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RESUMO

Nas décadas de 80 e inicio de 90 os rotavirus AARWe gendtipo G5, comum em suinos,
equinos e bovinos eram detectados com frequéncenawstras fecais de criancas brasileiras.
Apoés 1996, deixou de circular em carater endéntimmando-se apenas esporadicamente
detectado, enquanto o gendtipo G9 comecou a sectddb com frequéncia. Esta situacao
leva a crer que houve a substituicdo do genotip@&d G9. Tendo em vista a escassez de
dados moleculares a respeito de amostras de ger@fipde RV-A, no presente estudo foi
realizada a analise filogenética para os genesagiécam para as proteinas VP1, VP2, VP3,
VP4, e VP7 de vinte e oito amostras de RV-A humdaaendtipo G5P[8], coletadas em
diferentes estados brasileiros entre 1986 e 200&ndAse filogenética do gene que codifica
para a proteina VP7 demonstrou que as mesmas agjuptamente com amostras humanas
brasileiras de genoétipo G5 (IAL28, Br 1054 e Br HB) entanto a andlise do gene que
codifica para a proteina VP4 demonstrou que ciramatrés linhagens do gendétipo P[8]
(P[8]-1, P[8]-2, e P[8]-3) no Brasil entre 1986 @03 em associacdo com G5. As andlises
filogenéticas para os genes que codificam para WAPR, e VP3 demonstraram que 0s
mesmos pertencem ao genogrupo Mk comum a humanos, 0 que sugere que estas
amostras possam ter se originado de uma amosR&-dehumano. As andlises filogenéticas
dos genes de VP1, VP2 e Vp3 revelaram que todasastras foram classificadas dentro dos
genodtipos R1, M1 e C1, respectivamente Os resudtalio presente estudo enfatizam a
importancia do monitoramento continuo e a caraae#fio molecular das amostras de RV-A
circulantes, principalmente para prever a possimlergéncia e/ou re-emergéncia de
gendtipos apos a introducdo de uma vacina contrd RWs diferentes continentes do mundo

e para se melhor entender a dindmica e o padréeaiigcdo dos RV-A de gendtipo G5.
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ABSTRACT

The group A rotavirus (RV-A) genotype G5, whichc@mmon in pigs but also detected in
horses and cattle was frequently detected in stmwiples collected in the 1980s and the early
1990s in Brazil. After 1996, the G5 has disappeaedn endemic/epidemic strain, becoming
only sporadically detected. On the other hand thfeARG9 has showed a broad geographic
distribution. Recently, the G5 was reported in digh with severe diarrhea in Argentina,
Brazil, Cameroon, Paraguay, People’s Republic ah&hand Vietnam. It suggests that the
G5, although uncommon overall in humans, is founddwide. Twenty-eight G5P[8] human
RV-A strains isolated from a 19-year long sampldlection (from 1986 to 2005),
representing four different Brazilian states, waalyzed, and the genetic variability for VP1,
VP2, VP3, VP4 and VP7 genes was determined. Thieaoticle sequencing and phylogenetic
analyses were performed. Based on VP7 gene phydtigeanalysis, all the analyzed
sequences were clustered with other Brazilian &&inst. The VP4 genes analyzes showed
that three P[8] genetic lineages (P[8]-1, P[8]-2 &#8]-3) circulated in Brazil between 1986
and 2005 in association with genotype G5. The aealypartial sequences of VP1, VP2 and
VP3 showed high identity with RV-A Wa-like strainshich suggests that they might have
originated from a human RV-A strain. The phylogenanalysis revealed that all Brazilian
strains were classified as genotype R1, M1 and @1 \W\P1, VP2 and VP3 genes,
respectively. Our results show that the inner R\gehotype G5 proteins have been adapted
in humans for at least 20 years, emphasizing thgofitance of continuous virological
surveillance of circulating RV-A to detect new \ais and possible antigenic changes with
potential effect on vaccine effectiveness and doute to a better understanding of the

dynamics and pattern of RV-A G5 evolution.
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1. INTRODUCAO

1.1.As Gastroenterites Agudas

A gastroenterite aguda é um dos mais importantesvag a saude, sendo a segunda
maior causa de Obitos em criancas menores de @mos de idade nos paises em
desenvolvimento e sendo responsavel por, aproximaaiz, 15% da mortalidade infantil
nesta faixa etaria (Figura 1). Estima-se que aséilies agudas ocasionem, aproximadamente,
1,8 milh&o de 6bitos por ano no mundo (WHO 2005).

O Infe cgdes respiratorias agudas ( 18%) W Doenca diarréica aguda (15%)
Malaria (11%) Sarampo (5%)
HIV (4%) E Perinatais ( 22%)

Bl Outras (25%)

Figura 1- Gréfico representando as principais causas de idada de criancas menores de

cinco anos de idade em nivel global (Adaptado deD/2605).

No Brasil, as taxas de mortalidade portrgasterite aguda em criangas menores de
cinco anos de idade apresentam variagbes nas oagides, sendo maiores nas regioes
nordeste e norte do pais (Ministério da Saude,)2006

Os rotavirus (RV) sdo os principais agergtoldgicos causadores de gastroenterite
aguda e, anualmente, sdo responsaveis por aproaxineate 111 milhdes de episodios de
diarréia, 25 milhdes de visitas ambulatoriais, dwoithdes de hospitalizacbes e 527.000
mortes (associadas a desnutricdo) de criancas egedercinco anos de idade, principalmente

na Africa, América Latina e Asia (Parasharal, 2006; CDC, 2008). Isto equivale a dizer



que, até a idade de cinco anos, todas as criaagaséxperimentado um episodio de diarréia
aguda por RV, uma em cada cinco tera sido atermtidambulatérios e uma em cada 65 tera
sido hospitalizada em decorréncia de gastroentaitsada pelo RV (Parasleral, 2006).

Tendo estes dados como base, o Minist&i&aude iniciou em marco de 2006 uma
campanha nacional de vacinacdo contra RV-A (vacimmnovalente G1P[8], Rotarix®
GlaxoSmithKline, Rixensart, Bélgica). A expectaticansistia na reducdo do numero
expressivo de hospitalizagbes e de mortes de, iappdamente 1.000 criangas por ano.
Considerando-se a possibilidade de emergéncia-emeegéncia de novos genotipos de RV-
A (Cook et al., 2004; Iturriza-Gomara et al., 2Q04yna-se fundamental um programa de
monitoramento longitudinal dos gendtipos circulange o impacto destes no Programa
Nacional de Imunizagbes (PNI) para os RV-A.

1.2.Historico

Os RV humanos foram descritos pela primeaz em 1973, em Melbourne, Australia,
pela analise por microscopia eletrénica (ME), delaé do epitélio de mucosa duodenal de
criancas com quadro de diarréia aguda ndo bactefiBashopet al, 1973).

Esses virus foram inicialmente denominddidsvirus (Bishopet al, 1973) eReovirus-
like (Kapikianet al, 1974) em razdo de sua semelhanca morfol6gicenagshros da familia
Reoviridae Logo apods, foram denominadbsiovirus (Davidsonet al, 1975) e, finalmente,
Rotavirus devido ao seu aspecto semelhante ao de umaqodado examinados através da
ME (Flewettet al.,1978).

No Brasil, os RV foram primeiramente dédssrpor Linhares e colaboradores (1977) ao
examinarem fezes de criancas com gastroenteridaagwaves da ME. Desde entdo, varios
estudos tem demonstrado a importancia dos RV nsilBvésto que sua ocorréncia tem sido
significativa nos casos de diarréia aguda nos a#tienos (Aradjet al., 2001, 2002, 2007,
Mascarenhast al, 2002, 2007; Carneiret al, 2006; Gurgekt al, 2008; Leiteet al, 2008;
Carvalho-Costat al, 2009).



1.3.Classificacao dos rotavirus

Os RV pertencem a familReoviridag géneroRotavirus A particula viral € nao-
envelopada, de simetria icosaédrica, com aproximadge 100 nm de diametro (Hysdral,
2009) e genoma constituido por onze segmentos d& &N fita dupla (RNAfd). Cada
segmento do genoma (designados de um a onze)czodifha proteina, com excec¢ao do
segmento 11, que codifica duas, totalizando 12epras: 6 estruturais (VPs) e 6 nao-
estruturais (NSPs) (Estes & Kapikian, 2007).

Os RV estdo classificados em sete sorogrugistintos (A-G) pela presenca de
diferentes epitopos presentes na proteina estrufif@. Os grupos A, B, e C tém sido
encontrados tanto em humanos quanto em animaisiaettgos grupos D-G somente em
animais (Figura 2). Os RV do grupo A (RV-A) sdodgpniologicamente 0os mais importantes,
porque Sao 0s principais responsaveis pelos epsad diarréia aguda em criancas em todo
o mundo (Kapikian & Chanock, 2001).

Os RV-A sédo definidos em subgrupos (SG) sarotipos/genétipos segundo
caracteristicas sorolégicas e moleculares, respeotinte. A proteina VP6 é a responsavel
pela especificidade de diferentes SG, através dsmepca ou auséncia de epitopos
imunoreativos frente a determinados anticorpos mlonais, denominados como SGI, SGlI,
SGI+ll e SG nédo | e ndo Il (Greenbeeg al, 1983; Estes, 2001). O SGIl é o0 mais
frequentemente encontrado em humanos, enquantd é 8@is detectado entre as amostras
de origem animal (lturriza-Gomaed al, 2002).

Os segmentos do genoma dos RV variam emertl de nucleotideos (nt) de 667
(segmento 11) a 3.302 pares de bases (pb) (segnmigntolo menor para o maior
respectivamente. Esta diferenca permite que osesggsisejam visualizados separadamente
através da utilizacdo da técnica de eletroforese gaih de poliacrilamida (EGPA),
apresentando um padrdo tipico e Unico para os Rita Earacteristica permitiu a
determinacdo de um padrédo eletroforético (eletotifgrs) dos RV (A-G) e, em particular,
para os RV-A, o qual apresenta quatro segment&\ddd de alta massa molecular (1-4), 2
segmentos de média massa molecular (5 e 6), segdédom grupo contendo trés segmentos
(7-9) e 2 segmentos de baixa massa molecular (1).e0s demais grupos de RV revelam
migracodes distintas (Figura 2) (Estes, 2007).

A classificacdo dos RV-A em genotipos/ipas consiste em um sistema binario
baseado na especificidade das proteinas VP7 e X&4m sendo, foram estabelecidos

sorotipos/gendtipos G (glicoproteina) e P (sensimelprotease) para VP7 e VP4,



respectivamente. Até o momento foram descritoselfdtipos G e 2genotipos P (Ciarlett
al., 2008).

