Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacéo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Pés-Graduacdo em Biologia Parasitaria

YASMIN NASCIMENTO FARIAS

ANALISE FILOGENETICA DOS GENES QUE CODIFICAM PARA PROTEINAS
ESTRUTURAIS E NAO ESTRUTURAIS DE ROTAVIRUS A DETECTADOS NA REGIAO
NORTE DO BRASIL, ANTES E APOS A INTRODUGAO DA VACINA ROTARIX®

Dissertacdo apresentada ao Instituto Oswaldo
Cruz como parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias

Orientador:

Dr. José Paulo Gagliardi Leite

RIO DE JANEIRO

2013



Ficha catalografica elaborada pela
Biblioteca de Ciéncias Biomédicas/ ICICT / FIOCRURJ

F224  Farias, Yasmin Nascimento
Andlise filogenética dos genes que codificam para proteinas

estruturais e ndo estruturais de rotavirus a detectados na regido norte do
Brasil, antes e ap6s a introducéo da vacina Rotarix®. / Yasmin

Nascimento Farias. — Rio de Janeiro, 2013.
xix, 108 f. :il. ; 30 cm.
Dissertacdo (Mestrado) — Instituto Oswaldo Cruz, P6s-Graduagéo em
Biologia Parasitaria, 2013.
Bibliografia: f. 91-107

1. Rotavirus. 2. Caracterizacéo. 3. Regido Norte. 4. Rotarix. I. Titulo.

CDD 616.33




Ministério de Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

P6s-Graduacdo em Biologia Parasitaria

AUTORA: Yasmin Nascimento Farias

ANALISE FILOCEENETICA DOS GENES QUE CODIFICAM PARA PROTEINAS _
ESTRUTURAIS E NAO ESTRUTURAIS DE ROTAVIRUS A DETECTADOS NA REGIAO
NORTE DO BRASIL, ANTES E APOS A INTRODUGCAO DA VACINA ROTARIX®

ORIENTADOR:

Dr. José Paulo Gagliardi Leite

Aprovada em: 04/03/2013

EXAMINADORES: Dr. Caroline Cordeiro Soares (FIOCRUZ) - Presidente
Dra. Marcelo Alves Pinto (FIOCRUZ)
Dra. Joana D’Arc Pereira Mascarenhas (IEC)
Dra. Vanessa Salete de Paula (FIOCRUZ)

Dra. Debora Regina Lopes dos Santos (FIOCRUZ)

Rio de Janeiro, 04 de mar¢o de 2013



Este trabalho foi realizado no Laboratério de
Virologia Comparada e Ambiental do Instituto
Oswaldo Cruz / FIOCRUZ sob orientagdo do Dr.

José Paulo Gagliardi Leite.



“E impossivel progredir sem
mudancgas, e aqueles que néao
conseguem mudar suas mentes
n&o podem mudar nada.”

(George Bernard Shaw)



Dedico este trabalho aos meus pais,
irméao e avos, pelo amor e apoio
incondicionais nesta etapa e em todos 0s

momentos de minha vida.



AGRADECIMENTOS

A vida nos oferece escolhas em muitos momentos e gracas a Deus, mesmo optando
fazer o Mestrado longe de familiares e amigos, pude concluir este trabalho e devo isso a

muitas pessoas:

Aos meus pais, pelo apoio nesta nova etapa da minha vida tdo importante. A
distancia doeu muitas vezes, mas sempre superei com a ajuda de vocés (e da inovacado
tecnolégica). Mae, nem as palavras mais bonitas do mundo conseguiriam expressar 0 meu

amor e gratidao por vocé!

Ao meu irmao, Igor Farias, que sempre se preocupou comigo e me incentiva a trilhar

ainda mais esse caminho.

Aos meus avos, que formam a minha base, meus maiores exemplos e a torcida mais
incentivadora. Minha gratiddo sera eterna! Muito obrigada por fazerem parte da
concretizagcao de tantos sonhos!

Ao Diego, pelo amor, paciéncia, carinho, cuidado e companheirismo em todas as
fases dessa jornada. Vocé me ajudou a tornar tudo mais leve. Obrigada por me arrancar
sorrisos mesmo naqueles momentos tensos, estressantes ou tristes. E muito bom saber o

guanto posso contar com VOcé.

Ao meu orientador, Dr. José Paulo Gagliardi Leite, por ter aceitado me orientar e
confiar no meu trabalho; por sempre estar a disposicao quando precisei e juntos buscarmos
solucdes para alguns dos obstaculos que surgiram no caminho. E também por se preocupar

com todos que Ihe rodeiam, inclusive eu.

A Dra. Joana D’Arc Mascarenhas e Dra. Luana Soares, pesquisadoras do IEC e
fundamentais para a realizacao deste trabalho. Obrigada por contar com vocés em todos 0s

momentos que foram necessarios.

A toda equipe e colegas do LVCA! Por terem me recebido e guiado tdo bem no inicio
no Laborat6rio. Pela convivéncia, companhia, conversas e ajuda, ndo tenho o que reclamar
do suporte que recebi. N&o citarei nomes para ndo esquecer ninguém...absolutamente,
TODOS foram importantes para a realizacdo deste trabalho, desde aquela pessoa que eu
me comunicava pouco, mas sei que sem sua cooperacao o laboratério ndo funcionaria...até

aguelas que a amizade extrapola o ambiente de trabalho.

A todos os amigos que fiz e sempre recordarei da sala B201l. Foram tantos

momentos e tantas pessoas que passaram por esta sala, os dias se tornavam mais leves

vi



pela presenca e companhia de todos. Foram muitos momentos compartilhados: alegrias,
tristezas, despedidas, estudos, conselhos, trocas de ideias, lanches, enfim, é muito bom

lembrar que nesse periodo estive perto de pessoas do bem e que me fizeram muito bem.

A equipe da Secéo de Virologia, em nome do Dr. Alexandre Linhares e ao grupo do
Laboratério de Rotavirus do IEC, que cederam gentilmente as amostras utilizadas neste
estudo. Além de terem participado de algumas fases dos experimentos, as quais foram

fundamentais.

Aos meus colegas de turma do mestrado em Biologia Parasitaria, em especial
Yasmine e Juliana, que me apresentaram ao “ambiente do HPP” e com as quais pude
contar sempre, tanto em disciplinas, estudos, experimentos, quanto nos muito bem

aproveitados momentos de descontragéo.

Aos meus queridos amigos de Belém, que mesmo de longe, sempre me passaram
boas energias e se preocupavam comigo. E aqueles amigos que vieram morar no Rio, cujas
presengas se tornaram de extrema importancia para mim, pois trouxeram mais alegria em

minha estadia e passei a contar com mais pessoas.

A todos os membros da banca examinadora, pela atencdo dispensada a este

trabalho.

A toda equipe da Plataforma de sequenciamento (PDTIS) da FIOCRUZ, em especial
Aline, Renata e Vivian. Agradeco todo o trabalho e atencéo dispensada meninas.

Aos professores das disciplinas do curso de mestrado em Biologia Parasitaria.
A coordenacéo do curso de Pos-graduacéo em Biologia Parasitéaria.
Ao CNPq, pelo apoio financeiro.

A todos agueles que de alguma forma auxiliaram neste trabalho, mas que néo foram

agui citados diretamente.

vii



INDICE

L. INTRODUGAO ..ottt en s, 1
1.1. Gastroenterite aguda de etiologia viral.................cccco o, 1
1.2, OS ROEAVITUS. ...ttt ettt as e e s s e e e bt e e e e s anbne e e e e 3

O B o 1151 (o oo F PSPPSR UPPPPP 3
1.2.2. Estrutura e classificag@o dos rotavirus da eSpecie A ........ccccccevvveeeeriiineeeennne 4
1.2.3. Nova classificacdo genémica dos rotavirus A da espécie A .....................o... 6
1.2.4. Proteinas @SIIULUIAIS ........ccoouriieiiiiiiie ittt e s e e 8
1.2.4.1. Proteinas do core viral (VP1, VP2 € VP3) .....cccooiiiiiiiiiiiiiiiie e 8
1.2.4.2. Proteina da camada intermediaria (VPB6) .............ccccoeei e, 9
1.2.4.3. Proteinas da cama externa (VP4 € VP7) .....cocvviveviveivieiiieerieeeeeeeeeee 10
1.2.5. Proteinas NE0 ESIIULUIAIS ........ccooiurriieiiiiiieeiiiiie et siiaee e ene e 12
L1.2.5. 0. NP e aaree 12
1.25.2.  NSPZ2 @ NSPS ...t aeees 13
1 2. 5.3, NS PG e aeae 13
L1254, NS e aaen 14
L1.2.5.5.  NSPB . e 15
1.2.6. BIOSSINIESE VATl ....oeiiiiiiiiiiiie et 15
1.2.7. Dinamica evolutiva dos rotavirus da eSpécie A ..........cccouivieeriiiiieeeiiiiee e 17
1.2.8. Epidemiologia dos rotavirus da eSPECIe A .........ceeviuiieeiiiiiieee e 18
1.2.8.1. Distribuicdo dos genotipos de rotavirus da espécie A no mundo ....... 20
1.2.8.2. Distribuicéo dos rotavirus da espécie A no Brasil ..........cccccccevveeeriinnes 21
1.2.9. Prevencéo e controle dos dos rotavirus da espécie A .........cccccevvcieeeeiniiennn. 23
1.2.10. Aspectos zoon6ticos dos dos rotavirus da eSpecie A ........cccceeviceeeeiiiineeenns 24

viii



2. JUS T IR C AT Y A e 25

3. OBUIETIVOS .ottt e e e e et ettt bbb e e e e e e et e et ebba e e e reneaas 26
3.1, ODJEtiVO geral ... —————————————————————— 26
3.2. Objetivos €SPECITICOS ....cvvviiiiiiiiiiiiii 26

4, MATERIAL E METODOS ....oooeiceeite ettt ettt ettt en et et nansste et ensane e 27
4.1. ESPECIMES ClINICOS ...eeiiiiiiiiie ittt ettt bbb e e e 27
4.2. SUSPENSAO0 fECAl ..ovvvviiiiiiiii 27
4.3. EXtracao dO geNOMEA VIFAl ......uuiiiiieiiiiiiiiiiiiee e sttt e e s st e e e e et ee e e e e e s annnnns 27
4.4. Sintese de DNA complementar (CDNA) ........oviiiiiiie e 28
4.5. Amplificacéo dos genes que codificam para VPs e NSP4 (RT-PCR)........cccccvvveneee.. 29
4.6. Amplificacdo dos genes que codificam para NSPs e VP7 (One Step PCR) ............ 30
4.7. Analise dos amplicons por eletroforese em gel .........coovveiiiiiiiieiniiiee e 32
4.8. Purificag8o dos produtos de PCR ...t 32
4.9. Sequenciamento dos genes amplificados ...............ccccc 32
4.10. ANALISE dAs SEQUENCIAS ......ccoiieie ittt bbeebeseresssessarneanrernnes 34

5. RESULTADOS ...ttt e e ettt e e e e e e e e e et bt e e e e e e e eeeeaatbaa e e aees 38
5.1. AmplificagBes dos genes estruturais e ndo estruturais pela PCR .........cccccvvvvvvivinnns 38
5.2. Genotipagem dos 11 genes de rotavirus da espécie A............ccceee. 39
5.3. Analise filogen8tiCa ... 41

5.3.1. ANAIISE A0 GENE VPT ..ottt 41
5.3. 1.1, GENOLPO GL ...ttt e aaeas 41
5.3.1.2.  Genotipos G2, G3, G4, GO € GL2 ...t 45

5.3.2. ANAIISE A0 GENE VP4 ...ttt 48
5.3.2. 1. GENOLPO PIB] .eriiiueiiieiiiiiee ettt ettt ettt et a e 48



5.3.2.2. Genotipos P[4], P[6], P[8] € P[9].....uuuuiiiiiiieeiiiiiee e 52

5.3.3. Analise dos genes VP11, VP2 € VP3......cooo et ee e 55
5.3.4. Analise d0 geNE VPG .......oooiiiiiiii i 60
5.3.5. Analise dos genes NSP1, NSP2 € NSP3 ... 63
5.3.6. Analise dos genes NSP4 € NSP5 ... 68
5.4. Constelacao génica baseada em cOdig0 d€ COMeS ........coovvvrrriiiieeeeeiiiiiiiieeeeeeeeaanes 74
B. DISCUSSAD ...ouiiiiiiriiiieieisi ittt 75
6.1. Variabilida genética dos rotavirus da espécie A na Regido Norte do Brasil ............. 76
6.1.1. ESHIPES GLP[B] .eeiieiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 77
6.1.2. ESHIPES G2P[A] oottt 80
6.1.3. Estirpes G3P[8] € G3P[9] ....civiiiiiiiiiiiii 82
6.1.4. EStIrpes GAP[6] € GAP[8] ......ccuuuiriieeeiiiieiiieiee et 84
6.1.5. ESHIPES GOP[B] ..oiiieiiiiiiiiiiii ittt 85
6.1.6. ESHIPES GL2P[B] ...uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiit bbb aae s aeanasanasnnnsnnnsnnennnes 87

6.1.7. Mecanismos evolutivos observados nos RVA circulantes na regiao

N\ [o] £ (=TT 88
T CONCLUSAOD ..o ettt e et e e e et e e e e e e 90
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt eeeeeeaeeeaan 91



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

A — Adenina, base nitrogenada.

aa — Aminoacido

BLAST — Do inglés: Basic Local Aligment Search Tool
C - Citosina, base nitrogenada.

Ca?* — {on célcio

cDNA — DNA complementar

ClI2- —jon cloro

dATP — Desoxiadenosina trifosfato

dCTP — Desoxicitidina trifosfato

dGTP — Desoxiguanosina trifosfato

DLP — Do inglés: Double Layer Particles — Particulas virais de camada dupla
DMSO - Dimetil sulfoxido

DNA — Acido desoxirribonucléico

dTTP — Desoxitimidina trifosfato

dXTP — Desoxirribonucleotideos trifosfatados
EDTA — Acido etilenodiamino tetracético
EGPA — Eletroforese em gel de poliacrilamida
EIA — Ensaio imunoenzimatico

FIOCRUZ — Fundagéao Oswaldo Cruz

g — Grama

G — Guanina, base nitrogenada.

GA — Gastroenterite Aguda

H20 — Agua

HCI — Acido cloridrico

IME — Imunomicroscopia eletrdonica

Xi



INF — Interferon

IOC — Instituto Oswaldo Cruz

IEC — Instituto Evandro Chagas

IRF — Do inglés: Interferon regulatory factors - Fatores reguladores do Interferon
LVCA — Laboratorio de Virologia Comparada e Ambiental
M — Molar

MLP — Monofosforil lipideo.

ME — Microscopia eletrénica

mg — Miligrama

MgCl2 — Cloreto de magnésio

mL — Mililitro

mM — Milimolar

N — Normal

NaOH — Hidroxido de sédio

NCBI — Do inglés: National Center for Biotechnology Information — Centro Nacional

de Informacéo em Biotecnologia

nm — Nanémetros

NSPs — Proteinas ndo-estruturais

nt — Nucleotideos

°C — Graus Celsius

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

ONU — Organizacao das Nac¢des Unidas

ORF — Do inglés: Open reading frame - Fase aberta de leitura

pb — Pares de bases

PCR — Do inglés: Polymerase chain reaction — Reacdo em cadeia da polimerase

PNI — Programa Nacional de Imunizacao

Xii



RCWG - Rotavirus Classification Work Group

RE — Reticulo endoplasmatico

RER- Reticulo endoplasmatico rugoso

RNA — Acido ribonucléico

RNA (=) — RNA de polaridade negativa

RNA (+) — RNA de polaridade positiva

RNAdf — RNA dupla fita

RNAmM — RNA mensageiro

RT — Do inglés: Reverse transcription — Transcricao reversa

RT-PCR — Do inglés: Reverse transcription-Polymerase chain reaction — Transcricao

reversa seguida pela reacdo em cadeia da polimerase

RV — Rotavirus

RVA - rotavirus da espécie A

T — Timina, base nitrogenada

TBE — Tris-Borato-EDTA

TRO — Terapia de reidratacao oral

Tris — Hidroximetil-tris-aminometano

U/pL — Unidades por microlitro

UNICEF — Fundo das Nacdes Unidas para Infancia

UTR — Do inglés: Untranslated region - Regido nao traduzida
VLS — Do inglés: Viroplasm-like structures - Particulas similares a viroplasmas
VP5* — Subunidade peptidica VP5 gerado por protedlise de VP4
VP8* — Subunidade peptidicaVP8 gerada por proteodlise de VP4
VPs — Proteinas estruturais

pg/mL — Microgramas por mililitro

ML — Microlitro

xiii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Causas de mortalidade infantil NO MUNAO ...........cooooiiiiiei 1

Figura 2. Reconstrucdo tridimensional da particula de rotavirus e esquema estrutural do
MALETIAI GENOMUCO. ... e e e e e e e e e e 4

Figura 3. Eletroferotipos caracteristicos das diferentes espécies de rotavirus...................... 5

Figura 4. Constelacdo genotipica observada nos trés principais genogrupos de RVA
circulantes entre a @SPECIE NUMEANAL. .........coiii i 7

Figura 5. Projecdo em trés dimensfes da interacdo de VP6 com VP2 e VP1 associada a

RV TP UPPPPPRRPPPIN 9
Figura 6. Aspectos estruturais da proteina VP4 de RVA. ... 10
Figura 7. Aspectos estruturais da proteina VP7 de RVA.........uviiiieiiiiieeeiieeeeeeeeeeeeee e ee e 11
Figura 8. Esquema da biossintese dOS rotaVirusS ............oceuuiiiiiieeeeieeeccee e 16
Figura 9. Esquema representativo de um evento de recombinagao e reassortment ........... 18

Figura 10. Estimativa da incidéncia de mortes por rotavirus da espécie A em criangas < 5
=T (oS e [T =T [ 20

Figura 11. Distribuicdo de gendtipos de rotavirus espécie A reportados pela OMS em 2010

............................................................................................................................................ 21
Figura 12. Distribuicdo dos gendtipos de rotavirus da espécie A no Brasil.............ccceeeee.... 22
Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 1,5% para os genes VP1, VP6 e VP7 .............. 38
Figura 14. Dendograma obtido através de reconstrucdo filogenética do gene VP7 de
ESPECIMES GLP[8] ..oiiiiiiiiiiiiiii ittt e e e e e e s bbb et e e e e e e e e bbb e e e e e e e e e nrane e 43
Figura 15. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas parciais da proteina VP7 de
ESPECIMES GLP[B] .oiiiiiiiiiiiiiii ittt e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e nrane s 44
Figura 16. Dendograma obtido através de reconstrucéo filogenética do gene VP7............. 47

Figura 17. Dendograma obtido através de reconstrucdo filogenética do gene VP4 de

ESPECIMES GLP[8] ... i e e e e e e et e e e e e e e e 50
Figura 18. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas parciais da proteina VP4 de
ESPECIMES GLP[8] ..eiiiiiiiiiiiiiiii ittt e ettt e e e e e e e e b bttt e e e e e e e e bbb e e e e e e e e e e annrnee e 51
Figura 19. Dendograma obtido através de reconstrucéo filogenética do gene VP4............. 54
Figura 20. Dendograma obtido através de reconstrucéo filogenética do gene VPL1............. 57
Figura 21. Dendograma obtido através de reconstrucéo filogenética do gene VP2............. 58
Figura 22. Dendograma obtido através de reconstrucéo filogenética do gene VP3............. 59

Xiv


Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470559
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470560
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470560
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470561
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470561
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470564
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470565
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470566
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470566
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470567
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470567
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470568
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470569
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470570
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470570
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470571
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470571
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470572
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470573
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470573
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470574
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470574
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470575
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470576
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470577
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470578

Figura 23. Dendograma obtido através de reconstrugédo filogenética do geneVPeé............. 62

Figura 24. Dendograma obtido através de reconstrucéo filogenética do gene NSP1 .......... 65
Figura 25. Dendograma obtido através de reconstrucéo filogenética do gene NSP2........... 66
Figura 26. Dendograma obtido através de reconstrucéo filogenética do gene NSP3. ......... 67
Figura 27. Dendograma obtido através de reconstrucéo filogenética do gene NSP4 .......... 70
Figura 28. Dendograma obtido através de reconstrucéo filogenética do gene NSP5........... 71
Figura 29.Alinhamento das sequéncias aminoacidicas parciais da proteina NSP4 ............. 72

Figura 30. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas parciais da proteina NSP5............. 73

XV


Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470579
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470580
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470581
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470582
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470583
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470584
Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc345470585

LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Espécimes fecais oriundos da Regido Norte analisadas no estudo.................... 29
Quadro 2. Mistura de reagentes utilizados Nna RT-PCR.......ccccooii oo, 30
Quadro 3. Reagentes utilizados na amplificacdo dos genes VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 VP7
B N S P e e et a e et e a b 31
Quadro 4. Descricéo dos primers utilizados na PCR e sequenciamento. ............ccccceeeeenn... 32
Quadro 5. Reagentes utilizados para amplificacdo dos genes VP7 e NSPs........cccccoeeee... 33

Quadro 6. Numeros de acessos no GenBank das amostras utilizadas no estudo
(o701 4] 0= U= (1Y o J PP 36

Quadro 7. Classificacdo genotipica com nos 11 segmentos géniCos. ...........cccvvvvveeeeeeeennnnn, 40

Quadro 8. Substituicdes aminoacidicas observadas no alinhamento das sequéncias do

Lo =T ALY e PP P PP PPRRPUPPPTPPN 48
Quadro 9. Substituicdes aminoacidicas observadas no alinhamento das sequéncias do
OENE VPA(VPE¥) .ttt e et e e e e e et e e e e e e e e e eee e e 55
Quadro 10. Substituicbes aminoacidicas observadas no alinhamento das sequéncias nos
0ENES VP L, VP2 € VP G o e e e e 60
Quadro 11. Substituicbes aminoacidicas observadas no alinhamento das sequéncias dos
genes genes NSPL, NSP2 € NSP ... .o e 68
Quadro 12. Constelacdes génicas baseada em cOdigo de COres .........ccccvvvvvveveeieieeeennnnnn, 74

XVi



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Valores de corte de identidade nucleotidica para genotipagem .............ccccoeeuveenee. 6
Tabela 2. Distribuicdo de gendtipos G e P nos diferentes continentes em 2005 ................. 20
Tabela 3. Descricdo dos 20 aminoécidos codificados naturalmente e suas abreviages.... 37

Tabela 4. Identidade nucleotidica e aminoacidica para o gene VP7 dos espécimes

L3 3 PSPPI 43
Tabela 5. Identidade nucleotidica e aminoacidica para o gene VP4 dos espécimes G1P[8]
............................................................................................................................................ 50
Tabela 6. Alinhamento dos residuos das sequéncias aminoacidicas do gene VP6 ............ 61

XVii


Dissertação%20fase%20final/dissertaçao%20YASMIN%20FARIAS.doc#_Toc346479699

Ministério de Saude

FIOCRUZ
Fundacédo Oswaldo Cruz

Andlise filogenética dos genes que codificam para proteinas estruturais e hao estruturais de
rotavirus A detectados na regido Norte do Brasil, antes e apds a introducéo da vacina

Rotarix®

RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO

Yasmin Nascimento Farias

Os rotavirus da espécie A (RVA) séo os principais responsaveis pela gastroenterite aguda (GA) em
diversas espécies animais. Em humanos, as criangas < 5 anos de idade séo as mais afetadas. Cerca
de 453.000 mortes infantis sdo causadas pela infeccdo por RVA, anualmente. Devido a este impacto
na saude publica algumas medidas de controle e prevencédo foram estabelecidas: no Brasil, em
marco de 2006 foi introduzida uma vacina monovalente (G1P[8]) atenuada contra RVA, denominada
Rotarix®. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, é necessario uma extensa e continua
monitorizagcado dos gendtipos circulantes de RVA, além de estudos de vigilancia para que se possa
avaliar os impactos da vacina, sua eficacia e o surgimento de novas variantes virais que
possivelmente possam escapar do processo de imunizacdo. Para uma melhor caracterizagcdo e
entedimento da diversidade genética dos RVA, foi proposto um novo sistema de classificacdo
baseada na analise dos 11 segmentos génicos, no qual os gendtipos de cada um dos segmentos
devem ser caracterizados. Esta abordagem esté fornecendo dados para apoiar a existéncia de trés
genogrupos dominantes entre humanos: Wa-like(11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1), DS1-like (G2-P[4]-
12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2) e AUl-like ((G3-P[9]-13-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3), sendo este
Gltimo menor e compartilhado por estirpes de origem felina/canina. No Brasil, trabalhos envolvendo a
caracterizagcdo de todos o0s segmentos génicos sdo escassos. No presente estudo foram
selecionadas 40 espécimes fecais entre 1994-2012 de criancas hospitalizadas devido a GA causada
por RVA G1, G2, G3, G4, G9 e G12, na regido Norte do Brasil. A principal finalidade do estudo foi
avaliar a diversidade genética dos RVA circulantes antes e depois da introducdo da vacina Rotarix®.
Para tal, os genes de RVA foram amplificados, sequenciados e analisados por reconstrugédo
filogenética. Através desta analise foi possivel identificar pelo menos trés alelos subgénicos distintos
para cada gene, permitindo evidenciar constelagbes genotipicas diferentes, porém conservadas
relacionadas aos trés principais genogrupos: Wa-like, DS1-like e AU-like, sendo que neste Ultimo,uma
amostra (PID084) se relacionou com estirpes de origem felina. Foram evidenciados mecanismos de
variabilidade genética viral, como: reassortment inter-genogrupos ocorrendo em amostras de origem
humana e entre humana-animal; reassortment intra-genogrupos ocorrendo em cepas G1P[8], G2P[4],
G4P[8] e G9P[8] e com genes de origem animal; e ainda muta¢fes pontuais ocorrendo nha sequéncia
de todos os genes das estirpes analisadas. O maior grau de variabilidade genética foi encontrado em
cepas circulantes antes da introducdo da vacina. Com relacdo aos genes que codificam para
proteinas externas, foi possivel identificar mudancas em residuos localizados em regiées antigéncias
de estirpes circulantes nos dois periodos, podendo refletir em modificagbes estruturais importantes na
proteina. Os dados do presente estudo contribuem para uma melhor compreensdo acerca da
diversidade genética dos RVA e de seus mecanismos evolutivos, sendo um dos poucos trabalhos
sobre a caracterizacdo dos 11 segmentos génicos de estirpes circulantes na Regido Norte,
contribuindo para esclarecer caracterisiticas que podem representar um desafio para o Programa
Nacional de Imunizacgdo no Brasil.
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ABSTRACT
DISSERTACAO DE MESTRADO

Yasmin Nascimento Farias

Specie A Rotaviruses (RVA) are responsible for acute gastroenteritis (GA) in many animal species. In
humans, children under five years old are the most affected. Each year, about 453,000 infant deaths
are caused by RV infections. Due to this public health impact, prevention and control measures were
established: in March 2006, the Brazilian Health Ministry made available an monovalent attenuated
vaccine, called Rotarix®. According to World Health Organization, extensive and continuous
monitoring of RVA strains and surveillance studies are necessary to evaluate the impact and efficacy
vaccine and to investigate appearance of new viral variants that could possibly escape the
immunization procedure. For a better characterization and understanding of the RVA genetic diversity,
proposed a new classification system encompassing all 11 RVA gene segments. This approach has
facilitated the exponential growth of complete RVA genome data during recent years. On the basis of
complete RVA genome sequence comparisons, two major genotype constellations (genogroups): 11-
R1-C1-M1- A1-N1-T1-E1-H1 (Wa-like) and 12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2 (DS1-like), have been
shown to circulate worldwide among humans. A third (minor) human genotype constellation, referred
to as AU1-like (I3-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3).In Brazil, studies involving the characterization of all
genes segments are rare. In the current study, a total of 40 fecal specimens were selected between
1994 and 2011 from children hospitalized due to acute diarrhea caused by RVA G1, G2, G3, G4, G9
and G12 in Northern Brazil region, aiming to evaluate the RVA genetic diversity in the pre-vaccine
period and post-vaccine.For this, the RVA genes were amplified, the amplicons were sequenced and
analyzed for phylogenetic reconstruction. Based this analysis were identified three subgenotype
alleles for each gene, allowing evidence conserved genotypic constellations, though related to three
distinct genogroups: Wa-like, DS1-like e AU-like. AU1-like strain (PID084) revealed close relationship
with genes feline origin. The results also show evidence some genetic variability mechanisms:
inergenogroup reassortments events occourring between human-human and human-animal genes ;
intragenogroup reassortment events in G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[6], G4P[8] RVA strains between
human-human and human-animal gene, newly; and still occurring point mutations in the sequences of
all genes of strains analyzed. A large degree of variability has been found in circulating strains before
vaccine introduction.Regarding genes encoding foreign proteins, it was possible to identify changes in
residues located in antigenic regions and may reflect significant changes in structural proteins.In
conclusion, the current work help to increase the knowledge on the genomic diversity of RVA, aiming
detect new variants and possible antigenic changes, whose potential effect on vaccine effectiveness
should be studied. Additionally, our findings identified close relationships between human and animal
RVA, contribute to clarify characteristics that can pose a challenge for the Brazilian National
Immunization Program.
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1. INTRODUCAO

1.1 Gastroenterite aguda de etiologia viral

A gastroenterite aguda (GA) compreende um grupo de manifestacOes
clinicas, cujo sintoma comum é a presenca de fezes em consisténcia diminuida
associada ao aumento do numero de evacuacodes e se caracteriza, no geral, por ser
um quadro auto-limitado, com duracdo maxima de 15 dias. Pode vir acompanhada
de outros sintomas, como: nausea, febre, vomito e dor abdominal. As formas variam
desde as menos graves até as mais graves, com desidratacdo e distarbios

eletroliticos, principalmente quando associada a desnutricdo (UNICEF/WHO, 2009).

A GA na infancia representa um problema significativo de saude publica,
particularmente em criancas na faixa etaria de 0 a 5 anos de idade e que vivem em
precarias condicbes socio-econdmicas (Parashar et al, 2006). Cerca de 85% das
mortes por GA acontecem em criancas em seu primeiro ano de vida e de acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a GA representa a segunda maior
causa de morbidade e mortalidade nesta faixa etaria, anualmente (WHO, 2011)
(Figura 1).

2%

E Pneumonia

E Diarreia

u Causas heonatais
H Qutras

m Malaria

Diarreia

E Sarampo
uAIDS

Figura 1. Causas de mortalidade infantil no mundo (Adaptada de WHO, 2011).

Na década de 1980, com o objetivo de reduzir o numero de ébitos na infancia,

foram introduzidas em muitos paises uma série de medidas, como: a Terapia de
1



Reidratacdo Oral (TRO), a implementacdo do uso de vitamina A, a melhoria das
condi¢cdes de saneamento e de acesso a agua potavel, assim como a implentagéo
de programas de imunizacdo. Tais medidas reduziram os casos de mortalidade
associados a GA de 4,5 milhdes para 1,3 milhdo em 2008 (Black et al, 2010).
Entretanto, este numero € considerado inaceitavel pela Organizacdo das Nacdes
Unidas (ONU), que estabeleceu como meta a reducdo de 2/3 dos casos de
mortalidade associados a GA para o ano de 2015 (WHO, 2009). Com esta
finalidade, a OMS juntamente com o Fundo das Nacdes Unidas para a Infancia
(UNICEF) publicaram um guia, em 2009, visando a reducdo da morbidade e da
mortalidade infantii por GA para que o0 objetivo da ONU seja alcancado
(UNICEF/WHO, 2009).

