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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Mariela Martinez Gomez

Segundo a OMS, as gastrenterites sdo, apds agdefecespiratdrias agudas, 0s mais importantes
agravos a saude em crianga$ anos. Devido a complexidade da epidemiologia rdtavirus do
grupo A (RV-A), particularmente em paises em deskimento, torna-se fundamental o
conhecimento dos gendtipos das amostras circulgniesipalmente a partir da introducdo da vacina
monovalente Rotarfk(G1P[8]) pelo Programa Nacional de Imuniza¢deBrasil em margo de 2006.
Nos estudos de Fase Il realizados com a Ré&tamiprevaléncia do RV-A genétipo G2P[4] foi
extremamente baixa e a avaliacdo de imunizacaoohigiea contra este gendétipo foi realizada através
de estudos de metandlises estatisticas. Este ggnétin geral, estd associado as manifestacdes
clinicas mais graves. Diferentes estudos evideatiar re-emergéncia do genotipo G2P[4] no Brasil a
partir de 2005, e em outros paises, sugerindo qua sm fendmeno continental relacionado a
variabilidade temporal da distribuicdo de genotigos ocorre naturalmente. Porém, uma mudanca na
epidemiologia e distribuicio deste genétipo relaaita & introducdo da vacina Rotdmo Brasil ndo
pode ser descartada e necessita ser investigade-sPeconsiderar que o gendtipo G2P[4] ndo
compartilha antigenos VP4 ou VP7 com a amostranah&otariX. Os dados obtidos neste estudo
revelaram a circulacao de diferentes variantes\dé\ Rieno6tipo G2P[4] no periodo de 1996 a 2009
no Brasil. Além das variantes genotipicas, tambéimpbssivel identificar variantes genéticas dos
genes VP7, VP4, VP6 e NSP4, mostrando a segregadapendente dos mesmos. As analises
filogenéticas baseadas nos genes que codificamgsamoteinas VP7 e VP4, permitiram inferir a
ocorréncia de multiplas introducbes do gendtipo [@RRo Brasil. Evidenciando o fluxo de variantes
genéticas que ocorre em nivel global para estetigendambém foi possivel evidenciar a ocorréncia
de mutagdes pontuaigeassortmenentre amostras humanas, para 0s quatro genesaalus e entre
amostras humanas e amostras bovinas para o gegedifiea para a proteina NSP4. Os resultados do
presente estudo sdo fundamentais na tentativa tée gm melhor entendimento da epidemiologia e a
evolucdo dos RV-A genotipo G2P[4] e demonstra aomdmcia do monitoramento continuo e a
caracterizagcdo molecular das amostras de RV-Alamges, tanto em humanos quanto em animais.
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PERIODO DE 1996 A 20009.

ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Mariela Martinez Gémez

According to the World Health Organization (WHOguge gastroenteritis are the major cause
of gastroenteritis in childrest 5 years old, after acute respiratory infectionsieDo the
epidemiology complexity of rotavirus-A (RV-A), espally in developing countries, it is
important to determinate which are the genotypethefcirculating strains, principally after
the introduction of the monovalent vaccine Rofar(G1P[8]) in Brazil by the National
Immunization Program. In Phase IlI trials with Rt&, the prevalence of genotype G2P[4]
was extremely low, and therefore, evaluation ofefrwypic immunization against this
genotype was performed by meta-analysis statisgsts. This genotype, in general, is
associated with more severe clinical manifestati@ifferent studies have showed the re-
emergence of genotype G2P[4] in Brazil, since 2@D%, in other countries, suggesting that it
would be a continental phenomenon related to thepdeal variability in the genotypes
distribution that occur naturally. However, changeshe epidemiology and distribution of
this genotype related to the introduction of theciae RotariX in Brazil can not be excluded
and needs to be investigated. Should be considba¢djenotype G2P[4] does not share VP4
or VP7 antigens with the Rotafiwaccine strain. Data obtained in this study rewcale
circulation of different variants of RV-A genotyg#2P [4] in the period of 1996 to 2009 in
Brazil. In addition to genotypic variants, was afgissible to identify genetics variants of the
genes: VP7, VP4, VP6 and NSP4, showing independegtegation. The phylogenetic
analysis based on the genes that code proteinsa¥®¥/ P4, allowed to infer the occurrence
of multiple introductions of genotype G2P[4] in Bila It was possible to identify the
occurrence of point mutations and reassortmenttseviestween human strains for the four
genes studied, and between human and bovine sfoaidNSP4 gen. The results obtained in
this study are fundamental in our attempt to gabbeter understanding of epidemiology and
evolution of RV-A genotype G2P[4] and demonstratee importance of continuous
monitoring and molecular characterization of RVifams circulating in human and animal
populations.
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1. INTRODUCAO

O termo gastroenterite refere-se a inflamacao dto tgastrointestinal, resultando
principalmente em diarréia, porém pode vir acompdathpor outros sintomas como nausea,
vomito e dor abdominal.

As gastroenterites agudas (GA) sdo uma das dobngaanas mais comuns, sendo as
Doencas Diarréicas Agudas (DDA), a segunda maiosaae 6bitos em menores de cinco
anos nos paises em desenvolvimento, onde é respbms#, aproximadamente, 15% da
mortalidade nesta faixa etéria (Figura 1). Estimanse as DDA ocasionem aproximadamente
1,8 milhdes de 6bitos por ano no mundo (WHO, 2086)Brasil, as taxas de mortalidade por
gastroenterite aguda em criangcas menores de cima® de idade apresentam variacfes nas

cinco regides, sendo maiores nas regides nordestgeedo pais (Ministério da Saude, 2007).

W HIV-1

M Sarampo

M Malaria

B Doencas diarréicas agudas

W InfecgBes respiratorias agudas
W Perinatais

QOutras infeccdes

Figura 1. Principais causas de mortalidade de criancas memt@ecinco anos de idade no
mundo (Adaptado de WHO, 2005).



As GA sao causadas por agentes infecciosos quempaderir ou invadir a mucosa
intestinal, assim como também podem produzir etueimas.

Dentre os agentes infecciosos implicados na eimldg doenca diarréica, podemos
destacar os virus, as bactérias e os parasitay) gee a importancia das infec¢des intestinais
bacterianas e parasitarias esta diretamente reltaoas condicdes socioecondmicas da
populacdo. J& entre os virus ndo pode se fazersmanafirmacgédo, visto que muitos deles
permanecem como problemas da saude publica mesmpais®s desenvolvidos (Bern &
Glass, 1994; Gentsadt al. 1996; Parashat al 2003; Santos & Hosino, 2005).

Dentre os diferentes virus causadores de gastraestes rotavirus do grupo A (RV-
A) sdo os principais agentes etioldgicos, seguitbsscalicivirus humanos, astrovirus (AstV)
e adenovirus entéricos (Wilheleti al. 2003) .

Os RV-A sdo os principais agentes etiologicos ares de GA infantil em todo o
mundo e sao responsaveis por um quarto do niumemoodes associadas a diarréia em
criancas menores de 5 anos de idade, principalmeose paises em desenvolvimento
(Parashaet al 2006).

Nos paises desenvolvidos os RV-A tem sido detestan 30-50% das criancas
hospitalizadas com diarréia aguda. Nos paises ssndelvimento os RV-A também sao os
patbgenos com maior prevaléncia de DDA em criangdsrém, 0s paises em
desenvolvimento apresentam uma maior taxa de nuati@, com cerca de 500.000 a 600.000
mortes ocorrendo a cada ano (Parashat. 2003; Parashaat al 2006).

Devido a importancia epidemiologica dos RV-A apn¢éam no Brasil, em marco de
2006 foi introduzida no Programa Nacional de Imag@es (PNI), a vacina monovalente
RotariX’ (G1P[8]). O Brasil foi 0 primeiro pais no mundonéroduzir esta vacina em ambito
de campanha nacional. Durante estudos de Faseoril @sta vacina, a prevaléncia do
genotipo G2P[4] de RV-A foi extremamente baixa.eEgtndtipo, em geral, esta associado a
manifestacbes clinicas mais severas (Timene&tkgl 1996). No ano 2005, o gendtipo
G2P[4] emergiu no Brasil, tornando-se o gendtipondér prevaléncia entre os anos de 2006
a 2008. Estudos demonstraram que G2P[4] apresentari comportamento sazonal
naturalmente (Bishopt al. 1991; Santos & Hoshino, 2005). Porém, é impoetalgterminar
se a introducéo da Rotarix estaria influenciandpreaaléncia deste genatipo.

Os RV-A sdo cosmopolitas e também podem causecci@io gastrointestinal em
animais, incluindo mamiferos e aves e, normalmepte,animais jovens sdo aqueles
acometidos. Portanto, € de grande interesse ocedngl RV-A nas espécies de importancia

econdmica. A infeccdo por RV-A em bezerros é uma mlancipais causas de prejuizos
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econdmicos atribuidos a morbidade, mortalidade,tocudo tratamento e atraso no
crescimento, tempo e peso inadequado ao abate alganms casos, até a morte dos animais
infectados (Lucchellet al. 1992; Silvaet al 2001).

1.2 HISTORICO

Os RV humanos foram primeiramente descritos pandgise col. (1973) em bidpsias
de intestino delgado de criangcas com gastroentagilda de origem nédo-bacteriana. A analise
pela microscopia eletrénica (ME) mostrou a ocorig@de vesiculas citoplasmaticas contendo
um grande numero de particulas virais semelhantes @bivirus. Particulas virais
semelhantes foram também detectadas por Fleweidt. €1873) ao examinarem pela ME
fezes de criangas com diarréia aguda. Algumas ds pumeiras denominagfes foram
Orbivirus-like (Bishop et al. 1973),Reovirus-like agenfKapikian et al 1974) e Duovirus
(Davidsonet al 1975), esta ultima relacionada as duas camaddsiqgas observadas pela
ME. Posteriormente, foi proposto que o virus comistse um novo género na familia
Reoviridae diferente dos génerd®eoviruse Orbivirus. Pelo aspecto da particula semelhante
a uma roda quando examinada por contrastacao vegatia ME (Flewett & Woode, 1978),
sugeriu-sdRotaviruspara este novo género (do latiata).

A deteccdo dos RV-A no Brasil ocorreu em 1976 peilaeira vez (Linharegt al.
1977). Desde entdo, varios trabalhos tém demomstradievancia desse virus na etiologia da
diarréia aguda no pais (Linhartsal 1989; Pereirat al. 1993; Timenetsket al 1994; Leite
et al. 1996; Mascarenha al. 1998; Leiteet al 2008).



1.3 PARTICULA E PROTEINAS VIRAIS

A particula viral completa é ndo-envelopada, camesiia icosaédrica e apresenta um
diametro de aproximadamente 100 nm. EstruturalmestRV estdo formados por trés
camadas protéicas: capsideo externo, capsideonadé&rio e o capsideo interno, onde se
encontram os 11 segmentos de ARN fita dupla (ARKFdura 2). Associadas ao ARNfd no
capsideo interno, encontram-se trés proteinastestisi VP1, VP2 e VP3, codificadas pelos
segmentos 1, 2 e 3, respectivamente. Essas pmoteigpresentam em conjunto
aproximadamente 18% das proteinas virais. O capsitermediario € constituido pela
proteina VP6, codificada pelo segmento 6, sendo a&shais abundante (51%). No capsideo
externo encontram-se as proteinas estruturais: ¥edificada pelo gene 4 e responsavel
pelos sorotipos/gendétipos P; e VP7, codificadagpgkmnes 7 (Rhesus sp.), 8 (rotavirus bovino
UK) ou 9 (SA-11, rotavirus simio), determinante dmsotipos/gendtipos G. Outras cinco
proteinas ndo-estruturais sao codificadas peloneips gendmicos restantes, sendo assim
denominadas: NSP1, NSP2, NSP3, NSP4 e NSP5 (Kakel 2001).

Micrografia eletronica

A Segmentos

gendmicos Proteinas

1 —
Classel {2 o ——
4 —— VP1
Veagm
Voq B
S —— — Localizacao das
Classe II { proteinas
6 NSP1 1
7 o VP6
Classe III g - ve7
NSP2
10 NSPZ &
Classe IV NSP4
11 NSPS.

NSP6*

Figura 2. A: Eletroforese em gel de poliacrilamida dos 11 segasedo genoma do rotavirus
A simio (SA11).B: Gel de poliacrilamida mostrando a separacao daigipas estruturais
(NSP1 — NSP6) e nao estruturais (VP1 — VP4, VP&¥)\sintetizadas pelo rotavirus A SA-
11. C: Micrografia eletronica de rotavirus A: Reconstrucdo em 3D do virion de SA-11,
mostrando a localizacdo das VPs. (Adaptada de C&Ramig. 1997).
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As proteinas estruturais sao designadas VP (dé@sndlral Protein) seguidas por
namero sequencial na ordem decrescente da massautaol Nocore estdo presentes as
proteinas VP1 (125kDa), VP2 (94kDa) e VP3 (88kDa)capsideo intermediario a VP6
(46kDa) e no capsideo externo as proteinas VPAD@Bk VP7 (38kDa) (Estes & Cohen,
1989). As proteinas ndo-estruturais, encontradagélalas infectadas por RV-A, recebem a
denominacdo NSP (do inglédlon-Structural Proteih seguido de o numero sequencial
(NSP1 - NSP7).

1.3.1 Proteinas Estruturais

1.3.1.1 Proteina VP1

Dentre as proteinas que constituem o capsidemintdo virus, a VP1 é a proteina
menos abundante. Junto com as proteinas VP2 e afffi8ipa do complexo de replicagédo e
de transcrigdo do virion (Arnolét al. 2007). Entre as proteinas do core € a Unica gssup
uma sequéncia especifica de reconhecimento ao ARN através de regides conservadas de
quatro bases, UGUG, na extremidade nucleotidic@d.@’et al 2008).

1.3.1.2 Proteina VP2

E a proteina mais abundante do core viral. Fae parcomplexo de replicacéo e liga-
se tanto a VP1 quanto a VP3, através de um doman&gua porcdo N-terminal. A interacéo
protéica VP2/VP1/VP3 é critica na replicacdo edtagdo do genoma viral (Heimaxt al
2008). Além disso, a superficie externa da prot&Ra interage com a proteina VP6 nos
estagios iniciais da morfogénese viral. A interag®2/VP6 € importante para a formacéo
das chamadas particulas incompletas, que possugim chpsideo protéico (DLPs), também
influenciando na atividade transcricional da pafticcompleta que sera formada (Estes &
Kapikian, 2007).



1.3.1.3 Proteina VP3

Esta proteina também é constituinte do capsideonimt Embora ndo se saiba com
certeza o papel de VP3 na morfogénese dos RV, sv&studos tém demonstrado suas
atividades guanidil e metiltransferase (Pat&ral 1995; Mertenset al 2004). Dados da
analise de sequéncias do gene que codifica paraMEa sdo limitados, porém recentemente
foi demonstrado o elevado grau de conservacdo dgsie em humanos e uma baixa

conservagao quando comparado a amostras animaisdiset al 2006).

1.3.1.4 Proteina VP4

A proteina VP4 é néo glicosilada e forma espicalgmrtir do capsideo externo de
particulas virais maduras. Esta proteina cumpredes essenciais no ciclo viral, como
adesdo a célula, internalizacédo, além de cumpnigdies de hemaglutinacdo e neutralizacao
(Dunn et al 1995; Ludertet al 1996). A VP4 é susceptivel a protedlise, o gqeelta no
aumento da infecciosidade dos RV e esta assoctada@ntrada do virus na célula (Ares
al. 1996; Estes, 2001). Durante a protedlise, a VPdivada em VP5* e VP8* que
permanecem associadas ao virion. O peptideo VP& associado com a atividade de
neutralizagdo cruzada entre os diferentes tipogR¥ e, possivelmente, possui 0s epitopos
responsaveis pela adsorcdo do virus a célula. &oo tado, o peptideo VP8* contém a
maioria dos epitopos associados as reacoes tigaiéisps (Jayararat al 2004) (Figura 3).
Cinco epitopos de neutralizacao foram recentemaaf@ados dentro da subunidade VP8* da
proteina VP4, localizados nas posicbes aminoaasidit¢s-L10, 135-R44, 155-D66, V115-
G123 e L223-P234 (Kovaat al 2003). Devido ao fato da proteina VP4 estar eimgalno
processo de reconhecimento da célula, o dominiaurd@o a carboidrato de VP8* é
considerado um alvo para o desenvolvimento de droBaucos estudos tém reportado
informacéo estrutural sob o dominio da VP8* (Kramfhkki et al 2005; Dormitzeret al
2002; Scotet al. 2005; Monnieget al. 2006).



1.3.1.5 Proteina VP6

E a proteina viral mais abundante dos RV (aproxamaghte 51% da particula viral) e
possui na superficie, determinantes antigénicos pgumitem a classificagdo dos RV em
diferentes grupos (A-G) e subgrupos de RV-A (l]4#l], ndo-1 e ndo-Il). A VP6 esta presente
no capsideo intermediario e € formada por dois dms,i um interagindo com as proteinas
VP7 e VP4 e outro com a VP2. Desta maneira tenmcpgatao em duas fungdes importantes
do virus: a adsorcdo e penetracdo na célula ectigés do ARNfd (Heimaret al 2008). O
dominio de trimerizacdo da VP6 com VP7/VP4 e VR2asse entre os aminoacidos (aa) 246
e 315 (Figura 4). Os residuos 296 a 299 e 305,msportantes no reconhecimento pelos

anticorpos monoclonais Mabs255/60 determinantesidgrupo (Kapikiaet al. 2001).

1.3.1.6 Proteina VP7

E a glicoproteina mais imunogénica do capsideormxtenduzindo a sintese de
anticorpos neutralizantes. A proteina VP7 pode rawdu atividade da VP4 no processo de
adsorcao e entrada dos RV na célula, interagindo rooléculas da superficie celular, uma
vez que a proteina VP4 tenha iniciado o processalgsercdo (Jayaraat al 2004).

Estudos tém demonstrado que concentracdes aprapridions Ga sdo necessarias
para se manter a estabilidade da particula, aganente pela estabilidade de VP7. A
remoc&o dos fons livres deCdissocia os trimeros de VP7 em mondmeros, liberandP7
do virion, e resulta no inicio da penetracdo indzpbor mudancas conformacionais que
ocorrem em VP4. Estudos recentes demonstraram gja@atworpos neutralizantes contra a
proteina VP7 atuam estabilizando o trimero formpela proteina, de tal forma a inibir as
mudancas conformacionais da VP4 (Aekal 2009).

A VP7 apresenta uma fase de leitura aberta (ORR)posta por uma seqiéncia
nucleotidica que codifica para 326 aa (Figura 3nh €da uma dessas regides precede
dominios hidrofobicos designados de H1 (aa 6 &232 (aa 33 a 44), que podem funcionar
com uma sequéncia sinalizadora para dirigir a V&a p reticulo endoplasmatico (RE). Um
terceiro cédon de iniciagdo também estd preserts ato segundo dominio hidrofébico.
Algumas amostras de RV-A contém até trés sitioenuidis de glicosilacdo. Contudo,

somente dois sitios sdo aparentemente glicosil@idapikian et al 2001). Andlises da



sequéncia do gene que codifica para esta protdasgyevem 9 regides variaveis (VR1 —
VR9), sendo 4 destas regibes variaveis considersitias antigénicos importantes: regidao A
(aa 87 — 101), regido B (aa 143 — 152), regidaod2@8 — 223) e regido F (aa 235 — 242)
(Kirkwood et al. 1993).

N > S A -]
1 71 AT P D 5SS 776
P C s cp

!( .
4N
>
40
40

\% CR CR 394 Np2 HR \Y%
| S E—— | Mab 2G4
93 HA/SA 208 Eusion
Domain
VP 8% VP 5%

CR — Regibes conservadas

V — Regibes variaveis

HR — Regides repetitivas

C - Cisteinas conservadas

P — Prolinas conservadas

Figura 3. Esquema representativo da organiza¢do do gene del&/lPotavirus A (Adaptada
de Estes. 2001).
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P — Prolinas conservadas

SGIl e SGII - Sitio de ligacdo para MAbs

Figura 4. Esquema representativo da organizacao do gen®@al¥ rotavirus A (Adaptada
de Estes. 2001).
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Figura 5. Esquema representativo da organizacdao do gene dal&Potavirus A (Adaptada
de Estes. 2001).

1.3.2 Proteinas ndo estruturais

1.3.2.1 Proteina NSP1

A proteina NSP1 apresenta associagcbes com o dikelesg celular favorecendo a
ligacdo virus-célula. E a proteina viral menos eoreda, apresentando maior variabilidade
de sequéncias do que VP4 e VP7. Possui dominiasveehente conservadosirfc fingej,
porém tais dominios ndo se encontram presente®das ts variantes de RV-A, mostrando

ndo ser uma proteina essencial na replicacdo de (Estes. 2001; Mertens. 2004).

1.3.2.2 Proteina NSP2

Esta proteina é altamente conservada e € expnesalias concentracdes nas células
infectadas. Sua localizacdo na célula est4d assoaad viroplasma, que é uma regido
eletrodensa do citoplasma, adjacente ao RE, ondeeot 0s processos de transcricao,
traducao, de replicacdo e de empacotamento do ARBIM@mico. A associacdo de NSP2

com a NSP5 faz com que essas duas proteinas esw@jaolvidas na replicacdo e
9



encapsidacdo do ARNfd. A NSP2 possui ainda atiaddesestabilizadora de hélices de
acidos nucléicos e atividade NTPase (Estes. 20@ites. 2004).

1.3.2.3 Proteina NSP3

E uma proteina envolvida na regulacdo da tradu&m conformacdo de um
homodimero que reconhece a sequéncia consenso ARNomensageiro (ARNm), o que
favorece a traducao dos transcritos de ARNm aassidimos e ainda previne a degradacéo
dos mesmos por nucleases celulares (Jayarain2004).

1.3.2.4 Proteina NSP4

Esta proteina possui trés dominios hidrofobicoshodenados H1l, H2 e H3,
localizados na porgédo N-terminal, dois sitios deogilacdo situados em uma pequena algca no
limen do RE, um dominio transmembrana; um domimicokiomerizacdo, um sitio de
ligacdo com a VP4 e uma regidao com cerca de 2@i@agligacdo com o capsideo imaturo
(Figura 6); (Bowmaret al 2000; Huanget al. 2004).

