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RESUMEN

Los rotavirus son la causa mas comun de gastroenteritis aguda en niflos menores de 5 afios en todo
el mundo. El impacto mayor de esta enfermedad ocurre en los paises en desarrollo, donde causa mas
de 400.000 muertes al afio. Por esta razon, la disponibilidad de una vacuna inocua y eficaz ha sido
prioridad a nivel mundial en los dltimos tiempos. El significado clinico de la infeccion por rotavirus ha
estimulado la investigacion béasica de estos agentes, que a causa de su complejidad estructural,
particular estrategia morfogenética y replicativa, representan un modelo de estudio. La comprensién
de muchos aspectos bioldgicos, bioquimicos, moleculares y inmunogénicos de los rotavirus ha
permitido el desarrollo de estrategias de vacunacion, algunas de las cuales actualmente en uso. La
enorme variabilidad antigénica de los tipos virales circulantes impone la necesidad de realizar
estudios de vigilancia, para evaluar la eficacia de las estrategias de vacunacion.
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ABSTRACT
Rotavirus: biological, epidemiological and immunological considerations

Rotaviruses are the most common cause of acute gastroenteritis in children under 5 years of age
worldwide. Main impact of rotavirus disease occurs in developing countries, where it causes over
400.000 deaths each year. Therefore, the availability of a safe and effective rotavirus vaccine has
been a global priority in recent times. The clinical significance of rotavirus infection has stimulated
basic research of these agents, which represent a model for studying because of their structural
complexity, and particular morphogenetic and replication strategy. The understanding of many
biological, biochemical, molecular and immunogenic properties of rotavirus has enabled the
development of vaccination strategies, some of which are currently in use. The extensive antigenic
variability of circulating viral imposes the need for surveillance studies to evaluate the effectiveness of
such vaccination strategies.
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INTRODUCCION

La gastroenteritis aguda es una de las enfermedades méas comunes del ser
humano, importante causa de morbilidad y mortalidad a nivel mundial (1). Es
una de las seis mas importantes causas de muerte en la infancia (2). Es
causada por una gran variedad de agentes: bacterias, virus, pardsitos,
toxinas y quimicos. El espectro clinico de la enfermedad varia desde una
infecciéon asintomatica o leve, con vomitos, hasta el desarrollo de un cuadro
severo que provoca deshidratacién, en algunos casos fatal, principalmente
cuando ésta se manifiesta en nifios y ancianos (1, 3).¢

Varios son los virus implicados como causa de diarrea en humanos, entre
ellos: rotavirus, calicivirus humanos, astrovirus y adenovirus entéricos. La
implementacién de métodos diagndsticos para el reconocimiento de estos
agentes ha llevado a concluir que los rotavirus constituyen el agente
etioldgico viral mas importante. Las diarreas por rotavirus son un importante
problema de salud publica para la poblacién infantil, particularmente en el
primer afio de vida, por lo que es necesario adoptar medidas y disefiar
programas de salud orientados hacia la prevencién. La implementacién de
una vacuna para controlar la severidad de la diarrea y disminuir la enorme
tasa de morbilidad y mortalidad que caracteriza la infeccién por rotavirus ha
sido una prioridad a nivel mundial. La enorme diversidad genética y
antigénica de las proteinas de superficie de los virones circulantes debe ser
considerada a la hora de evaluar el impacto que las estrategias de
vacunacion pueden tener en una determinada poblacion.

Resefia histérica Desde la década de los afios 1940, se sospechaba que los
virus podian ser una importante causa de gastroenteritis, aunque la etiologia
permanecia oculta en muchos casos (4). Los rotavirus fueron descritos por
primera vez en Australia por Ruth Bishop en 1973, en células epiteliales de
la mucosa duodenal de nifios con gastroenteritis (5) y luego identificados en
las heces de niflos con gastroenteritis aguda (6). Sin embargo, ya en el afio
1963 Malherbe y Harwin habian descrito el aislamiento de un virus de 70 nm
de didmetro llamado SA11l (simian agent 11) en un cultivo de células
renales, a partir de un hisopado rectal de mono sano (2). En 1969 Mebus y
col. demostraron la presencia de virus de igual didAmetro en terneros con
diarrea, cuya clinica podia ser reproducida en terneros sanos por pasos
seriados (2). En Venezuela fueron descritos por vez primera en nifios con
gastroenteritis por J. Esparza en 1977 (7). El nombre rotavirus, deriva del
latin rota, que significa rueda, el cual fue sugerido por su morfologia al
microscopio electrénico (8) (Figura 1).



Salus online |vor. 12 Sup. 1 - Biologia Molecular - Rotavirus en humanos p.16

A B C
3 Microscopia
RNAdc Proteinas electrénica
1 VP1 RNA polimerasa ||| VP6
’ <
3 VP3 Guanililtransferasa
4 VP4
VP7
5 Samaed | NSP1
65 lvpe
5 NSP3
Q NIQRD?2
9 VP7 VP2
Morfogénesis, /
10 NSP4 enterotoxina /
11 NSP5 ¥ ==b \/P4 (VP5 + VP8)
VP1/3

Figura 1. Caracteristicas estructurales de los rotavirus: A) Genoma viral visualizado mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) y tincidén con nitrato de plata. B) Proteinas codificadas
por los segmentos gendmicos de rotavirus SA11l. C) Organizacion estructural esquematizada de la
particula de rotavirus: el virion consta de tres capas concéntricas de proteinas que encierran al
genoma, constituido por 11 segmentos de ARN de doble cadena. VP1 y VP3 forman el “core” y se
unen a la VP2, formando un complejo trimérico. VP6, la mas abundante de las proteinas del viridn,
forma la capa intermedia; VP4 y VP7, capaces de estimular anticuerpos neutralizantes, forman la
capa mas externa. Una imagen al microscopio electronico muestra el peculiar aspecto de rueda de
particulas de rotavirus visualizadas en heces de un nifio con diarrea aguda. Barra = 100 nm
(adaptado de Parashar UD y col. Emerg Infect Dis 1998; 4:561-570).