A origem das GA pode ser infecciosa e ndo infecciosa. Para a saude publica,
a de maior importancia é a infecciosa, devido a sua maior frequéncia. Dentre o0s
agentes etioldgicos associados a GA, destacam-se 0s virus, que vém contribuindo
com elevadas taxas de hospitalizacbes e com altos indices de morbi-mortalidade.
Os rotavirus (RV), os calicivirus humanos (norovirus e sapovirus), os adenovirus
entéricos e 0s astrovirus sdo 0s principais agentes etioldgicos desta patologia
(UNICEF/OMS, 2009).

Os rotavirus da espécie A (RVA) sdo os principais agentes etiologicos da GA
infantil e, anualmente, sdo responsaveis por aproximadamente 114 milhGes de
episodios de diarreia que resultam em cerca de 25 milhdes de visitas ambulatoriais,
dois milhdes de hospitalizagées e 453.000 mortes de criangas < 5 anos de idade,
principalmente na Africa, Asia e América Latina (Chandran et al, 2010; Tate et al,
2012a). Isto reflete que, até os 5 anos de idade, virtualmente, todas as criancas
experimentaram pelo menos um episodio de GA por RVA, uma a cada 5 foi atendida
em ambulatérios e uma em 65 foi hospitalizada em decorréncia de GA causada por
RVA (Parashar et al, 2006).

Além de humanos, os RV podem infectar animais de varias espécies,
incluindo mamiferos e aves (Estes & Kapikian, 2007; Muller & Johne, 2007). Embora
possam infectar individuos de todas as faixas etarias, infec¢cdes sintomaticas, isto €,
diarrreias, geralmente ocorrem em individuos jovens, na faixa etaria de seis meses a

dois anos (Vranjac, 2004). O risco de morte por complicagbes da rotavirose aumenta



em casos de desnutricAo e/ou em que 0 paciente encontra-se com 0 sistema

imunologico debilitado (Palumbo et al, 2009).

A principal forma de transmissao da GA por RVA ocorre pela ingestdo de
alimentos e agua contaminados, contato intimo com pessoas infectadas ou com
objetos que entraram em contato com o patdgeno. O diagnostico é feito pela analise
clinica dos sintomas e exames laboratoriais. Em casos nos quais o vomito e/ou
diarreia sejam persistentes € preconizada a reidratag¢éo intravenosa (UNICEF/WHO,
2009).

1.2 Os rotavirus

1.2.1 Histoérico

Os primeiros achados associando os RV a processos de GA nao bacteriana
humana foram feitos em estudos utilizando microscopia eletrénica (ME), conduzidos
por Bishop et al (1973) na cidade de Melbourne, Austrdlia. Inicialmente, estes virus
receberam a denominacao de Orbivirus-like agent (Bishop et al,1973), em seguida
de Reovirus-like agent (Kapikian et al, 1974) e, considerando a visualizagao da dupla
camada protéica (DLP), de Duovirus (Davidson et al,1975).

Posteriormente, Flewett & Wood (1978) propuseram que estes constituissem
um novo género (Rotavirus), pertecente a familia Reoviridae, devido ao aspecto
semelhante a roda (do latim rota), quando a particula viral € observada em contraste

negativo pela ME.

No Brasil, os RV foram primeiramente identificados por Linhares et al (1977),
ao associarem os achados do material fecal de criancas com GA a esses recém
decritos virus, na época. Desde entdo, varios estudos vém demonstrando o impacto
dos RV na etiologia da GA no pais (Linhares et al, 1989; Pereira et al, 1993; Aradjo
et al, 2007a; Leite et al, 2008; Carvalho-Costa et al, 2011; Linhares et al, 2011).

1.2.2 Estrutura e classificacdo dos rotavirus



Os RV pertencem a familia Reoviridae, género Rotavirus, possuem a particula
viral integra (infecciosa) ndo envelopada, medindo aproximadamente 100 nm de
diametro (espicula a espicula). E constituida por trés camadas protéicas
concéntricas, formada pelo core, que envolve o material genético, composto pelas
proteinas VP1, VP2 e VP3; a proteina VP6 que compde a camada intermediaria e a
camada externa constituida pelas proteinas VP4 e VP7 (Estes & Kapikian, 2007).
(Figura 2)

O genoma viral é constituido por 11 segmentos de RNA dupla fita (RNAdf)
com 18556 pares de bases (pb), os quais codificam para 12 proteinas, sendo seis
estruturais (VP1-VP4, VP6 e VP7) e seis ndo estruturais (NSP1-NSP6) (Estes &
Kapikian, 2007). Cada segmento genémico regula a sintese de uma proteina viral
especifica, com excecdo das proteinas NSP5 e NSP6, que sdo codificadas pela
regido de sobreposi¢cdo de um unico segmento (Estes, 2001; Ramig, 2004) (Figura
2).

Segmento

RNA Proteina
VP2
VP6

11 — @l — NSP5 VP1/VP3

Figura 2. Reconstruc¢éo tridimensional da particula de rotavirus e esquema estrutural do material
gendmico. Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) demonstrando a migracdo dos 11
segmentos de RNAdf (visualizados também na particula central em vermelho) que codificam seis
proteinas estruturais (VP1-VP4, VP6-VP7) e seis ndo estruturais (NSP1-NSP6) de RV (Adaptada de
Parashar et al, 2006).

Os RV apresentam trés especificidades antigénicas: grupo ou espécie,
subgrupo e sorotipo/genadtipo. A proteina VP6 confere especificidade para sorogrupo
e subgrupo, de acordo com a presenca de diferentes epitopos. Existem sete

espécies distintas de RV, denominadas de A-G. Os RVA séo 0s que possuem maior
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importancia epidemiolégica, por serem 0s responsaveis pelo maior nimero de

episédios de GA em criancas de todo o mundo.

As proteinas VP4 e VP7 sdo as mais externas e induzem a formacdo de
anticorpos neutralizantes e por isso sdo objeto de estudo para a elaboracdo de
vacinas contra RVA e formam a base para a classificacdo binaria em
sorotipo/gendtipos G e P (Estes & Kapikian, 2007). Até o momento, foram descritos
27 gendtipos G e 35 gendtipos P (Matthijnssens et al, 2011a), levando ao numero de
945 possiveis combinacdes binarias G e P (27 x 35 = 945), 0 que representa um

namero bem maior do que os gendtipos descritos.

Os segmentos do genoma dos RVA variam em ndimero de nucleotideos (nt)
de 667 a 3302, do menor para o maior respectivamente. Esta diferenca permite que
0S segmentos sejam visualizados separadamente através da utilizacéo da técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA), apresentando um padréo tipico e
Gnico para os RV. Esta caracteristica permitiu a determinacdo de um padrédo
eletroforético (eletroferotipos) dos RV (A-G) e, em particular, para os RVA, que
apresentam o seguinte eletroferotipo: quatro segmentos de RNAdf de alta massa
molecular (1-4), 2 de média massa molecular (5 e 6), seguidos de um grupo de trés
segmentos (7-9) e dois segmentos de baixa massa molecular (10 e 11). Os demais
grupos de RV revelam padrbes de migracdes distintos (Estes, 2001) (Figura 3).
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Figura 3. Eletroferotipos caracteristicos das diferentes espécies de rotavirus. Esquema
representativo dos eletroferotipos das diferentes espécies (A-G) de rotavirus analisados em gel de
poliacrilamida (Adaptada de Kapikian et al, 2001).



Recentemente, Matthijnssens et al (2008b) propuseram uma nova
classificagdo dos RVA, recomendando o sequenciamento de todo o genoma viral,
baseado na caracterizagdo molecular e analise filogenética do genoma completo de
53 prototipos. Os diferentes gendtipos descritos para cada um dos segmentos sao
divididos segundo valores de corte, de acordo com a similaridade nucleotidica
(Tabela 1). Os autores desta proposta acreditam que ela proporcionard melhor
compreensao da diversidade genética, tal como das estratégias evolutivas, dos
perfis replicativos e de viruléncia, para o estudo da epidemiologia destes virus
(Matthijnssens et al,2008b; 2011a).

Tabela 1. Valores de corte da porcentagem de identidade nucleotidica que definem os diferentes
genotipos de rotavirus da espécie A, considerando-se os 11 segmentos genémicos (Adaptada de
Matthijnssens et al, 2011a).

Valor de cut-off de identidade . Designacédo dos nomes do
Gene o Genotipos .
nucleotidica (%) genotipos
VP7 80 27G Glicoproteina
VP4 80 35P Sensivel a Protease (Tripsina)
VP6 85 16l Capsideo Interno
RNA polimerase dependente
VP1 83 R9
de RNA
VP2 84 C9 Proteina do Core
VP3 81 M8 Metiltransferase
NSP1 79 Al6 Antagonista do Interferon
NSP2 85 N9 NTPase
NSP3 85 T12 Promotor Traducional
NSP4 85 El4 Enterotoxina
NSP5 91 H11 Fosfoproteina (pHosphoprotein)

Para obtencdo das sequéncias nucleotidicas ficou estabelecido que o
seguenciamento deveria abrangir o gene completo (ou 50% deste) ou pelo menos

500nt do segmento (Matthijnssens et al, 2011a). Além disso, foi adotada uma
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nomenclatura padréo para a descricdo genotipica dos 11 segmentos: Gx-P[x]-Ix-Rx-
Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx, representando o0s genes VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-
NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5, respectivamente, onde x representa o niumero do
genotipo. Até o presente, foram descritos 27 genotipos G, 35P, 161, 9R, 9C, 9M,
16A, 9N, 12T, 14E e 11H (Matthijnssens et al, 2011a).

Baseado nesta nova forma de caracterizagdo dos RVA e com a formacao do
Rotavirus Classification Work Group (RCWG), somado ao desenvolvimento de
técnicas avancadas em sequenciamento, estd sendo possivel cada vez mais obter
informacdes sobre a diversidade gendmica dos RVA e evidenciar mais claramente
os padrbes evolutivos comuns entre as diferentes espécies de RVA. Isto tem
permitido o entendimento mais conciso da classificacdo dos RVA em genogrupos
(Figura 4) (Matthijnssens et al, 2011a; Matthijnssens & Van Ranst, 2012).

Constelagao
genotipica =g
>

VP4
VP6
VP1
VP2
VP3
NSP1
NSP2
NSP3
NSP4
NSP5

Human Wa-like

Human DS-1-like

G9 P[6]
G3 P[O] I8 R3 C3 M3 A3 N3 T3 E38 HS3
Gi2 P[8] IS8 R3 C3 M3 A12 N3 T3 E8 H6

Human AU-1-like

Figura 4. Constelacdo genotipica observada nos trés principais genogrupos circulantes entre a espécie
humana: (Adaptada de Matthijnssens & Vans Rast, 2012)

O termo genogrupo indica um grupo de virus que pode ser classificado num
mesmo grupo genético, com base na homologia de seus segmentos gendmicos.
Tais estudos possibilitaram a constatacdo de que, em geral, amostras da mesma
espécie animal pertencem do mesmo genogrupo. Até o0 momento, entre as variantes
humanas de RVA, h& trés genogrupos predominantes, cujas variantes protétipos
sdo: Wa, DS-1, e AU-1 (Figura 4), sendo este ultimo, formado por amostras de
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humanos e felinos. Tal homologia, apresentada por RVA isolados de diferentes
espécies animais, € interpretado como uma evidéncia molecular da ocorréncia de
transmissao inter-espécie (Matthijnssens et al, 2011b; Matthijnssens & Vans Ranst
2012) .

1.2.4 Proteinas estruturais dos Rotavirus da espécie A

1.2.4.1 Proteinas do core viral: VP1, VP2 e VP3

As proteinas do core (VP1, VP2 e VP3) funcionam como constituintes
estruturais e cada uma tem afinidade com o RNA de fita simples (sSRNA). Porém,
somente a VP1, com 125 quilodaltons (kDa) reconhece sequéncia especifica para o
RNA viral, composta por regides conservadas com quatro bases (UGUG) na
extremidade nucleotidica 3’ (Lu et al, 2008). Esta proteina € conhecida pela funcao
de RNA-polimerase RNA-dependente e por ser a menos abundante dentre as que
compdem o capsideo viral. Quando unida as proteinas VP2 e VP3, compdem o
complexo de replicacdo, que tem papel fundamental na biossintese viral (Arnoldi et
al, 2007).

A proteina VP2 é a proteina mais abundante do core viral. Faz parte do
complexo de replicacdo e liga-se tanto a VP1 quanto a VP3, através de um dominio
na sua por¢cdo N-terminal. A interagdo protéica entre VP1-VP2-VP3 & um fator
limitante na replicacao e transcricdo do genoma viral (McDonald et al, 2009a).

Além disso, a superficie externa da proteina VP2 interage com a proteina VP6
nos estagios iniciais da morfogénese viral. A interacdo entre VP2 e VP6 é
fundamental para a formacdo de particulas consideradas imaturas ou incompletas,
isto é, aquelas que possuem apenas duplo capsideo protéico (DLPs). Esta interagédo
também demonstra importancia na atividade transcricional da particula completa que

sera formada (Estes & Kapikian, 2007).

Recentemente foi demonstrado que a proteina VP3 possui atividades guanidil
e metiltransferase e que a sua fungdo na morfogénese dos RVA é de enzima de

capeamento de RNA (Subodh, 2006; McDonald & Patton, 2011). Dessa forma, a
8



VP3 é responsavel por modificar a extremidade 5’ da molécula de RNA e gerar uma
estrutura de capeamento similar a encontrada no RNA mensageiro (RNAm) de
eucariotos (McDonald & Patton, 2011).

1.2.4.2 Proteinadacamada intermediaria: VP6

A VP6 é uma proteina dotada de carater hidrofobico com elevado potencial
antigénico e imunogénico (Gorziglia et al, 1985). Esta localizada na camada
intermediaria do virus e circunda o core. Representa 51% desse virion, tem uma
massa molecular de 41 kDa, sendo codificada pelo sexto segmento gendmico. Essa
proteina exerce um papel importante na estrutura da particula viral, devido a
interacdo com as proteinas do capsideo externo (VP4 e VP7) e a VP2, do core
(Lawaton et al, 1997). Canais aquosos permeiam as camadas de VP6 e VP2,
possibilitando o acesso de ions calcio (Ca?*) e nucleotideos ao interior da particula
viral, além da saida do RNAm (Figura 5) (McClain et al, 2010). A VP6 forma
espontaneamente trimeros e é extremamente estavel (Heiman et al, 2008). Estas
caracteristicas, aliadas a presenca de epitopos conservados entre diferentes
genatipos do virus, sustentam ser tal proteina o antigeno de eleicdo para 0os ensaios

diagnosticos.

(A)

RNAdf { :.-/

Figura 5. Representacdo da interacdo de VP6 com VP2 e VP1 associada a VP3. (A) Detalhe do
canal existente entre VP6 e VP2 para a passagem do RNA mensageiro (RNAm) transcrito. A proteina
VP1 esta relacionada com a extremidade 3’ do RNA (-), responsavel pela transcricao da fita (+) de
RNA (Adaptada de Trask et al, 2012).

O dominio de trimerizacéo se situa entre os aminoacidos (aa) 246 e 315 e o
dominio necessario para a formacao das DLPs esta localizado entre os aa 281 e 397
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(Estes & Kapikian, 2007). Os residuos 296 a 259 e 305 sao importantes no
reconhecimento pelos anticorpos monoclonais (Mabs) 255/260 de subgrupo I, mais
comumente encontrado em animais. Aminoacidos especificos nas posi¢des 305 (N),
310 (Q), 315 (Q), 339 (N) e 342 (L), sao indicativos de especificidade com o
sorogrupo Il (SGII) humano (lturriza-Gémara et al, 2002).

1.24.3 Proteinas da camada externa: VP4 e VP7

A proteina VP4 é nao glicosilada e forma protuberancias espiculares a partir
do capsideo externo nas particulas virais maduras. Possui papel essencial no ciclo
replicativo, ndo s6 pela adesdo e internalizacdo a célula, mas também
hemaglutinacédo, neutralizacédo e viruléncia (Dunn et al, 1995; Ludert et al, 1996). A
VP4 é susceptivel a protedlise, o que resulta na exposicdo de sitios ativos que
proporcionam a adsorcao e penetracdo do virus na célula. O gene que codifica para
VP4 dispde de uma fase de leitura aberta (ORF) composta por uma sequéncia
nucleotidica que codifica para 776 aa (Figura 6) (Arias et al, 1996; Estes & Kapikian,

2007).

VP 4

1 71 FVLVR P P AN 776
I + T | T T LJ t L) : : : !
P C ,\%%Q C CP C C
-fif-' O B -
V CR CR 39!\“32 HR \
e ——
Mab 2G4
93 HA/SA 208 Dominio de fusdo
1 1l -
VP 8% VP 5*

Figura 6. Esquema representativo dos aspectos estruturais da proteina VP4 de Rotavirus Rhesus (RRV) com 776
aminoacidos e varios dominios estruturais importantes. As trés setas (aa231-247) indicam o sitio de clivagem proteolitica. CR e
HR indicam as regides conservadas e repetitivas, respectivamente. Em VP8*, HA representa o dominio de hemaglutinagdo e
SA o dominio de integragcdo com o &cido sidlico; P e C indicam os epitopos de neutralizacdo mapeados, correspondentes a
cisteinas e prolinas. Em VP5* a regido hidrofébica (HR) foi demonstrada como importante dominio de fusdo; Mab corresponde
ao anticorpo monoclonal e V = regido variavel (adaptada de Estes, 2001).

Na presenca de tripsina, a VP4 é clivada nos polipeptideos VP5* e VP8*
(Figura 6), permanecendo associados ao virion. A VP5* tem atividade de
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neutralizacdo cruzada entre os diferentes tipos de VP4 e, possivelmente, possui 0s
epitopos responsaveis pela adsorcao do virus a célula (Kirkwood et al,1996). Além
disso, foi demonstrado que algumas estirpes de RVA interagem com integrinas ou
proteinas do choque térmico (HSPs) antes ou apos a ligacdo a célula hospedeira
(Guerrero et al, 2000; Zarate et al, 2003). A VP8* contém a maioria dos epitopos
associados as reacdes tipo-especificas, dependentes da ligacdo deste polipetideo
com acido sialico (Isa et al, 1997). Quatro epitopos de neutralizacdo foram

mapeados em VP8* e um epitopo em VP5* (Kovacs-Nolan et al, 2003) (Figura 6).

A glicoproteina VP7 € a mais imunogénica dentre as constituintes do
capsideo externo e é responsavel pela sintese de anticorpos neutralizantes (Estes &
Kapikian, 2007). A VP7 modula a atividade da VP4 no processo de adsorgéo e
entrada dos RVA na célula, interagindo com proteinas da familia das integrinas, na
superficie celular, apdés o processo de adsor¢cdo mediado por VP4 (Guerrero et al,
2000).

O gene que codifica para VP7 dispde de uma fase de leitura aberta (ORF)
composta por uma sequéncia nucleotidica que codifica para 326 aa (Figura 7). Cada
regido € precedida por dominios hidrofébicos designados de H1 (aa 6 a 23) e H2 (aa
33 a 44), que sinalizam a migracdo da proteina imatura para o reticulo
endoplasmatico (RE). Um terceiro codon de iniciagdo também esta presente
anteriormente ao segundo dominio hidrofébico. Algumas estirpes de RVA
apresentam até trés sitios potenciais de glicosilagcdo. Contudo, somente dois destes

séo de fato glicosilados (Estes & Kapikian, 2007).

VP 7

Ca ca**
1 303348 75 124 155 192 231 278,279 309 326
L} .M' IA Q' Ll L ) L] Ll L)
1® Y C ¢ ¢ tc ce

[ 1T I I h

H1  H2 sitio de ligagdo com o ca®* Regié%cgrésgrvada Regiég‘ccBJnsgrvada
L L1 Y et
89 101 141 151 208 224 235 242
A B C F

Figura 7. Esquema representativo dos aspectos estruturais da proteina VP7 de Rhesus Rotavirus (RRV) com 326
aminodcidos e varios dominios estruturais relevantes. A cor verde indica as duas regides hidrofébicas N-terminais da proteina
(H1 e H2); o sitio de glicosilagdo esta indicado por uma seta na porgéo seguinte (em branco); os sitio de ligagdo com ions Ca?*
correspondem aos aa75 e 279; a cor vermelha demonstra os dominios de ligacé@o a integrinas, responséaveis pela entrada do
virus na célula; A, B, C e F indicam os epitopos de neutralizacdo mapeados; entre os aminoacidos descritos estédo: C=cisteina,
M=metionina; A=alanina e Q=glutamina (adaptada de Estes, 2001).
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Os ions Ca2+, em concentracdes apropriadas, sdo necessarios para a
estabilidade da VP7. Na sua auséncia, os trimeros da proteina encontram-se
dissociados, promovendo a liberacdo da VP7 do virion. Essa mudanca
conformacional da VP7 reflete em um arranjo distinto em VP4, que possibilita a
entrada do virion na célula. Aoki et al (2009) demonstraram que anticorpos
neutralizantes contra a proteina VP7 estabilizam o trimero formado pela proteina,
inibindo as alteracdes em VP4, necessérias para permitir a entrada do virus na
célula hospedeira.

1.2.5 Proteinas nédo estruturais dos rotavirus da espécie A

1.251 NSP1

E uma proteina codificada pelo 5° segmento gendmico, possui cerca de
35kDa e é considerada a menos conservada entre as estirpes circulantes de RVA
(Suguna & Rao, 2010). Possui dominios ricos em complexos cisteina-histidina e
ligantes de Zn?*. Recentemente, foi demonstrada sua funcdo como ubiquitina ligase
(E3) através de sua acdo moduladora de supressao de respostas imunes celulares
inatas (ativagdo de interferon tipo | [IFN I]) (Qin et al, 2010). A NSP1 induz a
degradacdo de um ou mais componentes necessarios para expressao do IFN I, via
fatores regulatorios do IFN (IFRs) ou via fatores nucleares k3 (NF kB) (Suguna &
Rao, 2010). A funcdo demonstrada por esta proteina varia de acordo com estirpes
diferentes e isso pode influenciar na eficiéncia da replicacdo viral nas células
infectadas. Estudos demonstraram que mutantes NSP1 sdo vidveis, mas possuem

baixa taxa de replicacdo (Suguna & Rao, 2010; Arnold & Patton, 2011).

1.25.2 NSP2e NSP5

Estas duas proteinas encontram-se essencialmente associadas e formando
estruturas denominadas viroplasmas que, por sua vez, compreendem sitios de
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ligacdo ao mMRNA, localizados em regides eletrodensas do citoplasma e que auxiliam
na replicagao viral, transcrigéo, tradugéo, empacotamento do RNAdf e montagem da
particula viral. A NSP2 é altamente conservada e expressa em altas concentracdes
nas ceélulas infectadas (Estes & Kapikian, 2007), possuindo também atividades

helicase e NTPase, dependentes de ions Mg?* (Suguna & Rao, 2010).

A proteina NSP5 possui uma atividade autoquinase e em células infectadas
apresenta formas hipo e hiper fosforiladas (Taraporewala & Patton, 2004). Martin et
al (2011) realizando estudos a nivel estrutural da NSP5, revelaram que os principais
dominios de oligomerizacéo protéica ficam localizados entre os aal03-146 e aal89-
198, sendo estes essenciais para a formagao dos viroplasmas e ligagdo com a
NSP2. Na auséncia de outras proteinas virais, a interacdo entre NSP2 e NSP5
resulta em particulas defectivas semelhantes a Virus-like Particles (VLPS) in vitro.
Ambos os dominios N- e C-Terminais, encontram-se implicados na formacdo das
VLPs (Fabbretti et al, 1999).

1.25.3 NSP3

A NSP3 é uma proteina codificada pelo sétimo segmento e possui cerca de
36kDa. Ocorre como um dimero, que consiste em dois dominios: i) ligante-RNA, na
porcao N-terminal; ii) por¢cdo C-Terminal, que interage com o fator de iniciacdo de
traducdo elF4G. A NSP3 esta diretamente vinculada ao processo de traducédo do
RNAdf viral. Quando em conformacdo de homodimero, reconhece a sequéncia
consenso 3’ do RNAm, formando um complexo estavel que favorece a traducao dos
transcritos de RNAm pelos ribossomos. Esta forte ligacdo de NSP3 com o RNAm
proporciona também a sua protecdo contra nucleases celulares (Wentz et al, 1996;
Suguna & Rao, 2010). A ligacdo da NSP3 ao RNAmM também vem sendo descrito
como um possivel mecanismo de transporte de fitas recém sintetizadas de RNAmM

até os viroplasmas para replicagdo subsequente (Pesavento et al, 2006).
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1.254 NSP4

Estudos demonstraram a multifuncionalidade desta proteina que foi a primeira
enterotoxina viral descrita como diretamente responsavel pelas manifestacdes
clinicas (diarreia secretoria) mais recorrentes aos RVA (Ball et al, 1996). O peptideo
correspondente aos residuos de aa de 48 a 91 de NSP4 é capaz de promover uma

desestabilizacdo da membrana do RE, provocando sua lise e resultando em um
s .. 2+ .
aumento dos niveis intracelulares de Ca - Consequentemente, hA um aumento de

secre¢cdo de ions cloro (CI?), ocasionando diarreia de natureza secretoria.
Adicionalmente, alteracGes nos residuos de aa nas posi¢cdes 114 até 135 da NSP4
podem levar a mudancas na atividade toxigénica dos RVA (Bowman et al, 2000;
Huang et al, 2004).

A proteina NSP4 mimetiza substancias estimulantes de secrec¢fes intestinais

(secretagogos) e, dessa forma, ativa o reflexo secretor do Sistema Nervoso Entérico
~ , 2 - .
(SNE), pela correlagéo do influxo de Ca " na membrana plasmatica, que é regulado

por canais de ca”’ voltagem-dependentes. A ativacdo de SNE ocorre pela liberacao
de prostaglandinas, peptideos sinalizadores, citcinas e da enteroxina viral NSP4

ocasionando o aumento da motilidade intestinal (Boshuizen et al, 2004).

Outra funcionalidade descrita para NSP4 é o desarranjo das zonas de
oclusao; isto €, a regido entre duas células que apresenta membrana impermeavel.
Na situacdo de infeccao por RVA, a NSP4 aumenta a permeabilidade paracelular,

permitindo a passagem de macromoléculas de até 20kDa (Tafazoli et al, 2001).

Na morfogénese viral, a extremidade C-terminal de NSP4 atua na membrana
do RE como receptor intracelular e liga-se a VP6, que reveste as DLPs,
possibilitando o revestimento destas particulas com a camada mais externa,
formada por VP4 e VP7. Além disso, a NSP4 também participa do processo de
transporte destas particulas através das membranas do RE durante a montagem de

particulas maduras (Taylor & Bellamy, 2003).

Os anticorpos neutralizantes dirigidos contra a NSP4 reduzem a capacidade
desta proteina em induzir a diarreia. Em um estudo com camundongos vacinados

com esta proteina, foi observada a indugédo de protecdo homotipica e heterotipica
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contra diarreia por RVA. Em humanos, a NSP4 foi descrita como sendo capaz de

induzir repostas imune celular e humoral (Johansen et al, 1999).

Devido a este envolvimento da NSP4 no processo patogénico dos RVA,
estudos tentaram encontrar alguma diferenca na sequéncia da proteina entre as
criangas sintométicas e assintomaticas (Kirkwood et al, 1999; Pager et al, 2000)
Entretanto, as diferencas descritas ndo caracterizaram de forma especifica a cepa
virulenta da avirulenta, tornando estes achados ndo reproduziveis em estudos

posteriores (Oka et al, 2001; Araujo et al, 2007a; Mascarenhas et al, 2007)

1.255 NSP6

A NSP6 é encontrada principalmente no viroplasma e interage com a NSP5
(Estes & Kapikian, 2007). Algumas variantes de RVA néo codificam esta proteina e
outras apresentam baixos niveis de expressao, o que indica que a NSP6 apresenta
papel regulatério ndo essencial na replicacdo viral (Taraporewala & Patton, 2004,
Lépez et al, 2005).

1.2.6 Biossintese viral

Os RVA possuem tropismo celular in vivo por enterdcitos maduros das
vilosidades intestinais. A replicacdo ocorre essencialmente no citoplasma das
células absortivas diferenciadas (maduras), localizadas na porcdo apical das
vilosidades do intestino delgado. Entretanto, estudos vém revelando a presenca de
viremia por RVA e, consequentemente, infecgbes extraintestinais, incluindo
encefalites (Crawford et al, 2006; Blutt et al, 2007a; Blutt et al, 2007b; Liu et al, 2009;
Medici et al, 2011; Thompsom et al, 2012)

O ciclo replicativo viral esta demonstrado na Figura 8 e ocorre com uma
intima dependéncia de concentracédo de ions Ca?*, que atuam como mensageiro na
cadeia de eventos que conduz a doenca (Chami et al, 2006; Ruiz et al, 2009). A
entrada dos RVA nas células se da por meio de interacdes com receptores celulares

contendo acido siélico (SA) e integrinas no inicio do processo de adsor¢gdo, com 0
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dominio VP8* interagindo com o SA e o VP5* com as integrinas (Hewish et al, 2000;
Guerrero et al, 2000; Lopez & Arias, 2004). Logo em seguida, por endocitose
mediada por moléculas proteicas, o virion é conduzido para 0 endossomo primario.
Simultaneamente a este processo, ha uma queda na [Ca?'], que leva ao
desnudamento (dissociacdo dos trimeros de VP7) da particula de camada tripla
(TLP) e assim inicia-se a penetracdo do virus no citoplasma celular (Trask et al,
2012) (Figura 8).

Adesao e | Maturagao (protedlise de VP4)
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de IFN hospedeira |
NSP1 o oNSP3
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Figura 8. Esquema da biossintese dos rotavirus da espécie A. Primeiramente ocorre a internalizagéo do virion,
seguido de endocitose mediada; dissociacéo dos trimeros de VP7; penetragdo no citoplmasma celular; transcri¢cdo
e traducdo das proteinas virais como NSP1 e NSP3, que sdo importantes na continuagdo do processo de
replicagcdo, que por sua vez depende dos viroplamas formados por NSP2-NSP5. Apds este processo ocorre a
montagem e empacotamento do genoma; formacdo da dupla camada protéica (DLP) e posterior montagem da
tripla camada (TLP) no Reticulo endoplasmatico Rugoso (RE Rugoso), possivelmente por interagdo da VP4 e
NSP4. O final do ciclo ocorre apés a libertacéo do virion da célula infectada, o qual fica exposto a a¢ao proteolitica
da tripsina, quando ocorre a divisdo em VP5* e VP4*; IFN=interferon (adaptada de Trask et al, 2012).

Os processos seguintes sao divididos em trés etapas: 1) transcricédo e sintese
das proteinas virais; 2) replicacdo, montagem do genoma e empacotamento, tal

como a formacdo da dupla camada proteica (DLP) e 3) brotamento das DLPs
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recém-formadas no RE rugoso (RER) e montagem da camada exterior de modo a

formar TLPs maduros (Figura 8).