Lamem RE 80

Citoplasma

Dominio
Coiled-coil

133 156
Ligagéo com Ligacao
Vp4 com capsideo
imaturo

Figura 6. Representacdo esquematica da proteina NSP4 ddrustav Detalhes de sua

localizacdo na membrana do reticulo endoplasm@idaptada de Bowmagt al 2000).
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Browne e cols. (2000) descreveram que o peptideespondente aos residuos aa 48-
91 da NSP4 é capaz de promover uma desestabilidagi@mbrana do RE com conseqlente
lise do mesmo, levando a um aumento do @eracelular. Conseqiientemente ocasionando o
aumento de secrecdo de ions cloro){Qbrovocando assim uma diarréia de natureza
secretoria (Tiaret al 1995; Estes. 2001; Huargg al 2004). Na morfogénese do virus, a
NSP4 atua como receptor intracelular na membrar@Elpara as DLPs durante o processo
de maturacao, além de ser um receptor para a VIEBrh disso, a NSP4 também participa do
processo de transporte dessas particulas atravé¥Ede na formacdo de particulas com
envelope transitério, atuando como um desestabibzde membrana que permite a remocao
do envoltério transitério das DLPs durante a mostagle particulas maduras (Taylor &
Bellamy. 2003). A NSP4 é capaz de ativar os catefendentes de €ano intestino e é
descrita como a primeira enterotoxina viral (Exlal. 1996).

Alteracbes nos residuos de aa nas posi¢cOes 1143&t&la NSP4 podem levar a
mudancas na atividade toxigénica e viruléncia désARFigura 7).

Quatro sitios antigénicos foram descritos para psiteina: ASI (151 — 169), ASII
(136 — 150), ASIII (112 — 133) e ASIV (Borgahal 2003).

Os anticorpos induzidos pela NSP4 reduzem a cagdeidesta proteina em acarretar
diarréia. Em um estudo com camundongos vacinados esta proteina foi observada a
inducdo de protecdo homotipica e heterotipica aatitirréia por RV-A (Estes, 2001). Em
humanos, a NSP4 foi descrita como sendo capazddeiirrepostas imune celular e humoral
(Johanseret al. 1999). Alguns estudos demonstram diferencas segi@éncias de NSP4 de
RV-A em casos de infec¢do sintoméatica e assintea&tin humanos (Kirkwooet al 1999;
Pageret al 2000), outros estudos demonstraram que naorexisti correlacdo (Aradjet al
2007; Masacarenhast al. 2007). Estudos relacionados a esta proteina, npddenecer

informacdes relevantes quanto a eficacia de vaan&aRV-A.
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H1, H2 e H3 — Dominios hidrofébicos

Dip — Sitio de ligagdo com a VP4

Y — Sitios de glicosilacéo

C - Cisteinas conservadas

P — Prolinas conservadas

Figura 7. Esquema representativo da organizacdo do genegameina NSP4 de rotavirus
A (Adaptada de Estes. 2001).

1.3.2.5 Proteina NSP5

Esta proteina possui atividade autoquinase e eufaséinfectadas apresenta formas
hipo e hiper fosforiladas (Taraporewala & Pattod)4). Durante o processo de replicacao
NSP2, NSP5 e NSP6 estdo associadas na formacamplasmas (Estes, 2001). A interacao
de NSP2 e NSP5 leva a formacao de particulas defecdemelhantes a viroplasmas (VLPS)
in vitro, na auséncia de outras proteinas virais. Amboslansinios N- e C-Terminais,

encontram-se implicados na formacéao dass like particleVLPs) (Fabbrettet al. 1999).

1.3.2.6 Proteina NSP6

A NSP6 é encontrada principalmente nos viroplasmamterage com NSP5,
evidenciando sua participagdo nos processos deaedpb e encapsidacdo do virus. Tem sido
proposto que algumas variantes dos RV-A e RV-C wmadifiquem esta proteina
(Taraporewalat al. 2004; Estes & Kapikian. 2007).

12



1.4 GENOMA VIRAL

Os RV apresentam um genoma de ARNfd segmentad®.88QLpares de base (pb),
com os tamanhos dos segmentos variando entre 8&®2 pb (Figura 8). Cada segmento de
ARNIfd, no sentido 5, inicia com uma guanosina @E&)guido de um conjunto de sequéncias
conservadas que sdo parte da regidao nao-codifeddoPossui uma fase aberta de leitura
(ORF, do inglésOpen Reading Framgque codifica para uma proteina, que termina oom
codon de terminacdo, seguida por um conjunto dééseips ndo-codificadoras contendo um
subconjunto de sequéncias conservadas terminadasieas citidinas (C) na extremidade 3°
(Estes. 2001). A maioria dos ARNs terminam com ge@liéncia consenso 5 -UGUGACC-
3’, sendo que estas seqUéncias contém sinais anfEstpara a expressao génica e replicacédo
(Wentzet al. 1996). Os tamanhos das regiées nédo-codificadoaasextremidades 5" e 37, séo
variaveis para os diferentes genes e todos os genggenciados possuem pelo menos uma
ORF longa depois do primeiro cédon de iniciacadg&s2001). A grande conservacao das
sequéncias terminais nos segmentos gendmicos sggerelas contém importantes sinais
para a transcricdo, transporte de ARN, replicaghontagem ou empacotamento dos

segmentos genémicos (Patton & Spencer, 2000).
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RNAfd VP6

VP2

Figura 8. Representacdo em 3D de um corte transversal @m\de rotavirus A, mostrando a
disposicdo dos ARNfd em forma de espiral conicptagentados em cor amarela. (Adaptado

de: http://www.pnas.org)

1.5 REPLICACAO VIRAL

A replicacdo ocorre no citoplasma das células ébasrdiferenciadas, localizadas no
terco apical das vilosidades do intestino delg#&doparticulas infecciosas séo liberadas no
limen intestinal e o processo replicativo tem cwitiade na area distal do intestino delgado
(Estes. 2001).

A infecciosidade dos RVh vitro € aumentada pela presenca da enzima proteolitica
tripsina. A acao proteolitica desta enzima resudtzlivagem da proteina VP4, dando lugar a
dois polipeptidios: VP5* e VP8*. Esta clivagem naterfere no processo de adsorcdo, mas é
associada a internalizacdo das particulas de R\tdlatas. Presume-se que esta clivagem
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ocorra durante a infeccéo viral, no limen intestittahospedeiro, uma vez que os RV estéo
expostos as secre¢cdes pancredticas (Zeraie2000).

A entrada dos RV na célula se da por meio de ipbesacom receptores celulares
contendo acido sialico e integrinas, no inicio dacpsso de adsorcdo, com o dominio VP8*
interagindo com o &acido sialico e VP5* com as intexs. Diferentes estudos tém
demonstrado recentemente que concentracdes aplapiie fons Gasdo necessarias para
se manter a estabilidade da particula viral, apamente pela estabilidade de VP7. A
remocdo dos fons &adissocia os trimeros de VP7 em mondmeros, liberand/P7 do
virion e iniciando a penetracdo induzida por cambtonformacionais que ocorrem na
proteina VP4 (Aoket al 2009).

Apds a adsorcdo a célula hospedeira, ocorre arpeéetdo virus no citoplasma
celular (Figura 9). O mecanismo de penetracdo wairadla ndo foi totalmente esclarecido.
Ambos os mecanismos de penetracdo viral, endoaaskada por receptor ou penetracao
direta através da membrana celular, tem sido slmgepara RV-A. Possivelmente, mais de
um mecanismo de penetracdo viral esteja atuanddRWe&, como j& foi descrito para os
poliovirus e os reovirus (Estes & Kapikian, 2007).

No citoplasma ocorre a perda do capsideo extessn(aiamento) liberando dsuble
layer particles(DLPs) no citoplasma celular. Os ARNs sé&o tratssnpela ARN-polimerase
ARN-dependente (VP1). Ocorre a sintese de ARN(garér da fita negativa do ARN viral.
As fitas de ARN(+) servirdo de ARNm para a tradugas proteinas virais (estruturais e nao-
estruturais) e de molde para a producédo de novas fie ARN(-). As proteinas recém
sintetizadas (VP1, VP2, VP3 e VP6; NSP2, NSP5 e@\8Bta ultima quando presente) e o
ARN fita simples (ARNfs) viral sdo reunidos no glasma da célula infectada, constituindo
um material amorfo denominado viroplas(Kapikianet al 2001; Estes & Kapikian, 2007).

O capsideo intermediario (VP6) envolve o cerne (ARN/P1-VP3) formando a
particula viral incompleta, com aproximadamenten&® de didmetro (DLPs). Esta deixa o
viroplasma e passa para o interior do RE RugosdjR&nde adquire o capsideo externo
juntamente com um envoltério transitorio. As pnoési do capsideo externo sédo sintetizadas
nos polirribossomas do RER. As proteinas glicoadafP7 e NSP4 sao sintetizadas em
associagdo com o RE. A VP7 forma o capsideo externa NSP4 possui dominio
citoplasmatico que funciona como receptor das Dlieyagindo diretamente com VP6 e
VP4 e viabilizando o brotamento das DLPs para erimt do RE. Durante o brotamento, as
particulas adquirem um envoltério lipidico transddque se perde durante a passagem no

RE. Em seguida, ocorre a montagem das particulascepsideo externo, o que resulta na
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formacdo de particulas virais maduras com diamemmximado de 100 nm (Patton &
Gallegos, 1990). Finalmente, o ciclo infecciosoniea quando a progénie viral € liberada da

célula hospedeira.
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VP1, 2, 3,6

NSP2, 5,6

Figura 9. Modelo esquematico do ciclo de replicacdo dos fniavAs etapas de replicacéo
estdo indicadas nos numeros abaixo (Adaptada dseral 2004).

1) Adsorcéo do virus a superficie celuyPenetracéo e liberagdo da particula viral prodiaz®LPs
(Particulas de duplo capside8),Transcricdo primaria do ARNfd gendémieb, Sintese das proteinas
virais, 5) Sintese priméaria de fitas negativas de ARBINMontagem da particula viral,) Sintese
secundaria de fitas negativas de ARBNMontagem das DLP9) Aquisi¢cdo das proteinas VP7 e VP4

no RE,10) Perda do envoltério transitério e geracao de nérimaduros com triplo capsideo.
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1.6 CLASSIFICACAO DOS ROTAVIRUS A

1.6.1 Classificacdo baseada nas proteinas estrutiga

Os RV pertencem a familReoviridae a qual esta organizada em 11 géneros de virus,
entre eles o génemRotavirus(Mertens, 2004). Este género se classifica emssetagyrupos
distintos (A-G) dependendo dos diferentes epitguesentes na proteina VP6. Os grupos A,
B e C tém sido encontrados tanto em humanos geamtanimais, enquanto que os grupos D-
G foram identificados, até o0 momento, somente emimaia (Kapikianet al. 2001). Estes
sorogrupos apresentam diferentes perfis eletrafoet quando analisados mediante
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) (Fegl).

Os RV-A sédo epidemiologicamente mais importanteads o principal responsavel
pelos episodios de diarréia aguda em criancas dendanundo (Kapikiaret al 2001). Os
RV-A apresentam uma dupla especificidade paraiporaepresentada pelas proteinas VP4 e
VP7, que levou a necessidade de um sistema deficks®o binario que considere os genes
que codificam para as proteinas VP4 (genotipos &PV)P7 (gendtipos “G”) (Estes, 2001).
Até o momento, foram descritos 23 genadtipos G g&ibdtipos P (Matthijnssest al. 2008a;
2008b; Abeet al 2009; Solberget al 2009; Ursuet al 2009). O numero de possiveis
combinacgdes entre G e P é bem maior do que osigesdiescritos até agora.

Devido a grande diversidade de gendtipos existeritgeBou-se necessaria uma
nomenclatura consenso entre os autores para glefissse tanto sorotipos como genaotipos
de RV-A. Cabe ressaltar que para a classificacd8®, des sorotipos e gendétipos tém nimeros
correlacionados, o que ndo ocorre para os genofpoPescreve-se o P-tipo com o P
acompanhado do numero do sorotipo e 0 nimero datigercorrespondente entre colchetes.
O G-tipo é descrito com o G acompanhado do numamwgtra de RV-A humano Wa:
P1A[8]G1).
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Figura 10. Esquema representativo dos eletroferotipos dasretifes grupos de rotavirus

analisados em gel de poliacrilamida. (Adaptada aleikfanet al. 2001)

1.6.2 Classificacdo baseada na proteina nao estriaiNSP4

Além da classificacdo baseada nos genes que @difi@ra as proteinas VP6, VP4 e
VP7, analises de sequéncias do gene que codifia gpgroteina ndo estrutural NSP4
permitiram a classificacdo deste gene em 5 genogrijpKUN, B-Wa, C-AU1L, D-EW e E-
Avian-like (Quadro 1). Observou-se que 0 genogiymsta relacionado com o subgrupo | de
RV-A, enquanto que o genogrupo B esta relacionadsubgrupo Il (Moriet al. 2002; Lin &
Tian, 2003).
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Quadro 1. Classificacdo genética dos rotavirus A baseadarotaipa ndo-estrutural NSP4
(Adaptado de Estes & Kapikian. 2007) .

Nome das variantes seguido daespécie das quais foram isoladas

Genotipo Humanas Animais?

2 Abreviagdes de espécies: Si, Simio; La, Coelho; Po, Porcino, Ca, Canino, Mu, Murino, Eq, Equino; Fe, Felino,
Bo, Bovino, Pi, Pombo; Ty, Peru; Ch, Galinha; Bu, Bufalo; Ov, Ovino

1.6.3 Classificacdo baseada nos 11 segmentos géndmRotavirus A

Recentemente, Matthijnssens e col. (2008b) proposeum novo sistema de
classificacdo para os RV-A, tendo como base asipagrles moleculares dos 11 segmentos
de ARNfd. Este novo sistema de classificacdo fappsto baseado na caracterizacao
molecular e analise filogenética do genoma comphlito53 protétipos. Os diferentes
genotipos descritos para cada um dos segmentodidédaos segundo valores dmit-off
especificos de identidade nucleotidica para cadadaestes genes (Tabela 1). Analises
filogenéticas sugerem que as caracteristicas nalesudos genes que codificam para as
proteinas VP1 ARN-dependent ARN polymerdse VP2 (Core Potein, VP3
(Methyltransferasg VP6 (nner Capsig, NSP1 [nterferon Antagonis}, NSP2 NTPasé,
NSP3 {Translation Enhancer NSP4 Enterotoxir) e NSP5 fHosphoproteip resultam em 4,

5, 6,11, 14,5, 7, 11 e 6 diferentes genotipapeaetivamente. Os autores afirmam que este
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novo sistema de classificacdo permitira identifidestintos genaotipos, que provavelmente
seguiram caminhos evolutivos diferentes, além desmissdes entre-espécies e eventos de
reassortmentg¢Matthijnssenset al 2008a; 2008b). Esse trabalho destaca a impoat@lecse
estudar todas as proteinas estruturais e nédo waisutdo virus além das frequentemente

estudadas até o momento.

Tabela 1. Valores decut-off de percentagem de identidade nucleotidica que edefios
diferentes genadtipos de rotavirus A considerandossél segmentos genémicos (Adaptada
de Matthijnssenst al 2008b).

Valores cut-off de

Gene identidade Genotipos Designag&o dos nomes dos genétipos
nucleotidica (%)

VP7 80 19G Glicoproteina

VP4 80 27P Sensivel a Protease

VP6 85 111 Capsideo Interno

VP1 83 4R RNA polimerasa — RNA dependente

VP2 84 5C Proteina do Core

VP3 81 6M Metiltransferase

NSP1 79 14A Antagonista do Interferon

NSP2 85 5N NTPase

NSP3 85 T Intensificador da Tradug&o

NSP4 85 11E Enterotoxina

NSP5 91 6H Fosfoproteina (pHosphoprotein)
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1.7 MECANISMO DE GERACAO DE DIVERSIDADE

A evolucdo dos RV-A acontece a através de doisegsms: genetic drift devido ao
acumulo de mutac¢des pontuais como consequénciasrae na acdo da ARN pollmerase
ARN dependente, genetic shift, mediante mudangas ocasionadas de forma repentina no
genoma do virus. Estas mudancas podem ser deteasin@or um de trés mecanismos:
rearranjos genéticos, reestruturacdo de segmeat@srgcos reassortmente recombinacao
genética (Ramig, 1997; Estes & Kapikian, 2007).

1.7.1 Mutacéo Pontual

O acumulo sequencial de mutacfes pontuais temosiservado em isolados obtidos
em surtos, utilizando as técnicas de mapeamentoicleotideos e sequenciamento (Flaes
al. 1988; Palombet al 1993) (Figura 11). As mutacdes pontuais poderdyzio mudancas
detectaveis de fenétipo, 0 que torna necessaria amahse sistematica de sequéncia dos
isolados obtidos em casos de surtos epidémico®oprppagacado experimental em animais
ou culturas celulares, para se estimar a frequé&egaas mutacdes nos segmentos de RV-A
(Taniguchi & Urasawa. 1995).

CCAGCGCAA

3
! Replicagao Viral
3

CCATCGCAA

!

Muta¢ao Pontual

Figura 11. Esquema representativo da ocorréncia das mutgodetsiais (Adaptada de
Taniguchi & Urasawa. 1995).
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1.7.2 Rearranjos

Os rearranjos representam alteracdes na sequéma@agnento gendémico, algumas
vezes na forma de delecdo ou mais frequentemente® atuplicagcdo (Figura 12). A
visualizagdo deste tipo de mecanismo pela EGPActiza-se pela auséncia de alguns
segmentos da sua posicao usual e/ou o aparecimeriiandas adicionais com mobilidades
diferentes (Taniguchi & Urasawa. 1995). Pedley Is.qd984) investigaram RV isolados de
criangas imunodeficientes e observaram variacamoidilidade dos segmentos do ARNfd
pela EGPA. Com isso, vieram as primeiras descrici@gesjue tais variacdes ocorriam nao
somente em criancas imunodeficientes mas também arimais e criancas sadias
(Desselberger, 1996). Os rearranjos resultam @ ee transcricdo de um Unico segmento e
possuem nada mais do que a seqUéncia de um gemeaibida das vezes 0s genomas com
rearranjos surgem como produtos de uma duplicagémap da ORF do genoma dos RV-A,
com variadas consequéncias relativas a sua expreBsévavelmente, no momento da
transcricdo, por uma falha da ARN-polimerase ARNetglente, ela retorne a sua fita molde
(template, reiniciando a transcricdo a partir de diferergsgagios. As regides codificantes
sdo mantidas em todos os rearranjos observadosaraghe alguns produzirem proteinas de
tamanho anormal. Os virus com segmentos de genearaamjados sdo geneticamente

estaveis e reestruturam seus segmentos em infengéias (Desselberger, 1996).

751

1242

AUG

Figura 12. Estruturas rearranjadas de segmentos de genoméag@&us contendo duplicagédo

parcial da ORF. (Adaptada de Taniguchi & Urasawas).
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1.7.3 Reestruturacoes

As reestruturagbesdgassortmens(Figura 13) foram observadas por Matsuno e col.
(1980) quando obtiveram o primeiro clone reestadaratravés da co-infeccdo em cultura
celular de RV-A bovino (Lincoln) e RV simio (SA-11A estreita associacdo entre
eletroferotipos, subgrupo, G e P tipos, implica,que20 menos na natureza, os segmentos ou
as proteinas por eles codificadas sejam interdepeesl Isto resulta na selecdo de certos
grupos de segmentos durante a formacao de um garestauturado (Taniguchi & Urasawa.
1995). As reestruturacd@s natura contendo combinacdes genotipicas ndo usuais, ithm s
descritas (Mascarenhas al. 1989; Krishnanet al. 1994; Heimaret al 2008). Isolados com
especificidade para genétipos G e P normalmentgndrios de uma espécie animal, podem
ser encontrados em outras espécies (Nakagomi & geakia 1991; Beardst al 1992;
Brussowet al 1992; Taniguchiet al 1994; Palombo & Bishop. 1995; Alfieet al 1996;
Timenetskyet al 1997). Todavia, esses isolamentos parecem serfragiientes nos paises
em desenvolvimento, provavelmente facilitados pglearias condicbes de saneamento
basico e higiene, defesas imunoldgicas limitadasnfec¢cdes com parasitas, desnutricao,
além do estreito relacionamento entre o homem, asirdomeésticos e outros animais,
proporcionando, assim, infeccbes mistas e, conségjiente, maior possibilidade de ocorrer

as reestruturacdes genéticas (Desselberger. 1996).
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Coinfecgdo de RV-A Humano e RV-A Suino

RV-A
Humano
[ERLERTERT

o RV-A

Suino
TN

Figura 13. Esquema representativo de um eventoedssortmenentreum rotavirus A de

origem humana e origem suina.
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1.7.4 Recombinacao genética

A recombinacdo genética tem sido descrita como mmpoitante mecanismo de
geracdo de variabilidade genética e evolucdo duss,vainda que sejam poucos os relatos
registrando o acontecimento de eventos de recog#@mngenética em RV-A (Figura 14)
(Worobey & Holmes. 1999). Além disto, varios estsidiescrevem a ocorréncia de infecgcbes
mistas com amostras de diferentes gendétipos de RW-Aom diferentes linhagens de um
mesmo genotipo, ocorrendo em um mesmo individuaoneatando, desta forma, as
probabilidades de ocorréncia de eventosedssormeng/ou recombinacéo genética (Gouvea
& Brantly. 1995; Jairet al 2001). Porém, o evento de recombinacdo genétidd\é-A ainda
€ pouco conhecido e mais estudos deverdo seradadizpara que melhor se entenda a

dindmica da recombinacdo genética e sua atuacé® stlospedeiro (Phaat al. 2007).

O O

/ Co-infeccdo
Y

o g Recombinacao Genética
Replicagao

Viral Segmento Recombinado

Progénie viral com segmento recombinado

Figura 14. Esquema representativo de um evento de recomioirggegética.
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1.8 TRANSMISSAO ENTRE-ESPECIES

A ocorréncia de transmisséo de RV-A animal paradnos € mais descrita nos paises
em desenvolvimento, onde pode ocorrer um contais esreito entre humanos e animais,
principalmente, bovinos, suinos e aves, e onde dréncia de saneamento bésico e
precariedade no sistema de saude publica €élah2001).