Devido a grande diversidade de gendtipristentes, tornou-se necessaria uma
nomenclatura consenso entre os autores para defidr sorotipos como genotipos de RV-A.
Cabe ressaltar que para a classificacdo de G, mdipas e genotipos tém numeros
correlacionados, e enquanto que para os genotipd® xiste correlacdo. Descreve-se 0 P-
tipo com o P acompanhado do nimero do sorotipanéneero do gendtipo correspondente
entre colchetes. O G-tipo € descrito com o G acomg#o do niumero (amostra de RV-A
humano WaP1A[8]G1).

Os RV-A sao também classificados em gerpgg, e 0 termo genogrupo indica um
grupo de virus que pode ser classificado dentranrdenesmo grupo genético, tendo como
base a homologia de seus segmentos gendmicos. Fsentos, até 0 momento quatro
genogrupos de RV-A: os dois primeiros (W, DS-11ike) sdo constituidos de oito
amostras exclusivamente humanas; o terceiro gepodAlU14ike) é formado por amostras
isoladas a partir de humanos e felinos; enquamfioasto genogrupo (K8ke) € formado por
amostras de caninos, felinos e humanos, sendo strani®, prototipo do grupo, um isolado
de RV-A canino. Nakagomi & Nakagomi (1993), atradésensaios de hibridizacdo RNA-
RNA discutiram que a homologia apresentada poratites amostras de RV-A é interpretada

como uma evidéncia molecular da ocorréncia dermassio de RV-A interespécies.
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Human = Humano; Porcine = Suino; Bovine = Bovinuin® = Ovino; Rat = Rato; Chiken = Galinha

Figura 2- Esquema representativo dos eletroferotipos dosedifes grupos de rotavirus em
gel de poliacrilamida (Adaptada de Kapiketral.,, 2001).



Recentemente, Matthijnssens e colaborad@@08b) propuseram um novo sistema de
classificagéo para os RV-A, tendo como base asipagzles moleculares dos 11 segmentos
de RNAfd. Este novo sistema de classificacdo famppsto baseado na caracterizacao
molecular e analise filogenética do genoma compbito53 protétipos. Os diferentes
genotipos descritos para cada um dos segmentodiwédmos segundo valores dmit-off
especificos de identidade nucleotidica para cadadastes genes (Quadro 1). Analises
filogenéticas sugerem que as caracteristicas nalesudos genes que codificam para as
proteinas VP1 RNA-dependent RNA polymerase VP2 (Core Potein, VP3
(Methyltransferasg VP6 (nner Capsig, NSP1 [nterferon Antagonis}, NSP2 NTPas8,
NSP3 {Translation Enhancgr NSP4 (Enterotoxin) e NSPpHosphoproteih resultam em 4,

5, 6, 11, 14, 5, 7 11 e 6 diferentes gendtipopestivamente. Os autores afirmam que este
novo sistema de classificacdo permitira uma peagqumgis sistematica das possiveis
similaridades genéticas entre os segmentos gendrdim® RV-A. Além disso, este sistema
revela uma possivel origem animal das amostras magnale RV-A e vice-versa,
demonstrando a necessidade de se realizarem angiliseltdneas das amostras animais e
humanas de RV-A.

Quadro 1 — Quadro de valores deut-off de percentagem de identidade nucleotidica que
definem os diferentes gendtipos de rotavirus A icemando-se os 11 segmentos gendmicos
(adaptada de Matthijnssens e colaboradores, 2008b).

Valores cut-off de

Gene identidade Gendtipos Designagdo dos nomes dos gendtipos
nucleotidica (%)

VP7 80 19G Glicoproteina

VP4 80 27P Sensivel a Protease

VP6 85 111 Capsideo Interno

VP1 83 4R RNA polimerasa — RNA dependente

VP2 84 5C Proteina do Core

VP3 81 6M Metiltransferase

NSP1 79 14A Antagonista do Interferon

NSP2 85 5N NTPase

NSP3 85 T Intensificador da Traducéo

NSP4 85 11E Enterotoxina

NSP5 91 6H Fosfoproteina (pHosphoprotein)




1.4. Particula do rotavirus A

Estruturalmente, as particulas dos RV &#immadas por trés camadas protéicas,
distribuidas em: capsideo externo (VP7/VP4), cagsishtermediario (VP6) e capsideo
interno (VP1, VP2 e VP3), onde se encontra o RN@igura 3). Associado ao RNAfd no
capsideo interno, encontram-se trés proteinasstisl VP1, VP2, e VP3, codificadas pelos
segmentos 1, 2, e 3, respectivamente. Essas [@®teiepresentam, em conjunto,
aproximadamente 18% das proteinas virais. O capgitermediario € formado pela proteina
VP6, codificada pelo segmento 6, sendo a proteimia abundante da particula viral (51%).
No capsideo externo encontram-se a proteina VIMficamla pelo gene 4 e responsavel pelos
sorotipos/gendétipos P; e VP7, codificada pelos g&@nghesu$, 8 (rotavirus bovino UK) ou 9
(SA-11), determinante dos sorotipos/gendtipos Gird3useis proteinas ndo-estruturais sao
codificadas pelos segmentos gendémicos restantedo skenominadas: NSP1, NSP2, NSP3,
NSP4 , NSP5 e NSP6 (Kapikiahal, 2001).

Micrografia eletrénica
Segmentos 5 \
gendmicos Proteinas
1 - —
Classe I {2 o ——
g - —— VP1 -
AP
vm‘-!; N |
B e— T\ Localizacao das
Classe II { . broteinas
NSP1 \\
7 . VP6
Classe III g ; - vp7
NSP2 e
10 NSP3 &
Classe 1V ' NSP4
11 i NSPS.
NSP6*

Figura 3 - Representacbes esquematica e tridimensional di&warviral de rotavirus A simio
(SA1l) (adaptada de Prasad e colaboradores, 1BB&pgrafia eletrénica gentilmente cedida por
Y.B. Gabbay.



1.4.1. Proteinas Estruturais

VP1. Dentre as proteinas que constituem o capsidemintr virus, a VP1 é a proteina
menos abundante. Junto com as proteinas VP2 e &fifi8ipa do complexo de replicacdo e
de transcricdo do virion (Arnoldait al, 2007). Vasquez-del carpio e colaboradores (2006)
analisando diversas sequéncias do segmento gendn{wudifica para a proteina VP1) de
RV descreveram a presenca de motivos candnicosspamdentes a motivos previamente
identificados em RNA-polimerase RNA dependente uteos virus de RNAfd, levando-se a
crer que a proteina VP1 atue como uma RNA-polineetependente de RNA dos RV. A
VP1 entre as proteinas doore € a Unica que possui uma sequéncia especifica de
reconhecimento ao RNA viral, através de regidesemadas de quatro bases, UGUG, na

porcao nucleotidica 3’ (Lat al, 2008).

VP2. E a proteina mais abundante atwe viral. Faz parte do complexo de replicacio
viral e liga-se tanto a VP1 quanto a VP3 atravéardelominio na sua por¢cdo N-terminal. A
interacdo protéica VP2/VP1/VP3 é critica na reghica e transcricdo do genoma viral
(Heimanet al., 2008). Aléem disso, a superficie externa da prot&R2 interage com a
proteina VP6 nos estégios iniciais da morfogénésé WA interacdo VP2/VP6 € importante
para a formacéo das chamadas particulas incomptptagpossuem duplo capsideo protéico
(DLPs), também influenciando na atividade trangwmnial da particula completa que sera
formada (Estes, 2001).

VP3. Esta proteina também é constituinte do capsidemimt Embora ndo se saiba com
certeza o papel de VP3 na morfogénese dos RV vastsdos tém demonstrado suas
atividades guanilil e metiltransferase (Pattiral., 1995; Merten®t al, 2004). Dados da
analise de sequéncias do gene que codifica para affR sdo limitados, porém foi
demonstrado recentemente o elevado grau de cop&erdeste gene em humanos e uma

baixa conservacédo quando comparado a amostrasiai@o@odhret al, 2006)

VP4. A proteina VP4 é nao glicosilada e forma espicalpartir do capsideo externo de
particulas virais maduras. Participa efetivamerdgeedentos funcionais importantes como
adesédo a célula, internalizacdo, hemaglutinacdeutatizacdo (Dunn et al., 1995; Ludett
al., 1996). A VP4 é susceptivel a protedlise, o gsellta no aumento da infectividade dos
RV e facilita a entrada do virion na célula. Dueaatprotedlise, a VP4 é clivada em VP5* e
VP8* que permanecem associadas ao virion. O pmEptidP5* estd associado com a
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atividade de neutralizacédo cruzada entre os difesetipos de VP4 e, possivelmente, possui
0S epitopos responsaveis pela adsorcao do vietuka, ao passo que VP8*, por outro lado,
contém a maioria dos epitopos associados as retigfesspecificas (Jayaraet al, 2004)
(Figura 4).

Y o AN > > > > 0 D
1 71 KVIV P R HS 776
C PR cp

v CR CR 394'Np2
e Mab 2G4
93 Ha/sA 208 Fusion
Domain

VP 8* VP 5%

Figura 4 — Esquema representativo da organizacdo do gene dl@l&/'Potavirus A (adaptada
de Taniguchi & Urasawa, 1995).

VP6. E a proteina viral mais abundante dos RV (aproxamshte 51% da particula
viral) e possui na superficie determinantes anfigecos que permitem a classificagdo os RV
em diferentes grupos (A-G) e subgrupos de RV-AI{l|+Il, ndo-l e ndo-Il). A VP6 esta
presente no capsideo intermediario e € formadalpier dominios, um interagindo com as
proteinas VP7 e VP4 e outro com a VP2. Desta nmaeimn participacdo em duas funcdes
importantes do virus, a adsor¢cédo e penetracdolok @transcricdo do RNAfd (Heimaat
al., 2008). O dominio de trimerizacdo da VP6 com W4 e VP2 situa-se entre 0s aa 246 e
315 (Figura 5). Os residuos 296 a 259 e 305 da ¥&6Gimportantes no reconhecimento por
anticorpos monoclonais (MAbs) 255 e 260 de subg(ppikian et al., 2001).

120 90 105 150 308 370 397
F + + + +

T T P L
L (0] 1 L O 1 L 1
1 140 246 T 314 353 dlpa 397

ConservedinA&C L1
296-299 305315
SGI sGII

Figura 5 — Esquema representativo da organizacdo do gen®6@el® rotavirus A (adaptada
de Taniguchi & Urasawa, 1995).

VP7. E a glicoproteina mais imunogénica do capsideereat induzindo a sintese de
anticorpos neutralizantes. A proteina VP7 pode navdu atividade da VP4 no processo de
adsorcao e entrada do RV na célula, interagindorootéculas da superficie celular, uma vez
a proteina VP4 tenha iniciado o processo de adsqidd@yaramet al, 2004). Diferentes

estudos tém demonstrado que concentracdes aprapdadons calcio (C§ sio necessarias



para se manter a estabilidade da particula, aganente pela estabilidade de VP7. O
tratamento de particulas virais utilizando agergaslantes de C& (EDTA) resulta na
remocdo do capsideo externo atraves da dissocia@® trimeros de VP7 e,
consequentemente, a perda de infectividade viaika® concentracdes de‘Casemelhantes
as do citoplasma, geram DLPs, que séo ativas pamnacticio e necessarias no ciclo de
replicacdo dos RV (Estes, 2001).