Esta etapa final de montagem ainda ndo estd bem compreendida, o modelo
mais aceito sugere que ocorra uma interacdo entre a NSP4 e a VP4, na face
citosdlica do RE (Trask et al, 2012). O final do ciclo ocorre apos a libertacdo do virion
da célula infectada, o qual é exposto a proteases como a tripsina do trato
gastrointestinal, o que resulta na protedlise especifica de VP4 em VP5 * e VP8 *.

Em relacdo ao genoma dos RVA, os RNAs sao transcritos de forma
conservativa pela RNA polimerase RNAdependente (proteina VP1). Ha a producao
de RNA (+) a partir do RNA (-) virais. As fitas de RNA (+) servirdo de RNAm para a
traducdo das proteinas virais (VPs e NSPs), bem como assumem o papel de molde
para a producdo de novas fitas de RNA (-), dai resultando RNA de dupla fita da
progénie viral. As proteinas recém-sintetizadas e o RNA viral sdo reunidos no
citoplasma da célula infectada, constituindo a estrutura denominada viroplasma
(Kapikian et al, 2001).

1.2.7 A Dinamica Evolutiva dos rotavirus da espécie A

O genoma naturalmente segmentado dos RVA possibilita uma grande
diversidade genética destes virus, a qual € mediada por diferentes mecanismos,
como: mutacBes pontuais, rearranjo gendémico (recombinacdo intramolecular) e

reestruturacao (reassortment) (Taniguchi & Urasawa, 1995; Desselberger, 1996).

O acumulo de mutacdes pontuais pode ser evidenciado por técnicas de
sequenciamento nucleotidico. Estas mutacdes definem novas linhagens e
sublinhagens de um gendétipo. Dessa forma, torna-se fundamental a analise
sistematica de sequéncias dos virus circulantes na populacdo com a finalidade de
identificar a frequéncia dessas mutacdes no genoma dos RVA (lturriza-Gomara et al,
2001).

Os rearranjos ou recombinacdes sdo alteracbes na sequéncia do segmento
gendmico, algumas vezes na forma de delecdo ou mais frequentemente como

duplicacdo (Figura 9A). A visualizacdo deste tipo de mecanismo pela EGPA
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caracteriza-se pela auséncia de alguns segmentos da sua posicao usual e/ou o

aparecimento de bandas adicionais (Taniguchi & Urasawa, 1995).
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Figura 9. Esquema representativo de um evento de: A) Recombinagéo genética (adaptada de Gémez,
2009 e; B) Evento de reassortment entre rotavirus da espécie A de origem humana e origem suina.

Nas reestruturacdes (reassortments) ocorre a permuta de material genético
entre dois virus similares, incluindo aqueles da mesma espécie, durante infec¢des
mistas in natura ou por meio de co-cultivo (Figura 9B). Este mecanismo foi
primeiramente descrito por Matsuno et al (1980), que realizou co-infec¢do de cultura
celular de RV bovino (Lincoln) com RV simio (SA-11) e obtiveram o primeiro clone
reestruturado. Por meio de comparacgdes dos segmentos de RNAdf do clone com os
parentais, observou-se que o genoma reestruturado apresentava os segmentos 4, 5,
e 10 de SA-11 e segmentos 1, 2, 3, 6 e 11 de bovino. Porém nao foi possivel
determinar a origem dos outros segmentos. Estudos descrevendo esse mecanismo
evolutivo vém aumentando consideravelmente a cada ano (Matthijnssens et al,
2006, 2011b; Mukherjee et al, 2011).

1.2.8 Epidemiologia dos rotavirus da espécie A

Os RVA sao os principais agentes da GA infantil e sua prevaléncia é
semelhante em todos 0s paises, entretanto, nos paises em desenvolvimento,
representa uma importante causa de mortalidade em criangas < 5 anos de idade.
Segundo Tate et al, (2012b), baseados nos dados da OMS, dos 453.000 oObitos que
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sao estimados ocorrer anualmente por RVA nesta faixa etaria, cerca de 90% estéo

localizados na Asia e Africa (Figura 10).
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Figura 10. Estimativa da incidéncia de mortes por rotavirus da espécie A em criangas < 5 anos de
idade, anualmente nos diferentes continentes (adaptada de Tate et al, 2012hb).

A distribuicdo universal dos RVA tem sido amplamente caracterizada
nos estudos realizados em diversos paises. O seu carater enteropatogénico é
ressaltado determinando tanto quadros de GA infantil epidémica, nas regides de
clima temperado, quanto sob carater endémico nas areas tropicais (Kapikian et al,.,
2001). Estudos conduzidos na América Latina, Africa e Asia, indicaram nitidamente a
magnitude que assumem 0s RVA na etiologia das GAs moderadas e graves,

associando-as a até 71% dessas situacdes (Steele et al, 2003; Bresee et al, 2004).

Estudos epidemiolégicos realizados demonstraram que diversos genétipos
de RVA podem co-circular dentro de uma mesma regido e que o genadtipo prevalente
em uma determinada regido pode mudar anualmente. Outra observacdo é que os
genatipos prevalentes em diferentes regides de um pais podem ser diferentes dentro

do mesmo periodo epidemiolégico (Banyai et al, 2012).
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1.2.8.1 Distribuicdo dos genotipos de rotavirus da espécie A no mundo

Santos & Hoshino (2005) em uma revisdo bibliografica acerca dos gendtipos
circulantes de RVA no mundo, observaram que as combinacdes binarias entre os
genadtipos G e P mais prevalentes eram: G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] e G9PJ8].
Sendo que o genotipo G1P[8] apresentava, naquele periodo, o maior percentual de
deteccdo nos seis continentes (Tabela 2). Também ficou evidenciada a elevada
percentagem, em comparacdo com paises da Europa e América do Norte, de

amostras genotipadas como n&o usuais, circulantes na Africa e Asia.

Tabela 2. Distribuicdo de gendtipos G e P nos diferentes continentes em 2005 (Adaptada de Santos
& Hoshino, 2005)

Combinacio G e P Africa Asia Europa Américado Oceania Ameérica do

(%) (%) (%) Norte (%) (%) Sul (%)
P[8]G1 23 34 72 73 82 34
P[4]G2 2 13 9 11 13 23
P[8]G3 21 1 6 1 2
P[8]G4 4 20 11 1 2 9
P[8]G9 5 5 3 1 1 15
P[6]G9 2 7 1 2 0 1
Outros 16 6 1 1 0 5
Nao usuais 26 14 1 5 0 11

Neste sentido, em estudo sobre a diversidade evolutiva dos RVA, Patton et al
(2012) destacaram a importancia desses genotipos considerados ndo usuais e
emergentes como o0 G5, G8, G10 e G12 na distribuicdo universal dos RVA. Tais
estirpes representam uma grande parcela dos RVA que circulam em regides da

Africa, Sudeste Asiatico e Leste do Mediterraneo. .

A Figura 11 representa os dados referentes a Rede de Vigilancia reportados
pela OMS no ano de 2010. Entre as Américas, 0s genoétipos mais prevalentes sao:
G1P[8] e G2P[4]. Em contrapartida, no Sudeste Asiatico e na Africa esse dois
genotipos apresentam baixa frequéncia, prevalencendo os genétipos G8, G10 e G12
(Patton 2012).

Globalmente, estes achados representam um grande impacto na diversidade

dos RVA circulantes nos periodos atuais, demonstrando que a vigilancia

20



epidemiologica é de extrema importancia para o planejamento de medidas de

controle e prevencéao eficazes entre a populacdo mundial (Banyai et al, 2012).
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Figura 11. Distribuicdo de gendtipos de rotavirus espécie A reportados pela Rede de Vigilancia da
Organizagdo Mundial da Satide em 2010. n = n° de amostras (Adaptado de Patton, 2012).

1.2.8.2 Distribuicdo dos genétipos de rotavirus da espécie A no Brasil, antes

e ap06s aintroducdo da vacina monovalente Rotarix®

A exemplo do que ocorre em outros paises, no Brasil os gendtipos de RVA
tém sido registrados com frequéncias que variam de acordo com o ano e o local da
amostra isolada. Leite et al (2008) realizaram um estudo de revisdo relatando a
deteccado de gendtipos de RVA no periodo compreendido entre 1982 e 2007. Assim,
propuseram a existéncia de trés periodos epidemioldgicos: i) de 1982-1995, em que
os gendtipos G1 a G4 foram os mais prevalentes, com a circulacdo do genétipo G5
em aproximadamente 10% das amostras; i) de 1996-2005, em que houve a
emergéncia do gendtipo G9, a reduzida deteccdo do G5 e a pouca ocorréncia de
G2P[4]; iii) de 2006-2007, em que o genétipo G2P[4] reemergiu e tornou-se o

gendtipo predominante sendo detectado em 74% das amostras.

A Figura 12 esta representando que nos dois periodos pré-vacinais
compreendidos entre 1982-1995 e 1996-2005 as combina¢cfes mais frequentemente
encontradas foram: G1P[8]/G1P[?] (43%), G9P[8]/ G9P[?] (20%), G2P[4]/ G2P[?]
(9%), G3P[8]/ G3P[?] (6%), G4P[8]/ G4P[?] (4%) e G5P[8]/ G5P[?] (4%). Neste
estudo Leite et al (2008) demostraram que a deteccdo de G2P[4] diminuiu de 26%
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no periodo de 1982 — 1995 para 2% no periodo de 1996 — 2005. Porém, no ano de
2005 e naqueles subsequentes, a prevaléncia deste gendtipo aumentou,

principalmente nas regides Nordeste e Sudeste.

North (Amazon), n = 241

Northeast, n = 326

Northeast, n = 48

Central-West, n = 220

Central-West, n = 149

Southeast, n = 193
Southeast, n = 1234

South, n = 22 South, n = 59

A B

mG1P[8] ZGI1P[NT] MG2P[4] ZG2P|NT] BG3P[8] #ZG3P|NT] ®G4P[8]

% G4P[NT] I G5P[8] G5P[NT] MG9P[8] = GOP[NT] & mix atypical

Figura 12. Distribuicdo dos gendétipos de rotavirus da espécie A no Brasil, por regido geogréfica. A:
de 1982 a 1995; B: de 1996 a 2005 (Leite et al, 2008).

Oliveira et al (2012) em um estudo retrospectivo de 27 anos com amostras
positivas para RVA circulantes na Regido Norte do Brasil, evidenciaram que também
houve um aumento significativo do genétipo G2P[4] no periodo apds a introducéo da
vacina Rotarix®, em especial no periodo mais recente estudado (2006-2008) e
também evidenciaram que alguns estudos realizados em periodos anteriores a
vacina (2001-2003 e 2005), o genoétipo G9 destacou-se no percentual de deteccéo
em amostras do estado do Para, sendo em 2005 o gendtipo mais prevalente
detectado. Amostras de RVA G9P[8] detectados no estado do Acre nos anos de
2005 e 2006, apos estudos filogenéticos, revelaram a circulagdo de uma nova
variante genética na regido, possivelmente em virtude de reestruturacdo génica

entre amostras humanas nos cinco genes analisados (Tort et al, 2010)
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1.2.9. Prevencao e controle dos rotavirus espécie A

Estudos demonstraram que a melhoria do saneamento béasico e das
condi¢cbes higiénico-sanitarias sdo capazes apenas de minimizar as infec¢des por
RVA, visto que a morbidade & semelhante nos paises desenvolvidos e em

desenvolvimento (Anderson, 2010).

A infeccdo natural ndo confere protecdo completa contra reinfeccdo e a
prevencdo da GA durante os dois primeiros anos de vida é fundamental, pois &
neste periodo que a mesma € mais grave. Assim, o desenvolvimento e a imunizacao
com vacinas seguras e eficazes representam uma boa estratégia para diminuir as

formas mais graves da doenca (Anderson, 2010).

Duas vacinas contra RVA encontram-se disponiveis no Brasil e em diversos
paises: i) RotaTeq® (Merck, North Wales, PE, EUA); ii) Rotarix® (GlaxoSmithKline
[GSK], Rixensart, Bélgica). A Rotateq® é uma vacina oral, pentavalente (G1, G2, G3,
G4 e PJ8]) de virus reestruturado (WC3 — humano/bovino) (Vesikari et al, 2006). A
vacina Rotarix® é monovalente (G1P[8]), atenuada, e de origem humana (O'Ryan &
Linhares, 2009). Nos estudos de fase Ill as duas vacinas mostraram-se protetoras
contra os 5 gendtipos mais comuns de RVA que circulam mundialmente e o impacto
positivo da introducdo destas vacinas ja foi demonstrado em alguns paises
europeus, africanos e americanos, inclusive o Brasil (Chandran et al, 2010; do
Carmo et al, 2011; O'Ryan et al, 2011; WHO, 2011)

Desde 2006, no continente americano, 14 paises introduziram uma vacina
contra RVA em seus Programas Nacionais de Imunizag¢do (PNI), sendo a Rotarix®:
no Brasil (primeiro pais em ambito de campanha nacional, em marco de 2006), El
Salvador (2006), Panama (2006), México (2006), Venezuela (2006), Equador (2007),
Honduras (2009), Peru (2009), Bolivia (2008), Coldémbia (2009), Paraguai (2010) e
Guatemala (2009); e a Rotateq® na Nicardgua (2006), Guiana (2010) e llhas
Cayman (2009) (WHO, 2011).

Para o tratamento da infeccdo por RVA n&o existem terapias anti-virais
especificas disponiveis comercialmente. Recentemente foi demonstrado que alguns
medicamentos usado contra parasitas, como a Nitazoxanida tém reduzido os

sintomas clinicos provocados pela doenga (Rossignol et al, 2006)
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1.2.10. Aspectos zoonoticos dos rotavirus espécie A

Recentemente, Martella et al (2010) destacaram a importancia de se ter
conhecimento sobre os aspectos zoonoticos das rotaviroses, uma vez que, 0os RV
possuem um amplo espectro de hospedeiros e diversos mecanismos de evolucéo
molecular. Nos paises em desenvolvimento, onde em geral as pessoas vivem sob
precarias condi¢fes de higiene e tém maior contato com animais, principalmente
bovinos, suinos e aves, a transmissdo de RV de origem animal para humanos é

mais provavel de acontecer (Jain et al, 2001).

Entre os relatos zoondticos da doenga no mundo, Nakagomi et al (1992)
diagnosticaram uma amostra humana (Ro1845, gendtipo G3) de provavel origem
animal em Israel. Banerjee et al (2007) encontraram na India, a partir de amostras
de criancas assintomaticas, um rotavirus G11P[25] no qual, os autores relatam a
possibilidade de uma interacdo zoonGtica, ao considerarem que este tipo €
frequentemente encontrado em bovinos e suinos. No Brasil, Gabbay et al (2008)
detectaram por RT-PCR, rotavirus do grupo C com caracteristicas suinas em fezes
de criancas na cidade de Belém, Para. Mascarenhas et al (2007) encontraram RV
em fezes de criancas e neonatos de Belém com sequéncias nucleotidicas dos genes
VP4 e NSP4 semelhantes as de origem suina. Recentemente, dois estudos
detectaram genes de possiveis origem canina-felina em amostras com gendétipo G3
circulantes nas Regifes Sudeste e Norte do Brasil (Luchs et al, 2012; Maestri et al,
2012).

A maioria desses relatos, assim como os dados disponiveis na literatura
sdo referentes aos genes que codificam para as proteinas VP4, VP7, NSP4 e
eventuais trabalhos para VP6. Entretanto, a investigacdo dos outros genes faz-se
essencial para que se possa compreeender de forma mais evidente eventos de
reassortement, mutacdes pontuais, ou qualquer outro mecanismo gerador de
variabilidade genética entre amostras de RVA, devido a suas participacdes
significativas na patogénese, replicagéo, regulacédo da traducdo, morfogénese viral e

epidemiologia, particularmente na era pés-vacinal.
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2. JUSTIFICATIVA

A OMS recomenda a vigilancia epidemiologica e laboratorial dos genétipos de
RVA circulantes nos diferentes continentes e, em particular, nos paises onde
vacinas anti RVA foram implementadas nos PNI (WHO, 2008). Com isto objetiva
definir o impacto da doenca, avaliar a efetividade da vacina e monitorar as
mudancas nos padrées epidemiolégicos dos genadtipos circulantes, assim como o
surgimento de variantes genéticas que possam escapar do processo de imunizacao
(WHO, 2008; Gentsch et al, 2009).

Estudos evidenciaram apds andlise filogenética do genoma completo de RVA,
um consistente padrdo evolutivo entre RVA de origem humana e animal,
destacando-se a conservacao de varias por¢coes génicas (Matthijnssens et al, 2008a;
Mukherjee et al, 2009). Essa possibilidade de transmissao entre-espécies € maior e
mais freqlente nos paises em desenvolvimento, onde podem ocorrem contatos mais
estreitos entre humanos e animais, além das condi¢cdes higiénico-sanitarias

inadequadas (Jain et al, 2001).

No Brasil, a maioria dos relatos na literatura se refere a caracterizacao
molecular das proteinas de superficie VP4 e VP7 e eventuais trabalhos a NSP4 e
VP6 (Mascarenhas et al, 2006; Araujo et al, 2007a e b; Tavares et al, 2008a e b;
Benati et al,, 2010). Recentemente, foram descritos estudos envolvendo a
caracterizacdo molecular dos genes que codificam para outras proteinas estruturais
e néo estruturais (Tort et al, 2010; Silva et al, 2011; Maestri et al, 2012 ). Tais dados
estdo ampliando o conhecimento acerca da diversidade genética entre os genétipos
circulantes entre as regides brasileiras. Na regido Norte, apesar de existirem dados
relevantes sobre genoétipos G e P (Mascarenhas et al, 2002a; Mascarenhas et al,
2002b; Mascarenhas et al, 2010), estudos envolvendo a caracterizacdo dos genes
gue codificam para as demais proteinas sdo raros (Tort et al, 2010; Maestri et al,
2012).

Neste sentido, o sequenciamento parcial ou completo do genoma das amostras
de RVA circulantes na Regido Norte, antes e apds a introducédo da vacina Rotarix®
contribuird para o entendimento do processo de evolugdo dos diferentes genaotipos
de RVA, particularmente os hibridos humano-animal, visto que a grande diversidade

de gendtipos pode representar um desafio para o PNI.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar filogeneticamente os genes que codificam para as proteinas
estruturais (VPs) e ndo-estruturais (NSPs) de RVA gendétipos G1, G2, G3, G4 e G9
da Regido Norte do Brasil, antes e apdés a introdu¢do da vacina monovalente
Rotarix® no calendario do PNI.

3.2 Especificos

e Amplificar, através da RT-PCR, os genes que codificam para as proteinas

estruturais VP1-VP4, VP6 e VP7 e nao estruturais NPS1-NSP3, NSP4 e
NSP5;

e Realizar estudos filogenéticos baseados na andlise destes genes amplificados

em relacdo aos protétipos disponiveis no GenBank;

¢ Identificar possiveis mecanismos evolutivos e de variabilidade genética entre
as amostras analisadas antes e ap6s a introducdo da vacina Rotarix® na
Regido Norte do Brasil.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Espécimes clinicos

Os espécimes clinicos analisados no presente estudo séo oriundos de quatro
projetos de pesquisa em GA virais conduzidos pelo Laboratorio de Rotavirus do
Instituto Evandro Chagas (IEC) (Tabela 1), resumidamente descritos a seguir:

A) Projeto Hospital-Sentinela - Estudo que objetivou caracterizar a
diversidade antigénica das amostras circulantes de RV e o impacto da doenca
causada por esses agentes em Belém, Para. Foi conduzido no periodo de maio de
1998 a maio de 2000, quando se coletaram espécimes fecais de criancas com 0 a 3
anos, atendidas a nivel ambulatorial ou internadas em um hospital publico de Belém,

Pard;

B) Teste com a vacina RIX4414 - Estudo que objetivou avaliar a inocuidade,
imunogenicidade e efichcia de trés doses da vacina monovalente RIX4414
(posteriormente denominada de Rotarix) em criancas saudaveis em Belém, Para,

Brasil;

C) Projeto Salobo - Estudo realizado na cidade de Parauapebas, sul do
Para, com o objetivo de estimar o impacto e a epidemiologia dos RV nesta regiao,
gue cosntitui um local de grande fluxo imigratério, uma vez que, sedia grandes

projeto de mineracao da regiao;

D) Rede de Vigilancia - Estudo de vigilancia pertecente a Rede Nacional de
Vigilancia para Rotavirus, que visa estimar o impacto da doenca e a epidemiologia

dos rotavirus em criancas da Regido Norte do Brasil.

O Quadro 1 descreve os espécimes utilizados, tal como o periodo de coleta,
Estado de procedéncia e estado vacinal. Todos possuiam genotipos para VP7
previamente estabelecidos (G1, G2, G3, G4 ou G9) através da técnica de reacdo em

cadeia pela polimerase precedida de transcrigéo reversa (RT-PCR).
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O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Evandro Chagas (CEP/IEC) sob n°® 0012/2010. (ANEXO A)

Tabela 3 — Descricdo resumida dos Projetos em gastroenterites conduzidos pelo IEC e niUmero de
amostras utilizadas.

N° amostras

Estudo Caracteristicas Periodo ldade ,
selecionadas
. s Maio de 1998
doial Cmmae amacde  o-awes  om
P 2000
Teste com a Teste duplo- .
vacina RIX cego controlado Malo_ de 2001 0 - 3 anos 9
a abril de 2003
4414 com placebo
Projeto Comunitario e Desde de 0 -5 anos 3
Salobo hospitalar dez./2005
Desde
Re.d? d? Comunitéario fevereiro de 0 - 5 anos 17
Vigilancia 2006
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Quadro 1. Amostras fecais oriundas da Regido Norte analisadas neste estudo, de acordo com 0 ano
de coleta ; Estado de origem e estado vacinal.

ID Amostra Ano Estado Vacinado

HST294 1994 Para -
HSEO002 1998 Para -
HSEOQ05 1998 Para -
HST025 1998 Para -
HSP196 1999 Para -
HST309 1999 Para -
HST352 1999 Para -
HST374 1999 Para -
HST357 2000 Para -
HST393 2000 Para -
HST385 2000 Para -
PID366 2001 Para -
PID385 2001 Para -
PID132 2001 Para -
PID084 2002 Para -
PID90 2002 Para -
PID1527 2002 Para -
PID92 2002 Para -
PID177 2002 Para -
PID59021 2003 Para -
PSAL-1655C 2006 Para -

PSAL-906D 2006 Para nao

RV98325 2007 Amazonas nao
RVvV99873 2008 Para nao
PSAL-3115C 2008 Para nao
RV100669 2008 Amazonas nao
RV101107 2008 Amazonas sim
RV101253 2009 Amazonas nao
RV102322 2009 Para sim
RV102866 2009 Para sim
RV106909 2009 Para nao
RV109713 2010 Amazonas NI
RV109720 2010 Amazonas sim
RV112015 2010 Amazonas nao
RV117230 2012 Acre nao
PA21771 2011 Para nao
PA21772 2011 Para nao
PA21773 2011 Para nao
PA21774 2011 Para NI
RV117270 2012 Amazonas nao

ID = cddigo de identificagdo da amostra/ NI = ndo informado

4.1 Suspensao fecal

Foram preparadas suspensdes fecais a 10% em tampéo Tris-HCI Ca?* 0,01M
pH 7,2 em cabine de seguranca biologica NB2, Holten Lamin Air MS 2010 Modelo
0.9. As suspensodes foram homogeneizadas, clarificadas a 3000 x g por 10 min a 4°C
e 0s sobrenadantes estocados a —20°C.
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4.2 Extracao de acidos nucleicos

O genoma viral foi extraido a partir das suspensbes pelo “PureLink®
RNA/DNA Minikit” (Invitrogen™, USA). Nesta etapa foram seguidas todas as
recomendacdes do fabricante. Controles negativos e positivos foram incluidos em

todas as fases do processo.

4.3 Sintese de DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA a partir do RNA extraido foi realizada utilizando-se o
iniciador randémico contido no Kit High Capacity® (Applied Biosystems, USA),
seguida de amplificacdo com iniciadores especificos. A reacdo de transcricdo

reversa foi realizada utilizando a mistura de reagentes descrita no Quadro 2.

Foram adicionados 2 pL de dimetil sulfoxido (DMSO) a 10 pL de RNA extraido
e incubado a 97°C por 7 minutos. Apés esse procedimento, os tubos foram
incubados por 2 minutos em banho de gelo e foram adicionados 38uL da mistura de
reagentes (RT) (Quadro 2). No termociclador, os tubos foram submetidos a
temperatura de 25°C por 10 minutos, 37°C por 2 horas e 85°C por 5 minutos. O

produto foi estocado a 4°C até o momento da PCR.

Quadro 2. Mistura de reagentes utilizados na reacéo de transcri¢cdo reversa

Reagentes Concentracdo Volume
H20 livre de DNAase / RNAase i 14,8 uL
(Invitrogen®)
Tampao RT (Applied Biosystems®) 10X 8 uL
DNTP Mix: dATP, dTTP, dGTP, dCTP 25X 3,2uL
(Applied Biosystems®)
RT In|C|adqr random|go (Applied 10X 8 L
Biosystems®)
RT Multiscribe (Applied Biosystems®) 50U 4 uL
RNA Desnaturado (RNA + DMSO) - 12 pL
Total - 50uL

30



4.4 Amplificacdo dos genes que codificam para as proteinas VP1, VP2,
VP3, VP4, VP6, VP7 e NSP4

A mistura de reagentes utilizada para a amplificacdo dos genes que codificam
para as proteinas VP1-VP4, VP6, VP7 e NSP4 esta descrita no Quadro 3. As
condicbes de termociclagem consistiram de uma etapa de desnaturacado inicial a
94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de amplificacdo a 94°C por 30 segundos
para a desnaturacdo; 50°C por 30 segundos para a hibridiza¢do dos iniciadores para
0 gene que codifica para VP4, 42°C para VP7, 49°C para VP1/VP2/VP3 e 55°C para
NSP4/VP6 e 72°C por 1 minuto para a fase de extensdo das fitas de DNA. A
extensao final foi realizada a 72°C por 10 minutos. Os oligonucleotideos utilizados

estao descritos no Quadro 4.

Quadro 3. Reagentes utilizados na reacdo em cadeia pela polimerase para a amplificacédo dos genes
que codificam para as proteinas VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 VP7 e NSP4.

Reagentes Concentragcdo Volume
H20 livre de DNAase/RNAase (Invitrogen®) - 31,25 uL
Tampéao de PCR sem MgCl: (Invitrogen®) 10x 5uL

dXTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP
(Invitrogen®)
MgCl2 (Invitrogen®) 50mM 2,5uL
Taqg DNA polimerase Platinum
(Invitrogen®)

2,5mM 4 pL

5U/mL 0,25 L

Oligonucleotideos (Foward/Reverse)

especificos para os genes 20uM (cada) 2L

cDNA - 5puL
Total - 50uL

4.5 Amplificacdo dos genes que codificam para as proteinas VP7,
NSP1, NSP2, NSP3 e NSP5 por One-Step RT-PCR®

As amplificacfes dos genes que codificam para as proteinas NSP1, NSP2,
NSP3 e NSP5 foram realizadas utilizando o Kit “SuperScript™ Il One-Step RT-PCR
System with Platinum® Taq DNA Polymerase” (Invitrogen®), de acordo com as

instrucdes descritas pelo fabricante. Ocasionalmente, as amostras que nao
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amplificaram para o gene VP7 pela PCR anteriormente descrita foram amplificadas
com este kit. Os oligonucleotideos e a mistura de reagentes utilizados na reacéo
estdo descritos nos Quadros 4 e 5, respectivamente.

Em tubo de poliestireno de 200uL, foram adicionados 3uL de DMSO e 12uL
do RNA extraido. Apos incubacao a 97°C por 7 minutos para desnaturacéo, o tubo
foi mantido em banho de gelo por 2 minutos. A seguir foram adicionados 35uL da
mistura de reacdo de amplificacdo (Quadro 4). As condi¢cdes de termociclagem
consistiram de: uma etapa de RT a 55°C por 55 minutos; a etapa de desnaturacéo a
94°C por 5 minutos; 40 ciclos de amplificacdo de 94°C por 1 minuto na etapa de
desnaturacao; 55°C por 1 minuto para o hibridizacéo dos iniciadores e 72°C por 2
minutos para a fase de extensao das fitas de DNA. A extenséo final foi realizada a

72°C por 7 minutos.

Quadro 4. Descricdo dos oligonucleotideos utilizados nas rea¢des de amplificacdo e sequenciamento
gendmico no presente estudo.

Gene 'I\:ﬁg;aed%? Sequéncia sentido (5' - 3") Pg:rin%érﬁefrz/ti)rglo Referéncia
VP1 VP1-F GGC TAT TAA AGC TGT ACA ATG GG 1-23 Varghese et al, 2006
VP1 VP1-R TAA TCC TCA TGA GAA AAC ACT GAC 702-677 Varghese et al, 2006
VP2 VP2-F GGC TAT TAA AGG CTC AAT GGC G 1-22 Varghese et al, 2006
VP2 VP2-R CTT CAT CTT GAA ATA TAG CAT CAC 686-663 Varghese et al, 2006
VP3 VP3-F GGC TAT TAA AGC AGT ACC AGT AG 1-23 Varghese et al, 2006
VP3 VP3-R GTA AAC ATA GAT TCATTACGC GGA CC 702-677 Varghese et al, 2006
VP4 4con3 CAT GTACTC GTT GTT ACG TC 11-32 Gentsch et al, 1992
VP4 4con2 ATT TCG GAC CAT TTATAA CC 887-868 Gentsch et al,, 1992
VP6 FVP6 GGC TTTT AAACGAAGTCTTC 1-20 Both et al, 1984
VP6 RVP6 GGT CAC ATCCTC TCACTACA 1337-1356 Both et al, 1984
VP7 Beg9 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG 1-28 Gouvea et al, 1990
VP7 End9 GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 1036-1062 Gouvea et al, 1990

NSP1 NSP1-F GGC TTT TTT TCT GAA AAG TCT 1-20 Nakagomi and Kaga, 1995

NSP1 NSP1-R GGTCACACTTTTTTATGC TGC 1546-1566 Nakagomi and Kaga, 1995

NSP2  K-NSP2F GGC TTT TAA AGC GTC TCA GTC 1-21 Matthijnsens et al, 2008

NSP2  K-NSP2R GGTCACA TAAGCGCTTTCTAT 1038-1058 Matthijnsens et al, 2006

NSP3 GENSP3-F GGCWTT TAATGC TTT TCAGTG G 1-21 Matthijnsens et al, 2006

NSP3 GENSP3-R GGT CAC ATA ACG CCC CTATAG 1052-1069 Matthijnsens et al, 2006

NSP4 FN4D CGG AAA AGAT GGA AAA GC 35-52 Gomez et al, 2011

NSP4 RN4D GGATTGGTTAAACGGGAT 690-707 Gomez et al, 2011

NSP5 GENSP5-F GGC TTT TAA AGC GCT ACA G 1-19 Matthijnsens et al, 2006

NSP5 GENSP5-R GGT CAC AAAACG GGA GT 684-700 Matthijnsens et al, 2006
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Quadro 5. Reagentes utilizados para amplificacdo dos genes que codificam para a proteina VP7.