Varios segmentos gendémicos dos RV-A parecem sernpi@is determinantes de
restricdo ao hospedeiro e viruléncia. O sequencitom®mpleto do genoma de amostras de
RV-A tem permitido um melhor entendimento da baséeoular na restricdo das espécies e a
viruléncia dos RV-A (Matthijnssenst al. 2008a; Tsugawa & Hosino, 2008; Heimeinal
2008).

No Brasil, véarios trabalhos tém demonstrado o esim@nto de amostras de origem
suina, especificamente os gendtipos G5 e G9, cdogharréia em criancas, sugerindo uma
constante troca de material genético entre as amsodé RV-A humano e animal (Alfiest
al. 1996; Leiteet al 1996; Timenetskget al 1997; Gouvea & Santos, 1999; Ara@bal
2001; Mascarenhast al 2002; Santost al. 2005).

1.9 EPIDEMIOLOGIA

1.9.1 Distribuicdo mundial de gendtipos de RotavigiA

Os RV-A sé@o os principais agentes etiologicos dad&Aorigem viral, em criancas
menores de cinco anos em todo o mundo, sendo EBEIR por 40% das hospitalizagbes
(Estes & Kapikian, 2007, CDC, 2008).

A distribuicdo universal dos RV-A tem sido amplameedescrita e caracterizada em
estudos desenvolvidos em todo o mundo. O seu caedlteropatogénico € ressaltado
determinando tanto quadros de GA infantil epidémitas regides de clima temperado,
quanto sob carater endémico nas areas tropicaissidgmando-se esta ampla distribuicdo
mundial dos RV-A, o padrdo de sazonalidade observada de acordo com a regido. Nas

regides de clima temperado observa-se um padré@artipnte sazonal, caracterizado pela
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ocorréncia de surtos e epidemias durante os mesissfimos e secos do ano, sendo que nas
regioes de clima tropical as infec¢gbes por RV-Aroam ao longo de todo o ano (Kapikiein
al. 2001).

Diversos estudos epidemiolégicos demonstraram diszedtes genotipos P e G
podem co-circular dentro de uma mesma regidao e auEnotipo prevalente em uma
determinada regido pode mudar anualmente. Outen@isio € que 0s gendtipos prevalentes
em diferentes regides de um pais podem ser disratgntro do mesmo periodo epidémico
(Perez-Vargagt al 2006). O genotipo prevalente (50% ou mais dosscesgistrados) pode
variar em intervalos de 1-3 anos, provavelmenteccoesultado do acamulo progressivo dos
individuos imunes (Castellet al 2004). Estudos de epidemiologia molecular de RY&m
demonstrado que sdo cinco os gendtipos mais comeandetectados no mundo: G1P[8],
G2P[4], G3P[8], G4P[8] e G9P[8] (Santos & HoshiR0B05) (Figura 15).
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Figura 15. Distribuicdo continental/subcontinental de rotasird humano com as
combinacgdes binarias G e P (Adaptada de Santosskikim, 2005).
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1.9.2 Distribuicao de gendtipos de Rotavirus A norBsil

No Brasil, a circulacdo de RV-A tem sido divididm elois periodos pré-vacinais
compreendidos entre 1982-1995 e 1996-2005 Leitole @008) demonstraram que as
combinagfes mais freqientemente encontradas f@ar8]/G1P[?] (43%), GOP[8]/ GOP[?]
(20%), G2P[4])/ G2P[?] (9%), G3P[8]/ G3P[?] (6%), 8]/ G4P[?] (4%) e G5P[8]/ G5P[?]
(4%) (Figuras 16 e 17). Este estudo demonstrouaqieteccdo de G2P[4] diminuiu de 26%
no periodo 1982 — 1995 para 2% no periodo 199605.2@orém, no ano 2005 a prevaléncia
deste gendtipo aumentou, tornando-se o0 gendtips pnavalente entre 2006 — 2008.

MNorte (Amazinia) n=241
Nordeste

n= 326

Nordeste n=43

~ Sudeste n=193

A B

HG1P[8] ZG1P[NT] EmG2P[4] ZG2P[NT] B G3P[8] EG3P[NT] mG4P[8]

7 G4P[NT] [ G5P[8] I G5P[NT] W GOP[8] 2 GOP[NT] H mix O atypical

Figura 16. Distribuicdo dos genotipos de rotavirus A no Brasdr regido. A: de 1982 a
1995, e B: de 1996 a 2005 (Adaptada de Ledit@. 2008).
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Figura 17. Taxa de deteccdo dos diferentes gendtipos G dwires A no Brasil em
diferentes periodos (Adaptada de Leitel 2008)

1.9.3 Re-emergéncia do genoétipo G2P[4]

Ap6s a introducdo da vacina Rotarixem 2006, foi observado um aumento
significativo na ocorréncia do genétipo G2P[4],d®i gendtipo mais prevalente seguido de
G1, G3 e G9 (Leiteet al. 2008). Em Uberaba, Minas Gerais, no periodo 20@006, o
genotipo G2P[4] foi detectado em 64% dos casos (Bgueset al 2008). No periodo de
2006 a 2007, G2 de RV-A foi detectado nos estaddRid de Janeiro, Sergipe, Pernambuco,
Piaui e Minas Gerais (Leit al 2008). No Nordeste do Brasil, diferentes estudostraram
uma prevaléncia de 100% para o genétipo G2P[4] mm de 2007 (Gurgekt al 2007,
Nakagomiet al 2008). Estudos recentes mostram que no NorterasilB re-emergéncia de
G2 alcancou taxas de até 90% (de Olivetral. 2008).

A re-emergéncia do gendtipo G2P[4] de RV-A nestkBnds anos parece estar
refletindo um fendbmeno continental. Tem sido regubstum aumento na prevaléncia deste

gendtipo em diferentes paises: Honduras (Featah 2007), Argentina, Paraguai (Amarilla
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et al 2007), El Salvador e Guatemala (Patehl. 2008). Porém, deve ser ressaltado que estes
paises ainda ndo tinham introduzido uma vacinaa@nRV-A no setor publico.

Em Bangladesh foi reportada uma taxa de detecc@8%eno periodo de 2005 a 2006
(Rahmanet al 2007). Num estudo realizado em Salento, Itala,aBresentou uma taxa de
deteccao de 44.9% no periodo de 2006 a 2007 (dedzdral. 2009). Em Portugal um estudo
mostrou uma taxa de detecc¢do de 68,6% no ano 2087pgendtipo G2P[4] (Antunes al
2009).

Foi relatado por Bishop e cols. (1991), em um estuehlizado na Australia, a
existéncia de um ciclo de 10 anos para a re-emeiggén genotipo G2. Esses dados tém sido
parcialmente corroborados por Leite e cols., 2008¢e se observou um intervalo de 10 anos
entre a diminuicdo do gendtipo G2 em 1996, comraesaio 10 anos depois. Porém, uma
extensa e continua vigilancia epidemiologica é @@de importancia para se confirmar este

padrédo temporal no Brasil.

1.9.4 Gendtipos ndo-usuais ou incomuns

A partir da deteccdo dos gendtipos designados sisuatomuns, outras combinacgdes
de gendtipos G ou P emergiram, sendo designadasa@suaisou incomuns. Algumas
destas passaram a assumir importancia epidemialégiomo G5, G6, G8, G10 e,
recentemente G12 e P[9]. Esses gendtipos foranmlmiente detectados nos paises em
desenvolvimento e, posteriormente, nos paises daelsaios.

Gendtipos nao-usuais tém sido descritos em todaiedm e representam 4,9% do
total, com os mais elevados percentuais registradod\frica (27%), na Asia (14%) e
América do Sul (11%). Na América do Norte, Europisustralia, a freqiiéncia com que essas
combinagdes ocorreram foi de 5%, 1,4% e 0,1%, otispenente (Santos e Hoshino. 2005).
Diversos estudos demonstraram que 0s genétiposdims circulam no mundo: G5, G8 e
G10 no Brasil (Gouveat al 1994; Santost al 1998; Volotacet al 2006; Montenegret al
2007; Martiniet al 2008), G8 na Malasia (Cunliffet al 1999) e recentemente o gendétipo
G12 em diversos paises no mundo (Pongsuwahah 2002; Banyaet al 2007; Rahmaset
al. 2007; Steyeet al 2007; Sharmat al. 2008) incluindo Argentina (Casteléd al 2006) e
Brasil (Pietruchinsket al 2006).
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1.10 PREVENCAO E CONTROLE

As taxas de prevaléncia da doenca causada por\ésiessdo similares nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. O fato dos R&¥eAmeterem criancas de todas as
classes sociais sugere que, ao contrario de oattesopatégenos de transmissao fecal-oral,
ndo seria possivel controlar a infeccdo de RV-A esum através de melhorias na infra-
estrutura sanitaria das populacdes. Consequentemexredita-se na possibilidade de que
uma vacina possa ser a Unica forma de prevenc&ovpbfGlasst al 2006).

Estudos demonstraram que as infec¢des por RV-Aalatente adquiridas conferem
protecao contra reinfeccdes de formas graves (\&&drnstein 1994; Moultoet al 1998) e
a exposicdo assintomatica de recém-nascidos ao RVassociada a chances reduzidas de
desenvolvimento de formas graves da gastroentaiiafancia (Bishoet al 1983; Bharet
al. 1993). Estudos realizados no México demonstraraeno grau de protecdo aumenta com
as sucessivas reinfec¢des, tendo sido relatadappseduas infecgbes por RV-A, as criangas
nao desenvolvem diarréia aguda pelo patégeno (Yetazet al 1996). Estes fatos tém
servido de base para as tentativas de desenvoltordervacinas contra os RV-A.

Varios grupos de pesquisa tém trabalhado nestetprégvando-se em conta o cenario
epidemiolégico apresentado pelas diarréias agudasadas pelo RV-A. Neste contexto,
diferentes abordagens tém sido utilizadas no debgmento de vacinas contra o RV-A.

1.10.1 Vacinas contra Rotavirus A

1.10.1.1 Abordagem Jenneriana Monovalente

Esta estratégia de desenvolvimento de vacinasdew® base o fato das amostras
animais de RV-A serem naturalmente atenuadas pega Bumanos e que, administradas por
via oral, poderiam mimetizar a infeccdo naturalbpehtogeno e desencadear uma resposta

imune protetora.

1.10.1.1.1 RIT 4237

Derivada do isolamento de rotavirus bovino NCD\Wdadtipo G6 P[1]. Apresentou

eficacia na Finlandia, conferindo até 80-90% ddqm@o contra casos graves de diarréia por
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RV-A (Vesikasriet al 1985). Contudo, na Africa a eficacia dessa vacipas 3 doses, foi de
33% (Hanlon et al 1987). A fabricacdo dessa vacina foi descontiauddvido a sua

imunogenicidade e eficacia insuficientes.

1.10.1.1.2 WC3

Isolada de fezes diarréicas de bezerro recém-masgpeaiotipo G6P[2]. Em um ensaio
conduzido na Filadélfia, ap6s uma Unica dose, indd@% de protecdo (Clarlet al. 1996).
Contudo, em avaliagcdes posteriores em Ohio, Estatodos (EUA), a vacina mostrou

somente 20% de eficacia. Sua producao e aplicagdoém foi descontinuada.

1.10.1.1.3 RRV ou MMU18006

De origem simia, foi isolada de fezes de macRbesus sgom diarréia aguda,
pertencente ao sorotipo G3. Provou ser imunogémpiceém foi associada a reacao febril
importante (Vesikaret al. 1986).

1.10.2 Abordagem Jenneriana modificada

1.10.2.1 Rhesus Rotavirus Vaccine- Tetravalent (RRVV) (Rotashield®)

Seguindo o principio da imunidade sorotipo-espeifi Instituto Nacional de Saude
dos EUA (NIH) desenvolveu a vacina oral RRV-TV, idat através da incorporacédo de
material genético codificante de VP7 de RV-A humam RV-A simio. Esta vacina
contempla as especificidades genotipicas G1, G2,adcionadas ao ja representado G3 da
amostra original de macaco. Desta forma, a RRV-@ptesenta uma mistura de trés virus
reestruturados simio-humanos (G1, G2 e G4) comastamde macacBhesusG3 original.
Esta vacina (Rotashiél)l foi licenciada pelo 6rgdo norte-americaffmod and Drug
Administration(FDA) em 1998, sendo recomendada para uso em trés dosedois, quatro
e seis meses de idade, tendo a distribuicdo sadoniem outubro daquele ano nos EUA.
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Entretanto, em julho de 1999, apos a administrdeaguase 1,5 milhdo de doses, sua
aplicacao foi suspensa por estar associada a S dasntussuscepcao (obstrucao intestinal)
envolvendo criancas que haviam tomado a vacinahjHost al 2003). ApOs este fato,
motivou-se o desenvolvimento de estudos epidemimiégonde foram caracterizados 0s
riscos quanto ao desenvolvimento de intussuscepg@cjpalmente nas duas semanas apos a
primeira e segunda doses. Os riscos estimadosasaaldm de 1 evento obstrutivo intestinal
para cada 4.500 criangas vacinadas (Mugdral 2001). O risco assumia maiores proporgoes
quando a vacina era administrada em idade superer80 dias, quando comparadas a
criancas imunizadas aos 2 meses (Fisehex 2004). Aléem da intussuscepcao, evidéncias
indicam que a vacina foi indutora de outros evemibgersos importantes, como a diarréia
sanguinolenta (Habet al. 2004).

1.10.2.2 Rotatef

A amostra vacinal bovina WC3 também foi alvo desteguracdo seguindo-se 0s
principios utilizados para a criagdo da RRV-TV, dtammrigem a uma vacina pentavalente
reestruturada bovino-humana. Foi primeiramententizela pela Merck (Merck Research
Laboratories, West Point, PA) em fevereiro de 20068 Estados Unidos. Esta vacina €
constituida por RV bovino expressando na super¥{€lé correspondente aos sorotipos G1,
G2, G3 e G4, além de VP4 correspondente ao sorBfiglo A vacina deve ser administrada
em trés doses, aos dois, quatro e seis mesesdie(Mesikariet al. 2006).

Os estudos em fase lll incluiram 4.512 criancasdee2.207 vacinadas e 2.305 no
grupo controle. A eficacia da vacina contra estestpos, analisados em conjunto foi de
74% para gastroenterite aguda de qualquer gravidade 98% para gastroenterite aguda
grave (Vesikaret al 2006).

1.10.2.3 Vacina contra rotavirus bovino-humana muivalente (Vacina UK)

Esta vacina foi desenvolvida também pelo NIH e isb@em uma amostra de RV-A
bovino (UK) reestruturada por possuir o gene codifie de VP7 de RV-A humanos com
especificidades genotipicas G1, G2, G3 e G4 e h@égyda amostra de RV-A bovino UK

(P[7]G6). Desta forma, visou-se desenvolver umanaapara regides especificas, com alta
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prevaléncia de genotipos ditos emergentes. Em 200KIIH transferiram a patente de
producédo da vacina para india, Brasil e China (Bbgn2008). No Brasil, a licenca para
producao foi dada ao Instituto Butantan, em SadoR&erguson2004).

1.11.2.4 RIX 4414 (RotariR)

A vacina Rotari® foi introduzida no calendario brasileiro de imuides em marco
de 2006, porém ja estava disponivel desde 2005iemas e consultérios particulares. Esta
vacina, desenvolvida pelaxoSmithKline Biologicalscontém 18°unidades formadoras de
foco da amostra de RV-A humano RIX 4414, de esjpatdde genotipica G1P[8] (Vesikari
et al.2004)

A eficacia da vacina foi avaliada em varios paisesno Finlandia (Vesikaret al
2004), México, Venezuela e Brasil (Salirsal 2005). Considerando duas doses da vacina,
sua eficacia para episédios de diarréia grave daugar RV-A variou entre 68,5 e 90,0%.
Para diarréia de qualquer gravidade, a eficacimwantre 55,7 e 73%. Para hospitalizacdes
devido a doenca causada por RV-A, a eficacia vasitre 65,4 e 93%. A eficacia na reducéao
de hospitaliza¢cées de uma forma geral foi de 42%z(Ralacioset al 2006). Os dados da
América Latina (Brasil, México e Venezuela) mostrar uma eficacia protetora contra
gastroenterite, gastroenterite grave e hospitdizagor RV-A de 62,9%, 78,3% e 86,0%,
respectivamente. A partir da primeira dose, a \aamostrou eficacia na prevencdo da
doenca. Para qualquer gastroenterite a eficacidef@3,5% e para gastroenterite grave foi de
73% (Salina®t al 2005).

A vacina foi especialmente eficaz na prevencdo astrgenterite por RV-A de
genotipo G1, porém, estudos descrevem a ocorréecmotecao cruzada para gastroenterite
e gastroenterite grave causada por outros gendi@®sG4 e G9), normalmente associados
ao genotipo P[8]. Esta eficicia variou entre 65%068%. Em relacdo ao gendtipo G2 foi
observada uma eficicia de 41% (a menor protec@adauverificada), visto que o mesmo,

geralmente esta associado ao genétipo P[4] (Ruaciaet al 2006).
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Devido a complexidade da epidemiologia dos RV-Atipalarmente em paises em
desenvolvimento, torna-se fundamental o conhecinetds gendtipos das amostras
circulantes, principalmente a partir da introdug@ovacina monovalente RotatixG1P[8])
pelo PNI no Brasil.

Estudos anteriores, em diferentes continentes, dsinaoam flutuacdes temporais e
geograficas na distribuicdo das combinacfes G-R\W&\ (Gentschet al. 2005; Santos &
Hoshino, 2005). Se a primo-infec¢@o contra RV-Afeas protecdo principalmente genotipo-
especifica, a eficacia protetora pela vacina podexdar dependendo dos genodtipos
circulantes entre as diferentes populacdes e emdeteminada estacdo (Offit & Blavat.
1986; Bernsteinet al 1995; Santosharet al 1997). Entretanto, os estudos de fase lli
realizados com as vacinas Rotateq e Rotarix mastraesultados satisfatérios de eficacia
(Nakagomi & Nakagomi, 2009; Pheaal 2009).

Diferentes estudos evidenciaram a re-emergénciggadtipo G2P[4] no Brasil
(Carvalho-Costat al. 2006; Gurgekt al 2007; Nakagomet al. 2008; Leiteet al. 2008; de
Oliveiraet al 2008) e em diferentes paises das Américas (Almatibl 2007; Ferrerat al
2007; Patekt al 2008). Porém, a excecao do Brasil, estes paiis#a ado introduziram uma
vacina contra 0 RV-A no setor publico. A re-emeg@&ndeste genotipo parece estar
refletindo um fenbmeno continental (Leitet al 2008). Contudo, uma mudanca na
epidemiologia e distribuicdo deste gendtipo relaaita & introducéo da vacina Rot8rixo
Brasil ndo pode ser descartada e necessita satigada.

Por outro lado, a complexidade e diversidade geméjue os RV-A apresentam,
representam um desafio a eficacia das diferent@easmanti RV-A. Deve-se considerar que o
gendtipo G2P[4] ndo compartilha antigenos VP4 ol ¥ a amostra vacinal Rotdtix

Neste contexto, analises filogenéticas e estudosadacterizacdo molecular do
genotipo G2P[4] de RV-A no Brasil tornam-se fundataes para se determinar a
variabilidade genética e a frequiéncia com que fesattites mecanismos de evolucdo descritos

anteriormente podem estar ocorrendo para esteigenoét
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3. OBJETIVOS DO ESTUDO

3.1. Objetivo Geral

Determinar a variabilidade genética de amostraR\eA genoétipo G2P[4] isoladas
no periodo de 1996 a 2009, antes e ap6s a introddgavacina monovalente Rotdtix
(G1P[8]) no calendério nacional de imunizacfes dasif através da analise dos genes que
codificam para as proteinas VP7, VP4, VP6 e NSP4.

3.2. Objetivos Especificos

* Amplificar, por RT-PCR, os genes que codificam pagagroteinas VP7, VP4, VP6 e
NSP4 de amostras de RV-A gendtipo G2P[4].

* Realizar a genotipagem a partir das seqiénciasagabtidas.

» Realizar estudos filogenéticos baseados na arddisgenes VP7, VP4, VP6 e NSP4
em relacdo aos protétipos disponiveigGenBank.

» Determinar a origem e a variacdo temporal dos genesstudo para se avaliar o

impacto da introduc&o da vacina Rot&rix

 Determinar a ocorréncia de mutacdes pontuaegssortments rearranjos e

recombinacao genética nos genes das amostrasaaaalis
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras Clinicas

Foram utilizadas amostras fecais (n=88) de crenganores de 5 anos de idade com
quadro de GA obtidas da colecdo do LVCA, IOC — HRMZ entre 1996 e 2009. As
amostras foram previamente positivas por EGPA 1@ef@a) , apresentando perfil
eletroforético curto e positivas para EIARA (REFERHA). Todas foram previamente
genotipadas como G2P[4] utilizando RT-PCR, de axcamm o protocolo de...... As amostras
fecais foram recebidas no LVCA acompanhadas da fithica e epidemiologica sempre que
possivel. As amostras utilizadas neste estudajldiglas de acordo com o ano de coleta e
Estado de origem estdo na Tabela 2.

Foram analisadas amostras provenientes dos seguiigtados federativos: Acre
(AC); Alagoas (AL), Bahia (BA), Espirito Santo (E$Jaranhdo (MA), Minas Gerais (MG),
Mato Grosso do Sul (MS), Pernambuco (PE), Rio deida (RJ), Rio Grande do Sul (RS),
Sergipe (SE).
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Tabela 2. Amostras fecais analisadas neste estudo, de acond@ ano de coleta e Estado de

origem.