A VP7 apresenta uma fase de leitura ab@ifaF) composta por uma sequéncia
nucleotidica que codifica para 326 aminoacidos (Bigura 6). Em cada uma dessas regides
precede dominios hidrofébicos designados de HB (@®3) e H2 (aa 33 a 44), que podem
funcionar com uma sequéncia sinalizadora paraidaiy P7 para o reticulo endoplasmatico
(RE). Um terceiro codon de iniciacdo também esEsenmte antes do segundo dominio
hidrofobico. Algumas amostras de RV-A contém aéSs sitios potenciais de glicosilacao,

contudo, somente dois sitios sdo aparentementesigidos (Kapikiaret al, 2001)

VP 7

Ca2+ CaZ-I-
:1 30:?3 4:18 75 12:4 155 192 231 278 279 309 326
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L1 | A'I_BI&C | I— g B
89 . 101 14lB 151 208 C224 235F 242

Figura 6 — Esquema representativo da organizacédo do gene dal®/Rotavirus (Adaptada
de Taniguchi & Urasawa, 1995).

1.4.2. Proteinas Nao-Estruturais

NSP1.A proteina NSP1 apresenta associa¢cées com o dilelesg celulafavorecendo
a ligacéo virus-célula. E a proteina viral menasseovada, apresentando maior variabilidade
de sequéncias do que VP4 e VP7, que de acordo edosdla literatura, seriam as mais
variaveis. Possui dominios relativamente consewvgoc fingej, porém tais dominios nao
se encontram presentes em todas as variantes d&, RMstrando ndo ser uma proteina

essencial na replicacéo do virus (Estes, 2001;evigr2004).

NSP2.Altamente conservada, esta proteina € expressadaltesnniveis em células
infectadas e esta localizada no viroplasma, quené regido eletrodensa do citoplasma,
adjacente ao RE, onde ocorrem os processos derig@as tradugdo, de replicacdo e de
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empacotamento do RNAfd gendémico. A associacao de2N®m a NSP5 faz com que essas
duas proteinas estejam envolvidas na replicacdwa&psidacdo do RNAfd. A NSP2 possui
ainda atividade desestabilizadora de hélices d#faiucléicos e atividade NTPase (Estes,
2001; Mertens, 2004).

NSP3. Proteina envolvida na regulacdo da traducdo. Temfowonacdo de um
homodimero que reconhece a sequéncia consenso BNdomensageiro (RNAm), o que
favorece a traducdo dos transcritos de RNAm aassidimos e ainda previne a degradacéo

dos mesmos por nucleases celulares (Jayarat) 2004).

NSP4.A NSP4 tem sido estudada por sua importancia ndog@mese e viruléncia
(Bowmanet al, 2000). Esta proteina possui: - trés dominiosofithicos, determinados H1,
H2 e H3 localizados na por¢cdo N-terminal,- doisoside glicosilacdo situados em uma
pequena alca no lumen do RE,- um dominio transmemabr um dominio de
oligomerizacdo,- um sitio de ligacdo com a VP4 euegido com cerca de 20 aa para a
ligacdo com o capsideo imaturo (Figura 7) (Bowmiaal.,2000; Huanget al,2004).

Lumem RE 25 7
NH
Citoplasma
Dominio
Coiled-caoil
C
175
133 156
Ligacé&o com Ligacao
Vp4 com capsideo
imaturo

Figura 7 - Representacdo esquematica da proteina NSP4 ddrusta¥ (adaptada de
Bowmanet al, 2000).
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Browne e colaboradores (2000) descrevegu@ o peptideo correspondente aos

residuos aa 48-91 da NSP4, é capaz de promovedesestabilizacdo da membrana do RE
com consequente lise do mesmo, levando a um aurden®a™ intracelular. O aumento do
nivel de C&" intracelular ocasiona o acréscimo de secregdorgedoreto (C), provocando
assim uma diarréia de natureza secretoria (dia, 1995; Estes, 2001; Huaegjal.,2004).
Na morfogénese do virus, a NSP4 atua como recaytacelular na membrana do RE para
as DLPs durante o processo de maturagéo, alénr denseceptor para a VP4. Além disso, a
NSP4 também participa do processo de transportsasigzarticulas através do RE e na
formacdo de particulas com envelope transitérioarao como um desestabilizante de
membrana que permite a remoc¢ao do envoltorio taisidas DLPs durante a montagem de
particulas maduras (Taylor & Bellamy, 2003). A NSB4capaz de ativar 0s canais
dependentes de Cano intestino e é descrita como a primeira enteiotoviral.

Um residuo de aa nas posicoes 114 ateld36SP4 foi descrito como sendo capaz de
induzir a diarréia em camundongos recém-natos eagurudancas na atividade toxigénica e
viruléncia dos RV-A tém sido associadas as altesdds aa neste residuo (Figura 8) (Huang
et al, 2004).

Os anticorpos induzidos pela NSP4 reduaerapacidade desta proteina em acarretar
diarréia. Em um estudo com camundongos vacinadosN®P4 foi observada a inducdo de
protecdo homotipica e heterotipica contra diarppa RV-A (Esteset al, 2001). Em
humanos, a NSP4 foi descrita como sendo capazddeiirrepostas imune celular e humoral
(Johansewt al,, 1999).

NSP4

1 7 21 28 47 67 85 93 112 133 161 175
YY Met
H3 AAH dip

L , binding site
112 146
VP4 binding site
112 eNSP4 175
Figura 8 —Esquema representativo da organizacao do gene paictieina NSP4 de rotavirus

A (adaptada de Taniguchi & Urasawa, 1995).
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NSP5.Esta proteina possui atividade autoquinase e eulaséinfectadas apresenta
formas hipo e hiper fosforiladas (Taraporewetlal, 2004). Durante o processo de replicacao
NSP2, NSP5 e NSP6 estdo associadas na formacamplasmas (Estes, 2001). A interacao
de NSP2 e NSP5 provoca a formacgéao de particulagsvagmelhantes a viroplasmas (VLPS)
in vitro, na auséncia de outras proteinas virais. Ambos osinims N- e C-Terminal,

encontram-se implicados na formacgao das VLS (Fébletel, 1999).

NSP6.A NSP6 € encontrada principalmente nos viroplasenaisterage com NSP5,
evidenciando sua participacdo nos processos deaefb e encapsidacao do virus. Tem sido
proposto que algumas variantes dos RV-A e RV-C wmadifiquem esta proteina
(Taraporewalat al, 2004; Estes & Kapikian, 2007).

1.5. Replicacéo Viral

A replicagdo dos RV ocorre no citoplasmas dcélulas absortivas diferenciadas,
localizadas no terco apical das vilosidades dasiime delgado. As particulas infecciosas sao
liberadas no lumen intestinal e o processo replizcaem entdo continuidade ao longo do
intestino delgado. O processo é normalmente limitdnucosa intestinal, ainda que células
infectadas possam ser observadas na lamina préplisfonodos regionais (Christensen,
1989). A replicacaan vitro também é restrita, sendo mais bem observada émgkms de
células epiteliais de origem renal ou intestinateHropismo sugere a presenca de receptores

especificos para a adsorcao e a penetracdo (E<tetd&n 1989).

A infectividade dos RV-i vitro é aparentemente aumentada e dependente da presenca
de tripsina, uma vez que o tratamento proteolitmm tripsina resulta na clivagem de VP4,
gerando os polipeptideos VP& VP8. Esta clivagem n&o interfere no processo de afisprc
mas esta associada a internalizacédo das partidellRY/-A nas células. Presume-se que esta
condicdo ocorra durante a infeccdo no lumen imaistio hospedeiro, uma vez que 0s

rotavirus estao expostos as secrecdes pancre@araseet al, 2000).

A penetracdo dos RV na célula hospedam sido explicada por dois principais
mecanismos: i) diretamente através da membranagtas, envolvendo as particulas nas
quais VP4 é clivada e ii) através de um receptoa padocitose, para particulas que nao
sofreram a clivagem da VP4 (Conner & Ramig 199'pd#a entrada e liberacdo do RNAfd
no citoplasma, iniciam-se as etapas de transcricaaycao, replicacdo e maturacao viral. A

partir da fita molde de RNA, os RNAm sdo transerito as proteinas estruturais e nao-
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estruturais traduzidas. O sitio Unico de maturggdi@ os RV nas células é o lumen do
reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Consequenmteme amadurecimento da particula
viral envolve o transporte de componentes atrawesndmbrana do RER. Este processo
resulta no brotamento de particulas imaturas dabreema do RER, fazendo com que as
mesmas adquiram um envelope transitério (BellamBagh, 1990). A glicoproteina NSP4,
além de mediar a aquisicdo deste envelope traiositparece exercer uma atividade
desestabilizadora de membrana, levando a perdavdope no processo de maturagdo das
particulas imaturas em particulas nao-envelopadasuglo capsideo (Tian et al., 1996). O
Ca™ desempenha importante fungdo neste processo deag@t na célula hospedeira, como
demonstrado por Poruchynsky e colaboradores (19@&)observaram que a deplecao deste
ion blogueava a maturacdo do RV-A, alterando aowigyizacdo das proteinas virais (VP4,
VP7, NSP4) e, consequentemente, acumulando padi@rvelopadas no limen do RER
(Figura 9).
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Figura 9 — Modelo esquemaético do ciclo de replicacdo dosiots A.
As etapas de replicacdo estao indicadas nos nualeads (adaptada de Arias e colaboradores,
2004).

1 — Adsorc¢édo do virus a superficie celular

2 —Penetracéo e liberacdo da particula viral produzindLPs(Particulas de duplo capsideo)
3 —Transcri¢do primaria do dsRNA gendmico

4 - Sintese das proteinas virais

5 - Sintese primaria de fitas negativas de RNA

6 —Montagem da particula viral

7 — Sintese secundaria de fitas negativas de RNA

8 —Montagem das DLPs

9 - Brotamento da DLP na membrana do Reticulo Endofdsism

10 —Perda do envoltdrio transitério e geracédo de visamaduros com triplo capsideo
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1.6. Mecanismos de evolucao dos rotavirus

Um dos aspectos mais observados nos estieldiversidade genética entre os RV-A
tem sido o polimorfismo eletroforético exibido pelsegmentos de RNAfd. A diversidade
esta relacionada a diferentes mecanismos gené&t@us as mutacdes pontuais, rearranjos
genéticos, reestruturacdo de segmentos gendnmeassfrtmente recombinacdo genética
(Estes & Kapikian 2007).