Incidencia de la diarrea por rotavirus Los rotavirus constituyen el agente
etiol6gico més importante de gastroenteritis aguda en nifilos menores de 5
afos. La incidencia de la diarrea por rotavirus, a diferencia de otros agentes
etiolégicos, es muy similar en todo el mundo porque no esta asociada al
grado de desarrollo. Afecta en particular niflos de edad comprendida entre 6
y 24 meses de edad independientemente del nivel socio-econdmico (2). El
impacto mayor de esta enfermedad ocurre en los paises en desarrollo, donde
acontece méas del 80% de las muertes, a causa de la desnutricién, poca
disponibilidad de recursos e inadecuados sistemas de atencion (3).

Cada afio los rotavirus causan aproximadamente 111 millones de episodios
de diarrea en niflos, 25 millones de visitas médicas, 2 millones de
hospitalizaciones y mas de 440.000 muertes (3). En préctica en el mundo
cada nifio ha sufrido un episodio de diarrea por rotavirus a la edad de 5
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afios, 1 de cada 5 visita al médico, 1 de cada 65 es hospitalizado y 1 de
cada 293 muere a causa de este virus (3).

En Venezuela, la gastroenteritis por rotavirus constituye la primera causa de
muerte infantil por diarrea. Aproximadamente 300 nifios menores de 5 afos
mueren cada afio por rotavirus (9, 10). Estimaciones realizadas en Valencia,
Edo. Carabobo, mediante el Sistema de Vigilancia, implementado desde
1997 en la Ciudad Hospitalaria “Dr. Enrique Tejera” (CHET), muestran que
los rotavirus son la principal causa de diarrea en nifios menores de 5 afos,
siendo responsable de un cuarto (23%) de todos los episodios de diarrea que
requieren de atencion médica y de un tercio (33%) de todos aquellos que
requieren hospitalizacion (9). En ese estudio se demostré que la infeccidn
por rotavirus era mas severa en los nifios mas pequefios y tenia un marcado
patron estacional con un aumento durante los meses secos y frios del afo.
Extrapolando estos datos al resto del pais y teniendo en cuenta que los
indicadores de salud del estado Carabobo son superiores a la media de
Venezuela, los autores estiman que cada afio 118.000 nifios desarrollan una
enfermedad por rotavirus que requiere de atencion médica y 39.000
requieren de hospitalizacion (9). Esto demuestra que las diarreas son un
importante problema de salud publica en esta poblacidn, particularmente en
el primer afio de vida, por lo que es necesaria la aplicacion de medidas de
prevencién y el disefio de programas de salud orientados a mejorar la salud
de la poblacion infantil.

Caracteristicas generales de los rotavirus

Particula viral. La particula de rotavirus mide aproximadamente 70 nm de
diametro, no posee envoltura y presenta una capside proteica compuesta por
tres capas concéntricas icosaédricas (Figura 1). Cada particula contiene una
ARN-Polimerasa dependiente de ARN y es estable en el ambiente (2).

Genoma viral. EI genoma viral esta constituido por 11 segmentos de ARN de
doble cadena (ARNdc) (de 667 hasta 3.302 nucleodtidos), que codifican para
seis proteinas estructurales indicadas como VP1, VP2, VP3, VP4, VP6, VP7,
y seis no estructurales (NS) denominadas NSP1-NSP6. Con la excepcion del
11° segmento gendmico (que codifica para 2 proteinas, la NSP5 y la NSP6),
todos los demés son monocistronicos (Fig 1).

La hebra positiva de cada segmento del genoma de rotavirus, rico en
guanina y uracilo, contiene una secuencia cap m7GpppG(m)GPy en su
extremo 5’ terminal, una serie de secuencias conservadas en una region 5’
no codificante, un marco de lectura abierto que codifica para la proteina, un
codon de terminacion y otra serie de secuencias conservadas en una region
no codificante 3’, que termina con dos citidinas. No poseen sefial de
poliadenilacién en el 3’ terminal (2).

La naturaleza segmentada del genoma de rotavirus constituye la base
fundamental para el estudio y caracterizacion de las propiedades replicativas
y antigénicas, asi como del mecanismo méas comun de evolucién de estos
virus, denominado rearreglo génico o "shift" (intercambio de genes entre
cepas), fundamento para el desarrollo de la primera vacuna realizada contra
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rotavirus (2). El anélisis del patron de migracion del genoma, denominado
electroferotipo, en gel de poliacrilamida (PAGE), (Figura 1), es utilizado para
consideraciones epidemiol6égicas, durante el monitoreo de epidemias vy
brotes (11, 12) (Figura 1A). Sin embargo, los mecanismos involucrados en la
generacién de los distintos patrones de migracion (rearreglo génico,
recombinaciones o mutaciones puntuales) pueden generar genomas que,
aunque migren de forma idéntica en PAGE, difieren en la secuencia
nucleotidica, limitando la utilidad de este criterio para la clasificacion (12).