NUMERO DE AMSOTRA ANO ESTADO
493_96R] 1996 Rio de Janeiro
680_96ES 1996 Espirito Santo
685_96ES 1996 Espirito Santo
957 97R] 1997 Rio de Janeiro
5323_02R] 2002 Rio de Janeiro
5619_02R] 2002 Rio de Janeiro

11143_05MS 2005 Mato Grosso do Sul
11257_05MS 2005 Mato Grosso do Sul
11531_05AC 2005 Acre
11580_05AC 2005 Acre
11581_05AC 2005 Acre
11782_05R] 2005 Rio de Janeiro
11830_06AC 2006 Acre
11837_06AC 2006 Acre
11860_06R] 2006 Rio de Janeiro
12220_06R] 2006 Rio de Janeiro
12224_06R] 2006 Rio de Janeiro
12287_06BA 2006 Bahia
12301_06BA 2006 Bahia
12343_06R] 2006 Rio de Janeiro
12389_06R] 2006 Rio de Janeiro
12482_06BA 2006 Bahia
12522_06BA 2006 Bahia
12540_06R] 2006 Rio de Janeiro
12549_06R] 2006 Rio de Janeiro
12585_06ES 2006 Espirito Santo
12589_06R] 2006 Rio de Janeiro
12647_06R] 2006 Rio de Janeiro
12684_06R] 2006 Rio de Janeiro
12774_06R] 2006 Rio de Janeiro
12775_06R] 2006 Rio de Janeiro
12777_06BA 2006 Bahia
12840_06ES 2006 Espirito Santo
12842_06ES 2006 Espirito Santo
12916_06BA 2006 Bahia
13039_06RS 2006 Rio Grande do Sul
13079_06R] 2006 Rio de Janeiro
13081_06R] 2006 Rio de Janeiro
13151_06R] 2006 Rio de Janeiro
13158_06ES 2006 Espirito Santo
13438_07R] 2007 Rio de Janeiro
13514_07ES 2007 Espirito Santo
13663_07AL 2007 Alagoas
13668_07AL 2007 Alagoas
13780_07R] 2007 Rio de Janeiro
13788_07SE 2007 Sergipe
13793_07SE 2007 Sergipe
13891_07R] 2007 Rio de Janeiro
14157_07ES 2007 Rio Grande do Sul
14255_07R] 2007 Rio de Janeiro
14263_07RS 2007 Rio Grande do Sul
14303_07MG 2007 Minas Gerais
14322_07MG 2007 Minas Gerais
14344_07RS 2007 Rio Grande do Sul
14397_07MA 2007 Maranhao
14422_07RS 2007 Rio Grande do Sul
14426_07ES 2007 Espirito Santo
14919_08RS 2008 Rio Grande do Sul
15311_08R] 2008 Rio de Janeiro
15382_08BA 2008 Bahia
15385_08BA 2008 Bahia
15593_08AL 2008 Alagoas
15771_08PE 2008 Pernambuco
15774_08PE 2008 Pernambuco
15777_08PE 2008 Pernambuco
15782_08MG 2008 Minas Gerais
15786_08ES 2008 Espirito Santo
15811_08SE 2008 Sergipe
15830_08RS 2008 Rio Grande do Sul
15836_08RS 2008 Rio Grande do Sul
15840_08RS 2008 Rio Grande do Sul
15859_08MG 2008 Minas Gerais
15860_08R] 2008 Rio de Janeiro
15863_08MA 2008 Maranhao
15894_08ES 2008 Espirito Santo
15898_08MG 2008 Minas Gerais
15900_08MG 2008 Minas Gerais
15953_08RS 2008 Rio Grande do Sul
15958_08RS 2008 Rio Grande do Sul
15983_08BA 2008 Bahia
15988_08BA 2008 Bahia
15990_08BA 2008 Bahia
16054_09MA 2009 Maranhao
16056_09MA 2009 Maranhao
16064_09MA 2009 Maranhao
16099_09ES 2009 Espirito Santo
16100_09ES 2009 Espirito Santo
16101_09ES 2009 Espirito Santo
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4.2 Suspensao Fecal

Foram preparadas suspensdes fecais a 10% em tamp&tCl Ca®* 0,01M pH 7,2
em cabine de seguranca bioldgica NB2, Holten La#in MS 2010 Modelo 0.9. As
suspensdes foram homogeneizadas, clarificadas 8 80§ por 10 min a %€ e os

sobrenadantes estocados a°€20

4.3 Extracdo de RNAs

A extracdo dos RNAs foi realizada a partir de sohdantes homogeneizados e
clarificados de suspensofes fecais pelo método ittegar Boom e cols. (1990), incluindo
modificacdes de Araujo e cols. (2001). Resumidasesth tubo plastico tipo Eppenddde
1,5mL foram adicionados 1 mL de tampdo L6 e 400l sdispensdo fecal a 10%,
previamente preparada seguido de 15uL de silicas Agitacdo orbital por 20 minutos, as
suspensodes foram posteriormente centrifugadasf08@.&.g por 60 segundos, descartando-se
o sobrenadante em solucdo de NaOH 10N. Em cadddubdicionado 1 mL de tampéao L2,
seguido de agitacdo em vortex para ressuspensgéeddoento formado. Nova centrifugacao
foi realizada a 16.000 x g por 60 segundos e oes@lolante foi descartado em solucdo de
NaOH 10N. A seguir foram realizadas duas etapdav@gens, a primeira, adicionando-se 1
mL de etanol a 70% gelado e a segunda 1 mL derec@&® (MercR) gelada, utilizando-se
0os mesmos procedimentos de homogeneizacdo e seapd@enanteriormente descritos,
desprezando-se o sobrenadante em solucdo de hifmae sodio a 5%. Apds a ultima
lavagem, os tubos foram incubados & 66por 15 minutos com as tampas abertas para
completa evaporacao da acetona. Apos esse pefboaim adicionados 60uL de agua livre de
endo e exonucleases (Invitro§@rem cada tubo. Os tubos foram novamente homogetsz
em vortex por 10 segundos, incubados &5por 15 minutos com as tampas fechadas. Apos
a centrifugacdo a 16.000 x g por 3 minutos, 50uIsalarenadante contendo os RNAs foram

coletados cuidadosamente e transferidos para tulitog sendo armazenados a °Z0
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4.4.1 Amplificacdo dos genes VP4, VP7 e NSP4 por ®fCR

Os RNAs, extraidos das suspensofes fecais, foramediglos a RT-PCR, utilizando
oligonucleotideos especificos para os genes quéazmd as proteinas VP4 e NSP4. A PCR é
precedida de transcricdo reversa com o iniciadai@aico pd(N)6 (Amersham Biosciences,
USA), seguida da amplificacdo com iniciadores eifiges. A reacdo de transcricdo reversa

foi realizada utilizando a mistura de reagentesritasno Quadro 2.

Quadro 2. Mistura de reagentes utilizados na reacéo de tigésaeversa (RT):

Reagente Concentragao Volume/Reagéo
H,O livre de DNAase / RNAase (Invitrogen®) - 22,5uL
Tampao de PCR sem MgCl, (Invitrogen®) 10X 5,0ulL
dXTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP ( Invitrogen®) 2,5mM 5,0ulL
MgCl, (Invitrogen®) 50mM 2,5uL
RT Superscript I1l” (Invitrogen®) 200U/pL 1,0uL
pd(N)6 ® (Amersham Biosciences®) 50 unidades (A260) 2,0ulL

A mistura de reagentes utilizada para a amplificagéds genes que codificam as

proteinas VP4, VP7 e NSP4 estdo descritas nos Quadr 4.
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Quadro 3. Reagentes utilizados na reacdo em cadeia pelmgralse (PCR) para a

amplificagdodos genes que codificam para as proteinas VP4 e VP7

Reagentes Concentragao Volume
H,0 livre de DNAase/RNAase (Invitrogen®) - 31,25 uL
Tampao de PCR sem MgCl, (Invitrogen®) 10x 5uL
dXTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP (Invitrogen®) 2,5mM 4 uL
MgCl, (Invitrogen®) 50mM 2,5 uL
Taq DNA polimerase Platinum Il (Invitrogen®) 5U/Ml 0,25 uL

Oligonucleotideos especificos para VP4:
(FAP4D" - 4con2?)/(4con3’ — 4con2);
para VP7: 9con1® — 9con2? 20uM (cada) 2 uL

Total 45 pl
Modificado de Cunliffeet al 1997.2 Gentsclet al. 1992.°Daset al 1994.

As condicdes de termociclagem consistiram de: utapaede desnaturacao inicial a
94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de amplificaa 94C por 30 segundos para a
desnaturacdo, 80 por 30 segundos para o anelamento dos iniciado?®C por 1 minuto
para a fase de extensdo das fitas de DNA. A extefisal foi realizada a 7Z por 10

minutos.

Quadro 4. Reagentes utilizados na reacdo em cadeia pela gals® (PCR) para a

amplificacdodo gene que codifica para a proteina NSP4.

Reagentes Concentragao Volume
H,O livre de DNAase/RNAase (Invitrogen®) - 15,625 puL
Tampdao de PCR sem MgCl, (Invitrogen®) 10x 2,5 uL
dXTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP ( Invitrogen®) 2,5mM 2 uL
MgCl, (Invitrogen®) 50mM 1,25 uL
Taq DNA polimerase Platinum Il (Invitrogen®) 5U/Ml 0,125 pL
Oligonucleotideos especificos: FN4D" - RN4D* 20uM (cada) 1ul
Total 22,5 uL

Modificado de Cunliffeet al 1997
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As condicdes de termociclagem consistiram de: utapaede desnaturacao inicial a
94°C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos de amplificaga 94C por 30 segundos para a
desnaturacdo, 80 por 30 segundos para o anelamento dos iniciad®er@®C por 30
segundos para extensdo das fitas de DNA. A extdirsilala fita de DNA foi a 72 por 10

minutos.

4.4.2 Amplificacao dos genes que codificam para as protes VP6 e VP7 por RT-PCR

A amplificacdo dos genes que codificam para aspras VP6 e VP7 foi realizada
utilizando o Kit SuperScript 1l One-Step RT-PCR System with PlatinfinTaqg DNA
PolymerasdInvitrogerf), de acordo com as instrucdes descritas peloctaie. A mistura de

reagentes utilizada esta descrita no Quadro 5.

Quadro 5. Reagentes utilizados na RT-PCR para amplificag&ogeénes que codificam para

as proteinas VP6 e VP7.

Reagentes Concentragao Volume
Reaction Mix (Invitrogen®) 2X 25 uL
MgSO, (Invitrogen®) 5mM 8 uL
Enzyme Mix (Invitrogen®) 2000 U/pL 1ul
Oligonucleotideos especificos VP7(9Beg" - 9End’) e
VP6 (FVP6 - RVP6*) 20 Mm (cada) 1ul
Total 25 uL

IGouveaet al. 1990

Em tubo plastico tipo Eppend8rfide 20@QL foram adicionados & de dimetil
sulféxido (DMSO) e 1g2L do RNA extraido. Apds incubacdo a°@7por 7 minutos para
desnaturacdo e rompimento de estruturas secundirid@NAfd, o tubo foi mantido em
banho de gelo por 2 minutos. A seguir foram admitws aos 14 da mistura de RNA com
DMSO, 39ulL da mistura para amplificacdo (Quadro 5).

As condicdes de termociclagem consistiram de: utapaede RT a 5& por 55
minutos, a etapa de desnaturacdo inicial da PCRI°G por 5 minutos, 40 ciclos de

amplificacdo de 9 por 1 minuto na etapa de desnaturaca8C G%or 1 minuto para o
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anelamento dos iniciadores €’ C2or 2 minutos para a fase de extensido das Bt&ENA. A
extensdo final foi realizada a°@por 7 minutos.

As condicdes de termociclagem consistiram de: utapaede RT a 5& por 55
minutos, a etapa de desnaturagdo inicial % 9dor 5 minutos, seguidos de 40 ciclos de
amplificacdo de 9€ por 1 minuto para desnaturacdo}GPor 1 minuto para o anelamento
dos iniciadores e P2 por 3 minutos para a extensdo das fitas de DNé&xtansao final foi a
72°C por 7 minutos.

4.4.3 Oligonucleotideos

Os oligonucletideos utilizados nas diferentes reagfie PCR para a amplificacdo dos
genes em estudo se mostram no Quadro 6. Para igagéd do gene que codifica para a
proteina NSP4 foram utilizados os oligonucleotidelddD e RN4D obtendo-se uamplicon
de 673 pb. Para o gene que codifica para a prot®Rd foram utilizados os
oligonucleotideos: 1) F4P4D e 4con2, obtendo-seamnpliconde 887pb, 2) 4con3 e 4con2,
obtendo-se unmampliconde 876pb. Para o gene que codifica para a proiR& foram
utilizados os oligonucleotideos FVP6 e RVP6, otbbese umampliconde 1356pb. Para o
gene que codifica para a proteina VP7 foram utlbzaos oligonucleotideos: 1) 9conl e
9con2, obtendo-se uramplicon de 904pb, 2) Beg9 e End9, obtendo-se amplicon de

1062pb. Os mesmos oligonucleotideos foram utiligadonseqienciamento.
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Quadro 6. Oligonucleotideos utilizados para a amplificaglie genes NSP4, VP4, VP6 e
VP7 de amostras de RV-A, gendtipo G2P[4].

Gene | Nome do oligonucleotideo Seqiiéncia sentido 5" - 3" Posigédo do oligonucleotideo (nt)
NSP4 FN4D (+) CGG AAA AGA TGG AAA AGC 1-18
NSP4 RN4D (-) GGATTG GTT AAACGG GAT 673-656
VP4 F4P4D (+) GCATGGCTTCACTCATTTATAGAC 1-92
VP4 4con?2(-) ATT TCG GAC CAT TTATAACC 887 - 868
VP4 4con3 (+) TGG CTT CGC TCATTT ATAGAC A 11-32
VP6 FVP6 DS-1 (+) GGC TTT TAAACG AAGTCTTC 1-20
VP6 RVP6 DS-1 (-) GGT CAC ATC CTC TCACTACA 1356-1337
VP6 FVPGi (+) GCG CCAGCT AATACACAAC 624-642
VP7 9cont (+) TAG CTC CTT TTAATG TAT GG 37-56
VP7 9con2 (-) GTA TAA AAT ACT TGC CAC CA 941-922
VP7 Beg9 (+) GGC TTT AAAAGA GAG AATTTCCGTCTG G 1-28
VP7 End9 (-) GGT CAC ATC ATACAATTC TAATCT AAG 1062-1036

4.4.4 Analise doampliconspor eletroforese em gel de agarose a 1,5%

Para analise doampliconsobtidos nos itens 4.4.1 e 4.4.2, 2uL de corantg de
bromofenol (Invitrogefi) foram adicionados a 10pL dos produtos da PCRneessnos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose (GIBRDY) a 1,5% em tampdo TBE 0,5%
(GIBCO-BRL®) por 1 hora a 100 volts. Apés a impregnacdo dei2@itos com brometo de
etideo (0,5 pg/mL), oampliconsforam visualizados em transiluminador de luz vitiketa
(Labnef) e as imagens registradas em sistema de captimsadem (Biolmaging Systerfis
utilizando o programa Labworks 4.0.

Controles negativos foram utilizados durante too®$rocedimentos desde a extragao
dos RNAs.
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4.5 Purificacdo dos produtos da reacdo em cadeialpgolimerase

Para a purificacdo d@snpliconsforam utilizados os kits comerciais “QIAqUItIPCR
Purification Kit” (QIAGEN™, Valencia, CA, USA), quando apenasmpliconesperado foi
obtido. Na presenca de amplicon inespecificos dalizada a purificacdo do produto pela
extracdo em gel de agarose utilizando o “QIAduickel Extraction Kit" (QIAGEN",
Valencia, CA, USA) de acordo com o protocolo deésqgoelo fabricante. A quantificacdo do
ADN purificado para as reacdes de sequenciamemtdeterminada em espectrofotometro
NanoDrop™ (Thermo Scientific, USA).

4.6 Sequenciamento viral

O sequenciamento foi realizado pela Plataforma dgué&iciamento de DNA
PDTIS/Fiocruz (Otteet al. 2008). Segundo orientacdo da plataforma de segimento, 6,5
puL de ADN purificado e 3,2 pmoles (1,6 pL) de iagores utilizados na PCR foram
adicionados em tubo tipo Eppendortle 1,5 mL. A reacéo foi realizada utilizando o Kig
Dye Terminator® v 3.1 Cycle Sequencing Kit” (AppliBiosystems®, CA, USA), conforme
recomendado pelo fabricante. Os produtos da redg&@zquéncia foram purificados com as
colunas CENTRI-SEP® (Princeton Separations®, CA,AJSonforme orientacdo do
fabricante. A quantificacdo do DNA amplificado fdeterminada em espectrofotdmetro
NanoDrop™ (Thermo Scientific, USA). Os cromatograngias sequéncia foram obtidos a
partir do sequenciador automatico de 48 capila®BIl “Prism 3730 Genetic AnalyZer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) do seovida “Plataforma de Sequenciamento
de DNA PDTIS/FIOCRUZ” (Otteet al 2008).

Os oligonucleotideos utilizados no sequienciameottani os mesmos utilizados nas
reacfes de PCR. No caso de VP6 foi necesséridéizagdio de um oligonucleotideo interno,
FVPG6i (Quadro 6).
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4.7 Andlise das sequéncias

Os cromatogramas das sequéncias recebidos daoRfaatie Sequenciamento de
DNA PDTIS/FIOCRUZ, foram analisados com a prograBiaEdit ® verséo 7.0.9.QHall,
1999) e as seqlUéncias consenso geradas. O alintwademucleotideos e aminoacidos foi
realizado utilizando cCLUSTAL W(Thompsonet al. 1994), e as matrizes de identidade
obtidas com BioEdft verséo 7.0.9.0.

As sequéncias protétipos representantes dos diésrgienoétipos de RV-A de origem
humana e animal, descritas em diferentes paisesnfobtidas nd&senBankNCBI, National
Center for Biotechnology Informationhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov) através dos seus
nameros de acesso ou mediante a utilizacdo darfentaBLAST (Basic Local Aligment
Search Tool; http://www.ncbi.nlm.nih.go/Blast/).

A andlise filogenética das sequéncias foi realizatiiizando o programa MEGA
versao 4.0 (Tamurat al. 2007). Os métodos utilizados na construcdo dasres foram:
Neighbor Joininge Maximum Likelihood

As relacdes filogenéticas entre as diferentes smige foram determinadas mediante
a utilizacdo do programa MEGA v. 4.0 (Tamuea al 2007) através do método de
reconstrucdo filogenéticdNeighbor-joining As distancias genéticas entre as diferentes
amostras foram calculadas mediante o mod&loura two-parametercomo modelo de
substituicdo nucleotidica e 0 moddtmisson Correctiorcomo modelo de substituicdo de
aminoacidos. Além foram construidas arvores filégeas por diferentes modelos de
determinacdo de distancia genética entre as seg8énacleotidicas, entre 0s quais 0S
modelos deTajima-Neie Maximum Composite Likelihopdisponiveis no programa MEGA
v. 4.0 (dados ndo mostrados). A significancia esied das diferentes arvores filogenéticas
obtidas Robustnegdoi estimada através de 1.000 réplicaBdetstrap

O mapeamento das diferentes mutacdes sindnimaso-sim@imas foi realizado
atraveés da andlise direta dos diferentes alinhaeetd nucleotideos (dados ndo mostrados) e
de aminoacidos obtidos para os 4 genes (VP7, Vi & NSP4) de todas as amostras

analisadas em comparacao aos protétipos dispomo&enBank
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5. RESULTADOS

5.1 Amplificagéo por RT-PCR

Foram analisadas 88 amostras fecais de RV-A genddpP[4] provenientes de
diferentes estados brasileiros no LVCA, IOC/FIOCRt¥Yperiodo de 1996 a 2009. Um total
de 253 sequéncias nucleotidicas foram obtidasta garamplificacdo por RT-PCR dos genes
que codificam para as proteinas VP7 (n=62) , VREEh VP6 (n=62) e NSP4 (n=71)
(Tabela 3).

A Figura 18 apresenta a analise por eletroforesgade agarose da amplificacao por
RT-PCR dos genes que codificam as proteinas NSH6e

A Figura 19 apresenta a analise por eletroforesgediie agarose da amplificacdo dos
genes que codificam para as proteinas VP4 e VP7.
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Tabela 3. Amplificacdo dos genes que codificam para as praseVP7, VP4, VP6 e NSP4

das amostras brasileiras.

NUMERO DE
AMSOTRA ANO ESTADO vP 7 | VP 4 | VP 6 | NSP 4
493_96RJ 1996 RJ + + +
680_96ES 1996 ES + +
685_96ES 1996 ES + + +
957_97RJ 1997 RJ + +
5323_02RJ 2002 RJ + +
5619_02RJ 2002 RJ + +
11143_05Ms 2005 MS + + +
11257_05Ms 2005 MS + + + +
11531_05AC 2005 AC + + +
11580_O0O5AC 2005 AC + + + +
11581_O0O5AC 2005 AC +
11782_05RJ 2005 RJ + +
11830_06AC 2006 AC + +
11837_0O6AC 2006 AC + + +
11860_0O6RJ 2006 RJ + + + +
12220_06RJ 2006 RJ + + + +
12224 06RJ 2006 RJ + +
12287_06BA 2006 BA + + +
12301_06BA 2006 BA + +
12343_06RJ 2006 RJ + + +
12389_06RJ 2006 RJ + + +
12482_06BA 2006 BA + + + +
12522 _06BA 2006 BA + +
12540_06RJ 2006 RJ + +
12549 _06RJ 2006 RJ + + + +
12585_06ES 2006 ES + +
12589_06RJ 2006 RJ + + + +
12647_06RJ 2006 RJ + +
12684_06RJ 2006 RJ +
12774_06RJ 2006 RJ + + +
12775_06RJ 2006 RJ +
12777_06BA 2006 BA +
12840_06ES 2006 ES + + +
12842_06ES 2006 ES + +
12916_06BA 2006 BA +
13039_06RS 2006 RS + +
13079_06RJ 2006 RJ +
13081_O06RJ 2006 RJ +
13151_06RJ 2006 RJ + + + +
13158_06ES 2006 ES + + + +
13438_07RJ 2007 RJ +
13514_0O7ES 2007 ES +
13663_07AL 2007 AL + +
13668_0O7AL 2007 AL + + + +
13780_07RJ 2007 RJ + + +
13788_07SE 2007 SE + + +
13793_07SE 2007 SE + + +
13891_07RJ 2007 RJ + + +
14157_0O7ES 2007 RS
14255_07RJ 2007 RJ +
14263_07RS 2007 RS +
14303_07MG 2007 MG + + + +
14322_07MG 2007 MG + + +
14344_07RS 2007 RS +
14397_07MA 2007 MA + +
14422 07RS 2007 RS + + +
14426_07ES 2007 ES + +
14919_08RS 2008 RS + + + +
15311_08RJ 2008 RJ + + + +
15382_08BA 2008 BA + + +
15385_08BA 2008 BA + + + +
15593_08AL 2008 AL + + +
15771_08PE 2008 PE + + + +
15774_08PE 2008 PE + + +
15777_08PE 2008 PE + + + +
15782_08MG 2008 MG + + + +
15786_08ES 2008 ES + + + +
15811_08SE 2008 SE + + + +
15830_08RS 2008 RS + +
15836_08RS 2008 RS + + + +
15840_08RS 2008 RS + + + +
15859_08MG 2008 MG + + + +
15860_08RJ 2008 RJ + + + +
15863_08MA 2008 MA + + + +
15894_08ES 2008 ES + + +
15898_08MG 2008 MG + + + +
15900_08MG 2008 MG + + +
15953_08RS 2008 RS + + + +
15958_08RS 2008 RS + + + +
15983_08BA 2008 BA + + + +
15988_08BA 2008 BA + + + +
15990_08BA 2008 BA + +
16054_09MA 2009 MA + +
16056_09MA 2009 MA + + +
16064_09MA 2009 MA + + + +
16099_09ES 2009 ES + + + +
16100_09ES 2009 ES + + + +
16101_09ES 2009 ES + + + +
TOTAL 62 58 62 71

IS
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Figura 18. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% de prodiatéT-PCR para 0s genes que
codificam as proteinas NSP4 (A) e VP6 (B) de roteviA. M: marcador de tamanho

molecular de 100 pb (Invitrogen CorporatioA). Linhas 1 a 12: amostras positivas para
NSP4, linha 13: controle negativB; Linha 1: controle negativo; linhas 2 a 4: amostras

positivas para VPG6.
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Figura 19. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% de prodatésT-PCR para os genes que
codificam as proteinas VP4 (A) e VP7 (B) de rotasiA. M: marcador de tamanho molecular
de 100 pb (Invitrogen Corporatiord: Linhas 1 a 4: amostras negativas para VP4; liBhas

14: amostras positivas para VP4, linha 15: contnelgativo.B: Linhas 1-2, 3 a 8: amostras

positivas para VP7; linha 2: amostra negativa p&%&; linha 9: controle negativo.