1.6.1. MutagOes Pontuais

O acumulo de mutacdes pontuais tem siderobdo em isolados obtidos em surtos,
utilizando as técnicas de sequenciamento de gemesndstras de RV-A. Algumas dessas
mutacbes podem ser sinbnimas ou silenciosas, nédeogando nenhuma mudanca na
sequéncia de aa, e consequentemente na proteipagem ser ndo-sinbnimas, podendo desta
forma provocar uma mudanca genética que fornecavamizgem evolutiva para o virus ou
provocando uma perda de funcéo ou estrutura do meOnfato da RNA polimerase RNA
dependente ndo possuir um mecanismo de corregaoate(remocdo de bases mal pareadas)
facilita a ocorréncia das mutacdes, que ao se davenu no genoma podendo definir novas

linhagens e sublinhagens dentro de um mesmo ger(@tigura 10).

CCAGCGCAA

3
! Replicacao Viral
3

CCATCGCAA

f

Mutacao Pontual

Figura 10 - Esquema representativo da ocorréncia das mutpodésais.
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1.6.2. Rearranjos Genéticos

Os rearranjos genéticos sdo representpdoslteracdes na sequéncia do segmento
gendmico, algumas vezes na forma de delecdo oufregisentemente como duplicacéo. A
visualizacdo deste tipo de mecanismo pela elegséoem gel de poliacrilamida (EGPA)
caracteriza-se pela auséncia de alguns segmensos @esicdo usual e/ou 0 aparecimento de
bandas adicionais com mobilidades diferentes (Tahig& Urasawa, 1995). Pedley e
colaboradores (1984) investigaram RV-A isoladosrigncas imunodeficientes e observaram
variacbes na mobilidade dos segmentos do RNAfd p#kPA. Posteriormente, foram
descritos eventos de rearranjo genético entre aasodé RV-A em animais e criancas sadias
(Desselberger, 1996).

Os rearranjos resultam de erros de tragd@sride um Unico segmento e possuem nada
mais do que a sequéncia de um gene. Na maiorivel®s 0S genomas com rearranjos
surgem como produtos de uma duplicacdo parcial B& @o genoma, com variadas
consequéncias relativas a sua expressdo. No mom&ntanscricdo, provavelmente por uma
falha da RNA polimerase RNA dependente, a mesnoaneta sua fita molde, reiniciando a
transcricdo a partir de diferentes estagios (FigunaAs regides codificantes sdo mantidas
em todos os rearranjos observados, apesar de algates produzirem proteinas de tamanho
anormal. Os virus com segmentos de genoma realoenjsdo geneticamente estaveis e
reestruturam seus segmentos em infeccbes misttes.tigs de rearranjo pode ocorrer na

maioria dos segmentos (Desselberger, 1996).

41 569

751

572

1242

31

AUG stop

Figura 11 —Esquema representativo da ocorréncia de rearrangegmentos de genoma de
rotavirus contendo duplicacao parcial da ORF. (@digpde Estes, 2001).
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1.6.3. Reestruturacdo de segmentos gendmic&edssortments)

Nas reestruturacbes de segmentos gendnfieassortmenjsocorre uma troca de
material genético entre dois virus similares d@wanfieccdes mistas (Figura 12). No caso dos
RV-A em humanos, esta troca ocorre entre dois ois megmentos gendmicos de duas
amostras de RV-A pertencentes a genotipos difeseptadendo ser de origens diferentes e
gerando uma amostra com segmentos de RV-A, porm@gede origem animal e humana. Os
reassortmentforam descritos por Matsuno e colaboradores (138f)yés da andlise de uma
co-infeccdo em cultura celular de RV-A bovino (lohg e RV-A simio (SA-11). Através de
comparacoes eletroforéticas dos segmentos de RiéitAGlone com os parentais, observou-se
gue 0 genoma reestruturado apresentava os segreitesl0 de SA-11 e segmentos 1, 2, 3,

6 e 11 de bovino, porém nao foi possivel determanaiigem dos segmentos 7, 8, e 9.

As reestruturacdés natura que resultam em variantes ndo usuais, tém sidwitdes
(Mascarenhastal., 1989; Krishnanetal., 1994), bem como em isolados com especificidade
animal, sendo encontrados em outras espécies (blaka#y Nakagomi, 1991; Beardst al.,
1992; Taniguchetal., 1994; Palombo & Bishop, 1995; Alfiegtal., 1996; Timenetskgtal.,
1997). Porém, esses isolados parecem ser maiefr@gunos paises em desenvolvimento,
provavelmente facilitados pelas precarias condigigesaneamento basico e higiene, defesas
imunoldgicas limitadas, parasitas, desnutriciomatfo estreito relacionamento entre o
homem, animais domésticos e outros animais, prapwodo, assim, infeccbes mistas e,
consequentemente, maior possibilidade de ocorreeestruturacdes genéticas (Caaikal,
2004)
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Rotavirus do Grupo A Rotavirus do Grupo A
Humano ou Animal Humano ou Animal

\ / Co-infecgao
Replicagdo e | |

| | Reassortment de um segmento
Morfogénese Viral

|
1

Progénese viral de Rotavirus do Grupo A com reassortment

Figura 12- Esquema representativo dos eventosedssortment

1.6.4. Recombinacdo Genética

A recombinacéo genética tem sido descatao um importante mecanismo de geracao
de variabilidade genética e evolucao dos viruglaagque sejam poucos os relatos registrando
0 acontecimento de eventos de recombinagéo gemétidaV-A (Figura 13) (Worobegt al,
1999). Além disto, vérios estudos descrevem a énoia de infeccfes mistas com amostras
de diferentes genotipos de RV-A ou com diferentekagjens de um mesmo gendtipo,
ocorrendo em um mesmo individuo, aumentando, déstama, as probabilidades de
ocorréncia de eventos deassormeng/ou recombinacao genética (Figura 13) (Gowied,
1995; Jairet al, 2001). Porém, o evento de recombinagdo gengtc&®V-A ainda € pouco
conhecido, e mais estudos deverdo ser realizadasgpa melhor se entenda a dinamica da

recombinacdo genética e sua atuacao sobre o hasp@enet al, 2007).
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Rotavirus do Grupo A Rotavirus do Grupo A

\ / Co-infecgao

Replicagao X Recombinacéo Genética
Viral l

Progénese viral com segmento recombinado

Figura 13- Esquema representativo do evento de recombinagéiga.

1.6.5. Transmisséo Interespécies

A ocorréncia de transmissdo de RV-A animal paradnos é mais descrita nos paises
em desenvolvimento, onde pode ocorrer um contais esreito entre humanos e animais,
principalmente, bovinos, suinos e aves, além d&ncar de saneamento basico e da
precariedade sistema de saude publica gtaah,2001).

Varios segmentos gend6micos dos RV-A paneser potenciais determinantes de
restricdo ao hospedeiro e viruléncia dos RV-A. Gdat o entendimento da base molecular
na restricdo das espécies e a viruléncia dos R¥st§ comecando a ser entendida, através
dos dados obtidos através do sequenciamento camgidegenoma de amostras de RV-A
(Matthijnssenst al, 2008a; Tsugawet al 2008; Heimaret al., 2008 ).

No Brasil, varios trabalhos tém mostradengolvimento de amostras de origem suina,
especificamente de gendtipos G5 e G9, causandoéidiaem criancas sugerindo uma
constante troca de material genético entre as amsodé RV-A humano e animal (Alfiest
al., 1996; Leiteet al., 1996; Timenetsket al., 1997; Gouvea & Santos, 1999; Ara@bal.,
2001; Mascarenha al.,2002; Santost al.,2005).
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1.7. Epidemiologia

O impacto global causado por infeccoe®p&V-A representa 527.000 dbitos entre
criancas com até cinco anos de idade, sendo 85%sdeasos ocorrendo em paises em
desenvolvimento (CDC, 2008). Nos paises desenwyigpesar de se observar uma elevada

morbidade, o numero de 6bitos € limitado (Parashat, 2006).

Considerando-se a ampla distribuicdo malndos RV-A, o padrdo de sazonalidade
observado varia de acordo com a regido. Nos pdisetima temperado, os grandes surtos
por RV-A sdo observados nos meses mais frios ess@@no, enquanto nas regidées com
clima tropical, as infec¢cdes ocorrem durante todn® (Kapikiaret al, 2001; D’Souzat al,
2007). Os estudos epidemiolégicos realizados nmostrge diversos gendétipos P e G de RV-
A podem co-circular dentro de uma mesma regiao e @ugenotipo prevalente em uma
determinada regido pode mudar anualmente. Outen\@Isio € que 0S genotipos prevalentes
em diferentes regides de um pais podem ser diratgntro do mesmo periodo epidémico
(Pérez-Vargast al, 2006).

Existem combinacfes genotipicas de RV-A g@ repetem mundialmente e dentre as
combina¢cBes mais comuns podem ser destacadosgandtipos G (G1, G2, G3, G4 e G9) e
dois gendtipos P (P[4] e P[8]). Santos & Hoshin@0&) realizaram um estudo de revisado de
artigos descrevendo genétipos de RV-A circulantesnando e demonstraram que mais de
90% das infec¢des por RV-A na América do Norte,ohare Australia eram associadas a
combinacdes dos genotipos P[8]G1, P[4]G2, P[8]GH8G4. Na América do Sul e Asia,
elas representaram 68% e na Africa 50%. A combnB§&]G1 ocorreu em mais de 70% das
infeccdes na América do Norte, Europa e Austr@di'em 34% e 23% das infec¢bes na

América do Sul e na Africa, respectivamente (Fidita
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Figura 14 - Grafico ilustrando a distribuicdo continental/sutittmental de rotavirus

A humano com as combinagfes binarias G e P. (attap@Santos & Hoshino, 2005)

1.7.1. Gendtipos de rotavirus A no Brasil

Em uma extensa revisdo dos artigos querele=m a genotipagem de RV-A circulantes
no Brasil em dois periodos pré-vacinais compreersdahtre 1982-1995 e 1996-2005, Leite e
colaboradores (2008) demonstraram que as combimagae frequentemente encontradas
foram: G1P[8]/G1P[?] (43%), GOP[8]/ GIP[?] (20%R34]/ G2P[?] (9%), G3P[8]/ G3P[?]
(6%), G4P[8]/ G4P[?] (4%) e G5P[8]/ G5P[?] (4%)diias 15 e 16). O gendtipo G5 foi
incluido nesta lista por ter sido frequentementealado durante as décadas de 80 e inicio de
90. Ele tem origem animal, sendo detectado pritrtigate em suinos (Kapikiaat al, 2001).
No Brasil, foi descrito pela primeira vez a ocomi@ndo gendtipo G5 por Gouvea e
colaboradores (1994) entre criancas com diarré@geriormente, detectados em casos de
diarréia infantil em diferentes regides (Ledteal, 1996; Timenetsket al, 1997; Santogt
al., 1999; Araujoet al, 2002; Cardoset al, 2003; Carmonat al, 2004). No entanto, este
gendtipo parou de circular em carater endémico réir pde 1996, coincidindo com a
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emergéncia do genotipo G9, levando-se a crer queehoma substituicdo do genotipo G5
pelo gendtipo G9 (Figura 17).