Reagentes Concentracdo Volume

Reaction mix (Invitrogen®) 2X 25 uL

MgSOa (Invitrogen®) 5mM 8 uL

Enzyme mix (Invitrogen®) 2000U/uL 1L

Oligonucleo,t?deos (Foward/Reverse) 20uM (cada) 1L
especificos para os genes

RNA desnaturado (RNA + DMSO) - 15 uL

Total - 50uL

4.6 Analise dos amplicons por eletroforese em gel de agarose a 1,5%

Para analise dos amplicons obtidos como descrito anteriormente, 2uL de
corante azul de bromofenol (Invitrogen®) foram adicionados a 10uL dos produtos da
RT-PCR e os mesmos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (GIBCO-
BRL®) a 1,5% em tampé&o TBE 0,5% (GIBCO-BRL®) por 1 hora a 100 Volts. Apés a
impregnacao de 20 minutos com brometo de etideo (0,5 pg/mL), os amplicons foram
visualizados em transiluminador de luz ultravioleta (Labnet®) e as imagens
registradas em sistema de captura de imagem (Biolmaging Systems®) utilizando o
programa Labworks 4.0.

4.7 Purificacdo dos produtos amplificados para sequencimento

A purificagcdo dos produtos amplificados foi realizada utilizando-se o kit
comercial “QlAquick® PCR Purification Kit” (QIAGEN™, Valencia, CA, USA), quando
apenas o amplicon esperado foi obtido.

Quando observada a presenca de amplicons inespecificos, a purificacdo do
produto foi realizada pela extragdo em gel de agarose utilizando o “QIAquick® Gel
Extraction Kit” (QIAGEN™, Valencia, CA, USA) de acordo com o protocolo descrito

pelo fabricante.
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4.8 Sequenciamento dos genes amplificados

O sequenciamento foi realizado pela Plataforma de Sequenciamento de DNA
PDTIS/Fiocruz e pela Secdo de Virologia/IEC, utilizando os sequenciadores
automaticos ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer e ABI ABlI PRISM® 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems™, USA), respectivamente. A reacao foi realizada
utilizando o Kit “Big Dye Terminator® v 3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied
Biosystems™, CA, USA), conforme recomendacfes do fabricante. Os iniciadores
utilizados no sequenciamento foram os mesmos das reacdes de amplificacéo, porém

individualmente (Quadro 4).

4.9 Analise das sequéncias

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram editadas e alinhadas no software de
livre acesso BioEdit Sequence Alignment Editor (versdo 7.1.3.0). O alinhamento de
nt e aa foi realizado utilizando o aplicativo CLUSTAL W (Thompson et al,1994), e as
matrizes de identidade foram obtidas com o BioEdit®.

As amostras de referéncia e protétipos utilizadas nos estudos comparativos,
representantes dos diferentes gendétipos de RVA (humano e animal), foram obtidas a
partir do GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI) com o
uso da ferramenta Blast. Os niumeros de acesso das sequéncias nucleotidicas dos
principais protétipos e cepas de referéncias encontram-se descritos no Quadro 6.
Foram incluidas sequéncias de diferentes regibes brasileiras e de outros

continentes, descritas em diversos periodos.

As relaces filogenéticas entre as diferentes sequéncias foram determinadas e
dendogramas foram reconstruidos mediante a utilizagdo do pacote de programas
MEGA v 5.0 (Tamura et al, 2011), através do método de reconstrucao filogenética
Neighbor-Joining. As distancias genéticas entre as diferentes amostras foram
calculadas mediante o modelo Kimura-2-parameter para substituicdo nucleotidica e
o modelo Poisson Correction para substituicio aminoacidica. Outros modelos para

determinacdo de distancia foram avaliados, entre os quais Tajima-Nei e Maximum
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Composite Likelihood, disponiveis no MEGA v. 5.0 (dados ndo mostrados). A
significancia estatistica das diferentes filogenias obtidas foram estimadas através de

re-amostragem (bootstrap) aplicada em 2.000 repeticoes.

A partir das sequéncias nucleotidicas, foram deduzidas sequéncias de
aminoacidos com a utilizacdo do programa Bioedit. A Tabela 3 lista os 20
aminoacidos codificados naturalmente, e suas respectivas abreviacdes. O
mapeamento de diferentes mutagfes foi realizado através da andlise direta dos
alinhamentos aminoacidicos obtidos para os 11 segmentos génicos dos espécimes
em estudo, em comparacdo com sequéncias de cepas de referéncia, disponiveis
dos bancos de dados do NCBI.
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Quadro 6. Quadro com o resumo das amostras prototipos utilizadas nas analises
filogenéticas obtidas no GenBank com seus respectivos nimeros de acesso para cada um
dos genes estudados. A marcagéao ( X ) corresponde a Dados indisponiveis no GenBank.

Protétipo | Pais |0rigem| VP7 | VP4 | VP6 | VP1 | VP2 | VP3 | NSP1 | NSP2 | NSP3 | NSP4 | NSP5
Rotarix-A41CBO52A.  EUA | humana JN849114 IN849113 X X X X X X X X X
Wa EUA | humana GU723327| 134161 | K02086 | DQ490539 X14942 | AY267335 118943 | 104534 | X81434 | AF200224 AB091726
Dhaka16-03 EUA | humana DQ492674| DQ492672| DQ492673 DQ492669| DQ492670 DQAI2671 DQA9I2675 DQ492676) DQ492677 DQ492678 DQ492679
DS-1 EUA | humana  AB118023| AB118025 DQ870507 DQ870505 DQ870506 DQ870507 L18945 | EF672580 EF672579 HQE50125 HQE50126
TB-Chen China | humana| AY787646  AY787644 AY787645 AY787653 AV787652 AY787654 AY787647 AY787648 AY787649 AY787650 AY787651
AU Japio | humana| D86271 | D10970 | DQ490538| DQ490533 DQ490536 DQ490537| DA45244 | DQ490534  DQA90535 D8IS73 | AB0OS6SE
B3458 Bélgica | humana| EF990708 | EF990707 K DQ870504  DQ870501 DQ870502 EF990712 EF990710  EF990711 DQ870504 EF990713  EF990709
VU08-09-20 EUA | humana  JF790331 | JF790327 | JF790325 | JF790326 | JF790330 | JF790328 | JF790329 | JF790321 | JF790324  JF790323  JF790322
VU08-09-22 EUA | humana  JF491055 | JF491058 | JF491057 | JF491060 | JF491061 | JF491059 | JF491052 | JF491051 | JFA491056 = JF491054  JF491053
BE000S5 Bélgica | humana JN25879 | JN258798 | JN258792 | JN258795 IN258800 JN258799 IN258801 IN258794 IN258793  IN25897 | IN258796
BE00040 Bélgica | humana HQ392360 HQ392362 HQ392361 HQ392355 HQ392364 HQ392363| HQ392357| HQ392356  HQ392365  HQ392359 HQ392358
BEO00G1 Bélgica | humana| X KC193626 | KC193627 | KC193623 KC193624 | KC193625 | KC193618 | KC193619 KC193620 | KC193621 | KC193622
CK00078 Australia | humana| JX027796 | JX027799 | JX027798 | IX027791 | JX027801 | IX027800 | IX027793 | JX027792 | JX027797 | IX027795  JX027794
RV176 Bangladesh humana DQ490556 DQ490554  DQ490555 DQ490551 DQ490552 DQA90553) DQ490S57| DQ490S58 DQ490559 DQ490SE0 DQ490S61
12585_06ES Brasil | humana X X |HM123824 X X X X X X | HM123853 X
15863_08MA Brasil | humana HMO066111/ HM066046 HM066156 X X X X X X | HMO066189 X
1j1609/98 Brasil | humana| FJ793995 | FN179467| X X X X FI793948 X F1793972 X FI794019
R{11149/05 Brasil | humana  FJ794008 | FN179469 X X X X FI793951 X FI793974 X F1794021
Ba12537/06 Brasil | humana  FJ794012 | FN179485 X X X X FI793964 X FJ793990 X F1794037
R{12077/06 Brasil | humana| FJ794009 | FN179474| X X X X FI793962 X F1793986 X FI794033
IAL28 Brasil | humana| EF672588| EF672584 EF583032 EF583029 EF583030  EF583031  EF672585 EF672587 EF672586 EF672589  EF672590
NSC209 Brasil | humana  JQ715625| JQ715631 X JQ715636 | JQ715642 | JQ715649 | JQ715656  JQ715661 JQ715666 X Q715674
HSP180 Brasil | humana| JQ715628 | DQ525197| JQ715634 | JQ715639 | JQ715645 | JQ715652| JQ898158 | JQ715663 JQ715670 JQ898160 JQ715678
HST327 Brasil | humana| JQ715629| DQ525198/ X JQ715640 JQ715646  JQ715653| JQ715658 | JQ898159 | JQ715671 | DQS25188| JQ715679
HSP034 Brasil | humana JQ715627| X X JQ715638 | JQ715644  JQ715651 | JQ715657 X JQ715669 X Q715677
HST369 Brasil | humana X DQ525200 X X X X X X X DQ525190 X
(B2772 USA | humana  HM467956 HM467945 HMA467951 HM467927 HM467933 HM467934 HM467963 HM467969 HM467975 HM467981 HMA467921
KUN Japio | humanal X AB733131| AB733132| AB733133| AB733134 AB733135 AB733136| AB733137| X X X
MMC88 Bangladesh’ humana | EU839925 HQ641373| HQ641367 HQG41364 HQB41365 HQG41366) HQE41368  HQE41369 HQE41370) HQE41371 HQ641372
CMH049/07 | Tailindia | humana | JQ043271 10043284 | JQ043296 | X X X X X X Q043305 | Q043317
PAH136 Itdlia | humana GU296430 GU296426  GU296428  GU296420 GU296422 GU296424 GU296410) GU296412 GU296415 GU296416 GU296418
SA11-H96 China | humana, X X JF791806 X X X JF791801 | JF791802  JF791803 | JF791804  JF791805
PO-13 Japdo | avidria | D82979 | AB009632| D16329 | ABO09629 AB009630 ABO09631 ABO09633 ABO09625 ABO09626 ABO09627, ABO096E28
0osu EUA suina | X06722 | 712107 | AF317123| GU199514  GU199515 AY277921 08432 X X81431 | D88831 X
10733 ltilia | bovina | AY281360| AY281359 X X X X X X X AY293829 | EU659853
DQ-75 China | bovina | GU144587 GU181281 GU384194 GU384192 GU384191 GU384193  GU384195 GU384196 GU384197 GU181282  GU384198
UKD india | bovina | HM235505 HM235506 HM235508 X X X | HM363560 HM363561 HM363562 HM363563 HM363564
we3 EUA | bovina | AY050272| AY050271  EF560615 EF560616 EF560617 & AY050273 | EF990700  EF990701 AF411322 EF990702 EF990699
Cat97 Australia | felina | EU708950| EU708948  EU708949 EU708945 EU708946 EU708947 EU708951 EU708952 EU708953 EU708954 EU708955
Gottfried EUA suina | X06386 | M33516 | M32805 | GU199487 GU199483 GU199490 GU199489 X81430 = D00326 | GU199491 U08431
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Tabela 4. Descricdo dos 20 aminoacidos codificados naturalmente e suas respectivas
abreviacdes com trés e uma letra (Adaptado de Lemey, Salemi & Vandamme, 2009).

Abreviagcdo Abreviagéo

Aminoacido trés letras letra Unica
Alanina Ala A
Arginina Arg R

Asparagina Asn N
Aspartato Asp D
Cisteina Cys C
Glutamato Glu E
Glutamina GIn Q
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Let M
Fenialanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptofano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val \%
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5. RESULTADOS

5.1 Amplificacdo dos genes estruturais (VPs) e ndo estruturais (NSPs)

Todas as 40 amostras j& haviam sido previamente caracterizadas quanto ao
gendtipo G (VP7) no Laboratério de Rotavirus/IEC. Entretanto, foi realizada nova
PCR para este gene, além de reacdes de amplificacdo para os 10 genes que
codificam as demais VPs e NSPs de RVA. Com a utilizacdo de dois métodos de RT-
PCR (Randon primer e OneStep) foi possivel amplificar todos os genes das
amostras em estudo. A figura 13 representa os padroes de amplificacdo
visualizados em gel de agarorese a 1,5% submetido a eletroforese, de alguns genes
pela RT-PCR e OneStep RT-PCR.

1061pb
et OGS eemd  Ggumand

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 1,5% de produtos de RT-PCR especifica para os genes
que codificam para as proteinas VP1 (A), VP7 (B) e VP6 (C) de rotavirus da espécie A (RVA), sendo
este Ultimo amplificado por One-Step RT PCR Invitrogen®. M: marcador de peso molecular de 100
pb (Invitrogen®). CP: controle positivo. CN: controle negativo. A: Linhas 1,2,4,5: amostras positivas
para VP1; linha 3: amostra ndo amplificada. B: Linhas 1 a 3: amostras positivas para VP7. C: linhas
1-3 e 5: amostras positivas para V67; linha 4: amostra positiva fraca.
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5.2 Genotipagem dos 11 genes de rotavirus da espécie A

A genotipagem baseada no novo sistema de classificagdo dos RVA das
amostras em estudo foi realizada através do sequenciamento dos produtos de PCR
purificados, seguido de comparacéo genética entre sequéncias nucleotidicas através
do aplicativo Blast (Quadro 7). Foram analisadas 40 amostras, compreendendo 22
espécimes circulantes no periodo pré-introducdo da vacina Rotarix® (1994-
mar/2006) e 18 espécimes pertencentes ao periodo pds-vacina (mar/2006-2011).
Quatro amostras amplificadas para os genes VP1, VP3, VP6 e/ou NSP5 néo
apresentaram um bom padréo de suas sequéncias e tais genes foram descartados

para analise.

No Quadro 7 encontram-se detalhados todos os gendétipos detectados e as
constelacdes genotipicas formadas pela caracterizacdo dos 11 segmentos génicos.
A amostra RV117230 apresentou seu resultado discordante daquele obtido pela
Nested-PCR realizada no IEC, uma vez que o resultado da genotipagem apresentava-

se como G3 e, foi posteriormente caracterizada como G12, pelo sequenciamento.

Foram observadas constelacdes genotipicas conservadas em 85% (34/40)
das amostras analisadas, o que forneceu base para relaciond-las com os trés
principais genogrupos circulantes na espécie humana. Cerca de 65% (26/40) dos
espécimes apresentaram uma constelacdo Wa-like (G1/G3/G4/G9-P[8]-11-R1-C1-
M1-A1-N1-T1-E1-H1); seis espécimes evidenciaram constelacdo DS1-like (G2-[P4]-
[2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2); uma amostra G2P[4] (apresentou uma variante
alélica para o gene NSP3 (T1), revelando a constelacdo genotipica G2-[P4]-12-R2-
C2-M2-A2-N2-T1-E2-H2 e a amostra PID084 relacionou-se com o genogrupo AU1-
like  (G3-P[9]-13-R3-C3-M3-A1-N3-T3-E3-H3). Duas amostras  revelaram
constelacdes genotipicas incomuns, uma vez que compartilharam mais de uma
caracteristica inter-genogrupos (Wa-like e DS1-like): a amostra HSEQO5 revelou a
constelacdo G4-P[6]-11-R1-C2-M1-A1-N1-T7-E1-H2 e a amostra RV117230
caracterizou-se como G12-P[6]-11-R1-C1-M1-A2-N1-T2-E1-H1.

Deve-se ressaltar que a amostra RV117230 (G12P[6]) foi a Unica que circulou
com uma constelacdo considerada atipica apés a introducdo da Rotarix®. Quatro
amostras (PID132, PID177, PSAL3115C e RV101253) possuem constelacdes

inconclusivas devido a baixa qualidade do sequenciamento obtido para alguns genes.
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Quadro 7. Resumo dos genétipos detectados nas amostras em estudo correspondentes aos 11
segmentos génicos.

ID amostra Ano VP7 | VP4 ‘ VP6 | VP1 | VP2 | VP3 ‘NSPI | NSP2 ‘ NSP3 ‘ NSP4 | NSP5
HST294 1994 Gl P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 El H1
HSE002 1998 Gl P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 El H1
HST309 1999 Gl P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 El H1
HST352 1999 Gl P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 El H1
HSP196 1999 Gl P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 El H1
PID132 2001 G1 P8 11 X C1 X Al N1 T1 E1l X
PID385 2001 G1 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1l H1
PID92 2002 G1 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1l H1
PID177 2002 G1 P8 X R1 C1 M1 Al N1 T1 E1l H1
PID59021 2003 G1 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1l H1

RV102322 2009 G1 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1l H1

RV102866 2009 G1 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1l H1

RV106099 2009 G1 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1l H1

RV109713 2010 G1 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1l H1
PA21772 2011 G1 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1l H1
PA21773 2011 G1 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1l H1
PA21774 2011 G1 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1l H1
HST025 1998 G2 P4 12 R2 Cc2 M2 A2 N2 T1 E2 H2

PSAL-906D 2006 G2 P4 12 R2 Cc2 M2 A2 N2 T2 E2 H2

PSAL-1655C 2006 G2 P4 12 R2 Cc2 M2 A2 N2 T2 E2 H2
RV98325 2007 G2 P4 12 R2 Cc2 M2 A2 N2 T2 E2 H2
RV99873 2008 G2 P4 12 R2 Cc2 M2 A2 N2 T2 E2 H2

PSAL-3115C 2008 G2 P4 12 R2 Cc2 X A2 N2 T2 E2 H2

RV112015 2010 G2 P4 12 R2 Cc2 M2 A2 N2 T2 E2 H2
PA21771 2011 G2 P4 12 R2 Cc2 M2 A2 N2 T2 E2 H2

RV117270 2012 G3 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1 H1
PID084 2002 G3 P9 13 R3 c3 M3 A3 N3 T3 E3 H3
HSEO05 1998 G4 P6 11 R1 Cc2 M1 Al N1 T7 E1 H1
HST357 2000 G4 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1 H1
HST374 1999 G9 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1 H1
HST393 2000 G9 P8 12 R1 C1 M1 Al N1 T1 E2 H1
HST385 2000 G9 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1 H1
PID366 2001 G9 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1 H1
PID90 2002 G9 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1 H1
PID1527 2002 G9 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1 H1

RV101107 2008 G9 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1 H1

RV100669 2008 G9 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1 H1

RV101253 2009 G9 P8 X R1 C1 M1 Al N1 T1 E1 H1

RV109720 2010 G9 P8 11 R1 C1 M1 Al N1 T1 E1 H1

RV117230 2012 G12 P6 11 R1 Cc1 M1 A2 N1 T2 E1l H1

Periodo pré-vacina
Periodo pds-vacina
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5.3 Andlise filogenética

Foram reconstruidos dendogramas, utilizando as sequéncias nucleotidicas
dos 11 segmentos génicos de RVA das 40 amostras em estudo, com a finalidade de
avaliar a diversidade genética dos RVA na Regido Norte, antes e apds a introducao
da vacina monovalente (G1P[8]) Rotarix®. Estudos comparativos foram conduzidos
com sequéncias de amostras prototipos, disponiveis no GenBank (Quadro 6) e
amostras isoladas em diferentes regides do Brasil e de outros paises, cujas
nomenclaturas estdo de acordo com a proposta pelo Rotavirus Classification Work
Group, em 2011. Além disso, para um melhor entendimento acerca dos periodos em
que as amostras circularam neste estudo, sera denominado periodo pré-vacinal,
aquele anterior a introducdo da vacina no calendario basico do PNI brasileiro (1994-

mar/2006) e periodo pés-vacinal aquele posterior a introducao (mar/2006-2011).

Foram observados topologias e valores de suporte estatistico (bootstrap)
semelhantes nos dendogramas construidos com diferentes métodos de inferéncia
filogenética e modelos evolutivos de determinacdo de distancia genética entre as
sequéncias nucleotidicas (dados ndo mostrados). Para uma melhor comparacdo
com os dados disponiveis acerca de RVA, o método Neighbor-Joining foi

selecionado.

5.3.1 Andlise do gene que codifica para a proteina VP7

A andlise filogenética baseada nas seqiiéncias nucleotidicas completas do
gene que codifica para a proteina VP7 (1062pb) das amostras em estudo, revelou
grande diversidade entre as estirpes circulantes antes e apds a introducdo da

vacina.

5.3.1.1. Genotipo G1

Todas as 40 amostras do estudo puderam ser caracterizadas para o gene

VP7. Entre elas, 17 (42,5%) foram caracterizadas com o genotipo G1, sendo que 10
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pertenciam ao periodo pré-vacinal e sete circularam no periodo pos-vacinal.
Baseado neste grande percentual de amostras G1 detectado foi construido um
dendograma separadamente, com a finalidade de destacar a diversidade genética

entre as estirpes de RVA que compartilham o gendtipo da cepa vacinal (Figura 14).

Entre as amostras G1 do estudo, houve a circulacdo de duas linhagens
evolutivas: G1-1 e G1-1l. Aquelas pertencentes ao periodo pré-vacinal, circularam no
Estado do Para e foram classificadas em 4 sublinhagens distintas (b, Ic, lla e lid),
agrupando em clusters com amostras sul-americanas (Argentina, Brasil e Uruguai)
contemporaneas aos seus periodos de circulacdo (Figura 14). O percentual de
identidade nucleotidica e aminoacidica entre elas variou de 83 a 97% e de 91 a
99%, respectivamente (dados ndo mostrados).

Ja no periodo pés-vacinal, circularam apenas amostras G1-1. O Cluster A
demonstra o agrupamento de amostras isoladas no Para e Amazonas entre si e a
estreita relagdo com a cepa USA2007719739, isolada nos Estados Unidos. Nele,
também estéo indicadas duas estirpes de RVA isoladas de criancas que haviam sido
imunizadas com as duas doses da vacina Rotarix® (RV102322 e RV102866). A
sequéncia da cepa que constitui a vacina (sublinhagem lla) foi incluida na analise e
agrupou em um cluster somente com a amostra PID385 de 2001 e com outras
oriundas de Montevideo/Uruguai, revelando um valor de bootstrap de 98%. A Tabela
4 descreve os valores de identidade nucleotidica e de aa reveladas entre as

amostras G1 e as cepas da Rotarix® e o protétipo Wa.

O alinhamento das sequéncias deduzidas de aa das amostras G1 esta indicado na
figura 15 e demonstra além de regides conservadas, substituicbes ocorrendo ao longo de
todas as sequéncias em comparacdo as cepas de referéncia. Dentre elas, algumas
ocorreram em regides antigénicas (A, B, C, F) da proteina: 97(D—E); 147(S—N); 170(V—-l);
218(M—T); 219(I-V). Nas posicdes 65/66/68, descritas como sitios de diferencia¢gbes entre
linhagens, foram observadas quatro substituicbes: 65(A—T); 66(V—A); 68(T—A) e
68(T—S), refletindo a diversidade encontrada no estudo. Trés mudancas ocorreram
exclusivamente nas sete amostras do periodo poés-vacinal: 72(Q—R); 266(S—A) e
268(V—l), entretanto ndo compreendem regifes antigénicas. Em relagdo as amostras de
criangcas imunizadas, suas sequéncias ndo demonstraram diferencas significativas em
relacdo a Rotarix®. A amostra PID385/2001 foi a Unica que compartihou mudancas

especificas com a cepa vacinal em relagdo ao prototipo Wa, como na posigéo 202(T — M).
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@ RVA/HU/BRIPA21772/2011/G1P[8]
@ RVA/HU/BRIPA21773/2011/G1P[8]
96 || @ rvaHu/BRIRV100713/2010/G1P(8]
@ RVA/HU/BR/IPA21774/2011/G1P[8]
G1 HM773763 RVA/Human-w/USA2007719739/2007/G1P[8] | A
@ RVA/HU/BR/RV106099/2009/G1P(8]
@ RVA/HU/BR/RV102322/2009/G1P[8] <—
@ RVA/HU/BR/RV102866/2009/G1P[8] d—
G1 HQ392360 RVA/Human-wt/BEL/BE00040/2008/G1P[8]
3 | O RVA/HU/BR/HST309/1999/G1P(8]
O RVA/HU/BR/HST352/1999/G1P[8]
O RVA/HU/BRIPID92/2002/G1P[8] G1-l
Gllc IN232046 RVA/Human/BRA/R115-1998 /G1P[8] lc
Gl.lc F480293 RVA/Human/URU/Mvd9816/1998/G1P[8]
O RVA/HU/BRIPID177/2002/G1P[8]
O RVA/HU/BR/HST294/1994/G1P[8]
Gllc JQ710677 RVA/HUMan/ARG/ARG1442/G1P[g]
Gé.lc DQ299879 RVA/HUMan/BRA/NB 150/BR/97/1997/G4P[6]
100 Glla HM998612 RVA/BRA/HUuman/IALR23 /1996/G1P[8]
Bg Glla JN232044 RVA/Human/BRA/R63-1997/1997/G1P[8]

| 99 GLIb IN232051 RVA/HUman/BRA/R153-1999/1999/G1P[8]
— _|100 O RVA/HU/BR/HSP196/1999/G1P[8] Ib
O RVA/HU/BRIPID132/2001/G1P[8]

99 GLl.llb EF179186 RVA/Human/PRY/Py02SR11/2002-05/G1P[8]
[ GL.llb EF179190 RVA/Human/PRY/Py03SR2862002-05/G1P[8]

100

74

97

90 O RVA/HU/BR/HSE002/1998/G1P[8]

98 | O RVA/HU/BR/PID385/2001/G1P[8]
0]

® Gl.lla JN849114 RVA/Vaccine/USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8]
98 . Gl.lla AF480264 RVA/Human/URU/Mvd9608/1996/G1P([x]

Gl.lla AF480263 RVA/Human/URU/Mvd9606/1996/G1P[x]

100 Gl.llc EF079064 RVA/Human/JPN/7014/JP/2005-06/G1

Gl.llc IN232068 RVA/Human/BRA/R289-2002/2002/G1P[8]
G1.Ild DQ377591 RVA/Human/ITA/PA430/00/2000/G1P[x]
:| Id

G1-ll

100

7  GLIid IN232053 RVA/Human/BRA/R169-1999/1999/G1P[8]
99 — O RVA/HU/BR/PID59021/2003/G1P[8]
G1 JF968580 RVA/HU/IALR796/BRA_SP/2004/G1
96 — GL1.IIl EF672574 RVA/Human-tc/USA/D/1974/G1P1A[8]
100 GLIIl K02033 RVA/HUMan/USA/Wa/1974/G1P[8] G1-1l
GL.IIl U26363 RVA/HUman/BRA/BRZ-3/1991/G1P[x]
£|_7 GL1.IV U26378. RVA/HUman/KOR/Kor-64/1988/G1P[8] JG1.v
G1.V DQ377572 RVA/Human/ITA/PA78/89/1989/G1P[x] JG1.v
G1.VI AB018697 RVA/HUMan/JPN/Au19/1997/G1P[x] JGvi
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Figura 14. Dendograma obtido através de reconstrugéo filogenética baseada no método Neighbor-Joining a partir das
sequéncias nucleotidicas completas (978pb) da regido codificante do gene que codifica para a proteina VP7 de amostras de
rotavirus A Glda regido Norte do Brasil e amostras protétipos representantes de diferentes gendétipos humanos e animais.
Os valores de Bootstrap (2.000 réplicas) estdo indicados nos nos da arvore, valores menores que 70% nao estdo
representados. A barra na parte inferior da figura & proporcional a distancia genética. O circulo vazio (o) corresponde a
amotras antes da vacina e o circulo preenchido (e) corresponde a amostras posteriores a introdugdo da vacina. As setas
indicam amostras de criangas vacinadas.

Tabela 5. Identidade nucleotidica e de aminoacidos, baseada na sequéncia codificante completa do gene que codifica para a
proteina VP7 de amostras da Regido Norte do Brasil G1P[8] representantes dos diferentes clusters observados e amostra
protétipos de rotavirus A humano.

ID Amostra Linhagem Wa (G1-111) Rotarix® (G1-Il)
nt aa nt aa

RVA/HU/BR/PID92/2002/G1P[8] I 0.83 0.91 0.87 0.93
RVA/HU/BR/PID385/2001/G1P[8] I 0.86 0.93 0.96 0.99
RVA/HU/BR/PID59021/2003/G1P[8] I 0.86 0.93 0.96 0.97
RVA/HU/BR/HSE002/1998/G1P[8] I 0.87 0.92 0.95 0.97
RVA/HU/BR/RV102322/2009/G1P[8] I 0.88 0.91 0.90 0.94
RVA/HU/BR/RV102866/2009/G1P[8] I 0.86 0.90 0.88 0.92
RVA/HU/BR/RV106099/2009/G1P[8] I 0.87 0.91 0.90 0.93
RVA/HU/BR/RV109713/2010/G1P[8] I 0.83 0.90 0.88 0.92
RVA/HU/BR/HST294/1994/G1P[8] I 0.86 0.92 0.90 0.95
RVA/HU/BR/HST309/1999/G1P[8] I 0.86 0.92 0.90 0.94
RVA/HU/BR/HST352/1999/G1P[8] I 0.86 0.92 0.90 0.94
RVA/HU/BR/PID177/2002/G1P[8] I 0.86 0.92 0.92 0.94
RVA/HU/BR/HSP196/1999/G1P[8] I 0.88 0.93 0.91 0.94
RVA/HU/BR/PID132/2001/G1P[8] I 0.87 0.93 0.91 0.94
RVA/HU/BR/PA21772/2011/G1P[8] I 0.92 0.93 0.85 0.93
RVA/HU/BR/PA21773/2011/G1P[8] I 0.84 0.91 0.88 0.92
RVA/HU/BR/PA21774/2011/G1P[8] I 0.87 0.92 0.91 0.93
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AFR77813 Wa

JN849114 Rotarix-A41CB052A
RVA/Hu/BR/PID92/2002/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PID385/2001/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PID59021/2003/G1P[8]
RVA/Hu/BR/HSE002/1998/G1P[8]
RVA/Hu/BR/RV102322/2009/G1P[8]
RVA/Hu/BR/RV102866/2009/G1P[8]
RVA/Hu/BR/RV106099/2009/G1P[8]
RVA/Hu/BR/RV109713/2010/G1P[8]
RVA/Hu/BR/HST294/1994/G1P[8]
RVA/Hu/BR/HST309/1999/G1P[8]
RVA/Hu/BR/HST309/1999/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PID177/2002/G1P[8]
RVA/Hu/BR/HSP196/1999/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PID132/2001/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PA21772/2011/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PA21773/2011/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PA21774/2011/G1P[8]

AFR77813 Wa

JN849114 Rotarix-A41CB052A
RVA/Hu/BR/PID92/2002/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PID385/2001/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PID59021/2003/G1P[8]
RVA/Hu/BR/HSE002/1998/G1P[8]
RVA/Hu/BR/RV102322/2009/G1P[8]
RVA/Hu/BR/RV102866/2009/G1P[8]
RVA/Hu/BR/RV106099/2009/G1P[8]
RVA/Hu/BR/RV109713/2010/G1P[8]
RVA/Hu/BR/HST294/1994/G1P[8]
RVA/Hu/BR/HST309/1999/G1P[8]
RVA/Hu/BR/HST309/1999/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PID177/2002/G1P[8]
RVA/Hu/BR/HSP196/1999/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PID132/2001/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PA21772/2011/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PA21773/2011/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PA21774/2011/G1P[8]

AFR77813 Wa

JN849114 Rotarix-A41CB052A
RVA/Hu/BR/PID92/2002/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PID385/2001/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PID59021/2003/G1P[8]
RVA/Hu/BR/HSE002/1998/G1P[8]
RVA/Hu/BR/RV102322/2009/G1P[8]
RVA/Hu/BR/RV102866/2009/G1P[8]
RVA/Hu/BR/RV106099/2009/G1P[8]
RVA/Hu/BR/RV109713/2010/G1P[8]
RVA/Hu/BR/HST294/1994/G1P[8]
RVA/Hu/BR/HST309/1999/G1P[8]
RVA/Hu/BR/HST309/1999/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PID177/2002/G1P[8]
RVA/Hu/BR/HSP196/1999/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PID132/2001/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PA21772/2011/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PA21773/2011/G1P[8]
RVA/Hu/BR/PA21774/2011/G1P[8]
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Figura 15. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas parciais da proteina VP7 de amostras G1 coletadas na
Regido Norte do Brasil entre 1994-2011, amostra protétipo e sequéncia aa da cepa RIX4414 (Rotarix). Os
aminoacidos estdo indicados pelo cédigo de abreviagdo de uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de
aminoacido com a amostra protétipo Wa. As regides destacadas indicam mudangas ocorridas em sitios

antigénicos.
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5.3.1.2. Gendtipos G2, G3, G4, G9 e G12

Foram caracterizadas com o genoétipo G2 (representadas em laranja na
Figura 16), 20% (8/40) das amostras analisadas, sendo trés pertencentes ao
periodo pré-vacinal e cinco ao periodo pés-vacinal. As amostras agruparam em trés
clusters juntamente com amostras G2 brasileiras de diferentes periodos (Figura 16).
Houve a circulagdo de duas linhagens evolutivas de G2 (Il e Ill) no periodo pré-
vacinal, sendo que apenas uma amostra foi caracterizada como G2-llI
(HST025/1998), agrupando em um cluster com amostras brasileiras isoladas no Rio
de Janeiro em 2002. As outras duas amostras circulantes neste periodo agruparam
com uma amostra brasileira G2-ll isolada no Mato Grosso do Sul em 2005. As
amostras do periodo pés-vacinal, detectadas no Amazonas e Para, foram
classificadas como G2-Il e agruparam em cluster com estirpes que circularam no
Nordeste brasileiro entre 2007 e 2008 (HM066086/HM066111), revelando valores de
identidade nucleotidica entre elas variando de 95.4 a 99.8% (dados ndo mostrados)
(Figura 16).