5.2 Genotipagem dos Rotavirus A brasileiros

De acordo com a classificacédo proposta por Matkgns e cols. (2008b), as amostras
brasileiras foram caracterizadas como pertenceadegenotipo G2 para VP7 (n=62), P[4]
para VP4 (n=58), | 2 para VP6 (n=62) e E 2 paradN@R71).
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5.3 Andlise Filogenética

Foram obtidas arvores filogenéticas com base gééseias nucleotidicas para os
guatro genes:. VP7, VP4, VP6 e NSP4. Estudos coningasaforam analisados com
sequéncias de protétipos disponiveisGemBank Para a andlise dos genes VP7 e VP4 foram
incluidas amostras genotipo G2P[4] detectadas dieredies regidbes do mundo. Foi
observada a mesma topologia e valores de supdatésaso similar ifootstrap, nas arvores
filogenéticas construidas por diferentes métodosirderéncia filogenética e modelos
evolutivos de determinacéo de distancia genétitr@ es sequéncias nucleotidicas (dados néo

mostrados).

5.3.1 Andlise do gene que codifica para a proteingP7

A Figura 20 apresenta a analise filogenética basew sequéncia nucleotidica
completa da regido codificante (978 pb) do geneapalifica para a proteina VP7 obtida a
partir das amostras brasileiras isoladas nestdestu

Nas Tabelas 4 e 5 estédo descritas as identidadésotidica e de aa entre as amostras
brasileiras e, entre as mesmas em relagdo aogipostdEm ambos os casos foram utilizadas
amostras brasileiras representantes dos difergmtgms monofiléticos descritos na arvore
filogenética. Os valores obtidos revelaram que soaks amostras brasileiras isoladas neste
estudo apresentaram maior identidade tanto nudieatiquanto em aa, com as amostras
prototipos TB-Chen e S2, com excecdo da amostra9®¥] detectada no Rio de Janeiro em
1996.

Na analise filogenética, a amostra 493 96RJ isotaml&io de Janeiro em 1996,
indicada na arvore com a letrd, agrupou com uma amostra proveniente da China
(T79China), préximo ao protétipo DS-1 (Figura 20).

As amostras do Acre, 11531 05AC e 11837 _06AC, twtas nos anos 2005 e 2006,
respectivamente, formaram um grupo monofiléticoyode@nado decluster Acre na arvore
filogenética (Figura 20). A identidade nucleotideeale aa entre estas amostras foi de 100%
(Tabela 4).

Amostras detectadas no Rio de Janeiro e Minas £emi2008, e no Espirito Santo
em 2009, formaram um grupo monofilético Unico demamios decluster Sudeste(Figura
20). Estas amostras apresentaram 100% de identidameetannivel nucleotidico quanto de
aa (Tabela 4).

51



As amostras isoladas no Maranhdo nos anos 20080@ fa@maram outro grupo
monofilético, cluster Maranhdo (Figura 20). As mesmas apresentaram uma identidade
nucleotidica e de aa de 100% entre elas (Tabela 4).

Amostras isoladas no Brasil no periodo de 200608 2@s estados da: Bahia, Espirito
Santo, Minas Gerais, Pernambuco, Rio de Janeim@ande do Sul e Sergipe, agruparam
formando um grupo monofilético denominadoctiesterC (Figura 20).

A amostra 12842 06ES isolada no Espirito SantdgRthdicada na arvore com as
letrasES agrupou em um ramo separado das demais amoséasiteipas (Figura 20). Esta
amostra apresentou maior identidade nucleotidi@©)9com amostras pertencentes ao
clusterC e maior identidade de aa (99,3%) com as amadtrdsaranhéo (Tabela 4).

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos dastrasdrasileiras analisadas
neste estudo, representantes dos diferentes gropo®ofiléticos descritos na arvore
filogenética, com amostras prototipos G2P[4] paumévidenciar a ocorréncia de varias
substituicdes de aa (em diferentes posi¢cdes daipeojuando comparada com o prototipo
DS-1) (Figura 21). Destas substituicdes, 8 (posigheA T, 94 S°L, 96 DN, 213 N'D e
NTS, 220 S'L, 241 'V e 242 N’S) situaram-se nos sitios antigénicos da proteina.

Em uma andlise parcial do gene (790pb) foram edaslaamostras brasileiras
analisadas e amostras pertencentes ao mesmo @er(@RP[4]) e representantes de
diferentes regides do mundo, disponiveis GenBank(Figura 22). Nesta andlise foram
incluidas duas amostras isoladas no Rio de Jaeeira2002 (5619 02RJ; DQ857954 e
5323 02RJ; DQ857953) previamente caracterizadaau{dwret al 2007). Estas amostras
agruparam junto com a amostra 493 96RJ detectaddioa@le Janeiro em 1996 e duas
amostras provenientes da Italia que circularam @26 {H93-96 e H105-96) (Figura 22).

As amostras nolusterB agruparam junto com amostras circulantes no Japassia,
China e Vietnam no periodo entre 2001 e 2003. Asstrars dacluster Acre, formaram um
grupo monofilético com amostras isoladas em Modtayj Uruguai, em 1997. Amostras no
cluster Sudesteapresentaram uma relacdo genética proxima comamnestra detectada na
Russia em 2007. A amostra 12842 06ES isolada noitespanto em 2006 agrupou junto
com outra amostra isolada na Russia em 2007 e owsteas detectadas na india em 2005.
As amostras naluster C e Maranhdo apresentaram uma relagdo genética proxima com

amostras circulantes em Bangladesh no periodo @& €006 (Figura 22).
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Figura 20. Analise filogenética baseada na sequéncia comyi@tapb) nucleotidica da
regido codificante do gene que codifica para aefmat VP7 de amostras de rotavirus A
brasileiras e amostras protoétipos representantesifei@ntes gendtipos humanos e animais.
Os valores d@&ootstrap(1.000 réplicas) estédo indicados nos nds da arvateres menores
que 50% ndo estdo representados. A barra na pdeeoi da figura € proporcional a

distancia genética.
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Tabela 4.ldentidade nucleotidiéa de aminoacidos, baseada na sequiéncia codificamigleta do gene que codifica para a proteinadéPamostras

brasileiras representantes dos diferenkestersobservados.

\P7 493 96R) 15836_08RS 15953 0BRS 15983_08BA 12220 06R) 13793 07SE 15385_08BA 13780_07R) 13891 07R) 15786 08ES 15894 0BES 12842 0GES 14157 07RS 15863 08MA 16054_09MA 16056 09MA 16064 09MA 15782_08MG 15900_08MG 16099 09ES 11143 05MS 12389 06R) 12482 06BA 12287 06BA 12301 06BA 11531 05AC 11837 06AC
493_96R) 0933 0934 0,935 0935 0936 0935 0935 0934 0935 0935 0930 0,932 0929 0929 0929 0929 0934 0,934 0934 0938 0,938 0934 0936 0937 0931 0931
15836_08RS 0947 0%% 0,997 0995 0,9% 0995 0,99 0994 09% 099 0,980 0,980 0985 0,985 0985 0,985 0978 0978 0978 0,%8 0,97 0964 0,968 0967 0961 0961
15953_08RS 0,944 0% 0,998 0% 0997 0% 0,9% 0995 09% 0% 0979 0,979 0986 0,986 0986 0,986 0977 0977 0977 0%7 0,966 0963 0967 0966 0,960 060
15983_08BA 0947 1,000 0%% 0997 0,998 0997 0,997 0% 0997 0997 0,980 0,980 0987 0987 0987 0,987 0978 0978 0978 098 0,97 0964 0,968 0967 0961 0961
12220 06R/ 0947 099 0990 0,993 0,998 0997 0,997 0% 0997 0997 0,980 0,980 0987 0987 0987 0,987 0978 0978 0978 0%8 0,97 0964 0,968 0967 0961 0961
13793 07SE 0950 0% 0993 0,99 0% 0998 0,998 0997 0998 0998 081 0,981 0988 0,988 0988 0,988 0979 0979 0979 0%9 0,968 0,965 0,969 0968 0962 0962
15385_08BA 0,947 0,993 0,990 0,993 0,993 0,99 0,997 0,99 0,997 0,997 0,980 0,980 0,987 0,987 0,987 0,987 0,978 0,978 0978 0,968 0,967 0,964 0,968 0,967 0,961 0,961
13780_07R) 0,947 0,993 0,990 0,993 0,993 0,99 0,993 0,998 1,000 1,000 0,980 0,980 0,987 0,987 0,987 0,987 0,978 0,978 0978 0,968 0,97 0,964 0,968 0,967 0,961 0,961
13891_07R) 0,944 0,99 0,987 0,990 0,990 0,993 0,990 0,99 0,998 0,998 0,979 0,979 0,986 0,986 0,986 0,986 0977 0971 097 0,967 0,966 0,963 0,967 0,966 0,960 0,960
15786_08ES 0,947 0,993 0,990 0,993 0,993 0,99 0,993 1,000 0,99 1,000 0,980 0,980 0,987 0,987 0,987 0,987 0,978 0,978 0978 0,968 0,97 0,964 0,968 0,967 0,961 0,961
15894_08ES 0,947 0,993 0,990 0,993 0,993 0,99 0,993 1,000 0,99 1,000 0,980 0,980 0,987 0,987 0,987 0,987 0,978 0,978 0978 0,968 0,97 0,964 0,968 0,967 0,961 0,961
12842_06ES 0,941 0,984 0,981 0,984 0,984 0,987 0,984 0,984 0,981 0,984 0,984 0,989 0978 0,978 0,978 0,978 0,979 0,979 0,979 0,963 0,962 0,959 0,963 0,962 0,958 0,958
14157_07RS 0938 0984 0981 0,984 0984 0987 0984 0,984 0981 0984 0984 0987 0978 0978 0978 0978 0979 0979 0979 094 0,963 0960 0,964 0963 0,959 0959
15863_08MA 0,944 0990 0987 0,990 0990 0993 0990 0,990 0987 0,990 0990 0993 0,993 1,000 1,000 1,000 0974 0974 0974 094 0,963 0960 0,964 0963 0957 0957
16054_09MA 0,944 0990 0987 0,990 0990 0,993 0990 0,990 0987 0,990 0990 0993 0,993 1,000 1,000 1,000 0974 0974 0974 094 0,963 0960 0,964 0963 0957 0957
16056_09MA 0,944 0990 0987 0,990 0990 0993 0990 0,990 0987 0,990 0990 0993 0,993 1,000 1,000 1,000 0974 0974 0974 094 0,963 0960 0,964 0963 0957 0957
16064_09MA 0,944 0990 0987 0,990 0990 0993 0990 0,990 0987 0990 0990 0993 0,993 1,000 1,000 1,000 0974 0,974 0974 094 0,963 0960 0,964 0963 0957 0957
15782_08MG 0953 0987 0,984 0,987 0987 0,990 0987 0,987 0984 0987 0987 0,984 0,984 0990 0,990 0990 0,990 1,000 1,000 0%7 0,966 0963 0967 0966 0962 0962
15900_08MG 0,953 0,987 0,984 0,987 0,987 0,990 0,987 0,987 0,984 0,987 0,987 0,984 0,984 0,990 0,990 0,990 0,990 1,000 1,000 0,967 0,966 0,963 0,967 0,966 0,962 0,962
16099_09ES 0,953 0,987 0,984 0,987 0,987 0,990 0,987 0,987 0,984 0,987 0,987 0,984 0,984 0,990 0,990 0,990 0,990 1,000 1,000 0,967 0,966 0,963 0,967 0,966 0,962 0,962
11143_05MS 0,947 0,981 0,978 0,981 0,981 0,984 0,981 0,981 0978 0,981 0,981 0,978 0,978 0,984 0,984 0,984 0,984 0,987 0,987 0,987 0,998 0,995 0,997 0,998 0,982 0,982
12389_06R) 0,944 0978 0,975 0,978 0,978 0,981 0,978 0,978 0,975 0,978 0978 0,975 0,975 0,981 0,981 0,981 0,981 0,984 0,984 0,984 0,99% 0,994 0,99 0,997 0,981 0,981
12482_06BA 0,941 0972 0,969 09712 09712 0975 0912 09712 0,969 091 0972 0,969 0,969 0975 0,975 0,975 0,975 0,978 0,978 0978 0,990 0,987 0,995 0,99 0,978 0978
12287_06BA 0,944 0978 0,975 0,978 0,978 0,981 0,978 0,978 0,975 0,978 0978 0,975 0,975 0,981 0,981 0,981 0,981 0,984 0,984 0,984 0,99 0,993 0,993 0,998 0,982 0,982
12301_06BA 0,944 0978 0,975 0,978 0,978 0,981 0,978 0,978 0,975 0,978 0978 0,975 0,975 0,981 0,981 0,981 0,981 0,984 0,984 0,984 0,99 0,993 0,993 1,000 0,981 0,981
11531_05AC 0950 0975 0972 0,975 0975 0978 0975 0975 0972 0975 0975 0975 0,972 0978 0978 0978 0978 0981 0981 0981 0987 0,984 0978 0,984 0984 1,000
11837_06AC 0950 0975 0972 0,975 0975 0978 0975 0975 0972 0975 0975 0975 0,972 0978 0978 0978 0978 0981 0981 0981 0987 0,984 0978 0,984 0984 1,000

& A percentagem de identidade nucleotidica e detda eslicadas acima e debaixo da diagonal, resectinte.
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Tabela 5. Identidade nucleotidica e de aminoéacidos, baseadaeqgiiéncia codificante
completa do gene que codifica para a proteina \&Panwbstras brasileiras representantes dos
diferentesclustersobservados e amostras prototipos de rotavirusvaho.

DS_1 TB_Chen KUN S2 T79China

VP7
nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa

493_96RJ 0,935 0,950 | 0,945 0,957 | 0,943 0,953 [ 0,943 0,953 | 0,969 0,975
15836_08RS | 0,934 0,953 ) 0,968 0,978 | 0,951 0,957 | 0,971 0,975 | 0,923 0,932
15953_08RS | 0,933 0,950 [ 0,967 0,975 | 0,950 0,953 | 0,970 0,972 | 0,922 0,929
15983_08BA | 0,934 0,953 ) 0,968 0,978 | 0,951 0,957 | 0,971 0,975 0,923 0,932
12220_06RJ | 0,934 0,953 [ 0,968 0,978 | 0,951 0,957 ( 0,971 0,975 | 0,923 0,932
13793_07SE | 0,935 0,957 | 0,969 0,981 | 0,952 0,960 | 0,972 0,978 | 0,924 0,935
15385_08BA | 0,934 0,953 | 0,968 0,978 | 0,951 0,957 | 0,971 0,975 | 0,923 0,932
13780_07RJ | 0,934 0,953 | 0,968 0,978 | 0,951 0,957 | 0,971 0,975 | 0,923 0,932
13891_07RJ | 0,933 0,950 | 0,967 0,975 | 0,950 0,953 ( 0,970 0,972 | 0,922 0,929
15786_08ES | 0,934 0,953 | 0,968 0,978 | 0,951 0,957 | 0,971 0,975 | 0,923 0,932
15894 _08ES | 0,934 0,953 [ 0,968 0,978 | 0,951 0,957 ( 0,971 0,975 | 0,923 0,932
12842 _06ES | 0,930 0,953 | 0,965 0,978 | 0,948 0,957 | 0,966 0,975 | 0,918 0,929
14157_07RS | 0,930 0,950 [ 0,965 0,975 | 0,948 0,953 | 0,966 0,972 | 0,920 0,926
15863_08MA | 0,928 0,957 | 0,964 0,981 | 0,944 10,960 | 0,967 0,978 | 0,915 0,932
16054_09MA | 0,928 0,957 | 0,964 0,981 | 0,944 0,960 | 0,967 0,978 | 0,915 0,932
16056_09MA | 0,928 0,957 | 0,964 0,981 | 0,944 10,960 | 0,967 0,978 | 0,915 0,932
16064_09MA | 0,928 0,957 | 0,964 0,981 | 0,944 0,960 | 0,967 0,978 | 0,915 0,932
15782_08MG | 0,938 0,966 | 0,969 0,984 | 0,954 0,969 | 0,970 0,981 | 0,926 0,938
15900_08MG | 0,938 0,966 | 0,969 0,984 | 0,954 0,969 | 0,970 0,981 | 0,926 0,938
16099_09ES | 0,938 0,966 | 0,969 0,984 | 0,954 0,969 | 0,970 0,981 | 0,926 0,938
11143_05MS | 0,938 0,953 | 0,973 0,984 | 0,954 0,963 | 0,974 0,981 | 0,927 0,932
12389_06RJ | 0,938 0,950 | 0,972 0,981 | 0,953 0,960 | 0,973 0,978 | 0,927 0,929
12482_06BA | 0,934 0,944 | 0,969 0,975 0,950 0,953 | 0,970 0,972 | 0,923 0,926
12287_06BA | 0,938 0,950 [ 0,973 0,981 | 0,954 0,960 | 0,974 0,978 | 0,926 0,929
12301_06BA | 0,937 0,950 ) 0,972 0,981 | 0,953 0,960 | 0,973 0,978 | 0,926 0,929
11531_05AC | 0,931 0,960 | 0,964 0,984 | 0,946 0,969 | 0,967 0,981 | 0,923 0,935
11837_06AC | 0,931 0,960 | 0,964 0,984 | 0,946 0,969 | 0,967 0,981 | 0,923 0,935

Numeros de acesso: DS 1, AB118023; TB Chen, AY7&764UN,
D50124; S2, M11164; T79China, AF450292.
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Figura 21. Alinhamento das seqliéncia completas (326 aa) dieoanidos da proteina VP7
das amostras brasileiras representantes dos ddsrefusters observados na arvore
filogenética e amostras prototipos. Os aminoacadwdo indicados pelo codigo de abreviagao
de uma letra. Os pontos simbolizam a identidadentieoacido com a amostra protétipo DS-

1. Os retangulos indicam as regides antigénic& &F, nessa ordem.

58



67

91

54

98

CLUSTER C _
77
16054 09M A

16056 09M A

15863 08M A _
16064 09M A

-« 2005/06/B angladesh
EU839919)DH397/04/Bangladesh

6o P6 1EU839918)DH392/04/Bangladesh
FJ529396)2417/07/Russia
12842 06ES
EU221264)CRI21113/India
EF585217)CA R5/India

97
67 EU697888)CAR1/05/India
EU697889)CAR2/05/India
ol EU839917)SK 138/04/Bangladesh

AY261358)MR4717/00/Africa
FJ436809)DC2020/04/Madagascar
FJ529395)1283/06/R ussia

69
58
FJ436812)DR0017/04/M adagascar
FJ932743)Omsk07-83/07Russia
GQ117015)Omsk07-87/07/Russia
SUDESTE

U73957)95C/A ustralia
%% el 1999/AfriCa

63 AF044354)TW 94183/94/Taiwan
AF044355)TW 941022/94/Taiw an
AY707784)CMH 277/Thailand
75 |AF480270)M vd9708/Montevideo
AF480273)M vd9713/Montevideo
A F480275)Mvd9716/Montevideo
AF480271)Mvd9709/M ontevideo
11531 05AC
11837 06AC _
EF199723)CM H030/03/Thailand
EF199719)CMH 032/03/Thailand

57

EF199720)CMH027/03/Thailand
rDQ904510)J-4777/Japan
DQ904509)J-4765/Japan
EF199721)CMH019/03/Thailand
o2 |- EF199722)CM H033/03/Thailand
EF199718)CM H041/03/Thailand

EF199724)CMH017/03/Thailand
AY261349)KY3103/99/Africa
b6 .