O gendtipo G5 foi descrito em humanos matgntemente em varios paises: Camardes
(Esonaet al.2009), Bangladesh (Hashizureeal.,2008), China (Duamt al, 2007), Brasil
(Carvalho-Costa&t al,2007) e Vietnd (Ahmeet al, 2007).

Norte (Amazdnia) n=241
= Nordeste
n= 316

Nordeste n=48

e

Centro- Deste n=220

 Sudeste n=193

EG1P[8] ZGIP[NT] BMGZP[4] #ZGZ2P[NT] BG3P[8] ZG3P[NT] MEG4P[8]

7 G4AP[NT] L1 G5P[8]  CIGSP[NT] W GOP[g] EGI9P[NT] HE mix [l atypical

Figura 15- Grafico ilustrando os gendtipos de rotavirus A masi8 por regido. A:
1982-1995 (653 amostras positivas); B: 1996-2008B3@ amostras positivas).
adaptado de Leite e colaboradores (2008).
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Figura 16 —Grafico representando a taxa de deteccdo dosigesdd distintos de rotavirus

A no Brasil em diferentes periodos (adaptado deeleecolaboradores, 2008)
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Figura 17 —Grafico evidenciando a substituicdo do gendtipap@ld gendtipo G9 (adaptado
de Santos & Hoshino, 2005).
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1.8. Vacinas contra rotavirus A

Alguns estudos demonstraram que as infeccbes poA Raturalmente adquiridas
conferem protecédo contra reinfec¢cdes de formasegr@Ward & Bernstein 1994; Moultaat
al. 1998) e a exposicao assintomatica de recém-maseid RV-A é associada a chances
reduzidas de desenvolvimento de formas graves staogaterite na infancia (Bishag al
1983; Bharet al. 1993). Estudos realizados no México demonstrayaeno grau de protecao
aumenta com as sucessivas reinfeccdes, tendoedadado, que apds duas infecgdes por RV-
A, as criancas ndo desenvolvem diarréia agudapatigeno (Velazqueet al 1996). Estes
fatos tém servido de base para as tentativas @av@gimento de vacinas contra os RV-A.

Varios grupos de pesquisa tém trabalhadtenprojeto, levando-se em conta o cenério
epidemiolégico apresentado pelas diarréias agudasadas pelo RV-A, ou seja, alta
prevaléncia em paises desenvolvidos e alta mat#didem paises em desenvolvimento. O
fato dos RV-A acometerem criancas de todas asedassiais sugere que, ao contrario de
outros enteropatégenos de transmisséo fecal-@alsearia possivel controlar a incidéncia de
RV-A através de melhorias na infra-estrutura saaitdas populacdes, o que aponta para a
possibilidade de que uma vacina possa ser a Uninsfde prevencéo possivel (Glassl
2006). Neste contexto diferentes abordagens tém widizadas no desenvolvimento de
vacinas contra o RV-A.

1.8.1. Abordagem Jenneriana

Esta estratégia de desenvolvimento de vacinas den® base o fato das amostras
animais de RV-A serem naturalmente atenuadas peaga Bumanos e que, administradas por
via oral, poderiam mimetizar a infeccdo naturalbpehtogeno e desencadear uma resposta
imune protetora. Desta forma, Vesikari e colabor@slq1984), administraram a amostra
bovina RIT 4237 a 86 bebés finlandeses com idawles eito e onze meses, constituindo um
grupo controle de 92 criancas ndo vacinadas e vdrsen eficacia de 50% para episodios de
diarréia aguda de qualquer gravidade e de 88% quaadros diarréicos graves. O mesmo
grupo de investigadores conduziu mais trés invagigsna Finlandia, administrando a RIT
4237 a criangas de uma semana até um ano de efaddiferentes periodos do ano, obtendo
eficacias de até 100% para episédios de diarréia @esidratacdo grave (Vesikaai al.
1991).

Infelizmente, estudos subsequentes coddszem paises em desenvolvimento nao

levaram a uma conclusdo otimista. Na Africa- Gamhiaficacia da vacina foi de 33%
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(Hanlonet al, 1987) e no Peru 40% (Lanaghal, 1989). Em indios norte-americanos —
Estados Unidos da América (EUA) e novamente nacAfrem Ruanda nédo foi demonstrado
qualquer grau de protecao (Santosteal., 1991).

Partindo da hipdtese de que as defici@md#aeficacia da RIT 4237 se deram devido a
excesso de atenuacdo por grande numero de passdgessvolveu-se um novo imunizante
(a amostra bovina WC3) como alternativa menos acksuA WC3 foi alvo de quatro
investigagbesEm duas destas, realizados nos EUA e na China-g8ham eficacia contra
formas graves da doenca atingiu 100% (Clatkal, 1996). Porém, a exemplo de sua
antecessora, em dois outros estudos ndo foi olukergaalquer grau de eficacia para a
amostra WC3 (Bernstegt al, 1990; Georges-Courbet al,. 1991).

O passo seguinte nas pesquisas com vaxipadir de amostras de origem ndo-humana
envolveu o desenvolvimento da RRRhesus Rotavirus Vacciné\ base desta vacina foi a
amostra simia MMU18006, originaria de mac&twesusA eficacia da vacina RRV variou de
zero a 66% para gastroenterite aguda por RV-A @éggar gravidade e de zero a 90% para
0s casos com desidratacéo grave (Perez-Sataal 1990; Rennelst al, 1990; Santosham
et al, 1991; Vesikaret al,, 1990).

1.8.2. Vacinas reestruturadas polivalentes (abordagn Jenneriana modificada)

1.8.2.1.Rhesus Rotavirus Vaccine- Tetravalent (RRV-TV)(Rotashield®)

Seguindo o principio da imunidade sorotipo-espexith Instituto Nacional de Saude
dos EUA National Institutes of Healtl{NIH) desenvolveu a vacina oral RRV-TV, obtida
através da incorporacdo de material genético cadife de VP7 de RV humano em RV-A
simio. Esta vacina contempla as especificidadestipgoas G1, G2 e G4, adicionadas ao ja
representado G3 da amostra original de macacoabDesna, a RRV-TV representa uma
mistura de trés virus reestruturados simio-humé@as G2 e G4) com a amostra de macaco
RhesusG3 original. Esta vacina foi licenciada pelo 6rgamte-americand-ood and Drug
Administration(FDA) em 1998, sendo recomendada para uso em trés dosedois, quatro
e seis meses de idade, tendo a distribuicdo sadoiem outubro daquele ano nos EUA.

Entretanto, em julho de 1999, apés a adtnatdo de quase 1,5 milhdo de doses, foi
suspensa a aplicacdo da Rotasfiepbr estar associada a 15 casos de intussuscepcao
(obstrucédo intestinal) envolvendo criangas que dmvtomado a vacina (Hoshiret al,
2003). Apos este fato, motivou-se o desenvolvimeetestudos epidemiolégicos onde foram

caracterizados 0s riscos quanto ao desenvolvimgmtmtussuscepcao, principalmente nas
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duas semanas apos a primeira e segunda dosesc@seastimados sdo da ordem de 1 evento
obstrutivo intestinal para cada 4.500 criancas naatas (Murphyet al, 2001); o risco
assumia maiores proporgdes quando a vacina eranigthaia em idade superiores a 90 dias,
quando comparadas a criancas imunizadas aos 2 rffaseberet al, 2004). Além da
intussuscepcgao, evidéncias indicam que a vacinanthitora de outros eventos adversos

importantes, como a diarréia sanguinolenta (Habat, 2004).

1.8.2.2. Rotate

A amostra vacinal bovina WC3 também foioade reestruturacdo seguindo-se 0s
principios utilizados para a criagdo da RRV-TV, dtamrigem a uma vacina pentavalente
reestruturada bovino-humana. Esta vacina € coitgitpor RV bovino expressando na
superficie VP7 correspondente aos sorotipos G1G32% G4, além de VP4 correspondente
ao sorotipo P[8]. A vacina deve ser administradarés doses, aos dois, quatro e seis meses
de idade.

Os estudos em fase Il incluiram 4.512rgas, sendo 2.207 vacinadas e 2.305 no
grupo controle. A eficacia da vacina contra estestgpos, analisados em conjunto foi de
74% para gastroenterite aguda de qualquer gravidade 98% para gastroenterite aguda
grave (Vesikaret al, 2006).

1.8.2.3. Vacina contra rotavirus bovino-humana muivalente (Vacina UK)

Esta vacina foi desenvolvida também pelo NIH e md@®m uma amostra de RV-A
bovino (UK) reestruturada no sentido de possuirenegcodificante de VP7 de RV-A
humanos com especificidades genotipicas G1, G2eG34 e 10 genes da amostra de
rotavirus A bovino UK (P[7]G6). Isto leva a postithde de se desenvolver vacinas para
regides especificas, com alta prevaléncia de gw®iilitos emergentes. Em 2004 os NIH
transferiram a patente de producéo da vacina patia,iBrasil e China (Dennehst al,
2008). No Brasil, a licengca para producéo foi dadalnstituto Butantan, em S&o Paulo
(Fergusoret al, 2004).
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1.8.3. Vacinas com rotavirus A humano

1.8.3.1. RIX 4414 (Rotari®)

A vacina RotariX foi introduzida no calendario brasileiro de imwides em marco de
2006, porém ja estava disponivel desde 2005 encadire consultorios particulares. Esta
vacina, desenvolvida pelaxoSmithKline Biologicalscontém 18°unidades formadoras de
foco da amostra de RV-A humano RIX 4414, de esjpatdfde genotipica G1P[8].

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

A vacina foi especialmente eficaz na pne@e de gastroenterite por RV-A de gendtipo
G1, porém, estudos descrevem a ocorréncia de Amteguzada para gastroenterite e
gastroenterite grave causada por outros genétpds®4 e G9), normalmente associados ao
genotipo P[8]. Esta eficacia variou entre 65% e%0&m relacdo ao gendtipo G2 foi
observada uma eficicia de 41% (a menor protec@adauverificada), visto que o mesmo,
geralmente esta associado ao genétipo P[4] (Ruaciaet al, 2006).

26



2. JUSTIFICATIVA

A possibilidade de transmisséo de RV-Aralipara humanos é maior e mais frequente
nos paises em desenvolvimento, onde pode ocorrgatoomais estreito entre humanos e
animais, principalmente suinos, bovinos e aves e¥idd a ocorréncia de condicdes
inadequadas de saude e higiene (Jatinal, 2001). No Brasil, varios registros tém
demonstrado amostras de origem suina, especialnmsntorotipos G5 e G9, causando
diarréia em criancas, sugerindo uma constante ttecaaterial genético entre amostras de
origem humana e animal (Leitg al, 1996; Timenetskyet al, 1997; Araujoet al, 2002;
Mascarenhast al, 2002; 2007; Santa al., 2005).

