14]/P[40)/P[?] 12 E16 H3/H6
RVA/Alpaca-wt/PER/AIp5403/2010  Silli G3 P[40] 18 El/ E2/E3 H5/H6
RVA/Alpaca-wt/PER/H008/2012 IVITA G1/G3 P[40] 11/18 El H1/H5
RVA/Alpaca-wt/PER/S005/2012 IVITA G1/G3/G20 P[2]/P[8]/P[40]/P[?] 11 E1/E2/E3 H1/H5/H6
RVA/Alpaca-wt/PER/H15/2014 IVITA G3 P[x] Ix E3 H6
RVA/Alpaca-wt/PER/H24/2014 IVITA Gl P[2]/P[8]/P[40] 11/12/18 E1/E2 H6
RVA/Alpaca-wt/PER/H26/2014 IVITA G1/G3 P[1]/P[40] 11/18 E1/E2/E3 H6
RVA/Alpaca-wt/PER/H31/2014 IVITA G3 P[2]/P[8] 18 E3 H1/H6
RVA/Alpaca-wt/PER/H39/2014 IVITA G3 P[40] 18 E1/E2/E3 H6
RVA/Alpaca-wt/PER/HSN/2014 IVITA G3 P[40] 11/18 E1/E2/E3 H6
RVA/Alpaca-wt/PER/SA25/2014 Silli Gx P[x] 11/18 E3 H6
RVA/Alpaca-wt/PER/SA28/2014 Silli G3 P[2]/P[8]/P[40]/P[?] 18 E2 H1/H3/H6
RVA/Alpaca-tc/PER/SA44/2014 Silli G3 P[40] 18 E3 H6
RVA/Lhama-wt/PER/L14/2014 IVITA G1/G3/G8 P[8]/P[40] 11 El H1
RVA/Lhama-wt/PER/L25/2014 IVITA Gl P[8]/P[40] Ix E2/E3 H1/H5
RVA/Lhama-wt/PER/L27/2014 IVITA Gl P[8]/P[?] 11/12/113 El H1
RVA/Lhama-wt/PER/L28/2014 IVITA Gx PIx] 11 E2 H1
RVA/Lhama-wt/PER/L32/2014 IVITA Gl P[2]/P[8] Ix El H1
RVA/Lhama-wt/PER/L33/2014 IVITA G3 P[8]/P[40] 11 El H1
RVA/Lhama-wt/PER/L34/2014 IVITA G3 P[8] 11/18 El HS
RVA/Lhama-wt/PER/L47/2014 IVITA Gl P[8]/P[14]/P[?] 11 El H1
RVA/Lhama-wt/PER/250114/2014  [VITA G1/G3 P[2)/P[8]/P[14]/P[?]  Ix E1l H1/H3
RVA/Lhama-wt/PER/SL7/2014 Silli G3 P[1]/P[6]/P[40] 18 El H6
RVA/Lhama-wt/PER/SL10/2014 Silli G3 P[1]/P[40] 18 E3 H6
RVA/Carneiro-wt/PER/OVI1.3/2014  IVITA G1/G3/G20 P[8]/P[14]/P[?] Ix El H1/H3



RVA/Carneiro-wt/PER/OVI1.4/2014  IVITA G1/G3/G20 P[8] 12 El H1
RVAI/Carneiro-wt/PER/SOV.1/2014  Silli Gx P[1]/P[40] 11 Ex H1
RVA/Carneiro-wt/PER/SOV.2/2014  Silli Gx P[1]/P[40] 11 El H1
RVA/Humano-wt/PER/LAO/2010 Silli G3 P[40] 18 E3 H6
RVA/Humano-wt/PER/ADR/2010  Silli G3 P[40] 18 E3 H1
RVA/Humano-wt/PER/XLR/2010 Silli G3 P[2]/P[40] 11/113 E3 H1
RVA/Humano-wt/PER/YD/2010 Silli Gx P[x] 11 E3 H1/H3
RVA/Humano-wt/PER/FRNM/2014  Silli G3 P[8]/P[14]/P[40])/P[?] 11/18 E3 H1
RVA/Humano-wt/PER/TDNM/2014  Silli G3 P[40] 11/18 E1/E2/E3 H1
RVA/Humano-wt/PER/AAC/2014 IVITA G3 P[40] IX E3 H1/H3
RVA/Humano-wt/PER/JCRQ/2014  IVITA G3 P[6]/P[40]/P[?] IX E3 H1/H3/H6