Proteinas virales.El triple estrato proteico que envuelve la particula viral
consiste de una capa interna compuesta por 120 moléculas de la proteina
VP2 (Figura 1) que encierra el genoma viral, y dos proteinas estructurales
menores, la VP1 (una ARN-Polimerasa ARN-dependiente) y VP3 (una
guanilil-transferasa) que forman el “core”. VP1 y VP3, involucradas en el
proceso de transcripcion, se unen a la superficie interna de la VP2,
formando un complejo trimérico. La capa intermedia esta formada por 260
trimeros de la VP6, la proteina mas abundante del virion (51% del contenido
total proteico), que junto al core forma las particulas de doble capside (o
DLP) descritas en microscopia electronica (2).

La capa mas externa consta de dos proteinas: la VP4 y la VP7; 780 copias
de VP7 se organizan en trimeros que interactian con la VP6, y 60
estructuras de trimeros de VP4, emergen en forma de espigas,
extendiéndose por 120 A. VP4 y VP7 encierran las DLP formando una
particula con triple capside (TLP) o virién (2) (Figura 1). VP4, importante
para la biologia de los rotavirus, presenta un sitio de clivaje para la tripsina,
fundamental para la infectividad del virus, que genera dos dominios, VP5* y
VP8*. En muchas cepas de rotavirus la VP4 es una hemoaglutinina y media
el ataque celular, la virulencia y la restriccion de crecimiento del virus en
células de tejido en cultivo. VP7, la segunda més abundante proteina del
virién, es una glicoproteina que al igual que la VP4, es inmunogénica (2).

Clasificacion de los rotavirus.Los rotavirus pertenecen al género
Rotavirus, clasificados como miembros de la familia Reoviridae, junto con el
género Orthoreovirus, Orbivirus, Coltivirus, Aquareovirus, Cypovirus,
Fijivirus, Phytoreovirus, Oryzavirus, Seadornavirus, Ildnoreovirus and
Mycoreovirus (13). El género Rotavirus incluye siete serogrupos (indicados
con letras desde la A hasta la G), identificados en base a las propiedades
antigénicas y al patron de migracién del genoma en PAGE (14). Rotavirus de
grupo A, B y C han sido identificados en humanos y animales; los de grupo
D, E, Fy G, hasta los momentos, solo en animales (Figura 2A). Virus de un
mismo grupo son capaces de rearreglar genéticamente (2).

Histéricamente la proteina VP6 de los rotavirus fue la primera proteina de
rotavirus utilizada para la clasificacion de los rotavirus. Los rotavirus de
grupo A son importantes patégenos entéricos en humanos y en una amplia
variedad de especies de aves y mamiferos, y entre ellos es posible
identificar diferentes especificidades de subgrupo (SG) en base a epitopes
conformacionales ubicados predominantemente sobre la VP6 trimérica. Virus
de SGI, SGII, SGI+Il, o0 SG no-Il/no-Il, han sido discriminados de acuerdo a la
reactividad con anticuerpos monoclonales (MAbs) (2,15). Mas recientemente,
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en base a analisis molecular de del gen que codifica para la VP6, han sido
descritos solo dos genogrupos entre los rotavirus de grupo A: genogrupo I,
gue comprende los virus caracterizados serolégicamente como SGI, y el
genogrupo I, que comprende 3 diferentes linajes genéticos que incluye los
virus definidos serolégicamente como SGII, SGI+Il, o SG no-l/no-Il (Figura

2A) (16).
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NUEVA CLASIFICACION
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Figura 2. Esquema general de clasificacion de los rotavirus. A) Clasificacion en base al analisis de
epitopes comunes de grupo, subgrupo y serotipos definidos serolégicamente en pruebas de
neutralizacion cruzada con sueros hiperinmunes. B) Clasificacion en genotipos basada en analisis de
secuencia de los segmentos génicos y proteinas VP4, VP7 y NSP4. C) Clasificacion en genogrupos
en base a pruebas de hibridizacion ARN-ARN. D) Nueva clasificacion propuesta que define genotipos
en funcion de los porcentajes de identidades de la secuencia completa o parcial de los 11 segmentos
gendémicos de rotavirus.

En 1985 fue planteado un esquema de clasificacion que definia la existencia de mdultiples
grupos y serotipos de rotavirus capaces de entrecruzar especies (17). Mas tarde, en 1989,
fue propuesto un sistema de clasificacién binario, parecido al del virus Influenza, originado a
partir de reactividades inmunolégicas de las dos principales proteinas de la capside externa,
la VP4 y la VP7, las cuales son capaces de inducir independientemente anticuerpos
neutralizantes (2). Ambas definen una clasificaciobn en serotipos VP4 o “P“ (proteasa-
sensible), y serotipos VP7 o “G” (glicoproteina), en base a pruebas de neutralizacién
cruzada con sueros hiperinmunes originados contra el prototipo de virus (Figura 2A).