Duas amostras foram caracterizadas com o0 genoétipo G3 (representadas em
azul na Figura 16): uma estirpe isolada no Acre em 2012 (RV117270) agrupou com
a amostra protétipo G3 de origem humana (AU-1), revelando identidade nucleotidica
de 89% entre elas; a outra detectada no Pard em 2002 (PID084) agrupou em um
cluster com amostras de origem felina e humana (BA222 e Omsk08-442), suportado
por valor de bootstrap de 70% (Figura 16) e identidade nucleotidica e aminoacidica

variando de 86,5-91% e 89-93%, respectivamente, entre elas (dados ndo mostrados)

Duas amostras foram caracterizadas com o genoétipo G4 (representadas em
roxo na Figura 16), ambas foram detectadas no Para: a amostra HST357/2000
agrupou com amostras de origem humana isoladas na Bélgica e no Uruguai; e a
amostra HSE005/1998 agrupou com trés amostras de origem suina (sublinhagem
VIlb) detectadas no Brasil e na Argentina. O valor de bootstrap para este
agrupamento foi de 100% (Figura 16) com valores de identidade nucleotidica

variando de 85 a 93% entre elas (dados ndo mostrados).

Foram caracterizadas 25% das amostras (10/40) com o genodtipo G9

(representadas em verde na Figura 16); todas agruparam com amostras
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pertencentes a linhagem G9-lll. As seis amostras do periodo pré-vacinal, detectadas
no estado do Para, formaram um cluster entre si (Cluster B), com valores de
identidade nucleotidica variando de 94.1 a 98.5% (dados ndo mostrados). A amostra
que se mostrou mais proxima do agrupamento foi uma estirpe G9 isolada na Africa
entre 1997-2002 (GH1319). As quatro amostras do periodo pds-vacinal, circulantes
no Amazonas, também ndo agruparam com nenhuma estirpe de RVA utilizado no
estudo comparativo, sugerindo possiveis caracteristicas genéticas especificas dessa
regido; o Cluster C indica o agrupamento entre elas, suportado por um bootstrap de
99% e identidade nucleotidica variando de 92.6 a 99% (dados ndo mostrados).
Estirpes de RVA detectadas em criangas imunizadas estdo indicadas por setas no
dendograma (Figura 16).

A amostra RV117230 de 2010, que antes havia sido genotipada como G3
pelo IEC, foi caracterizada com o genétipo G12 (Figura 16) e agrupou em um cluster
com amostras de origem humana que circularam também na Regido Norte em
2008/2009, pertencentes a linhagem Il deste gendtipo. A identidade nucleotidica

entre elas variou de 85-97% (dados ndo mostrados).

Os alinhamentos das sequéncias deduzidas de aminoacidos de VP7 (326aa)
para 0s cinco genoétipos anteriormente descritos foram obtido através da
comparacao com as sequéncias aminoacidicas das principais cepas prototipos (Wa,
DS-1 e AU-1), representantes dos genogrupos predominantes na andlise (dados nao
mostrados). O Quadro 8 descreve as principais substituicbes observadas ao longo

das sequéncias de aa em amostras caracterizadas como G2, G3, G4, G9 e G12
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99 - G9.I AB045372 RVA/HUman/JPN/AU32/GIP[x]
100 M1 gg.1 AB180970 RVA/HUMan/USA/F45/GIP[X]
GO9.1 AB180969 RVA/HUman-tc/USAMI61/1983/GOP1A[8]
GO.Il FJ361209 RVA/HUMan/116E/AG/GOP[x]
G9.IV AJ491181 RVA/HUman/USA/OMA46/1993-2001/GOP[8]
91 _I_GQ.III EF990708 RVA/Human-wt/BEL/B3458/2003/GOP[8]
GO.IIl FJ794010 RVA/HUman/BRA/12226/06/2006/GOP[8]
GO.Ill AY211065 RVA/Human/GHA/GH1319/G9P[X]
100 O RVA/HU/BR/PID366/2001/GIP[8]
O RVA/HU/BR/HST393/2000/GOP[8]
O RVA/HU/BR/HST385/2000/GOP[8] B
O RVA/HU/BR/PIDI0/2002/GOP(8]
O RVA/HU/BRIHST374/1999/GOP[8] Go-l
O RVA/HU/BRIPID1527/2002/G9P[8]
_Ieg.m DQ885354 RVA/Human/ARG/Arg3136/GIP[8]
100 || TG9.1l DQO15693 RVA/HUMAN/PGY/PY00477/GIP(8]
i —Vﬁ' GO.IIl FJ794002 RVA/Human/BRA/ac11822/06/2006/GOP8]
@ RVA/HU/BR/RV100669/2008/GIP[8]
o4 ['® RVAHU/BRIRV101253/2009/GP[8]
{0 RVA/HU/BR/RV101107/2008/GOP[8] — C
@ RVA/HU/BR/RV109720/2010/GOP[8] — | i
100 @ RVA/HU/BR/RV117270/2011/G3P[8]
100 — L G3 D86271 RVA/HUmMan/JPN/AU-1/G3P[9]
7 G3 GUS827411 RVA/Cat-wt/ITA/BA222/2005/G3P[9] G3
‘|_997EO RVA/HU/BR/PID084/2002/G3P(9]
G3 GU377159 RVA/HUman/Omsk08-442/G3P[9]
99 — G2.| AB118023 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4]
G2.1 AY261338 RVA/HUMAN/AFR/514GR/87/1987/G2P[4]
G2.Il AY787646RVAHUMan-wt/CHN/TB-Chen/1996/G2P[4]
G2.Il D50124 RVA/HUMan-tc/JPN/KUN/1980/G2P[4]
(@]
G2.IIl DQ857954 RVA/HUMAN/BRA/5619/02/2002/G2P[4] | G2-1lI
G2.1ll DQ857953 RVA/HUmMan/BRA/5323/02/2002/G2

[e°]
|

G9

«©

100
100 | G2 11 HMO66111 RVA/HUMaN/BRA/15863_08MA/G2P[4]

G2

<«
G2.1l HM066086 RVA/Human/BRA/13788_07SE/2007/G2P[4]
G2.Il RVA/Human/BRA/11531_05AC/2005/G2P[4] 62-l

G2.Il HM066066 RVA/Human/BRA/L1143_05MS/G2P[4]
G2.Il GQ154535 RVA/HUMan/ARG/Arg44/1097/G2P[4]
G2.Il GQ154536 RVAHUMan/ARG/Arg83/1997/G2P[4]
73| G2.1I AF480271 RVA/HUman/URU/Mvd9709/1996-99/G2P[X]
G2.Il AF480273 RVA/Human/URU/Mvd9713/1996-99/G2P[X] | a
G4.lc DQ299879 RVA/HUman/BRAINB 150/BR/97/1997/G4P[6]
o O RVA/HU/BR/HSE005/1998/G4P[6] ] Vilb
100 G4.Vilb AF192267 RVA/Porcine/BRA/ICB2185/G4P[6]
G4.Viic AY115860 RVA/Pig/ARG/Arg/P30/G4P[6]
99 G4.Vilc AY115863 RVA/Pig/ARG/Arg/P28/G4P]6]
g7 [ GAll M86832 RVAIHUman/PV5257/GxPlx]
GA4.1Il X06759 RVA/Porcine/lUSA/Gottfried/1983/G4P[6]
100 [ G4 IN849134 RVA/HUman-w/BEL/BEL113/2009/G4P]g]
—731r G4.IIl IN849138 RVA/Human-wi/BEL/BEL129/2009/G4P[8] Gad
85| O RVA/HU/BR/HST357/2000/G4P[8]
G4.lc AF480279 RVA/HUman/URU/Mvd9905/1996-99/G4P[x] ]
100 - G121l EU496257 RVA/HUman/ARG/Arg720A/1999/G12P[x]
G12.l EU496254 RVAHUMAN/ARG/AG721/1999/G12P[x]

g [~ G12.Il JF980342 RVAHU/BRA/RV108214/AM/2010/G12P([X]
G12.1ll JF980341 RVA/HU/BRA/RV105659/PA/2009/G12P[x] G12

G4

100

@ RVA/HU/BR/RV117230/2012/G12P[6] G12-1
G12.1Il JF980340 RVA/HU/BRA/RV102320/PA/2009/G12P[X]
G12.1Il GU250829 RVA/HU/BRA/RV98660/PA/2008/G12P[6]

| s |
Figura 16. De(r)igggrama obtido através de reconstrucdo filogenética baseada no método Neighbor-Joining a partir das sequléncias
nucleotidicas completas (1062pb) da regido codificante do gene que codifica para a proteina VP7 de amostras de rotavirus A G2 (laranja),
G3 (azul), G4 (roxo), G9 (verde) e G12 (negrito) da regido Norte do Brasil e amostras protétipos representantes de diferentes genétipos
humanos e animais. Os valores de Bootstrap (2.000 réplicas) estdo indicados nos nés da arvore, valores menores que 70% ndo estao
representados. A barra na parte inferior da figura é proporcional a distéancia genética. O circulo vazio (o) corresponde a amotras antes da
vacina e o circulo preenchido (e) corresponde a amostras posteriores a introdugdo da vacina. As setas indicam amostras de criancas

CimAina Ann
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Quadro 8. Quadro demonstrativo das principais substituicdes observadas no alinhamento das
sequéncias de aa do gene VP7 das amostras da Regido Norte G2, G3, G4, G9 e G12 em
comparacao com os principais protétipos (Wa, DS-1 e AU-1).

G2 G3 G4 G9 G12

49(1—M) 32(T—l) | 45(A—T) | 43(1-V) | 51(A-V)
66(P—A) | 66(A—S) | 48(T—l) | 44(A—V) | 66(A—D)
75(P—S) | *90(A—T) | 75(N—D) | 46(S—P) | 156(T—l)
*87(A—T) | 123(N—D) | *92(Q—A) | 66(A—V) | 248(G—D)
*95(D—L) | 107(T—l) | *120(E—D) | 73(Q—R) | 263(V—l)
*213(N—D) - *123(N>S) | 263(V—l) -
319(A—T) - 218(1-V) | 279(A—T) -

(*) corresponde a posicao localizada em regido antigéncia

5.3.2 Andlise do gene que codifica para a proteina VP4 (VP8%)

A andlise filogenética baseada na sequéncia nucleotidica parcial (887pb) do
gene que codifica para a proteina VP4, compreende a sequéncia nucleotidica

completa da por¢ao protéica VP8*.

5.3.2.1 Genétipo P[8]-G1

O dendograma obtido a partir das sequéncias nucleotidicas das amostras
caracterizadas como G1 esta demonstrado na Figura 17. Todas foram
caracterizadas para VP8* com o gendtipo P[8], sendo relacionadas com trés

linhagens evolutivas distintas: P[8]-I, P[8]-Il ou P[8]-III.

As amostras do periodo pré-vacinal, detectadas no estado do Para, nao
apresentaram um padrdo de agrupamento, evidenciado a partir da formacdo de
clusters distintos com amostras que circularam em diferentes paises e anos,

pertecentes as trés linhagens evolutivas.

No periodo pds-vacinal uma amostra do estado do Para (RV102866/2009) foi

caracterizada como P[8]-1l, agrupando com amostras do periodo pré-vacinal e duas
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amostras brasileiras caracterizadas na década de 1990 (rj40644 e IAL28), indicado
no cluster C. A identidade nucleotidica variou de 92.4 a 97.5%. O cluster D indica o
agrupamento entre si de cinco estirpes isoladas no Para e uma do Amazonas, todas

foram caracterizadas como P[8]-1ll. A identidade nucleotidica variou de 99.4-99.8%.

A sequéncia de VP4 da cepa que constitu a vacina foi novamente incluida na
andlise e apenas duas amostras do Para (PID385/2001 e PID177/2002) oriundas do
periodo pré-vacinal foram agrupadas no cluster com amostras P[8]-], a qual a vacina
pertence (destacado na Figura 17), revelando identidades nucleotidicas variando de
94 a 96% (Tabela 5).

O alinhamento das sequéncias deduzidas de aa da VP4 (VP8*) indicado na
Figura 18 demonstrou que os potenciais sitios de clivagem da tripsina sobre as
argininas 240 e 246 mantiveram-se conservadas em todas as amostras em estudo.
Os residuos de prolina 68, 71, 224 e 225, e o residuo de cisteina na posicéo 215,
que sdo altamente conservados na porcao VP8* do gene VP4 de RVA, também
foram mantidos em todas as amostras. Sao descritos cinco epitopos de
neutralizacdo na regido da VP8* (M1-L10, 135-R44, 155-D66, V115-G123 e L224-
P234) e algumas substituicdes aminoacidicas foram reveladas dentro destas regides
variaveis ao comparar as amostras com sequéncias de aa da cepa Wa e da cepa
vacinal: 38(S—G) e 64(M—l), em todas as amostras; 120(T—N) em 10 amostras;
121(I-V), em 15 amostras. Nao houveram substituicdes especificas entre amostras
do mesmo periodo, apenas entre linhagens, tais como: 114(P—Q)/
162(R—K)/195(N—-D)/199(T—I), apenas em amostras da linhagem II;
120(T—N)/135(N—D), apenas em amostras da linhagem IlI; e pelo menos duas
susbtituicGes ocorreram apenas na amostra PID385/2001, pertencente a linhagem |
em relacdo ao protétipo Wa: 51(G—D) e 120(T—M). Estas Ultimas substituicdes
citadas foram compartilhadas pela cepa da Rotarix®, evidenciando a peculiaridade
desta linhagem.
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og [ @ RVA/HU/BRIPA21774/2011/G1P(8] D
@ RVA/HU/BR/PA21772/2011/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/RV109713/2010/G1P[8]
- P[8].1Il JN849145 RVA/Human-wt/BEL/BE1259/2009/G3P[8]
L P[8].III EU045229 RVA/HUman/PGY/Py02SR47/2002/GOP[8]
£P[8].||| DQ492672 RVA/Human-wt/BGD/Dhaka16/2003/G1P[8]
P[8].IIl DQ146641 RVA/Human-wt/BEL/B4633/2003/G12P[8]
5 — P[8].IIl DQ857906 RVA/HUman/BRA/I{5348/02/2002/GIP[8]
O RVA/HU/BR/PID59021/2003/G1P[8]
P[8].IIl FN179480 RVA/Human/BRA/ac11822/06/2006/G9P[8]
's O RVA/HU/BR/PID132/2001/G1P[8]
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P[8].I DQ857923 RVA/HUuman/BRA/(j31022/86 /G1P[8]
P[8].Il GU565044 RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-WI179-4/1992/G6P1A[8]
74 - P[8].I GQ421833 RVA/HU/BR/rj40644/90/G5P[8]
P[8].Il EF672584 RVA/Human-tc/BRA/IAL28/1992/G5P[8]
O RVA/HU/BR/HST309/1999/G1P[8]
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_ P[8].] L34161 RVA/HU/USA/Wa/1974/G1P[8]
2 — P[8].] AF061358 RVA/Human/USA/L8/GXP[8]
70|[ L P[8].1 AY509910 RVA/Human/DK.V00-2138/G9P[8]
8d P[8].] IN849151 RVA/Human-wt/BEL/BE1520/2009/G1P[8]
O RVA/HU/BR/PID385/2001/G1P[8]

<'. RVA/HU/BR/PA21773/2011/G1P[8]
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Figura 17. Dendograma obtido através de reconstrucdo filogenética baseada no método Neighbor-Joining a partir das
sequéncias nucleotidicas parciais (877pb) da regido codificante do gene que codifica para a proteina VP4 de amostras de
rotavirus A G1P[8] da regido Norte do Brasil e amostras protétipos representantes de diferentes genétipos humanos e
animais. Os valores de Bootstrap (2.000 réplicas) estéo indicados nos nés da arvore, valores menores que 70% nao estao
representados. A barra na parte inferior da figura é proporcional a distancia genética. O circulo vazio (o) corresponde a

P[9] D10970 RVA/Human/JPN/AU-1/1982/G3P3[9] ] P[9]

@ P[8].I IN849113 RVA/Vaccine/USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8]

P[4].1 AJ540227 RVA/HUMan/USA/DS-1/1976/G2P1B[4]  _] P[4]

P[8)-IIl

P[8]-1I

P[8]-I

amotras antes da vacina e o circulo preenchido (e) corresponde a amostras posteriores a introdugéo da vacina.

P[8]

Tabela 6. Identidade nucleotidica e de aminoacidos, baseada na sequéncia codificante completa do gene que codifica para a
proteina VP7 de amostras da Regido Norte do Brasil G1P[8] representantes dos diferentes clusters observados e amostra
protétipos de rotavirus A humano.

ID Amostra Linhagem Wa (P[8]-1) Rotarix® (P[8]-1)
nt aa nt aa

RVA/HU/BR/PID385/2001/G1P[8] | 0.86 0.93 0.96 0.99
RVA/HU/BR/PID177/2002/G1P[8] | 0.82 0.96 0.94 0.92
RVA/HU/BR/HSE002/1998/G1P[8] I 0.87 0.92 0.97 0.95
RVA/HU/BR/RV102866/2009/G1P[8] I 0.90 0.86 0.88 0.92
RVA/HU/BR/HST309/1999/G1P[8] I 0.86 0.92 0.90 0.94
RVA/HU/BR/HST352/1999/G1P[8] I 0.86 0.92 0.90 0.94
RVA/HU/BR/P1D92/2002/G1PI[8] 1] 0.91 0.83 0.93 0.87
RVA/HU/BR/PID59021/2003/G1P[8] 1] 0.93 0.86 0.96 0.97
RVA/HU/BR/RV102322/2009/G1P[8] 1] 0.88 0.91 0.90 0.94
RVA/HU/BR/RV106099/2009/G1P[8] 1] 0.87 0.91 0.90 0.93
RVA/HU/BR/RV109713/2010/G1P[8] 1] 0.83 0.90 0.88 0.92
RVA/HU/BR/HST294/1994/G1P[8] 1] 0.86 0.92 0.90 0.95
RVA/HU/BR/HSP196/1999/G1P[8] 1] 0.88 0.93 0.91 0.94
RVA/HU/BR/PID132/2001/G1P[8] 11 0.87 0.93 0.91 0.94
RVA/HU/BR/PA21772/2011/G1P[8] 1] 0.92 0.93 0.85 0.93
RVA/HU/BR/PA21773/2011/G1P[8] 1] 0.84 0.91 0.88 0.92
RVA/HU/BR/PA21774/2011/G1P[8] 1l 0.87 0.92 0.91 0.93
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Figura 18. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas parciais da proteina VP4 (241aa) de amostras
P[8]G1 coletadas na Regido Norte do Brasil entre 1994-2011, amostra prototipo e sequéncia aa da
cepa RIX4414 (Rotarix). Os aminoacidos estéo indicados pelo cédigo de abreviagdo de uma letra. Os
pontos simbolizam a identidade de aminoacido com a amostra protétipo Wa. As regifes destacadas
indicam mudancas ocorridas em sitios antigénicos.
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5.3.2.2 Genotipos P[4], P[6], P[8]-G3/G4/GY e P[9]

As oito amostras caracterizadas com o genotipo G2 (representadas em
laranja na Figura 19) foram classificadas como P[4] para 0 gene VP4 e agruparam
em trés clusters distintos. Houve a circulacdo de pelo menos trés linhagens
evolutivas distintas (Il, IV e V) deste genoétipo, sendo que estirpes G2-V circularam
nos dois periodos e uma Unica amostra (HST025/1998) classificou-se como G2-Il ao
agrupar em cluster com estirpes brasileiras detectadas no Rio de Janeiro em 2002.
As estirpes G2 circulantes no periodo pos-vacina agruparam em dois clusters: um
compreendeu duas amostras do Amazonas e uma do Pard, classificadas na
linhagem G2-1V; o segundo compreendeu somente amostras do Para, classificadas
como G2-V e agrupadas com estirpes que circularam em quatro continentes:
América do Norte, América do Sul, Asia e Europa. Os valores de identidade
nucleotidica variaram de 91.5 a 99% entre elas.

Todas as amostras caracterizadas como G9 foram relacionadas ao genotipo
P[8]-lll. Estas agruparam em trés clusters diferentes (representados em verde na
Figura 19): um compreendeu uma amostra P[8] do estado do Para (PID90/2002)
relacionando-se com uma amostra brasileira isolada no Rio de Janeiro em 2001
(identidade nt de 93.6%); no segundo cluster agruparam entre si as amostras
isoladas no Para durante o periodo pré-vacinal, com valores de identidade
nucleotidica variando de 99.8-100%; e no terceiro agruparam entre si somentre
amostras do estado do Amazonas circulantes no periodo pés-vacina, com identidade
nucleotidica variando de 99.6-99.8% (dados ndo mostrados) e valor de bootstrap de
99% Figura 19.

Em relacdo as amostras caracterizadas com o genétipo G4, uma relacionou-se
com o gendtipo P[8] e a outra com P[6], ambas do estado do Para. A reconstrucéo
filogenética evidenciou que a amostra P[8]G4 (HST357/2000) agrupou em um
cluster (bootstrap de 97%) juntamente com duas amostras P[8]-Il de origem humana
isoladas no Brasil na década de 1990: rj40644 e 1AL28 (Figura 19), com identidade
nucleotidica que variou de 90 a 98% entre elas (dados ndo mostrados). Enquanto
gue a amostra P[6]G4 (HSE005/1998) agrupou com amostras de origem humana e

suina (221/04-13), ambas da linhagem I. O valor de identidade nucleotidica entre
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elas foi de 92% (dados ndo mostrados). Outra amostra caracterizada como P[6], foi
aquela genotipada pelo sequenciamento como G12 para o gene VP7 (RV117230).
Esta agrupou em cluster juntamente com amostras de origem humana isoladas em
Bangladesh e Venezuela em 2000, revelando um valor de bootstrap de 98% (Figura
19). A identidade nucleotidica variou de 94.5 a 98% entre elas (dados néo

mostrados).

As duas amostras caracterizadas como G3 foram relacionadas ao gendétipo P[8]
e P[9], sendo ambas detectadas no Para: a primeira (RV117270/2011) agrupou na
linhagem P[8]-1ll com uma cepa G3P[8] isolada na Bélgica em 2009 (BE1214). A
identidade nucleotidica entre elas foi de 97.5% e o valor de bootstrap de 99%
(Figura 19). Aguela relacionada ao gendtipo P[9] (PID084/2002), agrupou em um
cluster juntamente com amostras P[9] humanas e felinas, sendo que o valor de
similaridade mais elevado (100%) foi em relacdo a uma amostra P[9] humana,
circulante em 2008 na Amazébnia (Maestri et al, 2012). O valor de bootstrap do

agrupamento foi de 100%.

Os alinhamentos das sequéncias deduzidas de aminoacidos da VP4 (VP8%*)
para os genétipos P[8]-G3/G4/G9, P[4]-G2, P[6]-G4/G12 e P[9]-G3 foram obtidos a
partir da comparacdo com sequéncias de aa das trés cepas de referéncia: Wa, DS-1
e AU-1 (dados ndo mostrados). Estes revelaram conservacdo nos sitios de clivagem
da tripsina localizados nas argininas 240 e 246 em todas as amostras em estudo, tal
como os residuos de prolina 68/71/224/225 e o residuo de cisteina 215. As
principais substituicbes evidenciadas nas sequéncias das amostras de RVA
analisadas estdo detalhadas no Quadro 9. As posi¢cdes compreendidas em sitios

antigénicos estdo destacadas por ( *).
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@ RVA/HU/BR/RV101253/2009/G9P[8]
98 | @ RVA/HU/BR/RV100669/2008/G9P]8]
@ RVA/HU/BR/RV101107/2008/G9P[8]
@ RVA/HU/BR/RV109720/2010/G9P[8]
P[8].lIl IN849145 RVA/Human-wt/BEL/BE1259/2009/G3P[8]
O RVA/HU/BR/HST393/2000/GOP[8]
O RVA/HU/BR/HST374/1999/GOP[8]
O RVA/HU/BR/PID366/2001/GIP[8]
O RVA/HU/BR/HST385/2000/GIP[8]
L P[8].II DQ146641 RVA/Human-wt/BEL/B4633/2003/G12P[8]
- P[8L.IIl EU045229 RVA/HUMan/PGY/Py02SR47/2002/GIP[8] Ple-i
L P[8].IIl DQ492672 RVA/Human-w/BGD/Dhaka16/2003/G1P[8]
LP[s].m DQ857906 RVA/HUMan/BRA/j5348/02/2002/G9P[8]
P[8L.III FN179480 RVA/Human/BRA/ac11822/06/2006/GP]8]
L P[8].Il JN849131 RVA/Human-wt/BEL/BE1248/2009/GIP[8]
O RVA/HU/BR/PID90/2002/G9PI8]
L P[8].Il DQ857901 RVA/human/BRA/j4956/01/2001/GIP[8]
9 - @ RVA/HU/BR/RV117270/2011/G3P[8]
— P[8].lIl IN849139 RVA/Human-wt/BEL/BE1214/2009/G3P[8]
00 Il © RVAHU/BRIPID1527/2002/G9P[8]
og| [ PI8LIII IN849137 RVA/Human-wt/BEL/BE1129/2009/G4P[8]
‘|} P[8L.III JN849141 RVA/Human-w/BEL/BE1242/2009/G9P[8]
P[8] HQ392229 RVA/Human-w/BEL/BE00028/2007/G1P[8]
P[8L.IIl AB008273 RVA/HUman/CHI/CH927B/G3P[8]
P[8].Il GQ421833 RVA/HU/BR/({40644/90/G5P[8]
P[8].Il EF672584 RVA/Human-tc/BRA/IAL28/1992/G5P[8]
O RVA/HU/BR/HST357/2000/G4P[8]
P[8L.Il GUS65044 RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-WI79-4/1992/G6P1A[8]
P[8].Il DQ857924 RVA/HUMan/BRA/j35400/87/1987/G5P[8]
P[8L.Il DQ857923 RVA/HUman/BRA/j31022/86 /G1P[8]
P[8].| L34161 RVA/HU/USAMWa/1974/G1P[8]
@ P[g].| IN849113 RVANVaccine/USA/Rotarix-A41CBO52A/1988/G1P1A[8]
P[8].I JN849151 RVA/Human-w/BEL/BE1520/2009/G1P[8]
P[8].I AF061358 RVA/Human/USA/L8/GXP[8]
P[8].1 AY509910 RVA/Human/DK.V00-2138/G9P[8]
P[8LIV AJ302146 RVA/MLW/Human/MW670/1997-99/GxP[x]
P[BLIV AJ302148 RVA/MLW/Human/OP354/1997-99/GxP[x] N
P[4].Il DQ857927 RVA/HUMan/BRA/j5619/02/2002/G2P[4] 7
P[4].1l DQ857926 RVA/HUman/BRA/(j5323/02/2002/G2P[4]
o P4}-Il
P[4].1l JF304918 RVA/Human/KEN/D205/1989/GxP[4]
P[4].1 AJ540227 RVA/HUMan/USA/DS-1/1976/G2P1B[4]
P[4].1 M32559 RVA/Human/RV-5/GxP[4]
73, O

P[8]

1

71 P[8]-Il

100 86

bt P41V
P[4]IV HQ641373 RVA/HUMan/BGD/MMC88/2005/G2P[4]

P[4]IV IN849143 RVA/Human-w/BEL/BE1251/2009/G2P[4]

P[4]IV HMOB6041 RVA/HUMan/16100_09ES/G2P[4]

® RVA/HU/BR/RVI9873/2008/G2P[4]
P[4].1Il IN849123 RVA/Human-wt/BEL/BE 1058/2008/G2P[4]
P[4].1Il IN849129 RVA/Human-wt/BEL/BE1248/2009/G2P[4]

P[4].V EU045254 RVA/HUMan/PGY/Py05AP98/2005/G2P[4]
®

P[4]

82 1) P[4LV F1941104 RVAhUman/PGY/Py1093ASRO7/2007/G2P[4]

P[4].V HM467945 RVA/Human/USA/LB2772/2005-06/G2P[4] P[4)-V

P[4].V FJ492776 RVA/HU/BRA/PSAL977-D/PA/2006/G2P[4]
P[4].V EF077354 RVA/Human/KOR/KMRO29/GxP[4]

[ J
P[4].V FJ492780 RVA/HU/BRA/PSAL1967-A/PA/2006/G2P[4] ]
00 PI6LII M33516 RVA/Pig/Gottiried/1975/G4P[6]

1
P[6].1 M33516 RVA/Porcine/USA/Gottfried/1983/G4P[6]

o8 100 100 [ P[6].V AJ621506 RVA/HUMan/BP1231/02/2002/GxP[9)]
L P61V AJ621503 RVAHUMan/BP720/93/1893/GxP[6]

o8 89 ~ P[6]I AJ621507 RVA/HUMan/BP1338/00/1999/GxP[6]
100 L ple).Iv AJ621502 RVA/HUman/BP271/00/2000/GxP[6]

P[6].IV AJ621504 RVA/HUman/BP1198/98/1998/GxP[6]

P[6].I HQ388407 RVA/Pig/BRA/BRAB38/07-P0/2007/GAP[6] PI6]

100 | © RVA/HU/BR/HSE005/1998/G4P[6]

P[6] DQ525195 RVA/HUHSEOOS/BR/1998

P[6].1 AY955302 RVA/Pig/ITA/221/04-13/GxP[6]

P[6].I AY955303 RVA/PIg/ITA/221/04-7 VP4/GXP[6] PL6l-

@ RVA/HU/BR/IRV117230/2012/G12P[6]

P[6]. DQ490554 RVA/HUMan-w/BGD/RV176/2000/G12P[6]

P[6].1 L20877 RVA/HUman/VNZ/M37/GxP[6]

P[6].I AF161827 RVA/HUman/SAF/NB187/86/1986/GAP[6]

P[10] M60600 RVA/Human-tc/IDN/69M/1980/G8P4[10]

P[9] AJ488137 RVA/Human/HUN/Hun2/G3P[9]

P[9] GU296426 RVA/Human-wt/ITAPAH136/1996/G3P[9]

190 1100 | © RVAHU/BRIPID0B4/2002/G3P(9] Plo]

P[9] JQ715633 RVA/HUman-wt/BRA/RV10109/2008/G3P[9]

P[9] D10971 RVA/Feline/JPN/FRV-1

P[9] D10970 RVA/Human/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]
P[17] AB009632 RVA/Pigeon-tc/JPN/ PO-13/1983/G18P[17] P[7]

T P[10]

Figura 19. Dendograma obtido através de reconstrugéo filogenética baseada no método Neighbor-Joining a partir das sequéncias
parciais (877pb) nucleotidicas da regido codificante do gene que codifica para a proteina VP4 de amostras de rotavirus A G2, G3, G4,
G9 e G12 da regido Norte do Brasil e amostras protétipos representantes de diferentes genétipos humanos e animais. Os valores de
Bootstrap (2.000 réplicas) estéo indicados nos nds da arvore, valores menores que 70% ndo estdo representados. A barra na parte
inferior da figura é proporcional a distancia genética. O circulo vazio (o) corresponde a amotras antes da vacina e o circulo preenchido

(e) corresponde a amostras posteriores a introdugdo da vacina.
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Quadro 9. Quadro demonstrativo das principais substituicdes observadas no alinhamento das
sequéncias deduzidas de aa do gene VP4 (VP8*) de amostras da Regido Norte P[8]G3/G4/G9, P[4] e
P[6] em comparacao com a cepas protétipos (Wa, DS-1 e AU-1).