— Vietnam

[FDQ904517)CH-86/China
6~ DQ904519)CH-188/China
DQ904516)CH-61/C hina
DQ904518)CH-146/China
6] FDQ904508)J-4709/Japan
DQ904507)J-4708/Japan
FJ919247)H391/04/Russia
DQ904511)J-4787/Japan
{CLUSTER B _
98 |AY707786)CMH250/Thailand
AY707785)CM H268/Thailand

U73954)94E/Australia
AY261350)KY3303/99/Africa
AY787646)TB Chen

M 11164)S2

l—AFO44346)TW 3599/92/Taiwan

AF044357)TW951245/95/Taiwan
D50124)KUN
AB118023)DS 1

AY 261341)64SB/96/Africa

U73949)92C/Australia
493 96RJ

5619 02RJ _
5323 02RJ

DQ172847)H93-1996/ltaly

DQ172845)H105-1996/Italy

59

K02033)Wa



Figura 22. Andlise filogenética baseada na sequéncia pait@@ pb) nucleotidica do gene
que codifica para a proteina VP7 das amostrasldirasi amostras pertencentes ao genétipo
G2P[4] de diferentes regides do mundo e amostsétpos. Os valores dgootstrap(1.000
réplicas) estdo indicados nos nos da arvore, alomnenores que 50% ndo estdo

representados. A barra na parte inferior da figupeoporcional & distancia genética.
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5.3.2 Andlise do gene que codifica para a proteing4

A Figura 23 corresponde a analise filogenética dabta partir da sequéncia
nucleotidica parcial do gene que codifica paractefma VP4 (816 pb), compreendendo 96%
da sequéncia nucleotidica que corresponde a paotiB* (aa 8 - 247).

As amostras isoladas durante os anos 1996 e 199paagm separadamente com
relacdo as demais amostras brasilechsster A, porém junto com amostras que circularam
na Itélia no mesmo periodo 1996 (H93-96) e 19900127).

As amostras 12840 06ES e 12842 06ES, isoladas p@it&sSanto em 2006
agruparam nunclusterindependente apresentando um percentual de iddatiacleotidica
de 99,7% entre elasl(sterES) (Tabela 6).

Amostras isoladas no Sudeste do Brasil no perié@8 2 2009 agruparam formando
um cluster denominado d&udeste As demais amostras brasileiras isoladas no perded
2006 a 2009 formaram uatusteranico €lusterP) na arvore filogenétigq&igura 23).

Todas as amostras brasileiras detectadas no pedimd®05 a 2009 apresentaram
maior valor de identidade nucleotidica e de aa a@mostra protétipo NR1 (Tabela 7).

A Figura 24 corresponde ao alinhamento da sequéecea parcial da proteina VP4
de amostras brasileiras representantes dos disrehisters descritos, com amostras
protétipo G2P[4].

Na andlise parcial de aa de VP4 (272 aa), que @ange a sequéncia parcial da
VP8* (aa 8 a 247), foi identificada a presenca deas substituicoes de aa, em diferentes
posicdes da proteina das amostras brasileiras @sstelo (Figura 24). Destas, quatro
(posicdes 357" 55~V: 64" e 120™") estdo localizadas nos sitios antigénicos da imate
VP8* (Figura 24).

A analise filogenética das amostras brasileiraladss e de amostras pertencentes ao
mesmo genotipo (G2P[4]) disponiveis GenBankdemonstraram que as amostrashister
A agruparam junto com amostras isoladas na Itélsaamos 1996 e 1997 (Figura 25).

As amostras dodusterSudeste e ES apresentaram uma relacdo genéticengréom
as amostras isoladas na Russia em anos ante20@$ 2007) (Figura 25).

As amostras naluster P apresentaram uma relacéo filogenética proxinma gma
amostra isolada na Coréia do Sul no periodo de a0B001, amostras isoladas no Paraguai
em 2005 e amostras detectadas na Russia nos d@bs 2005 (Figura 25).

A indisponibilidade de sequéncias @GenBankndo permitiu que as mesmas amostras

fossem utilizadas tanto para VP7 quanto para VP4.

61



eelfsu 06RJ
15988 0BBA
13158 0BES
13081 06RJ
15311 08RJ
14422 O7RS
14919 08RS
15593 0BAL
6§ 15777 08PE
15786 0BES
13788 O7SE
14303 07MG
12589 06RJ
16056 09MA
15863 08BMA
16064 oova | P(B;C;
16054 0MA | Maranh3o)
11580 05AC
14426 O7ES
15811 08SE
k15382 08BA
6 115953 08RS
15958 08RS
8[1 11143 05MS
12684 06RJ
15983 0BBA
54[12287 06BA
1ﬂ12482 06BA
12777 06BA
10011257 05MS
13039 06RS
13668 O7AL
o 51415774 08PE
[ 9315771 08PE
bg 12840 06ES }
12842 06ES
— AF531909)NR1/P4
15860 08RJ 7
15898 08MG
—1 16099 09ES
16101 09ES | Sud este
15859 08MG
16100 09ES
15782 08MG
15900 08MG -
AY787644) TB-Cher/P 4
DQ172838)H41-1993
EF672577)DS-1/P4
FJ386448)KY6914/ 02
EF672591)L.26/P4
109DQ172839)H93-96
DQ172840)1200-97
493 9%6RJ
957 97RI [ A

6

54

czll

10

- P4

98685 96ES -

L34161)WalP8
10

_].O(EEF672619)Wi 61/P8
10

EF672584)IAL28/P8

971 DQ492672)Dhakal6-03/P8
_{10 £M605320)Hun9/P8
68 pDQ005111)DRC88/P8

AJ427322)mw131/P6

EF672556)69M/P10

e M63231) YM/P7
ﬁ7 | FJ550368) SA11/P2
9

AY281350)10733/P3

M22306)UK/P5

62



Figura 23. Andlise filogenética baseada na sequéncia pai@l&pb) nucleotidica do gene
que codifica para a proteina VP4 (VP8*) de amodiiesotavirus A brasileiras e amostras
protétipos representantes de diferentes gendtipoghos e animais. Os valoresRimotstrap
(1.000 replicas) estdo indicados nos nés da arwaeres menores que 50% nao estao

representados. A barra na parte inferior da figupeoporcional & distancia genética.

63



Tabela 6 Identidad nucleotidica e de aminoacidos, baseada na sea@igaaiial do gene que codifica para a proteina ¥B*) de amostras

brasileiras representantes dos diferenkestersobservados.

VP4 493 96RI 685 96ES 957 97R) 12647 06R) 15988 08BA 12840 06ES 12842 06ES 16100_09ES 16101 09ES 15860 08R) 15774 08PE 15771 0BPE 13668 07AL 15953 O8RS 15958 08RS 15863_08MA 16056 09MA 16054 09MA 16064 09MA 12589 06RI 12684 06R) 11143 05MS 12287 06BA 12777 06BA 15382 08BA
493 96R 0,990 0,988 0,947 0,946 0,949 0,949 0,948 0,948 0,947 0,943 0,942 0,946 0,946 0,946 0,942 0,942 0,941 0,941 0,944 0,946 0,946 0,946 0,946 0,946
685_96ES 0,985 0,998 0,949 0,948 0,952 0,952 0,951 0,951 0,949 0,946 0,944 0,948 0,948 0,948 0,944 0,944 0,943 0,943 0,947 0,948 0,948 0,948 0,948 0,948
957_97R] 0,985 1,000 0,948 0,947 0,951 0,951 0,949 0,949 0,948 0,944 0,943 0,947 0,947 0,947 0,943 0,943 0942 0,942 0,946 0,947 0,947 0,947 0,947 0,947
12647 06R) | 0,974 0,981 0,981 0,992 0,980 0,977 0,979 0,979 0,977 0,991 0,990 0,993 0,99 0,99 0,990 0,990 0,988 0,988 0,997 0,995 0,995 0,996 0,996 0,996
15988 08BA| 0,974 0,981 0,981 1,000 0,973 0,970 0971 0,971 0,970 0,984 0,982 0,986 0,988 0,988 0,982 0,982 0,981 0,981 0,990 0,987 0,987 0,988 0,988 0,988
12840_06ES | 0,970 0,977 0,977 0,996 0,996 0,997 0,991 0,991 0,990 0,979 0,977 0,981 0,981 0,981 0,975 0,975 0,974 0,974 0,980 0,980 0,980 0,981 0,981 0,981
12842 06ES | 0,966 0,974 0,974 0,992 0,992 0,996 0,988 0,988 0,987 0,976 0,975 0,979 0,979 0,979 0973 0973 0971 0,971 0,977 0,977 0,977 0,979 0,979 0,979
16100_09ES | 0,966 0,977 0,977 0,992 0,992 0,996 0,992 1,000 0,998 0,977 0,976 0,980 0,980 0,980 0,974 0,974 0973 0,973 0,979 0,979 0,979 0,980 0,980 0,980
16101 09ES | 0,966 0,977 0,977 0,992 0,992 0,996 0,992 1,000 0,998 0,977 0,976 0,980 0,980 0,980 0,974 0,974 0973 0,973 0,979 0,979 0,979 0,980 0,980 0,980
15860_08R) | 0,966 0,977 0,977 0,992 0,992 0,996 0,992 1,000 1,000 0,979 0,977 0,979 0,979 0,979 0973 0973 0971 0,971 0,977 0,977 0,977 0,979 0,979 0,979
15774 08PE | 0,970 0,977 0,977 0,996 0,996 0,992 0,988 0,988 0,988 0,988 0,998 0,995 0,992 0,992 0,986 0,986 0,985 0,985 0,991 0,991 0,991 0,992 0,992 0,992
15771 08PE | 0,966 0,974 0,974 0,992 0,992 0,988 0,985 0,985 0,985 0,985 0,996 0,993 0,991 0,991 0,985 0,985 0,984 0,984 0,990 0,990 0,990 0,991 0,991 0,991
13668 07AL | 0,970 0,977 0,977 0,996 0,996 0,992 0,988 0,988 0,988 0,988 1,000 0,996 0,995 0,995 0,988 0,988 0,987 0,987 0,993 0,993 0,993 0,995 0,995 0,995
15953 08RS | 0,970 0,977 0,977 0,996 0,996 0,992 0,988 0,988 0,988 0,988 0,992 0,988 0,992 1,000 0,991 0,991 0,990 0,990 0,996 0,996 0,996 0,997 0,997 0,997
15958 _08RS | 0,970 0,977 0,977 0,996 0,996 0,992 0,988 0,988 0,988 0,988 0,992 0,988 0,992 1,000 0,991 0,991 0,990 0,990 0,996 0,996 0,996 0,997 0,997 0,997
15863_08MA| 0,966 0,974 0,974 0,992 0,992 0,988 0,985 0,985 0,985 0,985 0,988 0,985 0,988 0,988 0,988 1,000 0,998 0,998 0,992 0,990 0,990 0,991 0,991 0,991
16056_09MA| 0,966 0,974 0,974 0,992 0,992 0,988 0,985 0,985 0,985 0,985 0,988 0,985 0,988 0,988 0,988 1,000 0,998 0,998 0,992 0,990 0,990 0,991 0,991 0,991
16054 09MA| 0,963 0,970 0,970 0,988 0,988 0,985 0,981 0,981 0,981 0,981 0,985 0,981 0,985 0,985 0,985 0,996 0,996 1,000 0,991 0,988 0,988 0,990 0,990 0,990
16064_09MA| 0,963 0,970 0,970 0,988 0,988 0,985 0,981 0,981 0,981 0,981 0,985 0,981 0,985 0,985 0,985 0,996 0,996 1,000 0,991 0,988 0,988 0,990 0,990 0,990
12589 06R) | 0,974 0,981 0,981 1,000 1,000 0,996 0,992 0,992 0,992 0,992 0,99 0,992 0,99 0,99 0,99 0,992 0,992 0,988 0,988 0,995 0,995 0,996 0,996 0,996
12684 06R) | 0,970 0,977 0,977 0,992 0,992 0,988 0,985 0,985 0,985 0,985 0,988 0,985 0,988 0,988 0,988 0,985 0,985 0,981 0,981 0,992 1,000 0,996 0,996 0,996
11143 05MS| 0,970 0,977 0,977 0,992 0,992 0,988 0,985 0,985 0,985 0,985 0,988 0,985 0,988 0,988 0,988 0,985 0,985 0,981 0,981 0,992 1,000 0,996 0,996 0,996
12287 06BA| 0,974 0,981 0,981 1,000 1,000 0,996 0,992 0,992 0,992 0,992 0,996 0,992 0,996 0,996 0,996 0,992 0,992 0,988 0,988 1,000 0,992 0,992 1,000 0,997
12777 06BA| 0,974 0,981 0,981 1,000 1,000 0,996 0,992 0,992 0,992 0,992 0,996 0,992 0,996 0,996 0,996 0,992 0,992 0,988 0,988 1,000 0,992 0,992 1,000 0,997
15382 08BA| 0,974 0,981 0,981 1,000 1,000 0,996 0,992 0,992 0,992 0,992 0,996 0,992 0,996 0,996 0,996 0,992 0,992 0,988 0,988 1,000 0,992 0,992 1,000 1,000

2 A percentagem de identidade nucleotidica e detaa @slicadas acima e debaixo da diagonal, resjaectinte.
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Tabela 7.ldentidade nucleotidica (nt) e de aminoacidos (@@eada na sequéncia parcial do
gene que codifica para a proteina VP4 (VP8*) de stras brasileiras representantes dos
diferentesclusterse amostras protétipos de rotavirus A humano.

VP4 DS_1 TB_Chen NR1 L26 H93-96 1200-97

nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa

493_96RJ 0,948 0,948 | 0,953 0,966 | 0,943 0,959 | 0,968 0,966 | 0,985 0,988 | 0,984 0,988

685_96ES 0,947 0,955 | 0,953 0,974 | 0,946 0,966 | 0,968 0,974 | 0,980 0,988 | 0,979 0,988

957_97RJ 0,946 0,955 | 0,952 0,974 | 0,944 0,966 | 0,969 0,974 0,981 0,988 | 0,980 0,988
12647_06R]J 0,943 0,966 | 0,969 0,977 | 0,976 0,985 0,947 0,977 | 0,942 0,977 | 0,941 0,977
15988_08BA | 0,938 0,966 | 0,962 0,977 | 0,969 0,985 0,942 0,977 | 0,940 0,977 | 0,938 0,977
12840_06ES 0,953 0,970 | 0,974 0,981 | 0,986 0,988 | 0,954 0,974 0,947 0,974 | 0,946 0,974
12842 _06ES 0,951 0,966 | 0,974 0,977 | 0,984 0,985 | 0,954 0,970 | 0,947 0,970 | 0,946 0,970
16100_09ES 0,952 0,966 | 0,975 0,977 | 0,987 0,985 | 0,951 0,970 | 0,951 0,970 | 0,949 0,970
16101_09ES 0,952 0,966 | 0,975 0,977 | 0,987 0,985 0,951 0,970 | 0,951 0,970 | 0,949 0,970
15860_08RIJ 0,951 0,966 | 0,974 0,977 | 0,986 0,985 0,949 0,970 0,949 0,970 | 0,948 0,970
15774_08PE 0,944 0,963 | 0,970 0,981 | 0,975 0,981 | 0,948 0,974 0,941 0,974 ] 0,940 0,974
15771_08PE 0,943 0,959 | 0,969 0,977 | 0,974 0,977 | 0,947 0,970 0,940 0,970 | 0,938 0,970
13668_07AL 0,944 0,963 | 0,973 0,981 | 0,977 0,981 0,948 0,974 0,943 0,974 ] 0,942 0,974
15953_08RS 0,944 0,963 | 0,970 0,974 0,977 0,981 0,948 0,9740,943 0,974 | 0,942 0,974
15958_08RS 0,944 0,963 | 0,970 0,974 | 0,977 0,981 | 0,948 0,974 0,943 0,974 ] 0,942 0,974
15863_08MA | 0,938 0,959 0,964 0,970 0,971 0,977 | 0,944 0,970 | 0,941 0,970 | 0,940 0,970
16056_09MA | 0,938 0,959 | 0,964 0,970 | 0,971 0,977 | 0,944 0,970 0,941 0,970 | 0,940 0,970
16054_09MA | 0,937 0,955 0,963 0,966 | 0,970 0,974 | 0,943 0,966 | 0,940 0,966 | 0,938 0,966
16064_09MA | 0,937 0,955 ] 0,963 0,966 | 0,970 0,974 | 0,943 0,966 | 0,940 0,966 | 0,938 0,966
12589_06RIJ 0,943 0,966 | 0,969 0,977 | 0,976 0,985 0,947 0,977 | 0,942 0,977 | 0,941 0,977
12684_06RJ 0,943 0,959 | 0,969 0,970 | 0,976 0,977 | 0,947 0,970 | 0,943 0,974 | 0,942 0,974
11143_05MS | 0,943 0,959 0,969 0,970 | 0,976 0,977 | 0,947 0,970 | 0,943 0,974 | 0,942 0,974
12287_06BA | 0,944 0,966 | 0,970 0,977 | 0,977 0,985 0,948 0,977 ] 0,943 0,977 | 0,942 0,977
12777_06BA | 0,944 0,966 | 0,970 0,977 | 0,977 0,985 | 0,948 0,977 | 0,943 0,977 | 0,942 0,977
15382_08BA | 0,944 0,966 | 0,970 0,977 | 0,977 0,985 0,948 0,977 ] 0,943 0,977 | 0,942 0,977

Numeros de acesso: DS_1, EF672577; TB_Chen, AYZBT6R1, AF531909;
L26, EF672591; H93-96, DQ172839; 1200-97, DQ172840.
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Figura 24. Alinhamento das sequéncias parciais (271 aa) decatidos da proteina VP4
(VP8*) de amostras brasileiras representantes desedtesclusterse amostras prototipos.
Os aminoéacidos estdo indicados pelo codigo de mpd@y de uma letra. Os pontos
simbolizam a identidade de aminoacido com a amgsi#tipo DS-1. Em vermelho se
indicam os sitios antigénicos para a proteina VRB8S. retangulos indicam os sitios

antigénicos em que foram encontradas substitud&esninoacidos nas amostras brasileiras.
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Figura 25. Analise filogenética baseada na sequéncia pai@ia pb) nucleotidica do gene

que codifica a proteina VP4 (VP8*) das amostrasileieas, amostras pertencentes ao
genotipo G2P[4] de diferentes regides do mundo estmas prototipos. Os valores de
Bootstrap(1.000 réplicas) estdo indicados nos nés da arvateres menores que 50% néao

estdo representados. A barra na parte inferioigdeaf € proporcional & distancia genética.
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5.3.3 Anélise do gene que codifica para a proteing6

A analise filogenética baseada na sequéncia nidiemtda regido codificante
completa do gene que codifica para a proteina \6E6apresentada na Figura 26.

As amostras brasileiras agruparam formando dasters denominados d¥1 e X2
na arvore filogenética. No primeiro agruparam jardgmostras isoladas no periodo de 2005 a
2006 e 2008. No segundo, amostras isoladas nadped® 2006 a 2009, incluindo olsisters
Maranh&o e Sudeste.

Na Tabela 8 se apresentam os valores de identidiacleotidica e de aa entre as
amostras brasileiras representantesctlagersobservados na arvore filogenética (Figura 26).

Todas as amostras brasileiras apresentaram maittidede nucleotidica e de aa com
as amostras protétipos NR1 (G2P[4]) e RV161-00 6P (Tabela 9).

A Figura 27 corresponde ao alinhamento das secignle aa completa da proteina
VP6 de amostras brasileiras isoladas neste estegogsentantes dos diferentesisters
observados na arvore filogenética em comparacdo patdtipos de RV-A de origem
humana e animal. As amostras que agruparaciuster X1 apresentaram uma mudanca de
aminoécido na posicdo ¥7'. Entretanto, as que agruparamahaster C2 apresentaram uma

mudanca de aminoé&cido na posicdo“39¢ Figura 27).
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Figura 26. Analise filogenética baseada na seqiiéncia comfldidl pb) nucleotidica da
regido codificante do gene que codifica para aepmat VP6 das amostras brasileiras e
amostras prototipos representantes de diferentegiges humanos e animais. Os valores de
Bootstrap(1.000 réplicas) estdo indicados nos nds da arveatores menores que 50% nao
estdo representados. A classificacdo proposta ptthljhssens e cols. 2008b esta apresentada

em italico. A barra na parte inferior da figurarégmrcional a distancia genética.

72



Tabela 8.ldentidade nucleotidiéa de aminoacidos, baseada na sequiéncia codificamigleta do gene que codifica para a proteinadéPémostras

brasileiras representantes dos diferenkestersobservados.

VP 11257 05MS  11580_05AC 11860 06R) 12220 06R) 12287 06BA 12482 06BA 12589 O6RJ 13039 O6RS 13793 07SE 14919 O8RS 15311 0BRI 15771 08PE 15786 OBES ~ 15807 0BSE 15860 0B8RI 15900 08MG 15958 OBRS ~ 1538508BA 15863 0BMA 16064 09MA 16101 09ES
11257 05MS 1,000 1,000 0974 0,998 1,000 0,974 0998 0974 0974 0973 0,9% 0,974 0,994 0976 0977 0994 0993 0,974 0974 0977
11580_05AC 1,000 1,000 0974 0,998 1,000 0,974 0998 0974 0974 0973 0,9 0,974 0,994 0976 0977 0,994 0993 0,974 0974 091
11860_06R) 1,000 1,000 0974 0,998 1,000 0,974 0998 0974 0974 0973 0,9% 0,974 0,994 0976 0977 0994 0993 0,974 0974 0977
12220 06R) 0994 0994 0994 0973 0,974 0,999 0973 1,000 0999 0998 091 1,000 0973 0988 0987 0972 091 0,997 0,997 0987
12287 06BA 1,000 1,000 1,000 0994 0,998 0972 0% 0973 0972 0971 0,994 0973 0,993 0974 0975 0992 0991 0972 0972 0975
12482 06BA 1,000 1,000 1,000 0994 1,000 0,974 09%8 0974 0974 0973 0,9% 0,974 0,994 0976 0977 0,994 0993 0,974 0974 097
12589_06R) 0994 0994 0994 1,000 0,994 0,994 0972 0999 0998 0997 0970 0,999 0912 0987 0986 0971 0970 0,99 0,996 0,986
13039_06RS 0997 0997 0997 0992 0,997 0,997 0,992 0973 0972 0971 0,9% 0973 0,994 0974 0975 0994 0993 0972 0972 0975
13793_075E 0994 0994 0994 1,000 0,994 0,994 1,000 0992 0999 0998 091 1,000 0973 0988 0987 0972 091 0,997 0,997 0987
14919 08RS 09%4 09%4 0994 1,000 0,994 0,994 1,000 0992 1,000 0997 0970 0,999 0972 0987 0986 0971 0970 0,9% 0,99 0,986
15311 08R) 0994 0994 0994 1,000 0,994 0,994 1,000 0992 1,000 1,000 0,969 0,998 091 0988 0987 0970 0969 0,99 0,995 0987
15771_08PE 1,000 1,000 1,000 0994 1,000 1,000 0,994 0997 09%4 0994 0994 0971 0,993 0973 0974 0992 0991 0,970 0970 0974
15786_08ES 0994 0994 0994 1,000 0,994 0,994 1,000 0992 1,000 1,000 1,000 0,994 0973 0988 0987 0972 091 0,997 0,997 0987
15807_08SE 0997 0997 0997 0992 0,997 0997 0,992 09%4 0992 0992 0992 0,997 0,992 0973 0974 0999 0998 0972 0972 0974
15860_08R) 0997 0997 0997 0997 0,997 0,997 0,997 0994 0997 0997 0997 0,997 0,997 0,994 0999 0972 091 0,987 0,987 0,99
15900_08MG 0997 0997 0997 0997 0,997 0,997 0,997 09%4 0997 0997 0997 0,997 0997 0,994 1,000 0973 0972 0,986 0,986 1,000
15958_08RS 0997 0997 0997 0992 0,997 0,997 0,992 0994 0992 0992 0992 0,997 0,992 1,000 0994 0994 0997 091 091 0973
15385_08BA 0997 0997 0997 0992 0,997 0,997 0,992 09%4 0992 0992 0992 0,997 0,992 1,000 09%4 0994 1,000 0,970 0970 0972
15863_08MA 0994 0994 0994 1,000 0,994 0,994 1,000 0992 1,000 1,000 1,000 0,994 1,000 0,992 0997 0997 0992 0992 1,000 0,986
16064_09MA 09% 09%4 0994 1,000 0,994 0,994 1,000 0992 1,000 1,000 1,000 0,994 1,000 0,992 0997 0997 0992 0992 1,000 0,986
16101_09ES 0997 0997 0997 0997 0,997 0,997 0,997 09%4 0997 0997 0997 0,997 0,997 0,994 1,000 1,000 0994 0,994 0997 0997

& A percentagem de identidade nucleotidica e detda axlicadas acima e debaixo da diagonal, respectinte.
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Tabela 9. Identidade nucleotidica (nt) e de aminoacidos (akeqiéncia completa da proteina VP6 de amostaadieiras, representantes dos

diferentesclusterse amostras protétipos de rotavirus A de origemdnare animal.