Debido a las dificultades del método y a la poca disponibilidad de reactivos, este sistema ha
sido gradualmente substituido por una clasificacion en genotipos P o G, basada en
identidades de secuencia de los segmentos génicos homologos. Hasta los momentos han
sido identificados 19 diferentes genotipos G (14 serotipos G) y 27 genotipos P (14 serotipos
P) (18, 19). El genotipo G coincide ampliamente con la designacion de serotipo G. Para la
clasificacion del tipo P, se ha adoptado una doble nomenclatura que indica el serotipo P
(cuando se conozca) en numero arabe (algunas veces seguido por una letra mayuscula),
seguido por el nimero del genotipo P entre paréntesis cuadros ([ ]). Cepas de rotavirus
pertenecientes a 11 tipos G (G1-6, G8-G12) y 12 tipos P (P1A[8], P1BJ[4], P2A[6], P2C[6],
P3[9], P4[10], P5A[3], P6[1], P8[11], P11[14], P12[19], P[25]) han sido aislados en humanos
(Figura 2B) (2, 18, 19).

A finales de los afios 1990, el analisis de secuencia del gen de la enterotoxina NSP4 de
rotavirus de origen humano y animal, revel6 la existencia de seis diferentes genotipos NSP4
(A-F), 3 descritos en humanos (Figura 2B) (20-22). Hasta los momentos ninguna
clasificacién basada solo en las proteinas VP1-VP3, NSP1-NSP3, o NSP5 ha sido descrita.

Otra clasificacion basada en pruebas de hibridizacion ARN-ARN para comparar el genoma
completo de rotavirus de grupo A ha permitido distinguir entre los humanos, tres
genogrupos: dos principales, representados por las cepas de referencia Wa y DS-1, y uno
menor, representado por la cepa AU-1 (Fig 2C) (23). Genogrupos similares han sido
descritos para cepas de origen animal, si bien caracterizadas por una mayor complejidad.
Las técnicas de hibridizacion han sido de gran utilidad para investigar posibles eventos de
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rearreglos genéticos entre cepas humanas pertenecientes a diferentes genogrupos, o entre
cepas humanas y animales (24).

Actualmente, el andlisis y comparacién de la secuencia parcial o completa de los 11
segmentos gendmicos es aplicado para la creacion de un nuevo sistema de clasificacion
para los rotavirus que permite la determinacion directa de las relaciones genéticas (18)
mediante el analisis filogenético y la comprension de los patrones de evolucion, basados en
la determinacion de los valores limite de identidad (Fig 2D). Este tipo de clasificacion permite
identificar cluster/genotipos que han seguido atajos evolucionarios diferentes, eventos de
rearreglo, y relacién genética entre rotavirus de diferente origen animal (18).

Ciclo replicativo de los rotavirus.Los rotavirus presentan un tropismo celular especifico in
vivo, infectando principalmente enterocitos maduros de las vellosidades del intestino
delgado. Sin embargo, la evidente diseminacion extra-intestinal del virus durante la infeccion
(25) sugiere la existencia de una mas amplia diversidad de células huéspedes. In vitro, los
rotavirus infectan varias lineas celulares continuas derivadas de rifion de mono, en donde el
proceso de replicacion del virus es rapido (se completa en 10-12 horas a 37°C) (2), previa
activacion de la infectividad con proteasas exdgenas. La replicacion de los rotavirus es
citopldsmética y no requiere de enzimas celulares, ya que el virus provee las necesarias
para la replicacion del ARNdc, que se lleva a cabo en los viroplasmas citoplasmaticos (2).

Interaccion temprana virus-célula. La proteina VP4 es la principal proteina de ataque
celular de los rotavirus, sin embargo el receptor celular ain no se conoce. La infectividad
inicial de algunas cepas virales de origen animal, denominadas sensibles a neuraminidasa
(NS) depende de la presencia de &cido siélico sobre moléculas de la superficie celular. Sin
embargo, esta interaccidon no es esencial, ya que muchas cepas animales y la mayoria de
las humanas parecen interactuar con una molécula de superficie neuraminidasa-resistente
(NR) (26).

Recientes modelos plantean que la entrada de rotavirus a la célula es un proceso de etapas
multiples, en donde diferentes dominios de proteinas de superficie del virus interactian en
secuencia con diferentes moléculas de la superficie celular, que intervienen como receptores
de ataque y entrada (27). El contacto inicial de un virus NS, mediado por un receptor en la
célula que contiene &cido sialico, entre el dominio VP8 (aa. 93-208) de la proteina VP4 del
rotavirus y el receptor celular, induce cambios conformacionales en la VP4 que permiten al
virus interactuar con la integrina a2f31 a través de la proteina VP5 (aa. 308-310) (26). Las
cepas NR podrian interactuar directamente, a través de la VP5, con la integrina a2f31.
Después de esta interaccion, otras uniones acontecen entre la VP5 y la proteina de choque
térmico 70 (hsp70) y la proteina VP7 con las integrinas avB3 y axB2 (27), las cuales
funcionan como co-receptores y junto con la VP6 mediarian la penetracion del virus en la
célula (26-28)