P[4] P[6] P[8] P[9]
*120(1—-V) 35(V—l) 35(V—l) 32(S—N)
130(V—l) *38(G—S) *38(G—N) *38(G—S)
133(N—S) 185(S—R) *64(V—l) 67(G—l)

*149(G—S) 108(V—l) 108(V—l) 89(N—D)
162(R—G) 134(S—N) *121(L—T) 108(V—l)
279(S—N) 191(A—S) 125(N—D)
*89(N—D) - 133(N—S)
160(S—N) - 135(N—D)
245(R—K) - 252(D—S)

(*) corresponde a posicao localizada em regido antigénica

5.3.3. Andlise dos genes gue codificam para as proteinas do core : VP1, VP2 e
VP3

As reconstrucdes filogenéticas baseadas nas analises das sequéncias
nucleotidicas parciais (662-702pb) dos genes que codificam para VP1 (Figura 21),
VP2 (Figura 22) e VP3 (Figura 23) das amostras do presente estudo, demonstraram
gue houve conservacdo entre a maioria dos clusters agrupados. Foram observadas
trés variantes alélicas para cada gene: VP1 (R1, R2 e R3); VP2 (C1, C2 e C3) e VP3
(M1, M2 e M3).

As amostras G1P[8] (em vermelho) e GO9P[8] (em verde) agruparam
geralmente entre si ou em clusters mistos contendo as duas especificidades,
juntamente com protétipos e estirpes de RVA de origem humana circulantes em
Bangladesh, Bélgica e Estados Unidos. Foram observados nas trés analises,
clusters de amostras que agruparam entre si de acordo com o periodo de circulacdo
(antes ou depois da vacina). As amostras do periodo pos-vacinal revelaram um
maior grau de conservagao, com valores de boostrap variando de 95-100% e de
identidade nucleotidica entre elas de 98-100% (dados ndo mostrados). Em
contrapartida, as amostras do periodo pré-vacinal revelaram uma maior diversidade

na formacédo dos clusters, alternando agrupamentos entre si e com outras estirpes.
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Todos os espécimes G1 e G9 foram classificados como R1-C1-M1, para os genes
VP1-VP2-VP3, respectivamente.

As amostras classificadas como G2P[4] (em laranja) ndo mantiveram um
padrdo na formacéo dos clusters, agrupando entre si e com amostras de origem
humana isoladas em Bangladesh, Brasil e Estados Unidos, além de que, amostras
de periodos diferentes compartilharam o mesmo cluster. A amostra PSAL3115-
C/2008 por exemplo, na andlise do gene VP2 agrupou com amostras do periodo
pré-vacinal, com valor de bootstrap de 73% (Figura 22). Todas as amostras G2P[4]
analisadas foram classificadas como R2-C2-M2. O valor de identidade nucleotidica

entre elas variou de 90-100% (dados ndo mostrados).

As amostras caracterizadas como G3P[8] e G4P[8] foram classificadas como
R1-C1-M1, sendo que, a primeira agrupou sempre em cluster com a cepa VU08-09-
20, descrita nos EUA em 2008-2009. A amostra genétipo G4P[8] ndo apresentou um
cluster especifico de agrupamento para os trés genes, agrupando principalmente

com amostras G1P[8] e/ou G9P[8] do presente estudo.

A amostra genotipo G3P[9] (em azul) revelou estreita relagdo com amostras
de origem felina e humana nas andlises dos genes VP1 (Figura 21) e VP3 (Figura
23). Para o gene VP1, a amostra revelou identidade nucleotidica de 87% com a
estirpe felina Cat97 e de 96.5% com a cepa humana AU-1. Na andlise do gene VP3
a amostras agrupou unicamente com a amostra Cat2, revelando bootstrap de 97% e
identidade nucleotidica de 92% entre elas (dados ndo mostrados). Em relacdo ao
gene VP2, esta estirpe agrupou somente com a cepa protétipo de origem humana
AU-1 e foi classificada como R3-C3-M3, para os trés genes respectivamente.

A amostra genotipo G4P[6] (em roxo) revelou estreita relacdo genética com
duas amostras de referéncia de origem suina (OSU e Gottfried) em relacdo ao gene
VP3 (Figura 23), com identidade nucleotidica variando de 91.5-92.5% entre elas e
bootstrap de 82%. Na analise de VP1 e VP2, esta estirpe agrupou em clusters

distintos com amostras do presente e foi classificada como R1-C2-M1.

A amostra genotipo G12P[6] foi classificada como R1-C1-M1, alternando o
agrupamento com amostras G1P[8] e G9P[8] do estudo.
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Os alinhamentos das sequéncias deduzidas parciais de aa dos genes que
codificam para VP1, VP2 e VP3 foram obtidos através da comparacdo com as

sequéncias de aa das cepas de referéncia: Wa, DS-1 e AU-1. Estes revelaram a

ocorréncia de diversas substituicdes, insercbes e/ou delecbes (dados néo

mostrados). As principais substituicbes evidenciadas e suas respectivas posicoes
estdo detalhadas no Quadro 9.

— @ RVA/HU/BR/RV117230/2012/G12P[6]
og | ® RVA/HU/BRIPA21774/2011/G1P(8]
01 [ ® RVA/HU/BRIPA21772/2011/G1P[8]
76 | @ RVA/HU/BRIPA21773/2011/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/RV109713/2010/G1P[8]
R1 JF490707 RVA/Hu/Vanderbilt/\VU0O7-06-62/2007/G1P[8]
® RVA/HU/BR/RV100669/2008/GIP[8]
5 | @ RVA/HU/BR/RV101253/2009/GIP[8]
@ RVA/HU/BR/RV101107/2008/GOP[8]
@ RVA/HU/BR/RV109720/2010/GIP[8]
[~ R1 HM773634 RVA/Human-wt/USA2008747307/2008/G9P!g]
3 | R1 DQ492669 RVA/Human/BGD/Dhakal6/2003/G1P[8]
— @ RVA/HU/BR/RV117270/2011/G3P[8]
R1 JF790330 RVA/Vanderbilt/\VU08-09-20/2008/G3P[8]
- O RVA/HU/BR/PID366/2001/G9P[8]
O RVA/HU/BR/HST393/2000/GOP[8]
O RVA/HU/BR/HST385/2000/GOP[8]
| O RVA/HU/BR/HST374/1999/GOP[8]
O RVA/HU/BR/PID1527/2002/G9P[8]
4 [ R1 JF490776 RVA/Hu/Vanderbilt/VU05-06-62/2005/G1P[8]
O RVA/HU/BRI/PID92/2002/G1P[8] R1
of | R1 JF490798 RVA/Hu/Vanderbilt’VU05-06-60/2004/G1P[8]
99 O RVA/HU/BRIHST294/1994/G1P[8]
O RVA/HU/BR/HSE002/1998/G1P[8]
O RVA/HU/BR/PID385/2001/G1P[8]
R1 DQ490539 RVA/HU/USA/Wa/1974/G1P1A[8]
@ RVA/HU/BR/RV102866/2009/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/RV106099/2009/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/IRV102322/2009/G1P[8]
O RVA/HU/BR/HST352/1999/G1P[8]
O RVA/HU/BRIPID177/2002/G1P[8]
R1 JF490666 RVA/Hu/Vanderbilt/VU05-06-27/2005/G1P([8]
O RVA/HU/BR/HSP196/1999/G1P[8]
O RVA/HU/BR/HSE005/1998/G4P[6]
R1 KC193623 RVA/Human-wt/Bel/BE00061/2000/G1P[8]
O RVA/HuU/BR/PID90/2002/GIP[8]
O RVA/HU/BR/PID59021/2003/G1P[8]
82|, © RVA/HU/BR/HST309/1999/G1P[8]
O RVA/HU/BR/HST357/2000/GA4P[8]
499|:R1 M32805 RVA/Pig-tc/USA/Gottfried/1983/G4P[6]
R1 JQ715640 RVA/Human-wt/BRA/HST327/1999/G4P[6]

99 R3 EU708945 RVA/Cat-tc/AUS/Cat97/1984/G3P[3] 7 B
99 R3 DQ146699 RVA/Human-tc/THA/T152/1998/G12P[9] R3
99 O RVA/HU/BR/PID084/2002/G3P(9]

R3 DQ490533 RVA/HU/JPN/AU-1/1982/G3P3[9] —
82 —R2 HM:67925 RVA/Human/USA/LB2744/2005-06/G2P[4]

©

=T

89

99 g9

99

RZ. DQ490551 RVA/Human-wt/BGD/RV176/2000/G12P[6]
99

Rg HQ641355 RVA/Human/BGD/MMC6/2005/G2P[4]

99

R2 JN706447 RVA/Human/THA/CU209-KK/08/2008/G2P[4]
8 ®

[ ]
| o
R2 DQ870505 RVA/HU/USA/DS-1/1976/G2P1BJ[4]

R2 JQ715636 RVA/Human-wt/BRA/NSC209/1993/G2P[4]
(@]

1 99 L— R2 JQ715638 RVA/Human-wt/BRA/HSP034/1998/G2P[6]
(@)

L 99— R5 FJ347111 RVA/Cow-wl/ARG/B383/1998/G15P[11] :I R5

R5 FJ347100 RVA/Guanaco-wt/ARG/Chubut/1999/G8P[14]
99 | R4 AB009629 RVA/Pigeon-tc/JPN/ PO-13/1983/G18P[17] ] R4
L R6 FJ169853 RVA/Avian/GER/02V0002G3/2002/GxP[x] 1 R6

R2

96

—_—
0.05

Figura 20. Dendograma obtido através de reconstrucéo filogenética baseada no método Neighbor-Joining a partir das seqiiéncias nucleotidicas
parciais (663pb) do gene que codifica para a proteina VP1 de amostras de rotavirus A G1 (vermelho), G2 (laranja), G3 (azul), G4 (roxo), G9
(verde) e G12 (negrito) da regido Norte do Brasil e amostras protétipos representantes de diferentes gen6tipos humanos e animais. Os valores
de Bootstrap (2.000 réplicas) estéo indicados nos nds da arvore, valores menores que 70% nao estdo representados. A barra na parte inferior

da figura é proporcional a distancia genética. O circulo vazio (o) corresponde a amotras antes da vacina e o circulo preenchido (e) corresponde
a amostras posteriores a introdugéo da vacina.
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@ RVA/HU/BR/RV109720/2010/GOP[8]
98| @ RVA/HU/BR/RV101253/2009/GIP[8]
g5[| @ RVAHU/BRIRV100669/2008/GoPI8]
@ RVA/HU/BR/RV101107/2008/GOP[8]
77| L c1 HM773635 RVA/HUmMan/USA2008747307/2008/G9P[8]
@ RVA/HU/BR/RV117230/2012/G12P[6]
C1 DQ870502 RVA/Human-w/BEL/B3458/2003/GOP[8]
O RVA/HU/BR/HST393/2000/GOP[8]
O RVA/HU/BR/PID366/2001/GIP(8]
O RVA/HU/BR/HST385/2000/GOP[8]
O RVA/HU/BRIHST374/1999/GOP[8]
L O RVA/HU/BR/PID177/2002/G1P(8]
b _ @ RVA/HU/BR/RV117270/2011/G3P[8]
o5 { C1 JF790330 RVA/Vanderbilt/VU08-09-20/2008/G3P[8]
— @ RVA/HU/BRIPA21773/2011/G1P[8]
@ RVA/HU/BRIPA21774/2011/G1P[8]
100[ @ rRvA/HU/BRIPA21772/2011/G1P[8]
g| @ RVAHU/BR/IRV109713/2010/G1P[8]
C1 HQ392277 RVA/HUman-wt/BEL/BEO0032/2008/G1P[8] Cc1
100} O RVA/HU/BR/PID59021/2003/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/RV102322/2009/G1P(8]
@ RVA/HU/BR/RV102866/2009/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/RV106099/2009/G1P[8]
O RVA/HU/BR/HSE002/1998/G1P([8]
o9 O RVA/HU/BR/PID1527/2002/GOP[8]
O RVA/HU/BR/HST352/1999/G1P[8]
O RVA/HU/BR/PID92/2002/G1P[8]
C1 JF490885 RVA/HU/Vanderbilt/VU06-07-1/2006/G1P8]
95 O RVA/HU/BR/HST309/1999/G1P[8]
— 100| O RVA/HU/BR/HST357/2000/G4P(8]
74, O RVA/HU/BR/HSP196/1999/G1P[8]
O RVA/HU/BRIPID132/2001/G1P[8]
100 O RVA/HU/BR/PID385/2001/G1P[8]
99 i C1 X14942 RVA/Human/USA/Wa/1974/G1P1A[8]
100,00 RVA/HU/BR/HST294/1994/G1P[8]

O RVA/HU/BR/PID90/2002/G9P[8]
C1 JQ715646 RVA/Human-wt/BRA/HST327/1999/G4P|[6] |

©

C2 DQ490552 RVA/Human-wt/BGD/RV176/2000/G12P[6]
C2 FJ183354 RVA/HU/GR 10924/1999/G9P[6]

100

C2

99, C2 AY787652 RVA/Human-wt/CHN/TB-Chen/1996/G2P[4]
C2 JQ715642 RVA/Human-wi/BRA/NSC209/1993/G2P[4]
C2 DQ870506 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P1B[4]

99
93 o
L C2EU708946 RVA/Cat-tc/AUS/Cat97/1984/G3P[3]
L C2 EF560616 RVA/Cow-tc/USAMWC3/1981/G6P[5] |
N 100— O RVA/HU/BR/PID084/2002/G3P[9)] :I c3

95 L 3 DQ490536 RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]
C5 DQ838635 RVA/Simian-tc/ZAF/SAL1-H96/1958/G3PSB[2] | C§

C6 FJ169854 RVA/Chicken-tc/DEU/02V0002G3/G19P[30] ]C6

C4 AB009630 RVA/Pigeon-tc/JPN/PO-13/1983/G18P[17] _| C4

0.05

Figura 21. Dendograma obtido através de reconstrucéo filogenética baseada no método Neighbor-Joining a partir das sequéncias nucleotidicas
parciais (663pb) do gene que codifica para a proteina VP2 de amostras de rotavirus A G1 (vermelho), G2 (laranja), G3 (azul), G4 (roxo), G9
(verde) e G12 (negrito) da regido Norte do Brasil e amostras protétipos representantes de diferentes genétipos humanos e animais. Os valores
de Bootstrap (2.000 réplicas) estéo indicados nos nés da arvore, valores menores que 70% néo estéo representados. A barra na parte inferior
da figura é proporcional a distancia genética. O circulo vazio (o) corresponde a amotras antes da vacina e o circulo preenchido (e) corresponde

a amostras posteriores a introdugdo da vacina.
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100

@ RVA/HU/BR/PA21773/2011/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/IPA21774/2011/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/PA21772/2011/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/RV102866/2009/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/RV102322/2009/G1P[8]
M1 HQ392464 RVA/Human-wt/BEL/BE00049/2009/G1P[8]
84, @ RVA/HU/BR/RV106099/2009/G1P[8]
QQJ O RVA/HU/BR/PID132/2001/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/RV101107/2008/GIP[8]
@ RVA/HU/BR/RV101253/2009/GIP[8]
@ RVA/HU/BR/RV100669/2008/GIP[8]
gs| '@ RVAHU/BR/IRV109720/2010/G9P(8]
—— O RVA/HU/BR/PID1527/2002/G9P[8]
_ O RVA/HU/BR/PID177/2002/G1P[8]
O RVA/HU/BR/HST309/1999/G1P[8]
O RVA/HU/BR/HSP196/1999/G1P[8]
81| |O RVA/HU/BR/HST357/2000/G4P[8]
[ 'm1 HQ391998 RVA/HUMaN-wW/BEL/BE00003/2004/GOP[8]
98 | O RVA/HU/BR/HST393/2000/GIP(8]
510 RVA/HU/BRIHST294/1994/G1P][8]
O RVA/HU/BR/PID92/2002/G1P[8]
88 | 100, RVA/HU/BR/PID59021/2003/G1P[8]

— O RVA/HU/BR/PID90/2002/G9P[8]
M1 AY267335 RVA/HU/USAWa/1974/G1P[8]
d7 ;O RVA/HU/BR/PID385/2001/G1P[8]

ML HQ392418 RVA/Human-wt/BEL/BE00048/2009/G1P[8]
— L O RVA/HU/BR/HSE002/1998/G1P][8]
O RVA/HU/BR/HST352/1999/G1P[8]
M1 GQ338064 RVA/HU/BRI552/96/G5P[8]
@ RVA/HU/BR/RV117230/2012/G12P[6]
@ RVA/HUBR/RV117270/2011/G3P[8]
M1 JF491124 RVA/Hu/Vanderbilt/VU08-09-30/2008/G3P[8]

M1 JF790328 RVA/Human/Vanderbilt/VU08-09-20/2008/G3P[8]

ey

@ RVA/HU/BR/RV109713/2010/G1P[8]
M1 DQ146651 RVA/Human-wt/BGD/Dhaka25/2002/G12P[8]
O RVA/HU/BR/PID366/2001/G9P[8]

O RVA/HU/BR/HST374/1999/GOP[8]

7 M1 GU199488 RVA/Pig-tc/USA/Gottfried/1975/G4P[6]

1!2E O RVA/HU/BR/HSE005/1998/G4P[6]
M1 AY277921 RVA/Pig/USA/OSU/1975/G5P[7]
97 M3 EU708958 RVA/Cat-tc/AUS/Cat2/1984/G3P[9]
O RVA/Hu/BR/PID084/2002/G3P[9]

M3 AY740739 RVA/Human-wt/BEL/B4106/2000/G3P[14]
M3 DQ490537 RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]

M5 DQ838645 RVA/Simian-tc/ZAF/SA11-H96/1958/G3P5B(2]

99

M2 HQ641366 RVA/Human/BGD/MMC88/2005/G2P[4]
M2 HQ650118 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4]

99 —O

i
0.05

95

M2 AY787654 RVA/Human-wt/CHN/TB-Chen/1996/G2P[4]

99 - O
M2 DQ490553 RVA/Human-wt/BGD/RV176/2000/G12P[6]
o5 | (@
(]
o
98 -O
M2 HM467934 RVA/Human/USA/LB2772/2005-06/G2P[4]

[ ]
M2 HQ641357 RVA/Human/BGD/MMC6/2005/G2P[4]
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M2

M4 AB009631 RVA/Pigeon-tc/JPN/ PO-13/1983/G18P[17] 1m4
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Figura 22. Dendograma obtido através de reconstrucéo filogenética baseada no método Neighbor-Joining a partir das sequéncias
nucleotidicas parciais (702pb) do gene que codifica para a proteina VP3 de amostras de rotavirus A G1 (vermelho), G2 (laranja),
G3 (azul), G4 (roxo), G9 (verde) e G12 (negrito) da regido Norte do Brasil e amostras protétipos representantes de diferentes
gendtipos humanos e animais. Os valores de Bootstrap (2.000 réplicas) estdo indicados nos nés da arvore, valores menores que
70% ndo estdo representados. A barra na parte inferior da figura é proporcional a distancia genética. O circulo vazio (o)
corresponde a amotras antes da vacina e o circulo preenchido (e) corresponde a amostras posteriores a introdugdo da vacina.



Quadro 10. Quadro demonstrativo das principais substituicbes observadas no alinhamento das
sequéncias deduzidas de aa dos genes VP1, VP2 e VP3 de amostras G2, G3, G4, G9 e G12 da
Regido Norte, em comparacdo com os principais protétipos (Wa, DS-1 e AU-1).

VP1 VP2 VP3
15(V—l) 12(L—P) 41(L—M)
31(N—l) 31(V—>M) 70(D—N)
38(E—D) 39(K—R) 86(D—N)
46(S—N) 54(V—l) 88(1—M)
65(D—N) 75(A—T) 114(1—M)
50(S—N) 89(1-V) 116(D—N)
54(L—M) 95(1-V) 133(N—D)

102(V—A) 120(1-V) 143(S—l)
107(1-L) - 155(V—l)
198(E—D) - 198(F—S)

5.3.4 Analise do gene que codifica para a proteina VP6

O dendograma gerado a partir da andlise das sequéncias nucleotidicas
completas (1356pb) do gene VP6 das amostras em estudo esta demonstrado na

Figura 23. Foram evidenciadas trés variantes alélicas entre os isolados (I1, 12 e I3).

As amostras genétipos G1P[8] (em vermelho) e G9P[8] (em verde)
novamente agruparam entre si ou em clusters mistos contendo as duas
especificidades, juntamente com protétipos e estirpes de RVA de origem humana
circulantes na Australia, Bangladesh, Bélgica e Estados Unidos. Houve uma estreita
relacdo entre as amostras que circularam no mesmo periodo (antes ou apés a
vacina), formando-se assim clusters distintos contendo amostras especificamente do
mesmo periodo. Todas as amostras G1P[8] e G9P[8] foram classificadas com o
genatipo 11, assim como as amostras genotipo G3P[8] (em azul) e G4P[8] (em roxo),
gue agruparam com amostras de origem humana descritas nos Estados Unidos e

que possuiam a mesma especifidade G/P (Figura 23).

As amostras caracterizadas como G2P[4] (em laranja) agruparam em trés
clusters com amostras descritas na Russia e no Brasil classificadas com o genotipo
2. Nao houve consisténcia entre 0os agrupamentos de acordo com o periodo de

coleta, i.e. anterior e posterior a vacina, uma vez que a amostra PA21771 de 2011
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agrupou no mesmo cluster que amostras isoladas em janeiro de 2006. A identidade
nucleotidica entre as amostras variou de 89 a 99% (dados ndo mostrados). A
amostra HST025 agrupou unicamente com a cepa protétipo DS-1, com um valor de
bootstrap de 100%.

A amostra caracterizada como G3P[9] foi classificada como 13, agrupando em
cluster com amostras de origem humana e felina (cepas AU-1 e Cat97,
respectivamente). O bootstrap entre elas foi de 100% e a identidade nucleotidica

variou de 88 a 98%.

A amostra genotipo G12P[6] foi classificada com o gendtipo 11 apesar de néo
ter agrupado em nenhum cluster especifico, uma vez que o ramo ao qual esta

indicada pertecente ao clado de amostras deste gendtipo.

O alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos de VP6 das
amostras em estudo em comparacdo com as sequéncias da principais cepas de
referéncia (Wa, DS-1 e AU-1) reveleram substituicbes ocorrendo ao longo das
sequéncias (dados ndo mostrados). As principais mudancas ocorridas em sitios
importantes, como o0s que mediam a estabilidade da camada intermediaria
(aa32,65,71); induzem a trimerizacao protéica (aa246-314) e garantem especifidade
de sorogrupo (aa315) estédo detalhadas a seguir na Tabela 6.

Tabela 7. Alinhamento dos residuos das sequéncias aminoacidicas do gene VP6 de algumas

amostras G1, G2, G3, G4, G9 e G12 da Regido Norte em comparacdo com sequéncias de aa das
cepas prototipos (Wa, DS-1 e AU-1). Em cinza os principais residuos compartilhados entre as cepas.

VP6
Wa (11)
DS-1 (12)
Au-1 (13)
HST294
HSE002
PID59021
RV106099
RV109713
PA21772
HST025
RV112015
RV117270
PID084
HSE005
HST357
HST393
RV100669
PID1527
RV109720
RV117230

(o2}
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~
[ER
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100

77 @ RVA/HU/BR/RV101107/2008/G9P[8]

9 L @ RVA/HU/BR/RV109720/2010/G9P[8]
938 @ RVA/HU/BR/RV100669/2008/G9P[8]

1111 DQ870504 RVA/HUman-wt/BEL/B3458/2003/G9P[8]
11 EU372730 RVA/HU/THA/CMH37/2001/G9P[8]
99 ‘l__‘ RVA/HU/BR/RV117270/2011/G3P[8]

o[ ® RVAIHU/BRIRV109713/2010/G1P[8]
1 @ RVA/HU/BRIPA21774/2011/G1P[8]
{0 RVA/HU/BRIPA21772/2011/G1P[8]

@ RVA/HU/BR/IPA21773/2011/G1P[8]
O RVA/HU/BR/HST374/1999/GIP[8]

O RVA/HU/BR/HST385/2000/GIP[8]

O RVA/HU/BR/HST294/1994/G1P[8]

O RVA/HU/BR/PID366/2001/GIP[8]

92 | O RVA/HU/BRIPID1527/2002/G9P[8]

O RVA/HU/BR/PID92/2002/G1P][8]

L O RVA/HU/BR/PID90/2002/GIP[8]

100
@ RVA/HU/BR/RV117230/2012/G12P[6]

72

O RVA/HU/BR/HSE002/1998/G1P[8]

O RVA/HU/BR/PID132/2001/G1P[8]

11 IN258792 RVA/Human-wt/Bel/BE00055/1999/G1P[8]
O RVA/HU/BR/HSP196/1999/G1P[8]

O RVA/HU/BR/HST309/1999/G1P[8]

O RVA/HU/BR/HST357/2000/G4P[8]

11 JQ230088 HU/RUS/Nov10-N351/2010/G4P[8]

@ RVA/HU/BR/RV102866/2009/G1P[8]

@ RVA/HU/BR/RV102322/2009/G1P[8]

@ RVA/HU/BR/RV106099/2009/G1P[8]

83

73
101

100 O RVA/HU/BR/PID385/2001/G1P[8
E 11 K02086 RVA/HU/USA/Wa/1974/G1P1A[8]
O RVA/HU/BR/HSE005/1998/G4P[6]

O RVA/HU/BR/HST352/1999/G1P[8]

100 l_—o RVA/Hu/BR/PID59021/2003/G1P[8]
11 IJX027798 RVA/Human-wt/AUS/CK00078/2007/G1P[8]

12 HM066156 RVA/HU/BRA/15863_08MA/2008/G2P[4]

93

11 JF491057 RVA/Human/Vanderbilt/VU08-09-22/2008/G3P[8]

12
9 12 HM066127 RVA/HU/BRA/11860_06RJ/2006/G2P[4]
12 IX867344 HU/HU/RUS/O1154/2011/G3P[9]
100 — 12 DQ870507 RVA/HU/USA/DS-1/1976/G2P1B[4]
O _
100 13 EU708949 RVA/Cat-tc/AUS/Cat97/1984/G3P[3]
13

100 E 13 DQ490538 RVA/HU/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]
O RVA/HU/BR/PID084/2002/G3P[9]

Figura 23

14 D16329 RVA/Pigeon-tc/JPN/ PO-13/1983/G18P[17]

E? ograma obtido através de reconstrugdo filogenética baseada no método Neighbor-Joining a partir das

seqliéncias nucléotidicas completas (1356pb) do gene que codifica para a proteina VP6 de amostras de rotavirus A G1
(vermelho), G2 (laranja), G3 (azul), G4 (roxo), G9 (verde) e G12 (negrito) da regido Norte do Brasil e amostras protétipos
representantes de diferentes genétipos humanos e animais. Os valores de Bootstrap (2.000 réplicas) estdo indicados nos nés
da arvore, valores menores que 70% n&o estéo representados. A barra na parte inferior da figura é proporcional a distancia
genética. O circulo vazio (o) corresponde a amotras antes da vacina e o circulo preenchido (e) corresponde a amostras
posteriores a introdu¢éo da vacina.
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5.3.5 Analise dos genes que codificam para as proteinas NSP1, NSP2 e
NSP3

As analises filogenéticas baseadas nas sequéncias nucleotidicas completas
dos genes que codificam para NSP1 (Figura 24), NSP2 (Figura 25), e NSP3
(Figura 26), evidenciaram a ocorréncia de 3, 3 e 4 variantes alélicas,

respectivamente, entre as 40 amostras analisadas.

Amostras com especifidade G1P[8] (em vermelho) e G9P[8] (em verde)
agruparam geralmente entre si ou em clusters mistos contendo as duas variantes,
juntamente com amostras de origem humana descritas no Brasil, Bélgica e Estados
Unidos. Houve uma afinidade de agrupamento entre os espécimes G9P[8] de acordo
com o periodo de circulacdo, uma vez que na maioria dos clusters agruparam
amostras do mesmo periodo. Aquelas circulantes apés a introducdo da vacina
agruparam na analise dos genes NSP1 e NSP3 em um cluster com amostras G9P[8]
detectadas no Brasil em 2005, revelando identidades nucleotidicas variando de 94-
99% entre elas (dados ndo mostrados). As amostras gendtipo G1P[8] também
reveleram estreita relacdo genética entre amostras circulantes no mesmo,
agrupando em clusters entre si ou com protétipos isolados nos Estados Unidos.
Todos os espécimes caracterizados como G1P[8] e GIP[8] foram classificadas como
A1-N1-T1 para os genes NSP1, NSP2 e NSP3, respectivamente.

As amostras classificadas como G3P[8] e G4P[8], foram caracterizadas como
A1-N1-T1, agrupando em clusters que continham amostras do presente estudo
G1P[8] e amostras de referéncia G3P[8] descritas nos Estados Unidos. A identidade

nucleotidica variou de 93-98.5% entre elas.