VP6 DS-1 NR1 RV161-00 MG6 BRV033 WC3 OVR762 S2

nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa

11257_05MS | 0,869 0,984 0,991 0,994 0,992 0,997 0,920 0,994 0,872 0,964 0,936 0,992 0,927 0,987 0,863 0,982
11580_05AC | 0,869 0,984 0,991 0,994 0,992 0,997 0,920 0,994 0,872 0,964 0,936 0,992 0,927 0,987 0,863 0,982
11860_06RJ 0,869 0,984 0,991 0,994 0,992 0,997 0,920 0,994 0,872 0,964 0,936 0,992 0,927 0,987 0,863 0,982
12220_06RJ 0,878 0,984 0,979 0,994 0,980 0,997 0,917 0,994 0,873 0,964 0,934 0,992 0,932 0,987 0,869 0,982
12287_06BA | 0,867 0,984 0,989 0,994 0,990 0,997 0,918 0,994 0,872 0,964 0,936 0,992 0,926 0,987 0,863 0,982
12482 _06BA | 0,869 0,984 0,991 0,994 0,992 0,997 0,920 0,994 0,872 0,964 0,936 0,992 0,927 0,987 0,863 0,982
12589_06RJ 0,877 0,984 0,979 0,994 0,979 0,997 0,917 0,994 0,872 0,964 0,933 0,992 0,932 0,987 0,868 0,982
13039_06RS | 0,867 0,982 0,989 0,992 0,990 0,994 0,918 0,992 0,871 0,962 0,934 0,989 0,926 0,984 0,861 0,979
13793_07SE | 0,878 0,984 0,979 0,994 0,980 0,997 0,917 0,994 0,873 0,964 0,934 0,992 0,932 0,987 0,869 0,982
14919 _08RS | 0,877 0,984 0,979 0,994 0,979 0,997 0,918 0,994 0,874 0,964 0,935 0,992 0,933 0,987 0,868 0,982
15311_08RJ 0,880 0,984 0,978 0,994 0,979 0,997 0,919 0,994 0,873 0,964 0,936 0,992 0,931 0,987 0,871 0,982
15771_08PE | 0,868 0,984 0,988 0,994 0,989 0,997 0,918 0,994 0,869 0,964 0,932 0,992 0,926 0,987 0,862 0,982
15786_08ES | 0,878 0,984 0,979 0,994 0,980 0,997 0,917 0,994 0,873 0,964 0,934 0,992 0,932 0,987 0,869 0,982
15807_08SE | 0,871 0,987 0,986 0,992 0,987 0,994 0,920 0,992 0,868 0,962 0,932 0,989 0,926 0,984 0,865 0,984
15860_08RJ 0,874 0,987 0,981 0,997 0,982 1,000 0,920 0,997 0,876 0,967 0,939 0,994 0,933 0,989 0,866 0,984
15900_08MG| 0,875 0,987 0,982 0,997 0,983 1,000 0,919 0,997 0,876 0,967 0,938 0,994 0,932 0,989 0,867 0,984
15958_08RS | 0,870 0,987 0,985 0,992 0,986 0,994 0,921 0,992 0,867 0,962 0,932 0,989 0,925 0,984 0,865 0,984
15385_08BA | 0,869 0,987 0,984 0,992 0,985 0,994 0,918 0,992 0,867 0,962 0,931 0,989 0,924 0,984 0,863 0,984
16101_09ES | 0,875 0,987 0,982 0,997 0,983 1,000 0,919 0,997 0,876 0,967 0,938 0,994 0,932 0,989 0,867 0,984
15863_08MA| 0,879 0,984 0,979 0,994 0,979 0,997 0,918 0,994 0,874 0,964 0,935 0,992 0,933 0,987 0,870 0,982

16064_09MA| 0,879 0,984 0,979 0,994 0,979 0,997 0,918 0,994 0,874 0,964 0,935 0,992 0,933 0,987 0,870 0,982

Numeros de acesso: DS_1, EF583028; NR1, AF3096¥26R00, DQ490549; MG6, EF554097; BRV033(bovinof347126; WC3
(bovino), AF411322, OVR762(ovino), EF554152; S20%87.
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Figura 27. Alinhamento das sequéncias completas (397 aajnil@oacidos da proteina VP6
das amostras brasileiras representantes dos déderelnsters e amostras protétipos. Os
aminoacidos estdo indicados pelo codigo de abr@vide uma letra. Os pontos simbolizam a

identidade de aminoacido com o protétipo DS-1.
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5.3.4 Andlise do gene que codifica para a proteilNSP4

A Figura 28 corresponde a andlise filogenética gerada a pdas seqiéncias
nucleotidicas completas da regido codificante dweggue codifica para a proteina NSP4.
Todas as amostras brasileiras caracterizadas essi#o agruparam no mesilasterque as
amostras protoétipos correspondentes ao genogrupo M-

A amostra isolada em 1996 no Rio de Janeiro mosgalistante das demais amostras
circulantes no Brasil (Tabela 10), mostrando umaiomidentidade com a amostra protétipo
KUN, tanto em nivel de nucleotideos quanto de azbdl 11). Nesta amostra foram
encontradas 3 substituicoes de aa localizadas mindo variavel inter-espécie, nas posicoes
136"~M, 139! e 146~° (Figura 29). Esta regido também corresponde & aitigénico
ASII.

As amostras que compodem ctuster Sudeste mostraram maior identidade com a
amostra 10733 (G6P[3]) de origem bovina, isoladdtalaa no ano 2001, apresentando uma
identidade nucleotidica e de aa de aproximadantnte 98,8%, respectivamente (Tabela
11).

As amostra 13158 06ES isolada no Espirito Santanm2006, agrupou com uma
amostra de origem bovina, XJX-07 (G10P[11]) dettaa China em julho de 2007. A
identidade nucleotidica e de aa entre estas ammastraelacdo a XJX-07 foi de 92,8 e 97,7%,
respectivamente (Tabela 11). Esta amostra brasibgiresentou uma mudanca de aa na
posicdo 141X (Figura 29).

A amostra 12842 06ES detectada no Espirito Santd0&® agrupou com a amostra
12287 _06BA que circulou na Bahia no ano 2006. Asiraol2842 06ES apresentou uma
mudanca de aa na posicdo 134 (Figura 29). Esta mudanca na posicdo 154 também fo
observada nas amostras claster Sudeste e na amostra 13158 06ES. A amostra da Bahi
(12287_06BA) mostrou mudancas de aa nas posic6e§ 5853~ e 1747 (Figura 29).

As demais amostras analisadas neste estudo agrupaméo com as amostras do
Maranh&o nalusterN. No alinhamento de aa pode-se observar que as asndstMaranhao
apresentaram uma mudanca de aa no sitio antigdSitth posicao 128°° (Figura 29).

77



52 92 15860 08RJ

12220 06RJ
| 15593 08AL
12549 06RJ

15385 08BA

12589 06RJ

L 15777 08PE
13151 06RJ

L 14303 07MG
13668 07AL
14422 07RS

15311 08RJ [ C
gl 15786 08ES
15811 08S E
14919 08RS
15988 08BA
| 15083 08B A
15840 08RS
15382 08BA

@

15836 08RS
86 |-15953 08RS

15958 08RS  *
16056 09MA
9 1586308MA} Maranhéo
16064 09MA
12482 06BA
[ 15771 08PE
93l 15774 08PE
5,] 11143 05MS B
11860 06RJ E2
| 11257 05MS
L 11580 05AC

%8 —~AF506291)NR1/A

N 12287 06BA e
sl—12842 6ES <—

U59104)S2/A

AB091366)A U102/A
AY787650)TB-Chen/A

99
90
AB008217)A UB4/A
D88829)KUN/A

493 96RJ <—
EF672582)D S-1/A
K03384)UK/A
EF672596)L26/A

o7 [————KO01138)SA11/A

AY 116593)RF/A
EU828786)BovXIX-07

13158 06ES &
L erssarrgmuns

AY293829)Bov10733
15782 08MG

96

15898 08MG

16101 09ES Sudeste

15859 08M G
15900 08M G
16099 09ES

16100 09ES

AF144806)C U-1/C
DQ146705)T152/C E3

D Q288660)CM H222/C
DQ146691)N26-02/C —»E6
pQssa017)cmpossir — 9 EQ
77 [———————AF 144798)A131/B
D88831)0SU/B
AF165219)A34/B
AF093108)Wa-yr/B El
DQ146658)Dhaka25-02/B
55] [~ DQ490543)RV161-00/B

85 L DQ492678)Dhaka16-03

99

U96336)EHP/D
I o =¥

ol y96337)EC/D
AB065287)Ch-1/E — P> E10

78



Figura 28. Andlise filogenética baseada na sequéncia comE&25pb) nucleotidica da
regido codificante do gene que codifica para aefmat NSP4 das amostras brasileiras e
amostras prototipos representantes de diferentegiges humanos e animais. Os valores de
Bootstrap(1.000 réplicas) estédo indicados nos nés da arvateres menores que 50% néao
estdo representado. A classificacdo de acordo caathijhssens e cols. (2008b) esta
apresentada em itélico. A barra na parte infergofiglira € proporcional a distancia genética.
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Tabela 10.ldentidade nucleotidiéa de aa do gene que codifica para a proteina MBtiP&amostras brasileiras de rotavirus A
representantes dos diferentbsstersobservados.

NSP4 493 96RJ  11580_05AC 1143 05MS 12287_06BA 12842 06ES 11860_06RJ 13158_06ES 14422 07RS 15771 08PE 15811 08SE 15988_08BA 15863_08MA 16056_09MA 16064_09MA 15777_08PE 15860_08RJ 15900_08MG 16101 09ES
493_96RJ 0,950 0,954 0,950 0,948 0,954 0,857 0,954 0,946 0,950 0,952 0,954 0,954 0,954 0,950 0,907 0,909 0,909
11580_05AC 0971 0,996 0,954 0,956 0,996 0,861 0,981 0,988 0977 0,979 0,981 0,981 0,981 0977 0,884 0,886 0,886
1143 _05MS 0971 1000 0,954 0,960 1000 0,861 0,984 0,992 0,981 0,982 0,984 0,984 0,984 0,981 0,888 0,890 0,890
12287_06BA 0,960 0,977 0977 0,960 0,954 0,861 0,954 0,950 0,950 0,952 0,954 0,954 0,954 0,950 0,880 0,882 0,882
12842 _06ES 0,965 0,982 0,982 0971 0,960 0,867 0,964 0,952 0,960 0,962 0,964 0,964 0,964 0,964 0,893 0,895 0,895
11860_06RJ 0971 1000 1000 0,977 0,982 0,861 0,984 0,992 0,981 0,982 0,984 0,984 0,984 0,981 0,888 0,890 0,890
1B158_06ES 0,948 0,954 0,954 0,942 0,960 0,954 0,861 0,857 0,857 0,859 0,857 0,857 0,857 0,861 0,895 0,893 0,893
%422 07RS 0971 0,988 0,988 0,977 0,982 0,988 0,954 0,977 0,996 0,998 0,996 0,996 0,996 0,996 0,888 0,890 0,890
15771 08PE 0,960 0,988 0,988 0977 0971 0,988 0,942 0,977 0973 0,975 0977 0977 0977 0973 0,884 0,882 0,882
15811 08SE 0,965 0,982 0,982 0971 0977 0,982 0,948 0,994 0971 0,998 0,992 0,992 0,992 0,992 0,884 0,886 0,886
15988_08BA 0,965 0,982 0,982 0971 0977 0,982 0,948 0,994 0971 1000 0,994 0,994 0,994 0,994 0,886 0,888 0,888
15863_08MA 0,965 0,982 0,982 0971 0977 0,982 0,948 0,994 0971 0,988 0,988 1000 1000 0,992 0,888 0,890 0,890
16056_09M A 0,965 0,982 0,982 0971 0,977 0,982 0,948 0,994 0971 0,988 0,988 1000 1000 0,992 0,888 0,890 0,890
16064_09M A 0,965 0,982 0,982 0971 0,977 0,982 0,948 0,994 0971 0,988 0,988 1000 1000 0,992 0,888 0,890 0,890
15777_08PE 0,960 0,977 0,977 0,965 0,982 0,977 0,954 0,988 0,965 0,982 0,982 0,982 0,982 0,982 0,888 0,890 0,890
15860_08RJ 0,965 0,977 0,977 0,965 0,982 0,977 0,971 0,977 0,965 0,971 0,971 0971 0,971 0971 0977 0,998 0,998
15900_08M G 0,965 0,977 0,977 0,965 0,982 0,977 0,971 0,977 0,965 0,971 0,971 0971 0,971 0971 0977 1000 1000
16101 09ES 0,965 0,977 0,977 0,965 0,982 0,977 0,971 0,977 0,965 0,971 0,971 0971 0,971 0971 0977 1000 1000

4A percentagem de identidade nucleotidica e detaa @wlicadas acima e debaixo da diagonal, resjpectinte.
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Tabela 11.Identidade nucleotidica (nt) e de aminoacidos &me a sequéncia codificante
completa do gene que codifica para a proteina NfPdmostras brasileiras representantes
dos diferenteslusterse amostras protétipos de rotavirus A humano eanim

DS-1/A TB-Chen/A NR1/A KUN/A S2/A Bov10733 BovXJX-07

NSP4
nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa

493 _96RJ 0,954 0,960 | 0,948 0,965 | 0,958 0,971 | 0,964 0,977 | 0,948 0,971 | 0,901 0,960 | 0,867 0,937
11580_05AC 0,943 0,965 | 0,956 0,971 | 0,965 0,988 | 0,946 0,982 | 0,960 0,977 | 0,882 0,971 | 0,865 0,942
11143_05MmMs | 0,943 0,965 | 0,956 0,971 | 0,969 0,988 | 0,950 0,982 | 0,960 0,977 | 0,886 0,971 | 0,869 0,942
12287_06BA | 0,931 0,954 | 0,950 0,965 | 0,969 0,977 | 0,941 0,971 | 0,948 0,965 | 0,886 0,960 | 0,859 0,931
12842 _06ES 0,941 0,960 | 0,954 0,965 | 0,979 0,982 | 0,945 0,977 | 0,958 0,971 | 0,893 0,977 | 0,871 0,948
11860_06RJ 0,943 0965 | 0,956 0,971 | 0,969 0,988 | 0,950 0,982 | 0,960 0,977 | 0,886 0,971 | 0,869 0,942
13158_06ES 0,857 0,954 | 0,840 0,937 | 0,861 0,954 | 0,852 0,948 | 0,848 0,942 | 0,899 0,965 | 0,928 0,977
14422_07RS 0,943 0,965 | 0,960 0,971 | 0,973 0,988 | 0,950 0,982 | 0,964 0,977 | 0,886 0,971 | 0,869 0,942
15771_08PE 0,935 0,960 | 0,948 0,960 | 0,965 0,977 | 0,943 0,971 | 0,952 0,965 | 0,882 0,960 | 0,865 0,931
15811_08SE 0,939 0,960 | 0,960 0,977 | 0,973 0,994 | 0,950 0,988 | 0,964 0,982 | 0,882 0,965 | 0,869 0,937
15988 _08BA | 0,941 0,960 | 0,962 0,977 | 0,975 0,994 | 0,952 0,988 | 0,965 0,982 | 0,884 0,965 | 0,867 0,937
15863_08MA | 0,943 0,960 | 0,960 0,965 | 0,973 0,982 | 0,950 0,977 | 0,964 0,971 | 0,886 0,965 | 0,869 0,937
16056_09MA | 0,943 0,960 | 0,960 0,965 | 0,973 0,982 | 0,950 0,977 | 0,964 0,971 | 0,886 0,965 | 0,869 0,937
16064_09MA | 0,943 0,960 | 0,960 0,965 | 0,973 0,982 | 0,950 0,977 | 0,964 0,971 | 0,886 0,965 | 0,869 0,937
15777_08PE 0,939 0,954 | 0,956 0,960 | 0,969 0,977 | 0,946 0,971 | 0,960 0,965 | 0,886 0,971 | 0,869 0,942
15860_08R)J 0,903 0,971 | 0,875 0,960 | 0,892 0,977 | 0,905 0,971 | 0,882 0,965 [ 0,952 0,988 | 0,899 0,960
15900_08mG | 0,905 0,971 | 0,876 0,960 | 0,890 0,977 | 0,907 0,971 | 0,884 0,965 | 0,950 0,988 | 0,897 0,960
16101_09ES 0,905 0971 | 0,876 0,960 | 0,890 0,977 | 0,907 0,971 | 0,884 0,965 [ 0,950 0,988 | 0,897 0,960

NUumeros de acesso: DS 1, EF672582; TB_Chen, AYTB768r1, AF506291; KUN,
D88829; S2, U59104; 10733(bovino), AY293829; XJIXHiwino), EU828786).
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Figura 29. Alinhamento das sequUéncias completas (175 asgnuaoacidos da proteina
NSP4 de amostras brasileiras representantes flwerdesclusterse protétipos genogrupo
A-KUN de origem humana e animal. Os aminoacidosicesnhdicados pelo cédigo de
abreviacdo de uma letra. Os pontos simbolizam rtidkede de aminoacido com a amostra
protétipo DS-1. Em vermelho estéo indicados o®siéintigénicos da proteina. O retangulo

indica o dominio variavel inter-espécie (aa 133134)1
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5.4 Mecanismos de diversidade genética

Através da analise dos alinhamentos baseados mpEms#as nucleotidicas foi
observado a ocorréncia de mutacées pontuais, sma8nie ndo sindnimas (dados néo
mostrados).

Foram observados eventos m&assortmentanto entre amostras de origem humana,

guanto entre amostras de origem humana e amost@syém bovina (Tabelas 12 e 13).

Tabela 12. Perfil dos genes que codificam para as proteirf@g, WP4, VP6 e NSP4 de

amostras brasileiras analisadas neste estudo@rquiaram no periodo de 1996 a 2006.

NUMERO DE AMSOTRA ANO ESTADO vP7 VP4 VPG NSP4
493_96RJ 1996 RJ
680_96ES 1996 ES X
685_96ES 1996 ES X
957_97RJ 1997 RJ x X
5323 02RJ 2002 RJ X X
5619_02RJ 2002 RJ X x
11143_05MS 2005 MS M
11257_05MS 2005 MS
11531_05AC 2005 ac [ X |
11580_05AC 2005 AC
11581_05AC 2005 AC X X M
11782_05RJ 2005 RJ X X
11830_06AC 2006 AC X X _
11837_06AC 2006 AC [ ] X
11860_06RJ 2006 RJ
12220_06RJ 2006 RJ -
12224_06RJ 2006 RJ X M
12287_06BA 2006 BA
12301_06BA 2006 BA X X
12343 06RJ 2006 RJ [ x ﬁ
12389_06RJ 2006 RJ M
12482_06BA 2006 BA
12522_06BA 2006 BA X M
12540_06RJ 2006 RJ x M
12549_06R) 2006 rR1 ]
12585_06ES 2006 ES X X
12589_06RJ 2006 RJ [ ] ﬁ
12647_06RJ 2006 RJ X X
12684_06RJ 2006 RJ X X X
12774_06R) 2006 GV X ]
12775_06RJ 2006 RJ X X M
12777_06BA 2006 BA X X X
12840_06ES 2006 ES X
12842_06ES 2006 ES X
12916_06BA 2006 BA X X M
13039_06RS 2006 RS X
13079_06RJ 2006 RJ X X X
13081_06RJ 2006 RJ X X X
13158_06ES 2006 ES

Diferentes cores indicam origem do gene. As coeemglha, amarela, verde,
azul e marrom indicam genes de origem humana,oe Box0 gene de origem

bovina.
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Tabela 13. Perfil dos genes que codificam para as proteir@g, WP4, VP6 e NSP4 de
amostras brasileiras analisadas neste estudo@rquiaram no periodo de 2007 a 2009.