Nas décadas de 80 e inicio de 90 os rowW (RV-A) de gendtipo G5, comum em
suinos, equinos e bovinos eram detectados coméineguu em amostras fecais de criangas
brasileiras. Apdés 1996, deixou de circular em ear&ndémico, tornando-se apenas
esporadicamente detectado, enquanto o genétip@@8gou a ser detectado com frequéncia.
Esta situacéo leva a crer que houve a substitwlQagenotipo G5 pelo G9. Recentemente o
gendtipo G5 foi detectado em fezes de criancas diaméia aguda na Argentina, Brasil,
Camardes, Paraguai, China, e Vietna, sugerindooggenétipo G5, embora incomum em
seres humanos, pode ser detectado infectando hgreamwarias regiées do mundo.

O monitoramento continuo de gendtiposutarttes de RV-A em seres humanos e
animais, assim como 0 sequenciamento das amostas @mbina¢cées usuais, e
principalmente as combinacdes G e P atipicas, ssgneiais para um melhor entendimento
do potencial de rearranjo entre as espécies aaasepor RV-A (Nakagomi & Nakagomi,
2000; Volotacet al, 2006).

Andlises filogenéticas dos genes que madlif para a proteina estrutural (VP) e néo-
estruturais (NSPs), VP6 e NSP1, NSP3, NSP4 e N'@Bpectivamente, de amostras de RV-
A tem demonstrado a existéncia de um consistentiedpaevolutivo entre os diferentes
segmentos de RV-A de origem humana e animal (Hared., 1997; Kirkwood & Palombo,
1997; Matthijnssenset al, 2008a).

Véarios segmentos gendmicos de RV-A ténemmél determinante de restricdo ao
hospedeiro e viruléncia quando analisados recomt@aanaturais ou gerados em laboratorio
(Lambdenet al, 1992; Cunliffeet al., 1999; 2002). O estudo com amostras de RV-A
heterdlogos ocorrendo naturalmente e com amoseesmbinantes de origem animal e
humana constitui a Unica ferramenta para o entesrdonde como as barreiras interespécies
podem direcionar determinantes moleculares que raent a especificidade e a
patogenicidade para o hospedeiro. Contudo, o eintentb da base molecular na restricao
das espécies e a viruléncia dos RV-A ainda néo ksfio entendidos, pois somente,
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recentemente, comecaram a ser publicados trabdésusevendo dados do sequenciamento
completo do genoma de amostras de RV-A.

Sob esta perspectiva, 0 sequenciament@lettndo genoma das amostras RV-A de
origem humana e animal sdo fundamentais para atedracao de gendtipos atipicos e para
gue se possa determinar o papel de cada segmer@imige, associados ou nao na evolucgéao,
destacando a viruléncia, adaptacdo de novos gesotip manutencdo dos RV-A e dessa
forma atuar na selecao de seus hospedeiros.

Matthijnssens e colaboradores (2008a) esezjaram completamente o genoma de 53
amostras utilizadas como padrdes de RV-A. Nesseexim) destacando-se as amostras SA11,
PO-13, KU, Gottfried, 1AL28, OSU, YM, A253, KJ44KJ75. Os autores discutem sobre a
evolugcdo de amostras de RV-A humano em relagdoosteas animais, baseados na andlise
de todos os segmentos gendmicos dos RV-A, perni@sdim a identificacdo de genotipos
distintos, que provavelmente tenham emergido petatde segmentos de RV-A humanos e
animais. Baseados nos resultados obtidos propoemoum sistema de classificacdo para as
amostras de RV-A, baseados na analise de todoegmeatos gendmicos dos RV-A,
permitindo a identificacdo de genoétipos distintagje provavelmente evoluiram em
momentos diferentes, além de transmissfes intariespé& eventos deeassortments
(Matthijnssenst al, 2008b).

Como discutido, os RV-A de origem animatlpm atravessar a barreira interespécie e
causar diarréia em seres humanos e vice-versa @ks@s et al., 2007, Matthijnssens et al.,
2008a). Desta maneira, 0 estudo dos genes quecemdlipara as proteinas que constituem o
core viral, apresentando genétipos hibridos humanosais, como o gendtipo G5, tem
importancia para se conhecer a procedéncia destess.gEsta informacédo contribuird no
entendimento do mecanismo de evolucdo e adaptag8oR&-A, visto que a grande
diversidade de genotipos de RV-A, principalmente paises em desenvolvimento, podem

representar um desafio para a eficacia da vacitaixo.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

% Analisar filogeneticamente os genes que codificama @s proteinas estruturais VP1,
VP2, VP3, VP4 e VP7, amplificados por RT-PCR, dddidiurante os anos de 1986 a
2005, e relacionar com possiveis eventos de traséminterespécies.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Amplificar pela técnica de PCR os genes de RV-A qadificam para as proteinas
estruturais VP1, VP2, VP3, VP4 e VP7 das amostagethdtipo G5P[8] obtidas entre os
anos de 1986 e 2005;

+ Realizar o sequenciamento parcial dos genes quéceod para as proteinas estruturais
VP1, VP2, VP3, VP4 e VP7 das amostras de RV-A geod5P[8];

+« Determinar os genotipos de VP1, VP2 e VP3 das aasde RV-A do estudo, segundo o

novo sistema de classificacdo dos RV-A;

s Determinar as linhagens das amostras do estudeméfs ao gene que codifica para VP4,

de gendtipo P[8], das amostras do presente estudo;

% Alinhar e construir dendogramas a partir das sef@émucleotidicas parciais obtidas
neste estudo e de amostras protétipos disponivei$&SenBank para 0s genes que
codificam para as proteinas estruturais VP1, VAE3,WP4 e VP7,

% Analisar os dendogramas relacionando os dadososbtidm possiveis ocorréncias de

eventos de recombinagc&eassortmente mutagcédo n&o-sindnima, inclusive a procedéncia

das mesmas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. Amostras Clinicas

Foram analisadas 28 amostras fecais (Qu&)dde criangas hospitalizadas com quadro
de gastroenterite aguda, as quais foram previansrdksadas e sendo positivas para RV
pelas técnicas de eletroforese em gel de poliauda (EGPA) e pelo ensaio
imunoenzimético para detec¢cdo de antigenos de imagae adenovirus (EIARA) (Bio-
Manguinhos/ Fiocruz), e apresentando genétipo G5Bffavés das técnicas de RT (sintese
de cDNA) e amplificacdo em cadeia pela polimerd€R) Estas compreendem todas as
amostras de RV-A de gendtipo G5P[8] do Banco deoBatb Laboratério de Virologia
Comparada e Ambiental (LVCA), Instituto Oswaldo £r{iOC), FIOCRUZ. As mesmas
foram obtidas em diferentes localidades (Distrigdléral, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Séo
Paulo), no periodo compreendido entre 1986 e 20@%. foram detectadas amostras de
genotipo G5 de RV-A no LCVA de 2005 até a presatdta. O Quadro 2 apresenta a
procedéncia, o numero e o periodo de recebimestamastras analisadas.

As amostras fecais foram enviadas ao L\@&Ampanhadas da ficha de informacdes
clinicas e epidemiolégicas, e foram mantidas s@igezacdo até o momento da analise. A
Figural8 apresenta o fluxograma dos procedimentaizados para a deteccdo e
caracterizagdo molecular de RV-A investigados néstbalho a partir da obtencdo das
amostras.

No item 5 (Resultados) as figuras e tabal@esentam um numero de identificacdo de
cada amostra analisada com um codigo do estaditebrado qual foram enviadas ao LVCA,
posicionado antes do nimero da amostra (mg, Miraai&; df, Distrito Federal, rj, Rio de
Janeiro e sp, Sao Paulo), e um cddigo do ano terisato depois do nimero da amostra (86,
1986; 87, 1987; 88, 1988; 90, 1990; 91, 1991; ®M21 96, 1996; 98, 1998 e 05, 2005).
Seguindo um codigo padrdo utilizado LVCA. Por exem@a amostra 46855 enviada do
estado de Sao Paulo, que foi isolada no ano 19@2i@sntificada da seguinte maneira:
“sp46855/92”.

Este estudo obteve aprovacdo pela Camigs Etica Institucional (CEP/FIOCRUZ)
sob o numero 311/2006.
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Quadro 2 - Quadro indicando a procedéncia, cédigo de ideatifio e o ano de coleta das

amostras analisadas no estudo.

Caddigo de Total de
Procedéncia identificacdo | Ano de Coleta| amostras por
da amostra ano
UFOP (MG) 28018
UFOP (MG) 30582
ISDF (DF) 30726
ISDF (DF) 30730
ISDF (DF) 30737
UNICAMP (SP) 30844
UNICAMP (SP) 30845 1986 13
UNICAMP (SP) 30846
UNICAMP (SP) 30850
UNICAMP (SP) 30851
UNICAMP (SP) 30860
FUSAM (SP) 30936
FUSAM (SP) 30950
IFF (RJ) 35400 1987 1
IFF (RJ) 36700 1988 1
PARTIC (RJ) 40644 1990 1
FUSAM (SP) 46798 1991 1
FUSAM (SP) 46855 1992 1
PRONIL (RJ) 454
HSN (RJ) 552 1996 4
HSN (RJ) 717
HSN (RJ) 749
HSN (RJ) 1625
HSN (RJ) 1713
HSN (RJ) 1716 1998 5
HSN (RJ) 1719
HSN (RJ) 1861
HMJ (RJ) 10998 2005 1
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Figura 18 - Fluxograma ilustrando os procedimentos para déatee caracterizagdo molecular

de rotavirus A, a partir das amostras fecais dncas com gastroenterite aguda

4.1.2. Iniciadores de cadeia

Os iniciadores de cadeia utilizados nas reacodé¥ade dos cinco genes amplificados,
a localizacdo desses iniciadores no genoma do RY-Aimero de pares de bases dos

ampliconsgerados pela técnica, estao listados no Quadro 3.
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Quadro 3 — Quadro contendo informacfes quanto aos iniciaddeesadeia utilizados na
reacdo de PCR e de sequenciamento dos genes dfieaoogara as proteinas VP1, VP2,
VP3, VP4 e VP7 de rotavirus A.