Entre as amostras com genétipo G2P[4], a maioria foi classificada como A2-
N2-T2. Somente uma amostra (HST025) apresentou um gendétipo (T1) em relagéo
ao gene NSP3 diferente daquele esperado para esta especifidade, agrupando no
mesmo cluster que amostras caracterizadas como G1P[8], evidenciando um possivel
evento de reassortment inter-genogrupo. O valor de bootstrap do agrupamento foi de
99% e a identidade nucleotidica entre elas variou de 86 a 98%. Em relacdo as

demais estirpes, ndo houve um padrdo de agrupamento entre o periodo de
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circulacdo das amostras, entretanto, todas agruparam com cepas de origem

humana, circulantes no Brasil, Estados Unidos e Bangladesh, para os trés genes.

A amostra gendétipo G3P[9] foi classificada como A3-N3-T3, agrupando em
clusters contendo amostras de origem humana e felina. Para os genes NSP1 e
NSP2 relacionou-se exclusivamente com cepas de origem humana, enquanto que
para 0 gene NSP3 apresentou estreita relagdo com amostra de origem felina
(BA222, Italia); a identidade nucleotidica entre elas foi de 87%.

A amostra com genodtipo G4P[6] (HSEO0O05) foi caracterizada para os genes
NSP1 e NSP2 como Al-N1, entretanto para o gene NSP3 foi classificada com o
genadtipo T7, compartilhado por estirpes de RVA de origem bovina. O cluster o qual
esta amostra agrupou no dendograma do gene NSP3 (Figura 26) continha uma
amostra isolada em Belém do Pard em 1999. A identidade nucleotidica observada
entre elas foi de 99% e com a cepa UK de origem bovina foi de 87%. Em relacdo
aos genes NSP1 e NSP2 a amostra agrupou em cluster com amostras G1P[8] do

presente estudo que circularam no periodo pré-vacinal.

A amostra com o genétipo G12P[6] foi classificada como A2-N1-T2 e agrupou
em clusters nas trés analises com amostras de origem humana, contendo

especificidades G/P diversificadas.

Os alinhamentos das sequéncias deduzidas de aa dos genes NSP1, NSP2 e
NSP3 das amostras em tudo, foi realizado em comparagcdo com as sequéncias das
cepas de referéncia (Wa, DS-1 e AU-1) e evidenciaram substituicdes em diferentes
posicdes, assim como delegcdes e insercdes (dados ndo mostrados). O Quadro 12
descreve as principais mudancas observadas entre as sequéncias, tal como as

respectivas posicées em que ocorreram.

64



77 - Al HQ392412 RVA/Human-wt/BEL/BE00061/2009/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/PA21772/2011/G1P[8]
92| @ RVA/HU/BR/PA21773/2011/G1P[8]
83 @ RVA/HU/BR/IPA21774/2011/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/RV109713/2010/G1P[8]
L A1 HQ392412 RVA/Human-wt/BEL/BE00045/2009/G1P[8]
L A1 HQ657144 RVA/Human-wt/ZAF/3133WC/2009/G12P[4]
Al FJ793948 RVA/HU/BRA/I{1609/98/1998/GIP[8]
77y O RVA/HU/BR/HST393/2000/GIP[8]
{O RVA/HU/BR/HST385/2000/G9P[8]
— O RVA/HU/BR/PID59021/2003/G1P[8]
76 O RVA/HU/BR/PID366/2001/GIP[8]
[O RVA/HU/BR/HST374/1999/G9P[8]
— @ RVA/HU/BR/RV100669/2008/GIP[8]
Al FJ793949 RVA/HU/BRA/I|8224/04/2004/G9P[8]
— @ RVA/HU/BR/RV109720/2010/G9P[8]
@ RVA/HU/BR/RV101107/2008/G9P[8]
’-O RVA/HU/BR/RV101253/2009/G9P[8]
L A1 JF490184 RVA/Hu/Victoria/CK00011/2004/G1P[8]
| A1 HQ392412 RVA/Human-wt/BEL/BE00040/2009/G1P[8]
O RVA/HU/BR/PID92/2002/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/RV117270/2011/G3P[8]
Al JIN258821 RVA/Human-wt/Bel/BE00068/2000/G1P[8]
O RVA/HU/BR/PID1527/2002/G9P([8]
O RVA/HU/BR/PID90/2002/G9P[8]
M= O RVA/HU/BR/HSP196/1999/G1P[8]
B7 - O RVA/HU/BR/HST309/1999/G1P[8]
O RVA/HU/BR/HST357/2000/G4P[8]
O RVA/HU/BR/PID177/2002/G1P[8]
92 Al HQ392357 RVA/Human-wt/BEL/BE00040/2008/G1P[8]
99| | O RVA/HU/BR/HSE005/1998/G4P[6]
26/— @ RVA/HU/BR/IRV106099/2009/G1P[8]
751 @ RVA/HU/BR/RV102322/2009/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/RV102866/2009/G1P[8]
L O RVA/HU/BR/HST294/1994/G1P[8]
O RVA/HU/BR/HSE002/1998/G1P[8]
Al HM773858 RVA/Bethesda/DC1208/1980/G4P[8]
O RVA/HU/BR/HST352/1999/G1P[8]
99 — O RVA/HU/BR/PID385/2001/G1P[8]

Ko ®

8

7

©O

A1

100 — O RVA/HuU/BR/PID084/2002/G3P[9]
L A3 D45244 RVA/HU/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]

A8 U08431 RVA/Pig/USA/Gottfried/1983/G4P[6]

A2 118945 RVA/HU/USA/DS-1/1976/G2P1B[4]
@)

A2 AY787647 RVA/Human-wt/CHN/TB-Chen/1996/G2P[4]
O

@ RVA/HU/BR/RV117230/2010/G12P[6]

A2 IN706582 RVA/HUITHA/CU473-BK/09/20009/G2P[4]

A2 HQ641368 RVA/HU/BGD/MMC88/2005/G2P[4]
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Al HQ392412 RVA/Human-wt/BEL/BE00048/2009/G1P[8] |

:|A3

A8 BAA20545 RVA/Pig/MEX/YM/1983/G11P[7]

A2

A4 AB009633 RVA/AVi/JPN/PO-13/1983/G18P[17]

:|A8

A4

Figura 24. Dendograma obtido através de reconstrucéo filogenética baseada no método Neighbor-Joining a partir das
sequéncias nucleotidicas completas (1525pb) do gene que codifica para a proteina NSP1 de amostras de rotavirus A G1
(vermelho), G2 (laranja), G3 (azul), G4 (roxo), G9 (verde) e G12 (negrito) da regido Norte do Brasil e amostras prototipos
representantes de diferentes genétipos humanos e animais. Os valores de Bootstrap (2.000 réplicas) estdo indicados
nos noés da arvore, valores menores que 70% néo estdo representados. A barra na parte inferior da figura é proporcional
a distancia genética. O circulo vazio (o) corresponde a amotras antes da vacina e o circulo preenchido (e) corresponde a

amostras posteriores a introducao da vacina.



100

O RVA/HU/BR/PID92/2002/G1P[8]
93 [~ O RVA/HU/BR/PID1527/2002/G9P[8]
O RVA/HU/BR/PID90/2002/G9P[8]

99
N1 JN258816 RVA/Human-wt/Bel/BEO0068/2000/G1P[8]

O RVA/HU/BR/HST309/1999/G1P[8]

O RVA/HU/BR/HST357/2000/G4P[8]

O RVA/HU/BR/HSE002/1998/G1P[8]

N1 HM773916 RVA/Hu/Bethesda/DC4613/1980/G4P[8]
O RVA/HU/BR/PID132/2001/G1P[8]

O RVA/HU/BR/HSP196/1999/G1P[8]

N1 HQ392459 RVA/Human-wt/BEL/BE00049/2009/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/RV102866/2009/G1P[8]

@ RVA/HU/BR/RV102322/2009/G1P[8]

@ RVA/HU/BR/RV106099/2009/G1P[8]

L O RVA/HU/BR/HST294/1994/G1P[8]

@ RVA/HU/BR/RV101107/2008/GIP[8]

100| @ RVA/HU/BR/RV101253/2009/GOP[8]

@ RVA/HU/BR/RV100669/2008/GIP[8]

@ RVA/HU/BR/RV109720/2010/GIP[8]

97

N1 EF990710 RVA/Human-wt/BEL/B3458/2003/GIP[8]
O RVA/HU/BR/HSE005/1998/G4P[6]
100,O RVA/HU/BR/PID385/2001/G1P[8]
N1 HQ392411 RVA/Human-wt/BEL/BE00048/2009/G1P[8]
100 O RVA/HU/BR/PID59021/2003/G1P[8]

N1 JN258873 RVA/Human-wt/Bel/BE00085/2002/G1P[8]
94 — @ RVA/HU/BR/RV109713/2010/G1P[8]

@ RVA/HU/BRIPA21774/2011/G1P[8]

89/l @ RVA/HUBRIPA21772/2011/G1P[8]

@ RVA/HU/BRIPA21773/2011/G1P[8]

84

N1 JF490084 RVA/Hu//Victoria/CK00001/2004/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/RV117270/2011/G3P[8]
N1 HM773740 RVA/Human-wt/USA2008747322/2008/G3P[8]
98 - @ RVA/HU/BR/RV117230/2010/G12P[6]
N1 JF790289 RVA/Hu/Vanderbilt’\VUO5-06-72/2005/G12P[8]
O RVA/HU/BRIHST374/1999/GIP[8]
O RVA/HU/BR/HST393/2000/GP[8]
O RVA/HU/BR/PID366/2001/GIP[8]

100 O RVA/HU/BR/HST352/1999/G1P[8]
4%0 RVA/HU/BR/PID177/2002/G1P[8]

N1 EF672587 RVA/Human-tc/BRA/IAL28/1992/G5P[8]

N2 EU708952 RVA/Feline/AUS/Cat97/G3P[3]

100-O
100 FNZ JQ715661 RVA/Human-wt/BRA/NSC209/1993/G2P[4]

N2 EF672580 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P1B[4]
[ J
100l @

100 N2 HQ641369 RVA/Human/BGD/MMC88/2005/G2P[4]
N2 HM467969 RVA/Human/USA/LB2772/2005-06/G2P[4]

100 — N3 DQ490534 RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]

ﬁ'

L O RVA/HU/BRIPID084/2002/G3P[9]

N4 AB009625 RVA/Pigeon-tc/JPN/ PO-13/1983/G18P[17]

66

N1

N2

:I_NS

N5 DQ838615 RVA/Simian-tc/ZAF/SA11-H96/1958/G3P5B[2] 1 N5

N4

Figura 25. Dendograma obtido através de reconstrugéo filogenética baseada no método Neighbor-Joining a partir
das sequéncias nucleotidicas completas (1059pb) do gene que codifica a proteina NSP2 de amostras de rotavirus A
G1 (vermelho), G2 (laranja), G3 (azul), G4 (roxo), G9 (verde) e G12 (negrito) da regido Norte do Brasil e amostras
protétipos representantes de diferentes genoétipos humanos e animais. Os valores de Bootstrap (2.000 réplicas) estédo
indicados nos nos da arvore, valores menores que 70% nao estéo representados. A barra na parte inferior da figura é
proporcional a distancia genética. O circulo vazio (o) corresponde a amotras antes da vacina e o circulo preenchido
() corresponde a amostras posteriores a introdug&o da vacina.



T1 HQ392420 RVA/Human-wt/BEL/BE00048/2009/G1P[8]
97171 Jx943606 RVA/HUman-TC/USA/Rotarix/2009/G1P[8]
86 1O RvAHUBRIPID385/2001/G1P[8]

O RVA/HU/BR/HST294/1994/G1P[8]
L T1 X81434 RVA/HU/USAWa/1974/G1P1A[8]
L O RVA/HU/BR/HSE002/1998/G1P[8]
— O RVA/HU/BR/HST357/2000/G4P(8]
T1 FN870372 RVA/Human/BRA/se16897-09/2009/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/RV106099/2009/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/RV102322/2009/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/RV102866/2009/G1P[8]
O RVA/HU/BR/PIDI0/2002/GIP[8]
T1 JN258859 RVA/Human-wi/Bel/BE00082/2002/G1P(8]
O RVA/HU/BR/PID59021/2003/G1P[8]
O RVA/HU/BR/HST352/1999/G1P[8]
O RVA/HU/BR/HST393/2000/GIP[8]
@ RVA/HU/BR/PA21773/2011/G1P[8]
@ RVA/HU/BR/IPA21774/2011/G1P[8]
T1 JF490132 RVA/Human/Victoria/CK00005/2004/G1P[8]
O RVA/HU/BR/PID92/2002/G1P[8]
T1 JF490713 RVA/Human/Vanderbilt/VU05-06-43/2005/G1P[8]
O RVA/HU/BR/PID177/2002/G1P[8]
(@]
T1 KC193620 RVA/Human-wt/Bel/BE00061/2000/G1P[8]

D9
95|

75

T1

9

97

99
98

99
—|:T6 EF554123 RVA/HUman-wt/BEL/B10925/1997/G6P[14]

bg | O RVA/HU/BR/HST309/1999/G1P[8]
4| @ RVA/HU/BR/PA21772/2011/G1P[8]
4{0 RVA/HU/BR/HSP196/1999/G1P[8]
T1 JIN258793 RVA/Human-wt/Bel/BE00055/1999/G1P[8]
D9

@ RVA/HU/BR/RV117270/2011/G3P[8]
- @ RVA/HU/BR/RV109713/2010/G1P[8]
O RVA/HU/BR/PID1527/2002/G9P[8]
L O RVA/HU/BR/HST374/1999/GIP[8]
T1 FJ793971 RVA/Human/BRAS/I[1538/98/1998/GIP[8]
L O RVA/HU/BR/PID366/2001/GIP[8]

O RVA/HU/BR/HST385/2000/GIP[8]

T1 FJ793976 RVA/HUman/BRA/(j11768/05/2005/GIP[8]
I. RVA/HU/BR/RV101107/2008/G9P[8]

@ RVA/HU/BR/RV100669/2008/GIP[8]

@ RVA/HU/BR/RV101253/2009/GIP[8]
L @ RVA/HU/BR/IRV109720/2010/G9P[8]

T6 GU296415 RVA/HUman-wi/ITA/PAH136/1996/G3P[9]

T7 GU189557RVA/HUMAN-tc/CHN/R479/2004/G4P[6]
T7 K02170 RVA/Bovine/USA/UK/1984/G6P[5]
100 O RVA/HU/BR/HSEQ05/1998/G4P[6]
T7 JQ715670 RVA/HUman-w/BRA/HSP180/1999/G4P[6]
89| ®
[ J
[ J
7115 HQE41370 RVAHUMAN/BGD/MMCE8/2005/G2P[4]
& o
@ RVA/HU/BRIRV117230/2010/G12P[6]
T2 HM467975 RVA/HUman/USA/LB2772/2005-06/G2P[4]

T2

T2 EF672579 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P1B[4]

T2 DQ146697 RVA/Human-tc/PHL/L26/1987/G12P[4] NSP3

9 | T2 JQ715669 RVA/Human-w/BRA/HSP034/1998/G2P[6]

(@]

99 - O RVA/HU/BR/PID084/2002/G3P[9]

T3 DQ490535 RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3[9]

T3 JQ715672 RVA/Human-wt/BRA/RV10109/2008/G3P[9]
T3 GUB27414 RVA/Cat-wt/ITA/BA222/2005/G3P[9]
T3 JQ713650 RVA/Human-tc/JPN/K8/1977/G1P[9]

91

T3
100

75
T4

T5 DQ838610 RVA/Simian-tc/ZAF/SA11-H96/1958/G3P5B[2]
T4 AB009626 RVA/Pigeon-tc/JPN/ PO-13/1983/G18P[17]

0.05

Figura 26. Dendograma obtido através de reconstrucéo filogenética baseada no método Neighbor-Joining a partir das seqiiéncias
nucleotidicas completas (1031pb) do gene que codifica para a proteina NSP3 de amostras de rotavirus A G1 (vermelho), G2
(laranja), G3 (azul), G4 (roxo), G9 (verde) e G12 (negrito) da regido Norte do Brasil e amostras protétipos representantes de diferentes
gendtipos humanos e animais. Os valores de Bootstrap (2.000 réplicas) estéo indicados nos nés da arvore, valores menores que 70%
ndo estdo representados. A barra na parte inferior da figura é proporcional a distancia genética. O circulo vazio (o) corresponde a
amotras antes da vacina e o circulo preenchido (e) corresponde a amostras posteriores a introdugdo da vacina.

67



Quadro 11. Quadro demonstrativo das principais substituicdes observadas no alinhamento das
sequéncias deduzidas de aa dos genes NSP1, NSP2 e NSP3 de amostras G2, G3, G4, G9 e G12 da
Regido Norte, em comparacdo com os principais protétipos (Wa, DS-1 e AU-1).

NSP1 NSP2 NSP3
56(T—N) 43(1-V) 45(N—D)
68(1-V) 61(S—G) 67(1-V)

121(N—D) 134(T—N) 90(S—G)
157(V—A) 147(N—D) 91(T—N)
99(1-V) 198(S—A) 135(N—A)
139(N—D) 236(1-V) 178(N—D)
245(T—N) 183(1—S)
246(T—N) 190(1-L)
86(R—K) 238(V—l)

137(M—N) -

5.3.6 Analise dos genes que codificam para as proteinas NSP4 e NSP5

As andlises filogenéticas relizadas a partir das sequéncias nucleotidicas
completas dos genes NSP4 e NSP5 demonstraram que houve a circulagao de trés
variantes alélicas para cada gene: E1, E2 e E3 (NSP4), representado na Figura 27 e
H1, H2 e H3 (NSP5) representado na Figura 28.

Amostras com especifidade G1P[8] (em vermeho) e G9P[8] (em verde)
agruparam entre si ou em clusters mistos contendo as duas variantes, juntamente
com amostras de origem humana descritas no Brasil, Bélgica e Estados Unidos.
Houve afinidade de agrupamento entre as estires G9P[8] de acordo com o periodo
que circularam, uma vez que apenas agruparam entre si amostras do mesmo
periodo. Ja as G1P[8] agruparam em clusters onde havia amostras dos dois
periodos. Todas foram classificadas como E1-H1 para os genes NSP4-NSP5,
respectivamente, tal como as amostras G3P[8], G4P[8], G12P[6], que agruparam em
clusters com amostras de origem humana, principalmente estirpes G1P[8] do

presente estudo.

As amostras com genétipo G2P[4] foram classificadas como E2-H2,
agrupando em quatro clusters para cada uma das analises. Houve consisténcia no
agrupamento entre estirpes que circularam no mesmo periodo. As amostras

RV98325 e RV112015, agruparam em um cluster com amostras brasileiras de
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origem humana descritas por Gémez et al (2011) e com duas amostras de origem
bovina, descritas na Italia e india. O valor de suporte do agrupamento foi de 82%,
com identidades nucleotidicas variando de 85 a 95% entre elas.

A amostra genotipo G3P[9] foi classificada como E3-H3, agrupando em
clusters com amostras de origem humana e bovina. Sendo este Ultimo evento
observado na analise do gene NSP5, ao demonstrar estreita relacdo com a cepa
WC3 descrita nos Estados Unidos em um bovino (Figura 28). O valor de bootstrap

foi de 99% e a identidade nucleotidica entre elas foi de 95%.

A amostra com genotipo G4P[6] foi classificada como E1-H1, agrupando na
analise do gene NSP4 em um cluster com a cepa prototipo Gottfried de origem
suina; e apresentou estreita relacdo com este prototipo para NSP5. A identidade

nucleotidica entre elas foi de 85% e 95%, para NSP4 e NSP5, respectivamente.

Os alinhamentos das sequéncias deduzidas de aa dos genes NSP4 (Figura
29) e NSP5 (Figura 30) demonstraram substituicbes ocorrendo em comparagéo com
as sequéncias das trés cepas de referéncia (Wa, DS-1 e AU-1). Em relagdo ao gene
NSP4, foi observado que o peptideo sintético correspondente aos residuos de
aall4-135 (em destaque na Figura 29) se manteve conservado em todas as
amostras de RVA analisadas, essa regido compreende possiveis aminoacidos
relacionados a acdo toxigénica; os residuos correspondentes aos sitios de ligacao
com a VP4 e VP6 (aall2-146 e aal56-175) se mantiveram conservados entre os
residuos 112-128 e extremamente variaveis entre 129-175, essa regido também

compreende os dominios variaveis inter-espécies (aal31-141) (Figura 29).

Através do alinhamento das sequéncias do gene NSP5, foi demonstrado
substituicbes e delecbes (Figura 30) ocorrendo em sitios de oligomerizacdo da
proteina (aal03-146), o qual esta relacionado com a formacdo dos viroplasmas
essenciais para a replicacdo: 27 amostras H1 apresentaram substitucdo especifica
na posi¢ao 108(M—L); todas as amostras com gendétipo H2 revelaram mais de uma
substituicdo especifica como 119(F—l) e 121(V—M); a regido que compreende o
dominio de ligagdo com a proteina NSP2 (aal32-146) revelou interessantes
mudanc¢as que ocorreram especificamente nos espécimes isolados de criancas
imunizadas: 113(T—N), 132(H—N e 132(S—P) que ocorreu no gendtipo H2 (Figura
30).
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Figura 27. Dendograma obtido através de reconstrugéo filogenética baseada no método Neighbor-Joining a partir
das sequiéncias completas (673pb) nucleotidicas da regido codificante do gene que codifica para a proteina NSP4 de
amostras de rotavirus A G1 (vermelho), G2 (laranja), G3 (azul), G4 (roxo), G9 (verde) e G12 (negrito) da regido Norte
do Brasil e amostras protétipos representantes de diferentes gen6tipos humanos e animais. Os valores de Bootstrap
(2.000 réplicas) estéo indicados nos noés da arvore, valores menores que 70% nao estdo representados. A barra na
parte inferior da figura é proporcional & distancia genética. O circulo vazio (o) corresponde a amotras antes da vacina
e o circulo preenchido (e) corresponde a amostras posteriores a introdugéo da vacina.
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Figura 28. Dendograma obtido através de reconstrugéo filogenética baseada no método Neighbor-Joining a partir das sequiéncias
completas (664pb) nucleotidicas da regido codificante do gene que codifica para a proteina NSP5 de amostras de rotavirus A G1
(vermelho), G2 (laranja), G3 (azul), G4 (roxo0), G9 (verde) e G12 (negrito) da regido Norte do Brasil e amostras protétipos
representantes de diferentes genétipos humanos e animais. Os valores de Bootstrap (2.000 réplicas) estédo indicados nos nds da
arvore, valores menores que 70% néo estdo representados. A barra na parte inferior da figura é proporcional a distancia genética. O
circulo vazio (o) corresponde a amotras antes da vacina e o circulo preenchido (e) corresponde a amostras posteriores a introdugéo

da vacina.
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Figura 29. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas parciais da proteina NSP4 (160aa) de amostras
coletadas na Regidao Norte do Brasil entre 1994-2011, amostra protétipo e sequéncia aa da cepa RIX4414
(Rotarix). Os aminoacidos estao indicados pelo cédigo de abreviagdo de uma letra. Os pontos simbolizam a
identidade de aminoacido com a amostra protdtipo Wa. As regides destacadas indicam mudancas
ocorridas em sitios antigénicos.
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Figura 30. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas parciais da proteina NSP5 (187aa) de amostras coletadas na Regido
Norte do Brasil entre 1994-2011, amostra protétipo e sequéncia aa da cepa RIX4414 (Rotarix). Os aminoacidos estdo
indicados pelo cédigo de abreviacdo de uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoacido com a amostra protétipo
Wa. As regifes destacadas indicam mudancas ocorridas em sitios antigénicos.
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5.4. Constelacdo génica baseada em codigo de cores

Para uma melhor visualizacdo da diversidade génica entre as 40 estirpes de
RVA circulantes na Regidao Norte, foi construido um quadro contendo as
constelacbes gendmicas baseadas em codigo de cores (Quadro 12), no qual foi
possivel observar que a maioria das estirpes exibiu um perfil génico conservado.
Além disso, houve a ocorréncia de mecanismos de variabilidade genética, como
reassortments inter-genogrupos, ocorrendo antes e apos a introducdo da vacina
Rotarix® entre alguns segmentos de origem humana e humana-animal (suino, bovino
elou felino). Houve a prevaléncia do genogrupo Wa-like (vermelho), seguido por
DS1-like (verde) e AU-like (rosa/marrom) que foi relacionado a uma amostra
(PID084).

Quadro 12. Quadro demostrando as constelagbes génicas baseado em cdédigo de cores observadas nas
amostras em estudo. Genes de origem humana correspondem as cores: amarelo,azul, lilas, rosa, vermelho e
verde claro e escuro; origem suina: laranja; origem bovina: azul marinho e origem felina: marrom; ( X )
corresponde a sequenciamento nao obtido.

ID amostra VP7 VP4 VP6 VP1 VP2 VP3 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5
HST294
HSE002
HST309
HST352
HSP196
PID132
PID385

PID92
PID177
PID59021

>

o
o
=
)
o
o
o
o
<
< =<
]
[=}
=]
o

HST025
PSAL-906D
PSAL-1655C

PID084
HSEO005
HST357
HST374
HST393
HST385

PID366

PID90
PID1527

Periodo pré-vacina
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6. DISCUSSAO

Na regido Norte do Brasil a GA é uma das causas mais importantes de morbi-
mortalidade em criancas < 5 anos de idade, segundo os Indicadores Basicos de
Desenvolvimento do Ministério da Saude (2010). No Estado do Para, Dias et al
(2010) através de um estudo descritivo, analisando dados relativos a morbidade e
mortalidade por GA nesta faixa etaria, evidenciaram um coefidiente de mortalidade
de 16,36 (por 100.000) entre os anos 2000 a 2004. Tal numero reflete o grande
impacto desta doenca entre as causas de mortalidade infantil na regiao.

Neste contexto, a vigilancia dos agentes etioldgicos das GA, como os RVA, é
considerada essencial para o monitoramento dos genotipos circulantes de RVA e
desenvolvimento de medidas de prevencéo e controle eficazes. Adicionalmente, com
a introducdo da vacina Rotarix® no PNI, em marco de 2006, é fundamental que o
surgimento de novas variante virais seja monitorado e suas caracteristicas
antigénicas sejam analisadas com o objetivo de detectar variacbes que possam
induzir ao escape da imunidade induzida pela vacina (Widdowson et al, 2009;
Chandran et al, 2010).

A maioria do estudos realizados em diferentes regides brasileiras basearam-
se na caracterizacdo de genétipos de VP4, VP6, VP7 e NSP4 de RVA circulantes
antes e apo6s a introducao da vacina (Mascarenhas et al, 1999, 2002a e 2002b,
2006, 2007; Carvalho-Costa et al, 2006 e 2009; Araujo et al, 2007a e b; Macedo et
al, 2007; Tavares et al, 2008a e b; Benati et al, 2010; Gomez et al, 2010; Borges et
al, 2011; Gomez et al, 2011; Costa et al, 2012). Raros sdo os estudos que
analisaram mais de quatro genes simultaneamente, além destes mencionados (Silva
et al, 2011). Neste contexto, os dois Unicos trabalhos que incluiram amostras da

regido Amazonica foram realizados por Tért et al (2010) e Maestri et al (2012).

Neste estudo foi possivel fazer a caracterizagdo simultdnea dos 11 genes
responsaveis pela codificacdo de VPs e NSPs de RVA circulantes na Regido Norte

do Brasil, antes e apés a introducéo da vacina Rotarix®.
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6.1 Variabilidade gendmica dos RVA circulantes na regido Norte antes e

apo6s a introducédo da Rotarix®

A variabilidade gendmica dos RVA é resultado da acumulacdo de pelos
menos dois mecanismos diferentes: mutacfes pontuais (drift genético) e mudancas
repentinas no genoma destes virus (shift genético), que, na maioria das vezes,
implica em eventos de reassortment (Estes & Kapikian, 2007). O aumento do
namero de sequéncias nucleotidicas de RVA disponiveis nos bancos de dados
mundialmente conhecidos, tem proporcionado estudos evolutivos mais contundentes
(McDonald et al, 2009b). Consequentemente, o numero de trabalhos que
demonstram eventos de reassortment aumentou consideravelmente (Matthijnssens
et al, 2008b, 2010a e b, 2011; McDonald et al, 2009a e b; Gomez et al, 2010, 2011,
Béanyai et al, 2011).

Concomitantemente a estas descobertas, estudos vém revelando através de
técnicas como a hibridizacdo RNA-RNA e sequenciamento, perfis de conservacéo
gendbmica entre RVA de diferentes gendtipos. Com base nestes resultados trés
genogrupos principais de RVA vem sendo caracterizados, representados pelas
cepas de referéncia RVA/Human-tc/lUSA/Wa/1974/G1P1[8]; RVA/Human-
tc/USA/DS-1/1976/G2P1B (Nakagomi et al,1989; Nakagomi e Nakagomi, 1996;
Matthijnssensb et al, 2008; Matthijnssens and Van Rast, 2012); e um genogrupo
menor, contendo também amostras de origem felina e canina representado pela
cepa RVA/Human-tc/JPN/AU-1/1982/G3P3 (Nakagomi et al, 1990; Matthijnssens et
al, 2008b; Matthijnssens & Van Ranst, 2012).

Recentemente, o sistema de genotipagem recomendado pelo RCWG
baseado no genoma completo dos RVA tem sido aceito como o0 método padrao para
a classificagdo dos RVA. Assim, o genogrupo Wa-, DS1- ou AU1l-like pode ser
atribuido a uma cepa de RVA humano se, pelo menos, sete segmentos génicos
pertencerem a um destes genogrupos (Matthijnssens et al, 2008b; Matthijnssens and
Van Ranst, 2012).
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6.1.1 Anaélise de estirpes genotipo G1P[8]

Mundialmente, o gendtipo G1P[8] de RVA é descrito como o prevalente entre
as estirpes circulantes, revelando frequéncias variadas em diferentes periodos
(Santos & Hoshino, 2005; Patton, 2012). Estudos tém investigado variantes
genéticas de cepas G1 e vém descrevendo um elevado grau de variabilidade
genética entre estas (Jayasinghe and Palombo, 1999; Maunula and von Bonsdorff,
2002; Parra et al, 2005; Arista et al, 2006; Rodriguez-Castillo et al, 2006; Arora et al,
2009, 2011; Nagaoka et al, 2012; Zeller et al, 2012).

A andlise filogenética baseada nas sequéncias nucleotidicas dos 11 genes
gue codificam para as VPs e NSPs de RVA G1P[8] do presente estudo revelou que,
o perfil génico se manteve conservado tanto no periodo pré-vacinal quanto pos-
vacinal, permitindo relacioné-las 100% com o genogrupo de origem humana Wa-like
(G1-P[8]-11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1). Estes resultados corroboram com aqueles
relatados recentemente em paises como: Coreia do Sul, Bangladesh, india e
Estados Unidos, de que estirpes G1P[8] possuem elevada conservacdo génica
(Rahman et al, 2010; Arora et al, 2011; Arora & Chitambar, 2011; Banyai et al, 2011;
Ghosh et al, 2011; Cho et al, 2013; McDonald et al, 2012; Shintani et al, 2012). No
Brasil, um trabalho desenvolvido por Rose, TL (2012 — contato pessoal) revelou que
estirpes G1P[8] que infectaram criancas vacinadas também apresentaram
constelacdo conservada Wa-like. Em relagédo a estirpes circulantes antes da vacina,
o0 presente estudo € o primeiro a realizar a caracterizacdo simultanea dos 11
segmentos. Entretanto, para os genes VP7 e VP4 diversas sequéncias brasileiras
puderam ser incluidas no estudo comparativo, tal como as sequéncias nucleotidicas
da cepa que constitui a vacina monovalente Rotarix® (RIX4414 — G1PJ[8]), relatadas
por Zeller et al (2012).