Adicionalmente la participacion de glicoproteinas, glicoplipidos y colesterol en la infeccion
por rotavirus sugiere que el(los) receptor(es) viral(es) podria(n) formar parte de
microdominios glicosfingolipidicos llamados rafts o balsas lipidicas (26). Estas servirian
como plataforma para facilitar una interaccion de las moléculas antes descritas, que
fungirian de receptor celular para la entrada de rotavirus a las células (26, 27, 29) El
requerimiento de diferentes moléculas celulares que deberian estar presentes y organizadas
en una manera precisa podria explicar el tropismo celular y tisular de estos virus (27).
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Entrada del virus a la célula huésped y replicacién del genoma viral.El mecanismo de
penetracion de los rotavirus en la célula aun no estd claro. Efectuada la interaccion
temprana, la entrada puede darse a través de dos mecanismos: 1) endocitosis calcio-
dependiente mediada por el receptor o 2) entrada directa del virus al citoplasma (2).
Recientemente se ha propuesto que el mecanismo endocitico es dependiente de rafts (2,
29). El clivaje proteolitico de la VP4 con tripsina parece ser fundamental para la
internalizacion del virus (2). En ambos modelos de entrada, la particula DLP,
transcripcionalmente activa, es liberada dentro el citoplasma por desnudamiento de la
capside externa. Inicia tanto la sintesis de transcritos (ARNm) para la produccion de las
proteinas virales, como la sintesis de la hebra negativa de ARN complementario, que
permanece asociada a la hebra positiva para formar el ARN de doble cadena. La sintesis de
ARN es mediada por una ARN-Polimerasa ARN-dependiente viral enddégena. Segmentos de
ARNdc formados dentro de las particulas sub-virales, concentrados en una estructura
conocida como viroplasma en el citoplasma, formaran el genoma de la progenie viral (2).

Ensamblaje, maduracion y liberacién de la progenie viral. Las particulas subvirales
maduran por gemacion a través de la membrana del reticulo endoplasméatico (RE), en donde
adquieren las proteinas de la capside externa (2). La formacion de particulas
transitoriamente envueltas es una peculiaridad de la morfogénesis de los rotavirus, en un
proceso en el cual la proteina NSP4 sintetizada en el RE, funciona como receptor
intracelular. La envoltura es substituida durante la maduracién, por una delgada capa de
proteinas VP7 que formara la capside externa del virion. La maduracion de los rotavirus es
un proceso dependiente de calcio (Ca®"). Se cree que el Ca®* estabiliza o modula la
compartimentalizacion de la VP7 glicosilada durante el ensamblaje y empaquetamiento de la
progenie viral, y que la VP7 est4 involucrada en la remocién de la envoltura transitoria de las
particulas (2). Finalmente, la nueva progenie viral se libera de las células por lisis celular,
aunque también se ha reportado un mecanismo de muerte celular programada (2, 30).

Ppatogénesis de la diarrea por rotavirus Los rotavirus infectan los enterocitos maduros de
los dos tercios proximales del ileo, y causan la diarrea a través de diferentes mecanismos
(FIG 3). En primer lugar, la muerte celular causada por la liberacién de la progenie viral
conduce a la atrofia de las vellosidades intestinales e hiperplasia de las células secretoras
de las criptas que determina una disminucion en la capacidad de absorcion del intestino,
conduciendo a un aumento de la excrecion de agua Yy electrolitos. La disfuncién del epitelio
causa a su vez una disminucion en la expresion de las disacaridasas en la superficie apical
de la célula y un efecto osmético, provocado por la acumulacion de carbohidratos en el
intestino delgado, que acentua la perdida de fluidos (2).
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Figura 3. Mecanismos patogenéticos de la diarrea por rotavirus. La replicacién viral en el enterocito
es el evento comun que conduce a: a) una destruccién masiva de las células y pérdida de las
capacidades digestivas; b) una activacion de una via Ca2+-dependiente mediada por la NSP4 viral
gue conduce a un incremento en la permeabilidad de membrana de las células de las criptas, con
aumento en la secrecion de fluidos y electrolitos, y c) una isquemia local que se traduce en un dafio
vascular y activacion de neuronas motosecretoras del sistema nervioso entérico con liberaciéon de
aminas vasoactivas. Los 3 eventos confluyen en un final comin denominado diarrea.

Adicionalmente, la proteina NSP4 de rotavirus es capaz de activar, en ausencia de dafio
aparente a la mucosa, una via de sefializacion Ca*-dependiente que conduce a un
incremento en la permeabilidad de membrana para los electrolitos. La NSP4 liberada se une
a células no infectadas mediante receptores adn no identificados, y activa la cascada de la
fosfolipasa C-inositol trifosfato (PLC-IP3) que culmina con la liberacién de Ca** del RE. Esto
causa en las células de la cripta un aumento de la secrecion de iones cloro, generando una
diarrea de tipo secretora (2).

Los rotavirus parecen activar también, a través de la NSP4, neuronas motosecretoras del
sistema nervioso entérico, que estimulan la secrecion de fluidos y solutos, efecto mediado
por la via del peptido intestinal vasoactivo (31).