Iniciadores de Sequéncia 5> 3 Regido e Amplicons (pb)
cadeia posi¢ao no
Denominacao genoma
G tipo 9conl* TAG CTC CTT TTA ATG TAT GG VP7 (37-56)
G tipo 9conZ GTA TAA AAT ACT TGC CAC CA  VP7 (922-941) o0
FT5- G5° CAT GTACTCGTT GTT ACG TC VP7 (760-779) 742
P tipo 4con3 CAT GTACTCGTT GTT ACG TC VP4 (11-32)
P tipo 4con? ATT TCG GAC CATTTATAACC VP4 (887-868) o70
VP1F* GGCTATTAAAGCTGTACAATGGG VP1(1-23)
VP1R? TAATCCTCATGAGAAAACACTGAC VP1(686-663) °e
VP2F* GGCTATTAAAGGCTCAATGGCG VP2(1-22)
VP2R* CTTCATCTTGAAATATAGCATCAC VP2(686—663) °e
VP3F* GGCTATTAAAGCAGTACCAGTAG VP3(1-23)
VP3R* GTAAACATAGATTCATTACGCGGACC VP3(702-677) e

! Daset al (1994)
2Gouveaet al (1994a)
3Gentsctet al (1992)
“Vargheseet al. (2006)
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4.1.3. Solucdes

4.1.3.1 - Tampéao TRIS/HCI/Ca++ 0,01M pH 7,2

Tris - hidroximetil-tris-aminometano (SIGM#A 1,219
Cloreto de Calcio (Cag) 0,0015M (Vetel) 0,029
Agua destilada q.s.p. 1000mL

Em um béquer de 2000mL foram adicionadssreagentes, homogeneizados com
agitador magnético e ajustado a pH (7,2) com HC[Arck®) antes de completar o volume
final em baldo volumétrico de 1000mL. A solucéotfansferida para um frasco com vedacéo

e autoclavada a 121°C por 20 minutos. A solucdodoservada entre 2 - 4°C.

4.1.3.2 - Silica
Diéxido de silicio (SIGMA) 60g
Agua destilada q.s.p. 500mL

Em uma proveta de 500mL foram adiciona@igsa e 60g de silica. A solucéo foi
homogeneizada vertendo-se a proveta, deixando eethmpor 24 horas. Por sucg¢ao foram
desprezados 430mL do sobrenadante e adicionadosL5@€ agua destilada a silica. Apos
sedimentacao por 5 horas, foram desprezados 44@mkodrenadante. O pH (2,0) foi
ajustado adicionando-se 600pL de HCI 37% (M®&ch solucéo foi separada em frascos de
cor ambar em aliquotas de 10mL, autoclavada a 1pdf@0 minutos e estocada entre 22°-
25°C.
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4.1.3.3-EDTA0,2M pH 8,0

EDTA-4cido etilenodiamino tetracético-(SIGMA 37,22mg
Agua destilada q.s.p. 500mL

Em um béquer de 1000mL foram adiciondid3A e 300mL de agua destilada. O pH
(8,0) foi ajustado com NaOH e a solucédo foi homegada com agitador magnético. A
solucéo foi transferida para um baldo volumétrieo5@0mL e ajustado o volume final. A
solugéo foi tranferida para um frasco com tampanservada entre 22°- 25°C.

4.1.3.4 - Tampéo L6

Isotiocianato de guanidina (Invitrod@n 1209
Triton X-100 (SIGMAY) 2,69

EDTA 0,2M pH 8,0 (SIGMA) 22mL
Tris-HCI 0,1M pH 6,4 (SIGMA) q.s.p 100mL

Em um béquer de 250mL foram adicionadssraagentes e homogeneizados com
agitador magnético. A solucéo foi transferida pama baldo volumétrico e o volume final
ajustado para 100mL com Tris-HCI 0,1M pH 6,4 e dfarido para frasco ambar, que foi
conservado entre 22°- 25°C.

4.1.3.5 - Tampao L2

Isotiocianato de guanidina (Invitroddn 120g
Tris-HCI 0,1M pH 6,4 (SIGMR) g.s.p. 100mL

Em um béquer de 250mL foram adicionadssreaagentes e homogeneizados com
agitador magnético. O conteudo foi transferido para baldo volumétrico de 100mL e o
volume final completado. A solucao final foi tramsfla para um frasco ambar e conservada
entre 22°- 25°C.
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4.1.3.6 - Tampao Tris-Boro-EDTA 10X pH 8,4 (TBE)

Tris-base (Invitrogef) 108g
Acido bérico (Reageh 559
EDTA 0,5M pH 8, 8 (Sigmd) 40mL
Agua Milli-Q q.s.p. 1000mL

Em um béquer de 2000mL foram adicionaogeagentes e homogeneizados com
agitador magnético. O conteudo foi transferido pama baldo volumétrico de 1000mL,
completado o volume final e transferido para unsdoacom vedacao. A solucéo final foi

conservada entre 2 - 4°C.

4.1.3.7- Gel de agarose a 1,5%

Agarose (Invitrogef) 1,29
Tampéo TBE 0,5 X pH 8,4 (Invitrog&h 80mL

A agarose foi pesada e colocada em uanmeyer e adicionados 80mL de tampéo
TBE 0,5X. O erlenmeyer foi levado ao forno de miecrdas por 1minuto (em poténcia alta)
até que a agarose fosse dissolvida, deixando aesfié +/- 50°C. A seguir, a agarose foi

colocada na cuba de eletroforese, tendo sido evdddrmacéao de bolhas.

4.1.3.8 - Solucéo de brometo de etidio

Brometo de etidio 10mg/mL (Invitrog&n 15uL
Agua destilada 300mL

A solucdo de brometo de etidio foi dissolvida ermnagdgm recipiente plastico com

tampa, homogeneizada suavemente, em agitador n@gadtonservada entre 22°- 25°C, sob

protecao da luz.
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4.1.4.9 - Etanol 70%

Etanol puro (MercK) 70mL
Agua destilada 30mL

Em uma proveta de 100mL foram adicionadasl7 de etanol puro e o volume final
completado com a agua destilada para 100mL. O @édotii homogeneizado por inversao,

transferido para frasco com vedacéo e conservéade 2 4°C.

4.2. METODOS

4.2.1. Preparo das suspensoes fecais a 10%

As suspensdes fecais foram preparadas em capdlaxdelaminar com sistema de
exaustdo destinada a este procedimento (cabinegieasica Bioldgica NB2 (Holten Lamin
Air MS 2010 Modelo 0.9). Para tanto, tubos plastig@ara centrifuga de 15 mL, foram
adicionados cerca de 5g de amostra fecal e 4,5nthrdpdo Tris/HCI/CE 0,01M pH 7,2.
Ap6s homogeneizacdo em vortex por 10 segundostefegacao a 3000 x g por 10 minutos,
foram coletados 4mL do sobrenadante, transferidos pm novo tubo devidamente rotulado
e estocados a —20 até o momento da analise.

4.2.2. Extracdo do RNA viral pelo método da silicéEBoomet al., 1990)

Em tubo plastico tipo Eppend8rtle 1,5mL foram adicionados 1 mL de tamp&o L6 e
400puL de suspensao fecal a 10%, previamente pdgpétam 4.2.1.) juntamente com 15uL
de silica. Os tubos foram submetidos a agitacastante em plataforma orbital com agitacao
lenta por 20 minutos, sendo posteriormente cegtidos a 16.000 x g por 60 segundos,
descartando-se o sobrenadante em solucao de Na®HEh®cada tubo foi adicionado 1 mL
de tampdo L2 para ressuspender o sedimento formAdds nova precipitacdo por
centrifugacdo a 16.000 x g por 60 segundos, o saliemte foi desprezado em solucdo de
NaOH 10N. A seguir foram realizadas duas etapdavdgens, a primeira, adicionando-se 1
mL de etanol a 70% gelado e a segunda 1 mL derec@&a (MercR) gelada, utilizando o
mesmo procedimento acima de homogeneizagdo e paeéip para o tampdo L2,

desprezando a seguir o sobrenadante em solucapaibohito de sédio a 5%.

Apds a Ultima lavagem, os tubos foram lraclos a 56C por 15 minutos com as

tampas abertas para completa evaporacdo da acéjpbsesse periodo, foram adicionados
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50uL de &gua livre de endo e exonucleases (Inetfgem cada tubo. Os tubos foram
novamente homogeneizados em vartex por 10 seguimdndados a 568C por 15 minutos
com as tampas fechadas. Apos a centrifugacdo @®Q60g por 3 minutos, 40uL do
sobrenadante contendo o RNAfd foram coletados dogtmente e transferidos para outro
tubo.

4.2.3. Reacao de transcricéo reversa (RT) para a@mcéo de cDNA.

De cada amostra extraida foi feita a tagdo do RNA para um DNA complementar
(cDNA), utilizando-se o iniciador randémico pdgRl) (Amersham Biosciences, USA). A

reacao de transcricdo foi feita utilizando uma unestle reagentes descrita no Quadro 4.

Quadro 4 —Quadro indicandoeagentes utilizados na reacao de transcricdosae&NA.

Reagente Concentragdo Volume/Reacao
H,O livre de DNAase / RNAase (GIBCO- BRL - 22,5uL
Tampao de PCR sem MgQInvitroger?) 10X 5uL
dNTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP (Invitrog®n 2,5mM 5uL
MgCl, (Invitroger?) 50mM 2,5uL

RT Superscript M (Invitroger?) 200U/pL 1pL
pd(N)%® (Amersham Bioscienc®s 50 unidades (4so) 2uL

Em tubo plastico tipo Eppend8rile 200pL foi adicionado 2pL de dimetil sulféxido
(DMSO) (SIGMA®) e 10uL do RNAfd extraido. Apés a incubacdo C9@or 7 minutos para
desnaturacao do RNAfd, o tubo foi mantido em bastdgelo por 2 minutos. A seguir foram
adicionados 38uL da mistura de reagentes (Quadi@talizando um volume 50uL e o tubo
incubado a 42C por 1 hora e $& por 10 minutos. O produto foi estocado a’€@té o

momento da realizacdo da PCR.
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4.2.4. Reacdo em cadeia pela polimerase para camitacdo molecular dos genes que

codificam para as proteinas VP7 e VP4 de rotaviruA.

Para a amplificacdo dos genes de VP7 e VP4 dos RultAtilizada a técnica descrita
por Das e colaboradores (1994) para os genotipas @:ntsch e colaboradores (1992) para
0s genadtipos P, com modificagcbes introduzidas matele colaboradores (1996), na época de
recebimento das amostras. Para o desenvolvimeste tfabalho os genes de VP7 e VP4
foram amplificados novamente (com cDNA recém siréelio) com 0s mesmos iniciadores de
cadeia utilizados anteriormente e o gendtipo G5VE&¥ ainda foi confirmado com a
realizacdo de nova reacdo de amplificacdo de VB3tadvez com a utilizacdo de FT5
(Gouveaet al1994), iniciador de cadeia especifico para a gétedeste gendtipo de RV-A,
além do iniciador de cadeia 9conl (Detsal, 1994). A reacdo de amplificacdo foi feita

utilizando uma mistura de reagentes descrita naua

Quadro 5 —Quadro indicandoeagentes utilizados na reacdo em cadeia pela paBmeara

amplificacédo dos genes de VP7 e VP4 de rotavirus A.