Em relacdo ao gene VP7, os dados do presente estudo revelaram que entre
as amostras houve a circulagdo de duas linhagens evolutivas de G1 (G1-l e G1-ll),
sendo que todas as amostras que circularam apés a introducéo da vacina Rotarix®
agruparam na linhagem | (Figura 14 - Cluster A) e aquelas que circularam em
periodo anterior agruparam em clusters de linhagem | e Il. Maranhéo et al (2012) em

estudo realizado com amostras brasileiras G1 de 1996 a 2004 encontraram
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resultado semelhante em seus dados em relacdo a circulacdo de duas linhagens
distintas de G1 (I e Il). Entretanto, diferententemente de Maranhéo et al (2012), uma
amostra (PID385/2001) agrupou em cluster juntamente com a vacina (sublinhagem

[la), o que ndo tinha sido observado em seu estudo.

Estes resultados sugerem que apdés a introducdo da vacina Rotarix® nao
houve a circulagdo de estirpes pertecentes a linhagem vacinal (G1-lla) nos estados
do Pard e Amazonas. Inclusive, duas estirpes do periodo pés-vacinal eram oriundas
de criancas imunizadas com as duas doses da Rotarix® e agruparam no Cluster A
com amostras da linhagem |, demonstrando que a eficacia de 85% alcancada pela
vacina no Brasil (Linhares et al, 2006) se deve as diferencas entre as linhagens
circulantes. Estes resultados reforcam a teoria de perpetuacdo do gendtipo G1,
através do conceito de subsituicdo continua das estirpes G1 por introducdo de
linhagens e sublinhagens evolutivamente mais aptas deste gendtipo (Arista et al,
2006). Entretanto, a partir do alinhamento das sequéncias deduzidas de aa, ndo
foram observadas variacdes significativas entre as amostras quando comparadas
com a vacina Rotarix®, apesar de serem de linhagens diferentes. Portanto, estudos
envolvendo um ndamero maior de amostras genoétipo G1 circulantes nos dois
periodos serdo necessarios para uma melhor compreensdo desses aspectos

evolutivos dos RVA.

A reconstrucéo filogenética baseada nas sequéncias nucleotidicas do gene
gue codifica para a proteina VP4 (VP8*) também demonstrou elevada variabilidade
genética entre as 17 estirpes P[8]-G1 isoladas. Foram observados a formacédo de
pelo menos trés clusters distintos entre as amostras do presente estudo e outras
amostras do Brasil, Paraguai, Bangladesh, Bélgica e Estados Unidos, pertencentes
a trés linhagens evolutivas: P[8]-l, P[8]-Il, e P[8]-lll (Figura 17) dentre as quatro
linhagens descritas até o0 momento (Cunliffe et al, 2001; Gouvea et al, 1999; Arista et
al, 2006). Na india, Tatte & Chitambar (2011) detectaram P[8]-IV ao invés de P[8]-I
em amostras circulantes entre 1993-2007, enquanto que Araujo et al (2007a),
evidenciaram a circulacéo apenas de P[8]-I e P[8]-ll, em amostras isoladas no Rio
de Janeiro entre 1984-2004.

No presente estudo, diferentemente de Araujo et al (2007a), as 10 amostras
que circularam no periodo anterior a vacina (1994-2006) agruparam em clusters

pertecentes as trés linhagens citadas (P[8]-I, P[8]-II, e P[8]-Il), tal como as amostras
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P[8]G5 analisadas por Silva et al (2011) circulantes no periodo 1986-2005. J& as
sete amostras do periodo pds-vacinal classificaram-se como P[8]-1l ou P[8]-IIl, sendo
que em 2009, no estado do Para co-circularam as duas linhagens. Duas amostras
agruparam no mesmo cluster da Rotarix® (linhagem 1). Entretanto, estas circularam
no periodo pré-vacinal (2001 e 2002), demonstrando novamente que espécimes
G1P[8] circulantes no periodo pds-vacinal, incluindo aquelas detectadas em criangas
imunizadas nao pertecem as linhagens G1P[8] vacinal.

O alinhamento das sequéncias deduzidas de aa de VP4 (VP8*) das amostras
G1P[8] demonstrou a conservacao de diversas regides importantes entre os quais:
sitios de clivagem da tripsina, localizados nos residuos R240 e R246; residuos P68,
P71, P224 e P225, e o residuo C215. Nao foram observadas diferencas em sitios
antigénicos entre as diferentes linhagens. Mudangas como 38(S—G), 64(M—l) e
121(I—V) ocorreram em pelo menos uma estirpe de cada linhagem, corroborando
com as substituicdes identificadas por Arista et al (2005) em estudo realizado com
diferentes linhagens de P[8] detectadas na Itdlia. Tal achado sugere que estas
substituices contribuem para a permanéncia das estirpes ao longo do tempo e em

diferentes continentes.

As andlises filogenéticas para os demais genes que codificam para VPs e
NSPs mostraram-se bastante conservadas principalmente entre as amostras G1P[8]
circulantes no periodo pés-vacinal, uma vez que o0s clusters observados
apresentaram consisténcia entre seus agrupamentos e valores de boostrap mais
elevados. Além disso, as identidades nucleotidicas entre elas foram menos
divergentes (dados ndo mostrados). Por outro lado, foi possivel obervar entre as
amostras do periodo pré-vacinal, uma maior diversidade entre os clusters,
evidenciando possiveis eventos de reassortment intra-genogrupo e mais
especificamente intra-genotipica, tal como descritos por McDonald et al (2011) em
analise de estirpes Wa-like. Adicionalmente, mais estudos serdo necessarios para
avaliar possiveis consequéncias das substituicdes que ocorreram em todos o genes
analisado e que sdo responsaveis por codificar proteinas importantes no processo
de replicacdo, morfogénese e patogénese dos RV. Dessa forma, seria possivel
identificar potenciais mudancas que possam estar relacionadas ao escape vacinal,

uma vez que este genétipo é homdlogo da vacina Rotarix®.
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6.1.2 Anélise de amostras genotipo G2P[4]

O gendtipo G2 associado ao P[4] € considerado em muitos paises o segundo
mais prevalentes entre os RVA circulantes na espécie humana (Santos & Hoshino,
2005; Patton, 2012). No Brasil, Carvalho-Costa et al (2011) descreveram um
aumento consideravel deste gendtipo entre 2006 e 2008, e uma reducao no ano de
2009, destacando a importancia do fendmeno da reemergéncia de G2P[4], que pode
estar associado a pressao seletiva da vacina, baixa protecdo heterdloga desta e/ou

variacdo temporal natural da distribuicdo de G2P[4].

Todas as amostras caracterizadas com o genétipo G2P[4] no presente estudo
tiveram suas constelacdes genémicas relacionadas ao genogrupo DS1-like (G2-P[4]-
[2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2), tal como observado em trabalhos recentes (Banyia
et al, 2011; Jere et al, 2011) Entretanto, a amostra HST025/1998 apresentou o
gendtipo de NSP3 (T1) discordante da cepa protétipo, evidenciando um possivel
mono-rearranjo entre cepas Wa-like e DS1-like. Estudos realizados em Bangladesh
e Estados Unidos (Banyia et al, 2011; Ghosh et al, 2011) com amostras G2P[4],
também evidenciaram um possivel rearranjo alélico, mas para o gene NSP2, tal
como Doan et al (2012) ao caracterizarem amostras G2P[4] isoladas no Japao. De
acordo com os dados de Kaga & Nakagomi (1994) através de analises moleculares
e dos perfis eletroforéticos de cepas G2P[4], este tipo de rearranjo ocorre nos genes

NSP2 ou NSP3, ndo sendo observada uma simultaneidade entre os rearranjos.

A analise do alinhamento de aa revelou substituicdes em diferentes regides
de VP4 (VP8*) quando comparadas a da amostra protétipo DS-1 (dados nédo
mostrados). Uma destas, na posicdo 120, ocorreu em um dos trés sitios antigénicos
(Kovacs-Nolan et al, 2003) (Quadro 9). Esta substituicéo foi observada em todas as
amostras pertencentes a linhagem V. Duas amostras do periodo pods-vacinal que
agruparam juntas (RV98325 e RV112015), mostraram substituicho aminoacidica
diferencial nas posicoes 130 e 147. (dados ndo mostrados). Estas substituices
foram descritas em estudos prévios com espécimes clinicos coletados de 2005 a
2009 no Brasil (Mascarenhas et al, 2010; GOmez et al, 2011). Além disso, outras
duas amostras do periodo poés-vacina (PA21771 e PSAL-3115C) que também
compartilharam um cluster, mostraram substituicbes aminoacidicas nas posi¢oes

130, 162 e 279. A substituicdo na posicdo 162 foi compartilhada por amostras
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brasileiras isoladas em diferentes regides(Mascarenhas et al, 2010; Gémez et al,
2011). Foram observadas em todas as amostras P[4] substituicdes em residuos
associados a neutralizacdo cruzada limitada: 89(N—D) e 149(G—S) (Quadro 9).
Andlises prévias determinaram que os aa 87-89 e 148-150 sdo associados a
neutralizacédo cruzada limitada, enquanto que residuos nas posi¢ées 100, 114-135 e
173-188 representam sitios de neutralizacédo tipo-especifica de VP8* (Ludert et al,
1998).

Comparando as sequéncias de aa de VP7 com as da amostra prototipo DS-1,
trés substituicbes foram observadas em sitios antigénicos previamente descritos:
87(A—T), 95(D—L) e 213(N—D) (Kirkwood et al, 1993) (Quadro 8). Algumas dessas
substituicbes foram encontradas ndo apenas nas sequéncias das amostras do
presente estudo, mas também na maioria das cepas utilizadas no estudo
comparativo. A substituicdo aminoacidica da posicdo 95 foi anteriormente associada
a um surto de RVA G2P[4] que ocorreu em Taiwan em 1993 (Zao et al, 1999).
Outros relatos sugerem que estas substituicbes para VP4 e VP7 devem ter se
tornado comuns na populacdo como produto da selecdo positiva, possivelmente,
proporcionando vantagem evolutiva ao virus com especificidade G2P[4] (Han et al,
2010; Gémez et al, 2011; Pietsch et al, 2011). Entretanto, para se confirmar esta
hipotese sera necesséario aumentar a investigacdo da ocorréncia dessas mutacdes
para avancar no conhecimento da evolucdo dos RVA e para determinar a relagcéo

dessas mutacfes com a eficacia vacinal.

Na andlise filogenética do gene que codifica para a proteina NSP4, duas
amostras oriundas do Amazonas circulantes no periodo pés-vacinal (RV112015 e
RV98235), apresentaram estreita relacdo genética com amostras de RVA de origem
bovina isoladas na lItalia (10773) e na India (MP/B-47) (Martella et al, 2003a). Por
outro lado, quando realizada a analise parcial da regido codificante (dados nao
apresentados), as amostras em estudo mostraram uma relacdo genética proxima
com estirpes humana (Banyai et al, 2009), revelando identidade nucleotidica de
97%. Tais resultados corroboram com a hipotese de Matthijnssens et al (2008a) de
gue a origem de cepas humanas e bovinas DS1-like € comum. No Brasil, Gomez et
al (2011) e Sa, AC (2012) obtiveram o mesmo resultado para variantes que
circularam nas regides Nordeste e Sudeste entre 2008-2009, sugerindo que esta

variante foi introduzida no Brasil recentemente, embora o evento de reassortment
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bovino-humano, provavelmente teria ocorrido anteriormente a introducéo da variante

na populacao brasileira (Gémez et al, 2011).

A caracterizagcdo dos demais genes que codificam para VPs e NSPs
demonstrou conservagao entre os clusters observados, sendo que para o gene VP6,
pelo menos cinco amostras detectadas na regido Nordete e Sudeste (Gomez et al,
2011) apresentaram estreita relacdo genética com as estirpes deste estudo,
revelando assim um alto grau de dispersdo dessa variante genética de G2P[4]. Em
relacdo as analises dos genes que codificam para NSP1-NSP3 e NSP5, apenas
duas estirpes isoladas na Amazonia e descritas por Maestri et al (2012) agruparam
em clusters comuns as estirpes do presente estudo. N&o se pode afirmar que esta
variante circulou apenas na Regido Norte, uma vez que ainda ndo existem relatos de

caracterizacdo de amostras G2P[4] além do gene que codifica para NSP4.

6.1.3 Anédlise de amostras geno6tipos G3P[8] e G3P[9]

Dentre os genotipos descritos até o momento de RVA, o G3 é o que possui a
maior variedade de hospedeiros e foram descritos em diversas espécies, incluindo
macacos, coelhos, suinos, caninos e felinos (Martella et al, 2001, 2003b; Khamrin et
al, 2006). Entre os humanos, os genotipos de VP4 mais relacionados séo o P[8] e 0
P[9] (De grazia et al, 2008; McDonal et al, 2009b Martella et al, 2011).

Neste estudo a amostra classificada como G3P[8] (RV117270) apresentou um
padrdo genotipico conservado, relacionando-se com o0 genogrupo Wa-like. As
andlises filogenéticas dos 11 segmentos demonstraram que esta amostra ndo
apresentou similaridade com estirpes de origem animal, agrupando quase na
totalidade em cluster com um espécime isolado nos Estados Unidos em 2008
(VU08-09-20) e que possui a mesma especificidade G/P. A caracterizagdo desta
amostra americana foi realizada por McDonald et al (2009b) juntamente com outras
50 amostras G3P[8]. Os dados obtidos evidenciaram, tal como no presente estudo,
um padrdo conservado entre as constela¢cdes génicas, sugerindo que, embora as
possibilidades de reassortment inter-genogrupos existam, houve a manutencéo da
constelacdo pura Wa-like do genoma de RVA G3P[8], sugerindo assim

caracteristicas bem especificas deste gendtipo. Entretanto, estudos com um nimero
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maior de estirpes pertecentes a este genotipo deve ser realizados para se confirmar

tal hipotese.

A segunda amostra caracterizada como G3P[9] (PID084), isolada em 2002,
relacionou-se com o genogrupo AUl-like (G3-P[9]-13-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3),
com base na analise dos 11 segmentos. Segundo Tsugawa & Hoshino (2008) este
perfil € geralmente associado a amostras de RVA felinas e caninas, o que foi
demonstrado nas analises filogenéticas dos genes VP1, VP3, VP6, NSP3 e NSP4,
onde revelaram estreita relacdo genética com as cepas Cat97 e/ou Cat2 isoladas de
felino (Martella et al, 2011). Estudos de caracterizacdo molecular deste gendétipo
vem aumentado substancialmente (Taniguchi et al, 1989; Khamrin et al, 2007; De
Grazia et al, 2008) e fornecendo dados semelhantes em relacédo a esta similaridade
com amostras de origem felina ou canina. No Brasil, Maestri et al (2012) no Para e
Luchs et al (2012) em S&o Paulo, descreveram recentemente, em seus estudos
amostras G3P[9] e G3P[3], respectivamente, as quais também apresentaram estreita

relagdo com amostras de origem felina.

Quanto a possivel origem da circulacdo desta variante entre humanos, tem
sido demonstrado que 0os RVA podem infectar humanos como consequéncia de uma
infeccdo direta zoondtica por amostras circulantes de caninos/felinos ou por
reassortment entre RVA humanos e RVA que infectam essas espécies (Martella et
al, 2010). Consequentemente, a amostra PID084 pode representar um evento de
reassortment, uma vez que os valores de identidade nucleotidicas evidenciadas
entre ela e estirpes felinas foram baixos (menores que 90%) em comparagdo com
amostras de origem humana (maiores que 95%). Caso a infec¢do zoondtica tivesse
ocorrido de forma direta as identidades entre a cepa PID084 e estirpes felinas
deveriam prevalecer. Segundo Martella et al (2011) este € o evento mais relatado
entre estirpes caracterizadas como G3P[9] e se deve, possivelmente, ao longo
processo de domesticacao de animais (como gatos e cachorros), que ao conviverem
com o homem aumentaram a probabilidade de interagdo genética entre os virus de

diferentes espécies.

Apesar da caracterizagdo destes RVA incomuns ser epidemiologicamente
importante, este tipo de constelacdo genémica, com caracteristicas animais aparece
em numero reduzido, tal como nos estudos de Maestri et al (2012) e Luchs et al
(2012), o que sugere uma restricao rigorosa ao hospedeiro, possivelmente devido a
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falta de constelagcbes animais evolutivamente favoraveis a disseminarem na
populacdo humana (Matthijnssens & Van Ranst, 2012). No caso da amostra PID084
como a maioria do seus segmentos génicos (VP7, VP4, VP2, NSP1, NSP2 e NSP5)
apresentou estreita relacdo com a cepa humana AU-1,isto deve ter favorecido a
infecdo. Entretanto, Martella et al (2011) destacaram que a escassez de dados
acerca de estirpes animais dificulta a compreensdo contundente deste tipo de
evento. Com esta nova abordagem e disponibilizacdo de dados mais completos dos
RVA sera possivel esclarecer mais esse processo de interacdo e evolucdo de RVA

de diferentes espécies.

6.1.4 Anédlise de amostras geno6tipo G4P[6] e G4P[8]

Entre os 37 gendtipos G descritos até o momento, o genotipo G4 esta entre
os dez mais detectados no mundo (Matthijnssens et al, 2011; Patton, 2012). Circula
frequentemente associado ao genotipo P[8] e, eventualmente, ao P[6] (Arista et al,
2005; Santos & Hoshino, 2005; Lorenzetti et al, 2011). No presente estudo, foram

encontradas as duas combinacdes citadas.

A amostra caracterizada como G4P[8] (HST537) revelou conservagao
genotipica nas analises dos 11 segmentos, relacionando-se com o genogrupo Wa-
like. Entretanto, apresentou diversidade genética através da relacdo com estirpes de
diferentes gendtipos e anos, entre os clusters com os quais agrupou. McDonald et
al (2011) reportaram resultado semelhante na analise de 11 amostras circulantes
nos Estados Unidos entre 1974-1991, as quais ndo demonstraram uma consisténcia
entre os clados formados no decorrer das 11 analises, o que os levou a deduzir uma
grande diversidade intragenotipica relacionada a este genoétipo, embora seja

caracterizada 100% com o alelo 1 (Wa-like).

A segunda amostra, caracterizada como G4P[6] (HSEO005), apresentou uma
constelagcdo genotipica Wa-like predominante, havendo duas variaveis alélicas para
os genes VP2 (C2) e NSP3 (T7) diferenciado deste genogrupo. Vale ressaltar que
esta combinacdo binaria G/P é considerada incomum entre os RVA humanos,
afetando principalmente criancas recém-nascidas (Mascarenhas et al, 2007,

Lorenzetti et al, 2011). O gendtipo P[6], além de ser detectado em humanos é
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considerado um dos genétipos P mais comuns descritos em outras espécies animais
(Santos & Hoshino, 2005; Lorezentti et al, 2011).

Através das andlises filogenéticas dos 11 segmentos génicos da amostra
HSEOO5 foi observada estreita relacdo genética com amostras de origem suina em
pelos menos 3 genes (VP4, VP3 e NSP4) e com estirpe bovina no gene NSP3. As
relagcbes humana-animal dos gene NSP3 e VP3 constituem as informagfdes mais
recentes desta estirpe, uma vez que esta jA havia sido caracterizada por
Mascarenhas et al (2007) para os genes VP4 e NSP4. Os dados aqui apresentados
reforcam aqueles obtidos por Mascarenhas et al (2007) e adiciona informagdes
importantes sobre a caracterizacdo dos demais genes. Foi demonstrado que na
maior parte da analise, a amostra agrupou em clusters com amostras de origem
humana de especificidades G1P[8], G2P[4] e G9P[8] detectadas no presente estudo,
corroborando com os resultados descritos recentemente por Maestri et al (2012)
sobre a estirpe HSP180 que possui 0 genétipo G4P[6]. Entretanto, o padréo
genotipico observado ndo foi semelhante a esta estirpe em relagdo ao gene VP2
(Figura 21), sugerindo um evento de reassortment inter-genogrupo. Na analise do
gene NSP3 (Figura 26) a amostra apresentou estreita relagdo com amostras de
origem humana (China) e bovina que compartilham o genoétipo A8 deste gene. A
Unica descricdo deste genotipo de NSP3 no Brasil foi feita no estudo de Maestri et al

(2012) com amostras circulantes na Amazonia, Regido Norte.

Novamente, ressalta-se que apesar desta variante ser encontrada em baixa
frequéncia € de extrema importancia sua caracterizacéo e disponilizacdo dos dados
para posteriores estudos comparativos. Assim, busca-se ampliar o conhecimento
acerca das origens de gendtipos ndo usuais, visando o0 estudo de transmissdes

inter-espécies e mecanismos evolutivos que permitam tal evento.

6.1.5. Anélise de amostras genotipo G9P[8]

Estirpes de RVA gendtipo G9 foram identificadas inicialmente nos Estados
Unidos e no Japdo na década de 1980 (Clark et al, 1987; Nakagomi et al, 1990).
Reemergiu em meados de 1990 e desde entdo a prevaléncia global aumentou

consideravelmente, de tal forma que, em combinagdo com P[8], P[4] e P[6] foram
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detectados em mais de 55 paises da Europa, Asia, Africa do Sul e América do Norte,
representando o genétipo predominante em algumas regides durante a udltima
década (Santos & Hoshino, 2005; Matthijnssens et al, 2010a). No Brasil, o estudo
mais abrangente feito com amostras G9P[8] foi conduzido por Tort et al (2010),
através da caracterizacdo multipla de cinco genes (VP7, VP4, NSP1, NSP3 e
NSP5). Os dados descritos por Tort et al (2010) foram utilizados para analise

comparativa dos dados apresentados neste estudo.

Até o momento, seis linhagens para o genétipo G9 (G9-1 a VI) foram descritas
(Matthijnssens et al, 2010a). Neste contexto, as amostras com a especificidade
G9P[8] do presente estudo foram classificadas como G9-lll, tal como no estudo
realizado por Guerra, SF (2010) e Tort et al (2010) com amostras brasileiras e,
recentemente, por Donato et al (2012) com amostras da Austrdlia. Stupka et al
(2007; 2009) também caracterizaram amostras na Argentina e detectaram a
linhagem G9-lll entre as estirpes de RVA. Corrroborando assim com os dados
disponibilizados por dois vastos estudos acerca da diversidade genética de amostras
G9 que demonstraram a predominancia global desta linhagem (Phan et al, 2007,
Matthijnssens et al, 2010a). Em relacdo ao gendtipo P[8], todas foram classificadas
como P[8]-1ll, tal como a maioria das amostras circulantes nas Américas, segundo
Matthijnssens et al (2010b).

Mijatovic-Rustempasic et al (2011) sequenciaram o0s 11 segmentos de
amostras G9PJ[8] circulantes nos Estados Unidos entre 1997 e 2000 e revelaram um
elevado padrdo de conservacdo entre essas amostras, relacionando-as ao
genogrupo Wa-like. Tal achado se assemelha com os dados encontrados no
presente estudo, onde 100% das amostras G9P[8] foram relacionadas aos padrées
genotipicos Wa-like. Além disso, no decorrer das andlises filogenéticas foi
observado que as quatro estirpes G9P[8] circulantes ap0s a vacina, oriundas do
estado do Amazonas, mantiveram um consistente padrdo de agrupamento, uma vez
que, permaneceram sempre juntas nos clusters da maioria dos dendogramas. As
estirpes G9P[8] descritas por Tort et al (2010) circulantes na Regido Sudeste e
Nordeste revelaram estreita relagdo com as estirpes G9P[8] deste estudo,
demonstrando assim, que esta variante tem circulado no Brasil em diferentes
regides geograficas e pelo menos desde 2004, quando foram coletadas as primeiras

amostras que se relacionaram (Tort et al, 2010). As identidades nucleotidicas e
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aminoacidicas entre elas e os RVA do Amazonas variaram de 95 a 99% (dados néo

mostrados).

Em relacdo as estirpes G9P[8] do periodo pré-vacinal, somente estirpes
detectadas na Bélgica e Estados Unidos compartilharam o mesmo cluster, sugerindo
gue no periodo anterior a 2004 circulava outra variante G9P[8] na regido Norte, a

qual compartilha caracteristicas com RVA circulantes em diferentes continentes.

6.1.6. Anélise da amostra genoétipo G12P[6]

A Unica caracterizacdo realizada com amostras G12P[6] circulantes no Brasil
e na América Latina foi feita por Soares et al (2012). O genoétipo G12 é considerado
globalmente emergente, tendo sido identificado pela primeira vez nas Filipinas em
1987 (Taniguchi et al, 1990; Urasawa et al, 1990). Desde ent&o estudos realizados
na Asia, Africa, Europa e Estados Unidos tém relatado a circulacio deste gendtipo,
que é frequentemente encontrado relacionado ao gendtipo P[6] (Pun et al, 2007,
Cunliffe et al, 2009; Matthijnssens et al, 2010a; Jere et al, 2011; ; Le et al, 2011; Tra
My et al, 2011; Than et al, 2011, Cilla et al, 2012; Stupka et al, 2012).

Quatro linhagens evolutivas de G12 (G12-1 a IV) foram relatadas até o
momento (Matthijnssens et al, 2010a). No presente estudo a amostra
RV117230/2010 agrupou com a linhagen G12-11l, a mesma detectada por Soares et
al (2012) entre amostras circulantes no periodo 2008-2010, na Amazénia Brasileira.
Em relacdo ao gendtipo P[6], esta foi caracterizada como P[6]-l. Para as demais
analises agrupou em todos os clusters com amostras de origem humana (Wa-like ou
DS1-like), revelando uma identidade nucleotidica que variou de 87-95% entre a

estirpe e outras amostras que compartilharam os clusters.

Até o momento, poucas constelacdes genotipicas foram descritas para
estirpes com gendtipo G12P[6] (Matthijnssens et al, 2011a). A amostra RV117230
do presente estudo apresentou o seguinte padréao de constelagcédo: G12-P[6]-11-R1-
C1-M1-A2-N1-T2-E1-H1, sugerindo pouca conservacao alélica entre os genes. Além
disso, nenhuma das cepas caracterizadas até o presente apresentou o padréo
observado, o que sugere até o momento que as cepas G12P[6] circulantes na

Regido Norte podem apresentar uma constelacéo diferente daquelas circulantes em
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outros continentes. Entretanto, uma Unica amostra ndo sustenta tal hipotese, sendo
necesséria a caracterizacdo de mais amostras deste genotipo circulante na Regido
Norte e no Brasil.

6.1.7. Mecanismos evolutivos observados nos RVA circulantes naregido Norte

Os resultados observados neste estudo demonstram o grau de variabilidade
genética apresentada pelos RVA circulantes na Regido Norte antes e apds a
introducdo da vacina Rotarix®. Os RVA, como a imensa maioria dos virus de RNA,
apresentam elevada taxa de variacdo genética que, no decorrer do tempo, pode
distanciar-se geneticamente cada vez mais das amostras prototipos e dos padrdes
ja conhecidos. Com base no novo sistema de classificacdo (Matthinjssens et al,
2008b) apoiado pelas caracteristicas de diferentes protétipos, espera-se que novos
gendtipos e/ou novas linhagens e sub-linhagens sejam descritos mais

frequentemente.

Como observado em diferentes estudos, este trabalho mostrou a segregacéao
independente dos genes que codificam para VPs e NSPs. Os dados revelam que a
variabilidade dos RVA analisados esta diretamente associada a ocorréncia de
mutagcbes pontuais e reassortment, tanto entre amostras humanas quanto entre
amostras humanas e animais, como bovinos, suinos, felinos e canideos (McDonald
et al,, 2009 a e b; Gémez et al, 2010, 2011; Banyai et al, 2011; Silva et al, 2011,

Martella et al, 2011).

Pelas analises filogenéticas observadas neste estudo, percebe-se que ha
uma diferenca genética entre as amostras que circularam antes e ap0s a introducéo
da vacina Rotarix®. As estirpes do periodo pré-vacinal apresentaram um maior grau
de variabilidade entre elas; enquanto as estirpes do periodo pés-vacinal
apresentaram um maior grau de conservagao geneética entre si, apesar de ter sido
detectado possivel rearranjo intra-genotipico neste periodo. Além disso, foi
observado que diversas amostras do presente estudo compartilham caracteristicas
genéticas com estirpes circulantes em diferentes continentes, tal como
apresentaram caracteristicas particulares na analise de alguns genes. Este padréo

filogenético indica o fluxo global de variantes virais, sugerindo a entrada e saida de
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variantes de RVA. Neste contexto, a caracterizacdo de genotipos emergentes, a
exemplo do gendétipo G12P[6] analisado, demonstra a importancia de se conhecer
as particularidades para cada Regido do Brasil e do mundo.

A diversidade de estirpes selvagens de RVA circulando no mundo é cada vez
maior, com flutuacbes anuais entre as estirpes dominantes. Ambas as vacinas
contra RVA (Rotateq® e Rotarix®) demonstraram efeito protetor contra doencas
causadas pelos genoétipos mais prevalentes mundialmente (de Palma et al, 2010;
Justino et al, 2011; Steele et al, 2011; Kawamura et al, 2011). Contudo, a prote¢éo

contra variantes e genotipos emergentes ainda nao pode ser definida.

As caracteristicas bioldgicas dos RVA faz com que este seja capaz de evoluir
rapidamente por acumulo de muta¢gBes pontuais, que proporcionam mudancas
antigénicas (drift) ou a emergéncia de novas variantes, possivelmente por eventos
de reassortment (shift) entre RVA detectados em animais e humanos. Somente com
a caracterizacdo completa dos 11 genes pode-se saber mais até que ponto a
pressdo seletiva induzida pela implementacdo de vacinas venham aumentar a
ocorréncia desses eventos, ja que novas variantes podem emergir com diferentes
combina¢cdes de VP4 e VP7 para a qual a vacina pode nado oferecer protecdo
(Kirkwood, 2010). Além disso, esta caracterizagdo mostrou-se uma ferramenta
fundamental para auxiliar a elucidar eventos de infec¢des inter-espécies e
reagrupamentos genéticos, fornecendo consequentemente dados para estudos
comparativos entre cepas circulantes no Brasil e no Mundo e que possam

representar algum desafio para a vacina no Programa Nacional de Imunizacéo.
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7. CONCLUSAO

Foram caracterizadas amostras pertecentes aos principais genogrupos de
RVA humano: Wa-like (G1/G3/G4/G9-P[8]/P[6]-11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-
H1), DS1-like (G2-P[4]-12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2) e AU1-like (G3-P[9]-I3-
R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3);

Foram evidenciadas variantes genéticas em todos os genes que codificam
para VPs e NSPs de estirpes circulantes no periodo anterior e posterior a
introducdo da vacina Rotarix®, demonstrando a segregacéo independente dos
genes de RVA analisados;

Entre os principais mecanismos de geracdo de diversidade em RVA, foi
possivel evidenciar a ocorréncia de: i) mutacées pontuais e ii) reassortments
ocorrendo tanto intra-espécie (humano-humano), quanto inter-espécie

(humano-animal);
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