Sintomatologia y tratamiento. Todos los grupos de edades son susceptibles de infeccion
por rotavirus, sin embargo la gastroenteritis afecta principalmente nifios y lactantes, y se
asocia con mayor frecuencia a hospitalizacion, deshidratacion, vomito y fiebre, que las
diarreas causadas por otros agentes virales. Se caracteriza por un periodo de incubacion de
24-72 horas y manifestaciones clinicas variables desde formas asintomaticas hasta formas
muy severas con diarrea, deshidratacion, fiebre, vomito, anorexia y dolor abdominal (2). Por
lo general la infeccidén se autolimita en nifios normales y bien nutridos (entre 2-14 dias). Los
rotavirus pueden causar infeccion cronica en pacientes con inmunodeficiencia congénita o
adquirida (2). Se describen infecciones nosocomiales en retenes neonatales (2).

El tratamiento de la diarrea causada por rotavirus se basa en la aplicacion de una terapia de
rehidratacion, oral y/o parenteral, segun el grado de deshidratacion, y una dieta libre de
lactosa.

Inmunidad de la infeccion por rotavirus. Los rotavirus producen una infeccién local en las
células de las vellosidades del intestino, generando una inmunidad, parcial y de corta
duracion (< 1 afio), mediada por anticuerpos especificos IgM, IgG e IgA secretoras, y una
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inmunidad celular mediada por células Natural Killer, linfocitos T citotdxicos (LTCs), citocinas
y otros productos quimicos (32).

En la mucosa intestinal los rotavirus hacen contacto con las células M (células epiteliales
especializadas, en donde probablemente se replican activamente sin difundir a los tejidos
profundos) (33). Estas median el transporte del virus hacia las Placas de Peyer, en donde
son presentados por los macréfagos, las células B y otras células a las células virgenes
(ThO), dando inicio a la respuesta efectora en la lamina propia del intestino, inducida por
citocinas. En este proceso participan células B virus-especificas para la secrecion de IgAs,
primordiales para la defensa de la mucosa, y LTCs los cuales ejercen su actividad antiviral a
través de la lisis directa, la induccion de apoptosis y la produccién de citocinas, y juegan un
papel en la resolucion de la enfermedad (32).

Numerosos estudios sugieren que la infeccién natural con rotavirus induce proteccion contra
la diarrea en una reinfeccion (2, 32, 34). Estas evidencias constituyeron las bases para el
desarrollo de vacunas contra este agente viral. La infeccibn induce anticuerpos
neutralizantes (IgG) homotipicos dirigidos contra la VP7, y en menor proporcién contra la
VP4. La accion neutralizante de los anticuerpos es dada por la uniéon con el antigeno
(interferencia conformacional) la cual bloquea la unién del virus a los receptores celulares y,
por ende, su entrada a la célula. Posteriores exposiciones al virus parecen estimular una
respuesta inmune heterotipica contra la VP7 y VP4 (32).

Hallazgos recientes evidencian la participacion de una inmunidad mediada por anticuerpos
contra la VP6 o0 contra proteinas no estructurales como la NSP4. Anticuerpos no
neutralizantes contra la VP6 se producen en ratones durante la infeccidén con rotavirus, los
cuales inducen una inmunidad bloqueando canales para el trasporte de los &cidos nucleicos,
afectando la transcripcion (35). Este mecanismo intracelular de inactivacion viral podria
explicar la proteccion heterotipica en la infeccion natural y durante la inmunizacién activa
con vacunas observada por algunos.

El papel patogénico e inmunogénico demostrado para la proteina NSP4, capaz de actuar
como enterotoxina y producir diarrea en ratones (36) abre nuevos frentes en la basqueda de
estrategias para la inmunizacién y tratamiento contra la diarrea por rotavirus. Esta proteina
es capaz de inducir una respuesta humoral, mediada por anticuerpos que parecen
correlacionarse con protecciéon durante la infeccién natural o sucesiva a la vacunacion, y una
respuesta celular, que posiblemente involucra LTCs en humanos y animales (36-38).

Diagnostico de la infeccion por rotavirus. Para el diagnostico diferencial de infeccion por
rotavirus, es necesario demostrar la presencia del virus, antigenos o genoma viral en una
muestra de heces de nifio diarreico. La demostracién de una respuesta inmune especifica
en suero tiene una utilidad relativa a los fines diagnésticos. Las pruebas convencionales
para la deteccion de antigenos, se basan en ensayos inmunoenziméticos comerciales
(ELISA) o microscopia electronica. La mayoria de los ensayos ELISA para uso diagndéstico
detectan epitopes cruzados ubicados sobre la proteina VP6 de la capside intermedia del
virion. Otros sistemas utilizados para detectar infeccion por rotavirus se basan en ensayos
de aglutinacion al latex, contrainmunoelectroforesis, o electroforesis en gel para revelar el
genoma viral.