67

Os gendtipos em negrito foram identificados por sequenciamento.! Silli = Comunidade camponesa de Silli; Instituto Veterinario de Investigaciones Tropicales y de Altura.

P[?] = gendtipo ndo identificado. * A letra x indica que ndo foi possivel a identificagdo do gendtipo. # P[?] = gendtipo ndo identificado.
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5.3. Avaliacdo da incidéncia dos diferentes gendtipos identificados entre as espécies

estudadas

Para esta avaliacdo 0s genoétipos presentes em coinfecgdes foram somados
individualmente. No geral, entre as diferentes espécies estudas, foram genotipadas 52 estirpes
para o genotipo G (VP7). O gendtipo G3 foi detectado em maior frequéncia, 52% (27/52),
seguido de G1 (25%, 13/52), G20 (7,7%, 4/52) e G8 (5,8%, 3/52); 0 genotipo de uma estirpe
ndo foi identificado (Tabela 5).

Para a VP4 (P) foram genotipadas 78 estirpes sendo identificados seis diferentes
genotipos: P[40] (30,8%, 24/78), P[8] (20,5%; 16/78), P[?; possivel novo gendtipo] (12,8%,
10/78), P[2] (11,5%, 9/78), P[14] (7,7%, 6/78), P[1] (6,4%, 5/78), P[6] (2,6%, 2/78); o
gendtipo de seis estirpes ndo foi identificado (Tabela 5).

Para VP6 (I) foram genotipadas 49 estirpes sendo identificados quatro gendtipos: 11
(34,7%, 17/49), 18 (32,7%, 16/49), 12 (8,2%, 4/49) e 113 (8,2%, 4/49); o gendtipo de oito
estirpes néo foi identificado (Tabela 5).

Para NSP4 (E) foram genotipadas 54 estirpes sendo identificados quatro gendtipos: E1
(35,2%, 19/54), E3 (35,2%, 19/54), E2 (20,4%, 11/54), e E16 (7,4%, 4/54); o gendtipo de
uma estirpe nédo foi identificado (Tabela 5).

Finalmente, para NSP5 foram genotipadas 56 estirpes sendo identificados quatro
diferentes genétipos: H1 (41,1%, 23/56), H6 (33,9%, 19/56), H3 (14,3%, 8/56) e H5 (10,7%,
6/56) (Tabela 5).

A distribuicdo dos gendtipos individualmente por espécie hospedeira estd mostrada na
Figura 18. Entre as alpacas os gendtipos mais frequentes foram G3 (54,6%), P[40] (31,2%),
18 (45%), E3 (32,1%) e H6 (57,7%). Entre Ihamas os gendtipos mais frequentes foram G1
(42,9%) e G3 (42,9%), P[8] (33,3%), 11 (43%), E1 (66,6%) e H1 (61,5%). Entre carneiros 0s
gendtipos mais frequentes foram G1 (25%), G3 (25%) e G20 (25%), P[1] (25%) e P[8]
(25%), 11 (50%), E1 (75%) e H1 (80%). E entre humanos os genotipos mais frequentes foram
G3 (87,5%), P[40] (50%), 11 (36,4%) e 18 (36,4%), E3 (80%) e H1 (54,5%).

Com base nesses dados poderiamos sugerir que as estirpes de RVA circulando no
departamento de Cusco, Peru, possivelmente apresentam as seguintes constelagOes
gendmica