NUMERO DE AMSOTRA ANO ESTADO VP7 VP4 VP6 NSP4
13438 07RJ 2007 RJ
13514_07ES 2007 ES
13663 07AL 2007 AL
13668_07AL 2007 AL
13780_07RJ 2007 RJ
13788_07SE 2007 SE
13793 07SE 2007 SE
13891_07RJ 2007 RJ
14157_07ES 2007 RS
14255_07RJ 2007 RJ
14263 O7RS 2007 RS
14303_07MG 2007 MG
14322_07TMG 2007 MG
14344 _07RS 2007 RS
14397_07TMA 2007 MA
14422 _07RS 2007 RS
14426 _07ES 2007 ES
14919_08RS 2008 RS
15311 _08RJ 2008 RJ
15382_08BA 2008 BA
15385_08BA 2008 BA
15593_08AL 2008 AL
15771_08PE 2008 PE
15774_08PE 2008 PE
15777_08PE 2008 PE
15782_08MG 2008 MG
15786_08ES 2008 ES
15811_08SE 2008 SE
15830_08RS 2008 RS
15836_08RS 2008 RS
15840_08RS 2008 RS
15859_08MG 2008 MG
15860_08RJ 2008 RJ
15863_08MA 2008 MA
15894 _08ES 2008 ES
15898_08MG 2008 MG
15900_08MG 2008 MG
15953_08RS 2008 RS
15958 08RS 2008 RS
15983_08BA 2008 BA
15988 08BA 2008 BA
15990_08BA 2008 BA
16054_09MA 2009 MA
16056_09MA 2009 MA
16064_09MA 2009 MA
16099_09ES 2009 ES
16100_09ES 2009 ES
16101 _09ES 2009 ES

Diferentes cores indicam origem do gene. As comegrela, azul, cinza, verde

e laranja indicam genes de origem humana.
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6. DISCUSSAO

A variabilidade genbmica que os RV-A apresentam é&esultado do efeito
acumulativo de quatro mecanismos diferentes: matapontuais, rearranjos, recombinacao e
reassortmentA estes mecanismos se soma o fato de estesinvi@gtarem uma variedade de
hospedeiros, mamiferos e aves, aumentando a &arigendmica existente através de
transmissdo entre-espécies. Neste estudo foi gbssildenciar mecanismos como mutagao
pontual ereassortmentcontecendo, este ultimo, tanto entre amostrasahasnquanto entre

amostras humanas e de origem bovina.

6.1 Andlise do gene que codifica para a proteina VP

As analises filogenéticas obtidas a partir da secjeiénucleotidica do gene que
codifica para a proteina VP7 revelaram uma relatgioporal das variantes génicas
encontradas para o genétipo G2P[4] no Brasil esdranos de 1996 e 2009, mostrando que
diferentes variantes de RV-A circularam no Brasste periodo. Sugere-se que este genoétipo
tenha sido introduzido no Brasil em varias opodades.

No periodo 1996 a 2002 circulou uma variante de 4B mostrou uma relacéo
filogenética distante de outras amostras brasileifecou demonstrado que estas amostras
mostraram maior identidade nucleotidica com amgsjue circularam no mesmo periodo na
Austrélia, China, Africa, Taiwan e Italia (Piec &lBmbo, 1998; Za@t al 1999; Page &
Steele, 2004; Ahmeet al 2005; Aristaet al 2005) (dados ndo mostrados) (Figura 22).

No periodo de 2005 a 2006 co-circularam no Brafelehtes variantes de VP7. Uma
variante circulou nos estados de Acre, Bahia, Matosso do Sul, Minas Gerais, Rio de
Janeiro e Rio Grande do Sul (Figura @0ster B). Esta variante apresentou maior identidade
de nucleotideos com amostras isoladas no Japadréissa em anos anteriores (dados nao
publicados), sugerindo a introducdo desta variatmgvés destes paises. No Acre, co-circulou
outra variante durante 2005 e 2006 (Figura dQster AC), que mostrou uma relagcéo
genética muito proxima com amostras isoladas emtéaiéu, Uruguai, em 1997 (Beras
al. 2003) (Figura 22). Os dados obtidos sugerem gteevariante so circulou no estado do
Acre. Porém, deve se ressaltar que a colecdo dest@m®odo LVCA, ndo contemplava
amostras da regido Norte do Brasil. Outra variaiete/P7 circulou no Espirito Santo em
2006 (Figura 20, amostra 12842 06ES) e mostrou rmidentidade nucleotidica com

amostras detectadas na india em 2005 e na Russi20@ (Samajdaet al 2008). Foi
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observado que uma variante que comecou a circuwlaBrasil em 2006 nos estados do
Espirito Santo e Rio de Janeiro, disseminando-keBrasil, atingindo um nimero maior de
estados: Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, P&vnao, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul

e Sergipe, mantendo-se em circulacdo no Brasi atéo 2008 (Figura 2@Juster C). Estes
dados indicam que teria ocorrido uma selecao pasitesta variante quando foi introduzida
no Brasil, passando a ser a de maior prevaléncantiuios anos 2006 a 2008. A selecao desta
variante pode estar relacionada a muitos fatoré® @s quais: antigenicidadétnessda
progénie viral, infecciosidade e viruléncia, eterd® necessarios outros estudos para poder se
determinar o motivo desta selecéao.

No ano 2008 duas novas variantes de VP7 comecacituéar em diferentes regidoes
do Brasil e se mantiveram até 2009 (Figurack@stersMaranhdo e Sudest¢. Uma destas
variantes manteve sua circulacdo restrita ao estimldMlaranhdo apresentando maior
identidade nucleotidica com a variante genética areallou no Brasil no periodo 2006 a
2008. Este resultado sugere que a variante deteatatlaranhéo teria evoluido a partir desta
variante (2006 - 2008). Em conjunto, estas duasamas mostraram maior identidade
nucleotidica com amostras que circularam em Baeglado periodo 2004 a 2006 (Peuél
2008). Por outro lado, no Sudeste do Brasil ocoareinculacdo de outra variante nos estados
do Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janei®d0§2 2009). Esta variante apresentou uma
relacdo filogenética proxima com amostras que l@ram na RUssia em anos anteriores
(dados néo publicados) (Figura 22).

Os dados obtidos para esta proteina revelaram raéoc@ de mudancas de aa em
varias posicdes da proteina (Figura 21). Destasimas ocorreram nos sitios antigénicos
denominados de A, C e F. Estudos deverédo ser adabzpara avaliar a importancia destas
mudancas de aa em nivel biolégico. A mudanca debaarvada na posicdo 8', foi
associada anteriormente a um surto de G2P[4] dooem Taiwan em 1993 (Za&ob al. 1999).
Porém, neste estudo foi observado que em todasnastras brasileiras e na maioria das
amostras genotipo G2P[4] depositadasGemBank esta substituicdo € observada, sugerindo
que esta mudanca teria sido selecionada no deawrégmpo, mantendo-se nas diferentes

variantes de G2P[4]. Isto sugere que a mesma mddaegssociada a ocorréncia de surtos.
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6.2 Andlise do gene que codifica para a proteina P

Os dados obtidos para o gene que codifica parataipa VP4 revelaram a circulacéo
no Brasil de pelo menos cinco variantes para este o periodo de 1996 a 2009. Como
discutido para o gene VP7, uma variante circuloupedodo de 1996 a 2002 (Figura 23,
cluster A), demonstrando maior identidade com amostrasdaselaa Italia no periodo de
1996 e 1997 (Aristet al 2005). As variantes ES (12840 _06ES e 12842 068#&ynhao e
Sudeste também foram observadas para este genea(F2§, clusters ES, Maranhéo e
Sudest@. Foi demonstrado que a variante ES apresentoor noentidade com amostras que
circularam na India em 2005 e na Russia em 2008¢gzeet al 2008) (Figura 25). A
variante Sudeste apresentou maior identidade coostess da Russia isoladas no periodo
2004 a 200§dados né&o publicados) e, em ambos os casos femomstrada uma relagao
com os dados obtidos para o gene da VP7.

As andlises filogenéticas deste gene revelarandgag das variantes observadas para
o gene da VP7 (Figura 26lustersB e C), compartilharam a mesma variante de VP4(P[4])
(Figura 23,cluster P), sugerindo a ocorréncia de um eventaessortmenentre amostras
gendtipo G2P[4] de RV-A humanas. O fato de estaante ter se associado a uma das
variantes de P[4] que ja circulava em varios estattoBrasil, talvez esteja relacionado com
um mecanismo de adaptacdo a populacdo brasilesta. \iariante de VP4 mostrou maior
identidade nucleotidica com amostras que circulanamCoréia do Sul em 2000 e 2001,
Paraguai em 2005 e RuUssia em 2004 e 2005 @fiml 2004; Espinolaet al 2008),
mostrando a circulacdo desta variante em outreepabiferentes estudos tém demonstrado
uma tendéncia dentro do genogrupo Disd (G2P[4], G6, G8) em manter o perfil de genes
DS-1like e adquirir a VP4 de uma variante que esteja preafie circulando (Matthijnssens
et al. 2006; Montenegret al 2007). Foi observado para amostras lka{G1P[8], G3, G4,
G5, G9, G12) tem se observado que a tendénciag@isi@io da VP7 de uma amostra que
esteja circulando, mantendo o gene VP4 e os degeaiss Wdike (Freemaret al 2009).
Neste estudo, foi possivel observar que em amd3®aklike, pode ocorrer tanto a aquisi¢ao
do gene VP4 quanto do gene VP7. Duas amostrasdasolam Pernambuco em 2008
(15771_08PE e 15774 08PE) mostraram ter os gends VIP6 (15771 08PE) e NSP4
pertencentes a variante genética que circulou miogme 2005 e 2006 (Figuras 23; 26, 28,
cluster B); e o gene VP7 pertencente a variante que circnyperiodo de 2006 a 2008
(Figura 20,cluster C). Estes dados sugerem que esta variante queatireumh 2008 em

Pernambuco originou-se de um eventorelssortmenentre amostras humanas, onde uma
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variante adquiriu a VP7 de outra amostra que @x@ulanteriormente, porém mantendo os
genes VP4, VP6 e NSP4 originais.

O alinhamento de aa revelou substituicdes destedlifamentes regides da proteina
VP4 (Figura 24). Trés destas ocorreram nos sitigi@nicos. Porém, como descrito para
VP7, serdo necessarios estudos para demonstrgyoatémcia bioldgica destas mudancas de

aa na proteina VP4.

6.3 Andlise do gene que codifica para a proteina 6P

Nas analises do gene que codifica para esta paot&ia foram incluidas amostras
isoladas em diferentes regides do mundo, deviddiaponibilidade destas r@enBank

Na arvore filogenética correspondente a este geneariantes Maranhdo e Sudeste
agruparam junto com amostras pertencenteduster C quando o gene da VP7 foi analisado
(Figura 26,cluster X2). Foi demonstrado que as amostras nelst&er apresentaram maior
valor de identidade nucleotidica com uma amostrBatgyladesh de 2005 (Paailal 2008)
(dados ndo mostrados).

Entretanto, as amostras que formaramclaster denominado “B” na arvore
filogenética de VP7, mostraram uma relacdo gengtiGaima com amostras que circularam
em 2008 nos estados da Bahia, Rio Grande do Salg@p8, quando analisado o gene que
codifica para a proteina VP6 (Figura 2@yster X1). Estes dados sugerem que ocorreu um
evento deeassortmenbnde estas amostras que circularam em 2008 adguitanto o gene
que codifica para a proteina VP4, quanto o genecqdiica para a proteina VP6 da variante
de RV-A genotipo G2P[4] que circulou no periodo 2@02006 no Brasil. As amostras no
cluster X1 apresentaram maior identidade com amostraadaslna Tailandia em 2001 e na
india em anos anteriores (Thongprachetral 2009) (dados ndo mostrados).

Como observado para VP7, amostras detectadas eoeAtr2005 e 2006, e a amostra
12840 06ES do Espirito Santo (2006), agruparanaradpmente das demais amostras
brasileiras, porém como nao foi possivel seqlermmbos os genes, VP4 e VP7, estas
amostras nao foram incluidas nas andlises filoge®étPara as amostras do Acre a analise
por blast revelou uma identidade nucleotidica maior com arassisoladas nos Estados
Unidos no periodo 1996 a 2002 (Keeinal 2007).
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6.4 Andlise do gene que codifica para a proteina IR8

A analise do gene que codifica para a proteina N&Monstrou que a amostra
493 96RJ agrupou-se distante das demais amostsidelvas (Figura 28) como observado
anteriormente e proximo aos protétipos, e constagogue apresentava maior identidade com
uma amostra que circulou no Brasil em 1999 e umastin da India isolada em 2002
(Mascarenhast al. 2007).

Duas amostras detectadas no Espirito Santo em 22880_06ES e 12842 06ES)
mostraram uma relacdo genética proxima com duastemsoque circularam na Bahia no
mesmo ano (12287 _06BA e 12916 _06BA), distante dasats amostras brasileiras (Figura
28). (As amostras 12840 _06ES e 12916 _06BA nao faralmidas na arvore pelo fato de nao
terem sido obtidas as sequéncias dos genes VP4 NRmostra 12287 06BA agrupou no
clusterB, correspondente a variante que circulou no Brasperiodo de 2005 a 2006 para 0s
genes VP7, VP4 e VP6 (Figuras 20; 23; d@ster B), indicando a ocorréncia de um evento
dereassortmenéntre amostras genotipo G2P[4] humanas.

As amostras do Maranhdo apresentaram uma subdtitde aa na posicdo 129,
dentro do dominio de enterotoxina (aa 114 — 13%),spmente foi associada a estas amostras.
A relevancia desta substituicdo devera ser deteain

Na analise filogenética baseada na regido codtBcammpleta (nt) do gene, a variante
Sudeste agrupou com uma amostra de origem bovigar@—28), 10733 (G6P[3]), detectada
na Italia em 2001 (Martellat al 2003). Por outro lado, quando realizada a anphseial da
regido codificante, as amostras em estudo mostranaarelacdo genética proxima com uma
amostra da Hungria (G6P[14]) isolada em 2003 (Bamaal 2009), mostrando uma
identidade nucleotidica de 98,7%. Sugere-se, portgne o gene que codifica para a proteina
NSP4 das amostras otuster Sudeste foi incorporado através de um event@assortment
ocorrido entre amostras humanas. Entretanto, c@a bas resultados deste estudo, pode-se
sugerir que unreassortmentbovino-humano teria ocorrido anteriormente. Estaalises
mostram inequivocadamente que a qualidade e o witeenucleotideos, entre outros fatores,
sdo fundamentais nas analises com base nos dgoositddos ndsenBank As amostras no
cluster Sudeste apresentaram uma mudanca de aa dentrondioi@ de enterotoxina na
posicdo 13%~Y, (Figura 29) substituicdo esta compartilhada commmstra da Hungria.
Dentro dos protétipos descritos até o momento, Rgiatituicio somente havia sido descrita
em amostras de origem murino (Hosteal 1997).

Amostras isoladas no Espirito Santo e no Rio deidamem 2006 agruparam junto

com a amostra bovina XJX-07 (G10P[11]) isolada ran& no ano 2007 (Figura 28)
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(Mulherin et al. 2008), evidenciando a ocorrénciardassortmenentre amostras humanas e
bovinas.

O alinhamento de aa desta proteina revelou a owdarée susbtituicdes de aa nos trés
sitios antigénicos descritos para a NSP4 (Borgfaal 2003), e na regido variavel inter-
espécie (aa 135 — 141) (Mohan & Atreya. 2000) (Fgt9). Algumas destas substituicdes se
localizaram no dominio citoplasmatico da proteimade se encontram os sitios de unido a
VP4 e VP6.

Estes dados mostram a importancia de se monit@ageootipos de RV-A que
circulam tanto nas populacfes humanas, quantomosis. Principalmente aqueles animais
com 0s quais 0s humanos tem um contato mais proximo

Os dados obtidos neste estudo mostram o grau @biidade genética existente nos
RV-A gendtipo G2P[4]. Os RV-A, como a imensa maiatds virus RNA, apresentam uma
taxa de variacdo genética elevada, o que podeemasa predizer que, no decorrer do tempo,
cada vez mais as amostras vao se distanciar doSegaelstabelecidos. Uma vez que o novo
sistema de classificagcao proposto por Matthinjsgensls. (2008b) baseia-se nos diferentes
protétipos, espera-se novos gendtipos e/ou nomadens e sub-linhagens sejam descritos
com maior frequéncia. Esta analise deverd ser didiera todos os genes que foram
analisados neste trabalho. Porém, em alguns castesse observar que uma variante que
circulou em anos anteriores retorne a circulardaindo sao evidentes os motivos que levam
a ocorréncia destes eventos, sugere-se que: anpanecanismo de convergéncia evolutiva,
diferentes virus podem estar encontrando a mesinaasobiolégica para um determinado
problema em diferentes momentos; b) ap0s algumaacies o virus poderia reverter a
mesma sequéncia de seu ancestral, pois a mai@iandtacdes sdo silenciosas e por um
mecanismo de deriva génica esses nucleotideos magtaralterar a seqiéncia da proteina; c)
o virus de alguma forma poderia se manter no an&iende ndo sofreria replicacdes e apds
um longo periodo de inatividade conseguisse infectanovo hospedeiro, voltando a circular
na populagcdo. Ja foi observado que os RV-A congsege manter no ambiente, onde séo
estaveis por 60 dias (Sattdral 1986).

Como observado em diferentes estudos, este trabadbstrou a segregacao
independente dos genes que codificam para as mast®P7, VP4, VP6 e NSP4. Os dados
obtidos revelaram que a variabilidade do genétippP[@] no Brasil esta altamente
influenciada pela ocorréncia de mutacdes pontuaisassortmenttanto entre amostras
humanas quanto entre amostras humanas e amoswaashdComo pode ser observado nas
arvores de VP4 e VP7, as amostras que circularaBrasil no periodo de 1996 a 2009 nao
formaram um grupo monofilético, e sim se agrupaem separado, mostrando relacdes
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filogenéticas proximas com amostras que circulaeamdiferentes regides do mundo e que
foram detectadas em diferentes anos. Este paddiriético indica o fluxo de variantes
virais que ocorre em nivel global, mostrando aaglatre saida de variantes de RV-A genotipo
G2P[4] no Brasil. No caso do genodtipo G2P[4] anestiva destas “introducdes” ou
“exportacOes” estaria melhor evidenciada pelo estua VP7, devido a tendéncia de DS-1
like de trocar a VPA4.

Sabe-se que VP4 e VP7 séo as proteinas de superfitvos para o desenvolvimento
de diferentes vacinas para RV-A. Os dados destd@sevelaram que em comparacdo com a
proteina VP7, a proteina VP4 apresenta menor rigenética entre os RV-A gendtipo
G2PJ[4] que circulam no Brasil e no mundo. Destanfgrsugere-se que a VP4 represente um
importante alvo para as vacinas contra RV-A quéuam este gendtipo. Porém, deve-se
destacar que tanto a vacina Rotar{&1P[8]), quanto a vacina RotaTe(pentavalente G1-
G4, PI[8]), que constituem as vacinas que se eramonamplamente distribuidas no mundo,
ndo apresentam na sua férmula a proteina VP4 gerndf#], apresentando apenas o genotipo
P[8]. Contudo, foi demonstrado em estudos de FHsguke estas vacinas apresentam
imunizacao heterotipica contra o gendtipo G2P[4k@gomi & Nakagomi, 2009; Pheh al
2009). O aumento na prevaléncia do gendtipo G2rjddrtado em diversos continentes a
partir do ano 2005, tanto em paises onde a vacitari® e Rotatefj j4 estdo sendo
administradas, quanto em paises onde nenhuma MVacidestribuida, sugere a importancia
de se adicionar nas novas vacinas a serem desgtasotvgenotipo P[4].

Ainda ndo é possivel afirmar se o aumento na paca deste gendtipo esta
relacionado & introduc&o da vacina Rofaria Brasil, resultando na diminuigdo da ocorréncia
dos demais gendtipos.

Recentemente, tem sido observado um aumento necéetde outros gendtipos, além
de G2PJ[4] no nosso laboratério, e uma diminui¢c&iedem algumas regides do Brasil (dados
nao mostrados).

Portanto, é de grande importancia que os estudosigiéncia epidemiolégica
continuem a ser realizados para se determinavafetinte a prevaléncia deste gendtipo no
pais.
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7. CONCLUSOES

Mediante a andlise filogenética dos genes queicadifpara as proteinas VP7, VP4,
VP6 e NSP4 as amostras analisadas foram classificdehtro dos genétipo G2, P[4], | 2, E

2, respectivamente.

As andlises filogenéticas baseadas nos genes glifcam para as proteinas VP7 e
VP4, permitiram inferir a ocorréncia de multiplagroducdes do gendtipo G2P[4] no Brasil.

Foi demonstrada a circulacdo de diferentes vasadée RV-A gendtipo G2P[4] no
periodo de 1996 a 2009 no Brasil. Uma variantaulitcno periodo de 1996 a 2002, e entre
2005 e 2006 duas variantes circularam, uma deksaamo estado de Acre.

Em 2006, uma nova variante foi detectada e se digpgor varios estados do Brasil,

substituindo as variantes anteriores.

Em 2008 duas novas variantes foram identificadaBmasil, uma que circulou no

estado de Maranh&o e a outra na regido sudestslo p

As andlises filogenéticas permitiram identificarafiantes do gene que codifica para a
proteina VP7, 5 variantes do gene que codificactepra VP4, 7 variantes do gene que
codifica a proteina VP6, e 8 variantes do genecgaéica a proteina NSP4, demonstrando a

segregacao independente dos genes de RV-A anaisado

Dos mecanismos de geracdo de diversidade em RWiApdssivel evidenciar a
ocorréncia de: a) mutacbes pontuais nos quatrosganalisados; bjeassortmententre
amostras humanas para 0s quatro genes analisadeassortmenentre amostras humanas e

amostras bovinas para o gene que codifica pareteipa NSP4.

92



8. PERSPECTIVAS

Considerando os resultados obtidos neste estutkaedo contribuir para os avancos

nos estudos do gendtipo G2P[4] de RV-A, constituafjetivos futuros:

Sequenciar e realizar analise filogenéticas destodayenes de RV-A das amostras

genotipo G2P[4] analisadas neste estudo.

Ampliar o estudo para analisar amostras de RV-Adtiem G2P[4] de outras

regides do Brasil, principalmente a regido Norte.
Analisar amostras de RV-A gendétipo G2P[4] de paiseshos, para um maior
conhecimento da epidemiologia deste gendtipo emo®uiaises de América do

Sul.

Realizar estudos de coalescéncia baseados nos geeesodificam para as
proteinas VP7 e VP4,
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