Técnicas de mayor sensibilidad como la RT-PCR (retrotrascripcion y reaccion polimerasica
en cadena) pueden detectar el genoma viral en muestras con una menor carga viral hasta
57 dias después del inicio de la diarrea (2).
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Epidemiologia molecular. Numerosos estudios documentan la amplia diversidad
antigénica y gendmica de los rotavirus que circulan en el mundo. Los rotavirus de tipo
G1P[8], G2P[4], G3P[8] y G4P[8] han sido responsables de la mayoria de los casos de
diarrea infantil en el mundo (2, 19). Sin embargo, la incidencia relativa de cada uno puede
variar en el tiempo en una misma area geografica o en el mismo momento en diferentes
localidades. Las combinaciones de tipos G-P mencionadas representan mas del 90% de las
infecciones por rotavirus en América del Norte, Europa y Australia, mientras que en América
del Sur y Asia constituyen solo el 68%, y en Africa el 50%. Cepas de virus con otras
combinaciones G-P, consideradas inusuales, han sido descritas también y representan el
5% de todos los aislados en el mundo (19). Estudios realizados en Venezuela entre los afios
1988-1993 por |. Pérez-Schael y col. documentan la diversidad de cepas de rotavirus
circulantes y el predominio del tipo G1, sobre G2 y G4 (39) (Figura 4).
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Figura 4. Epidemiologia de la infeccion por rotavirus en Venezuela en los dltimos 20 afios. En el
grafico se muestran las variaciones temporales en las caracteristicas antigénicas de las cepas de
rotavirus circulantes en Venezuela (datos de Caracas y Valencia). Se evidencia una disminucion en la
prevalencia del tipo G1 en el periodo comprendido entre los afios 1993 y 2003, un aumento en la
circulacion de cepas de tipo G2P[4], que se tornan predominantes en el 2007, afio sucesivo al inicio
de la aplicaciéon de la vacuna monovalente G1P[8]. El tipo G3P[8] que circulaba durante el 2003 se
redujo considerablemente en el 2007. Los otros tipos circularon escasamente (39) y (Vizzi E., datos
no publicados).

En un estudio realizado con nifios diarreicos en la CHET en Valencia en el afio 2003, se
observo predominio de rotavirus G3P[8] (Vizzi E., datos no publicados). El estudio describe
también una drastica reduccién en la prevalencia del tipo G1P[8] y por primera vez la
presencia del tipo emergente G9P[8] en Venezuela, como reportado en otras partes del
continente americano y el mundo (19). Mas recientemente, se sefiala la circulacion de hasta
88% de cepas con un genotipo G2P[4] en Caracas (FIGURA 4) (Vizzi E., datos no
publicados), hecho que debe ser evaluado a la luz de la introducciéon en Venezuela de la
vacuna monovalente en el 2006.

Estas variaciones temporales en las caracteristicas antigénicas de las cepas de rotavirus
circulantes deben ser consideradas a la hora de evaluar el impacto que las estrategias de
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prevencion puedan tener en una determinada poblacion. Si bien las vacunas actualmente en
uso parecieran inducir proteccién contra cepas diferentes a las incluidas en la preparacion,
es necesario mantener un sistema de vigilancia constante en todo el mundo que permita
detectar la eventual aparicion o emergencia de nuevos tipos o nuevas constelaciones G-P
gue pudieran predominar en el tiempo.

Prevenciéon. El gran impacto de las diarreas por rotavirus a nivel mundial resalta la
necesidad de introducir estrategias de vacunacion, con el objetivo de prevenir los episodios
graves durante los primeros dos afios de vida, cuando las consecuencias pueden ser mas
serias. Las primeras observaciones sobre la historia natural de la infeccion con cepas de
rotavirus salvaje en nifios de edad temprana, capaces de inducir inmunidad contra sucesivos
episodios de gastroenteritis severa, habian sugerido que era posible prevenir la diarrea por
rotavirus mediante aplicacion de una vacuna (34, 40).

El desarrollo de una vacuna para rotavirus ha sido un proceso largo y complejo. La primera
estrategia se realizd sobre la base del enfoque que Jenner, en 1796, empled en la vacuna
antivaridlica. Cepas de rotavirus animales, naturalmente atenuadas, son capaces de inducir
proteccion cruzada contra rotavirus humanos. Bajo este principio, se probaron al inicio
diferentes estrategias, utilizando una cepa de rotavirus de mono (RRV), y una cepa
atenuada humana de neonato (M37). La respuesta poco satisfactoria a estas preparaciones
indujo més tarde a desarrollar un enfoque denominado “Jenneriano modificado”, basado en
la capacidad de rearreglo génico de los rotavirus (41). Cepas hibridas (mono-humanas)
construidas a partir de la coinfeccion de virus humanos y animales en cultivos celulares,
permitieron llegar a la vacuna tetravalente (RRV-TV o RotaShield™), compuesta por una
cepa de mono (RRV) vy tres cepas virales rearregladas (42). La preparacion contenia virus
con proteinas VP7 de los tipos humanos de mayor circulacion (G1, G2, G3 y G4), en un
fundamento genético de origen simio. La RRV-TV fue probada exitosamente en Venezuela
desde el 1985 en estudios clinicos que reportaban una eficacia contra las diarreas graves de
aproximadamente 88%, dependiendo de la edad de aplicacion, estudios que culminaron con
el otorgamiento de la licencia a los laboratorios Wyeth-Lederle en los EEUU en 1998. Sin
embargo, en 1999 fue retirada del mercado a causa de su asociacion con un incremento de
hasta 8 veces de una afeccion, denominada invaginacién intestinal, en nifios vacunados,
durante la primera semana post-vacunacion, de acuerdo a lo estimado por el Sistema de
Reporte de Reacciones Adversas a Vacunas (VAERS) (43). Este hecho condujo a una
reevaluacion de las normas de seguridad y estrategias para el desarrollo de nuevas
vacunas, que deberian ser probadas ya sea en paises desarrollados, como en desarrollo, en
andlisis orientados a determinar el costo-beneficio de aplicacion (44).

En la actualidad dos nuevas vacunas con licencia, la Rotarix®de GlaxoSmithKline y la
RotaTeq® de Merck & Co., Inc, ambas suministradas por via oral en edad muy temprana
(primera dosis en niflos de edad maxima 12 semanas), estan siendo aplicadas en méas de 90
paises, con buena tolerabilidad e indices de eficacia (45-47). La vacuna Rotarix® tiene la
ventaja de ser una vacuna viva derivada de la cepa humana 89-12 monovalente (G1P[8]),
atenuada por multiples pasajes en cultivo celular (48), que suministrada en dos dosis es
capaz de inducir 91% de proteccion contra las diarreas severas causadas por cepas
homotipicas (G-P), algo menos (45%) contra los episodios causados por cepas
heterotipicas, y no ha sido asociada a fendmenos de invaginacion intestinal (45, 47).
Rotarix® tiene actualmente licencia en Europa, EEUU vy varios paises de América Latina
(Brasil, Ecuador, El Salvador, México, Panam& y Venezuela), Oriente Medio, Asia y Africa.
La RotaTeq® es una vacuna viva pentavalente, preparada con cinco cepas rearregladas
bovino-humano, que protege especificamente contra los 4 mas comunes tipos G (G1-G4) y
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el mas comun tipo P (P[8]) (49) capaz de proteger contra el 95% de la diarrea severa (50).
RotaTeq® ha sido licenciada en Europa y EEUU. Estudios preliminares sugieren que ambas
vacunas estan determinando un impacto positivo sobre la diarrea por rotavirus (51).

La variabilidad descrita en el nivel de proteccion alcanzado con las vacunas a virus vivo en
poblaciones de paises en desarrollo, el riesgo de rearreglo génico entre cepas relacionado
con su aplicacion, la serotipo-especificidad en la respuesta y algunos raros efectos adversos
descritos, estimulan constantemente la busqueda de alternativas de prevencion. El
desarrollo de la biologia molecular ha permitido la creacién de vacunas a virus inactivados
no replicantes de aplicacion intradérmica, pseudo-particulas virales (VLPs), ADN
microencapsulados, subunidades proteicas expresadas por vectores, o cepas adaptadas
para crecer a bajas temperaturas, probadas con éxito en modelos animales y en voluntarios
humanos (52). Estas estrategias de menor costo, dan ningan riesgo de invaginacion
intestinal y un nivel de respuesta inmune comparable en nifios de cualquier region (52),
aunque la eficacia definitiva debe ser aun establecida.

En conclusion, la implementacion de programas de vacunacién para rotavirus promete
reducir efectivamente el impacto de la diarrea y los costos sanitarios relacionados. Para ello,
es necesario mantener la vigilancia epidemiolégica para evaluar si las actuales vacunas
protegen contra tipos multiples de rotavirus o para detectar la aparicion de eventuales cepas
antigénicamente diferentes.

Conclusién El impacto en el mundo de la enfermedad causada por los rotavirus ha
estimulado en gran medida el analisis de aspectos biologicos, epidemiolégicos y clinicos
relacionados. La historia natural de la infeccion, la inmunidad y proteccion generada y la
enorme variabilidad que los caracteriza han sido objeto de estudio en mdltiples ocasiones,
aunque numerosos aspectos quedan aun por elucidar. El conocimiento de los mecanismos
patogenéticos resulta trascendental para el desarrollo de estrategias terapéuticas, de
prevencion y control.

Si bien la mejor vacuna es la que induce una proteccién completa y de larga duracion, un
formidable avance ha sido alcanzado con la comercializacion mundial de dos vacunas
antirotavirus, cuyo objetivo primordial es prevenir la diarrea severa. La anterior experiencia
con la vacuna tetravalente RRV-TV, actualmente retirada del mercado, sin duda alguna
sentd las bases y las pautas para la aplicacion de las nuevas preparaciones. Las vacunas
vivas atenuadas Rotarix® y RotaTeq®, actualmente en uso, prometen excelentes
resultados. En paises en desarrollo, los innegables beneficios relacionados con la
inmunizacion de la poblacién infantil serdn més evidentes con la progresiva reduccién de las
tasas de mortalidad asociadas a infecciones por rotavirus y de los costos de salud publica
relacionados con el tratamiento y la hospitalizacién. El desarrollo de vacunas inactivadas
debe continuar debido a la necesidad de prescindir de la limitacion de edad que existe con la
aplicacion de las vacunas a virus vivo, una restriccion motivada por los inesperados reportes
de mayor incidencia de invaginacioén intestinal manifestada en nifios de mayor edad durante
la aplicacion de la vacuna RRV-TV (53). Otra cuestién por definir es el uso de una vacuna
viva atenuada en nifios con inmunodeficiencia congénita o adquirida.

Estudios futuros deberan velar por la capacidad de las actuales vacunas de inducir
proteccion contra cepas de rotavirus inusuales o emergentes, que pudieran diferir de las
cepas utilizadas para su creacion. Es fundamental el mantenimiento de un sistema de
vigilancia epidemioldgica alrededor del mundo que permita estudiar la evolucion y dindmica
de la transmision de rotavirus, asi como la eventual aparicion de cepas con rearreglos
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genéticos humano/animales. Es probable que la formulacion de la préxima generacion de
vacunas deba ser ajustada considerando estas variaciones geograficas.
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