Reagentes Concentracéo Volume
H,O livre de DNAase/RNAase (GIBCO- BRL - 31,25puL
Tampéo de PCR sem MgGInvitroger?) 10X 5,0 uL

dNTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP ( Invitroddn 2,5mM/cada 4,0 L
MgCl, (Invitroger) 50mM 2,5l

Taq DNA polimerase Platinum Il (Invitrog&n 5U/uL 0,25uL
Conjunto de iniciadores de cadeia consensuais@-tip 20uM (cada) 2,0 uL

(9Con1+9Con2/ FT%" ou P-tipo(4Con3+4Con?2)

Total - 45 uL

2 Daset al (1994) " Gentschet al (1992)° Gouveaet al, 1994

Para cada reacédo de PCR, foram adiciorné&jols da mistura da reagentes (Quadro 5) e
5,0 uL de cDNA da amostra. Os tubos foram incubaao$ermocicladores (PTC 200 da MJ
Research, Inc) programados para a etapa de desgéuinicial a 9%C por 2 minutos, 35

ciclos de amplificacdo de %@ por 30 segundos, %D por 30 segundos para a hibridagéo e
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72°C por 1 minuto para a fase de extensdo das fitaBDNi&. A Gltima etapa foi a de

alongamento final da fita de DNA, a°@por 10 minutos.

4.2.5. Reacdo em cadeia pela polimerase para camitacdo molecular dos genes que

codificam para as proteinas VP1, VP2 e VP3 de rotaus A.

Para a amplificacdo dos genes de VP1,8/?R3 de RV-A, foi utilizada a técnica
descrita por Varghese e colaboradores (2006), codifitacdes incluidas neste estudo. A

reacao de amplificacéo foi feita utilizando umatmis de reagentes descrita no Quadro 6.

Quadro 6- Quadro indicando reagentes utilizados na reacéoasl@ia pela polimerase para
amplificacdo dos genes de VP1, VP2 e VP3 de ratar

Reagentes Concentracao Volume

H,O livre de DNAase/RNAase (GIBCO- BR)L - 33,25uL
Tampéo de PCR sem MgQlnvitroger?) 10X 5,0 uL

dNTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP ( Invitrod®n 2,5mM/ cada 4,0 uL
MgCl, (Invitrogerf) 50mM 1,5 pL

Taq DNA polimerase Platinum I (Invitrog& 5U/uL 0,25uL
Conjunto de iniciadores de cadeia: VP1 20uM (cada) 1,0 uL
(VP1F+VP1R), VP2 (VP2F+VP2R) ou VP3

(VP3F+VP3R}

Total - 45 uL

a- Vargheseet al (2006).

Para cada reacédo de PCR, foram adiciorné&jols da mistura de reagentes (Quadro 6) e
5,0 uL de cDNA da amostra. Os tubos foram incubaao$ermocicladores (PTC 200 da MJ
Research, Inc) programados para a etapa de desgéuinicial a 9%C por 5 minutos, 40

ciclos de amplificacdo de %@ por 30 segundos, %0 por 30 segundos para o anelamento e
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72°C por 45 segundos para a fase de extensido dagiditRNA. A Gltima etapa foi a de
alongamento final da fita de DNA, a°@por 7 minutos.

4.2.6. Analise dosmplicons por eletroforese em gel de agarose a 1,5%

Para analise dasmpliconsobtidos nos itens 4.2.4 e 4.2.5, 2uL de corantd de
bromofenol (Invitrogefl) foi adicionado a 10puL de cademplicon e os mesmos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose (GIBRCR) a 1,5% em tampao TBE 0,5%
(GIBCO-BRL®) por 1 hora a 100 volts. Ap6s a impregnacdo dmiz@itos com Brometo de
Etideo (0,5 pg/mL), oampliconsforam visualizados em transiluminador de luz wlbketa
(Labnef). Para identificar os pesos moleculares atogliconsfoi utilizado um marcador de
massa molecular de 100 pb (GIBCO-BRLA imagens obtidas apés a eletroforese foram
registradas em sistema de captura de imagem (Biiimaystem?) utilizando o programa
Labworks 4.0.

Foram consideradas amostras positivaslasjupie apresentaraampliconscom 0s
seguintes de pares de bases: 686 para VP1, 68&Bar&02 para VP3, 876 para VP4 e 906
para VP7. Controles negativos foram introduzidosadie¢ todos os procedimentos desde a
extracdo do RNAfd.

4.2.7.Purificacdo dos produtos da reacdo em cadeia pel@lpmerase(amplicons)

Para a purificacdo do produto amplificapeta técnica de PCR foram utilizados os Kits
comerciais “QIlAquick PCR Purification Kit” (QIAGEN", Valencia, CA, USA), quando
obtida banda positiva Gnica e “QIAquitiGel Extraction Kit" (QIAGEN", Valencia, CA,

USA), quando além dampliconesperado também foram observadas bandas inespscifi

4.2.8. Sequenciamento parcial dcamplicons

Para o sequenciamento direto dos produtgsdificados e purificados foi utilizado o kit
comercial “Big Dye Terminator® v 3.1 Cycle SequengcKit” (Applied Biosystems®, CA,
USA), conforme recomendado pelo fabricante. Fordiizados os mesmos iniciadores de
cadeia utilizados na reacdo de PCR de cada uminos genes. Os produtos da reagao de
sequéncia foram purificados com as colunas CENTHR (Princeton Separations®, CA,
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USA) conforme orientacdo do fabricante. A quardf@®o do DNA amplificado foi
determinada em espectrofotometro NanoDrop™ (Th&mentific, USA).

Os cromatogramas das sequéncias foramoshdi partir do sequenciador automatico de
48 capilares ABI Prism 3730 Genetic AnalyZefApplied Biosystems, Foster City, CA,
USA) do servico da “Plataforma de Sequenciamentoa PDTIS/FIOCRUZ” (Ottoet al.,
2008).

4.2.9. Analise filogenética das amostras

As sequéncias nucleotidicas (e as amidams deduzidas a partir das mesmas) foram
alinhadas utilizando o método CLUSTAL W (Thompsaral, 1994), contido no programa
BioEdit® (Hall et al, 1999). As sequéncias protétipos representamieslifierentes genétipos
de RV-A de origem humana e animal, descritas earatites paises, foram resgatadas no site
do NCBI (National Center for Biotechnology Informatjothttp://www.ncbi.nlm.nih.gov)
através dos seus numeros de acesso ou mediantzacd@h da ferramenta BLASTBE&sic
Local Aligment Search Topldisponivel noaGenbank Os nimeros de acesso das diferentes
sequéncias dos protétipos utilizados nas analisegehéticas, encontram-se descritos no
Quadro 7.

As relacOes filogenéticas entre as difimesequéncias foram determinadas mediante a
utilizagdo do pacote de programas MEGA v. 4.0 (Traetial, 2007) através do método de
reconstrucdo filogenéticdeighbor-joining As distancias genéticas entre as diferentes
amostras foram calculadas mediante o mod&taura-dois-parametrocomo modelo de
substituicdo nucleotidica e o modeRmisson Correctioncomo modelo de substituicdo
aminoacidica. A significAncia estatistica das difées filogenias obtidas foi estimada através
de 2.000 réplicas dbootstrap O mapeamento das diferentes mutagdes sinOninmes-e
sinbnimas foi realizado através da analise diresaalinhamentos de aa obtidos para os cinco
genes (VP1, VP2, VP3, VP4 e VP7) de todas as aasostnalisadas, tendo a amostra
prototipo IAL28, amostra brasileira de especifiddd@5P[8], disponivel nGenBank
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Quadro 7 —Quadro com o resumo das amostras protétipos uldlizaas analises filogenéticas obtidas no
GenBankcom seus respectivos numeros de acesso, gendtipaisge isolamento e espécie de origem.

Numero de acesso nGenBank
Localidade | Egpécie
Sg}%‘:‘fgi Genétipo | Geogréafica 5 de VP1 VP2 VP3 VP4 VP7
rgem
IAL28 G5P[8] Brasil | Humana EF583029 EF5830B0 EREB3| EF672584 EF67258
Br 1054 G5P[8] Brasii | Humanh X X X U41004  U4100
Br H8 G5P[8] Brasili | Humana X X X U41006  U41005%
YM G11P[7] | Mexico Suina X76486 X AY300922 X X
Gottfried GA4P[6] EUA Suina M32805 X X X X
Wa G1P[8] EUA Humana| | DQ490539| X14942 | AY267335  L34161 X
ST-3 G4p[6] | Inglaterra | Humana| | EF583045| EF583046 EF583047 X X
Hosokawa | G4pi[g] Japdo | Humana| | DQ870489 X X X X
T152 G12p[g] | Talandid | mana X X | DQu46701 X X
D G1P[8] EUA Humana| | EF583021 X X X X
Oosu G5P[7] EUA Suina X X X X X06722
DS-1 G2P[4] EUA Humana| | AF044360| EF583026 AY277914 EF6725[7
B3458 GoP[g] | Béldgica | Humana X X DQ870503| EF990707 X
MW279 G1Pg] | Malaui | Humana X X X AJ302144 X
OP351 G1Pg] | Malaui | Humana X X X AJ302147 X
MW670 GaP[g] | Malaui | Hymana X X X AJ302147 X
OP354 GaP[g] | Malaui | Hymana X X X AJ302148 X
F45 G9P[8] Japdo | Humana X X X U30716 X
A46 GsP[23] | AT9eNtina | g g X X X X 135054
C134 Gspl26] | AT9EMINA | g g X X X X 135058
KH210 cspie] | VM | Humana X X X X AB257126
MRC3105/2000 G5P[8] Camardes Humana X X X X AY327107
KJ44 G5P[1] Corsélij"l" 40| Bovina X X X X DQ494393
KJ75 G5P[5] Corsélij"l" do | Bovina X X X X DQ494394
HP140 GeP[13] | India | suina X AY601118 X X X
RMC321 | Gop[19] | India | Humana X AY601115 X X X
Wi61 G9P[g] EUA | Humana X DQ490201 X X X
YO G3P] Japdo | oo X DQ870498| DQ870499| X
ITA-MAR37 | Gopig] tdia | Humana X X X EF150324| EF150339
OP530 Gap[g] | Malaui | Humana X X X AJ302152 X

X - Amostra protétipo que n&o foi utilizada na anatisenZo possui sequéncia disponiveGenBank
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5. RESULTADOS

5.1. Analise das amostras fecais coletadgsor Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida

Foram selecionadas para o presente estudo todam@stras de RV-A de gendtipo
G5P[8] que constam no banco de dados do LVCA, IBIOCRUZ. Estas amostras fecais
foram previamente analisadas pelas metodologiaBIARA, para a deteccdo de RV-A e
adenovirus a partir da suspenséo fecal, extraidaalsadas através de eletroforese em gel de
poliacrilamida e apresentaram resultado positivea paV-A, todas apresentando perfil

eletroforético longo (Figura 19).

1 234 5 6 7 89 10 111213

Figura 19 — Eletroforese em gel de poliacrilami@&PA) de RNAfd de rotavirus A. Linha 1-
Controle positivo (Amostra de rotavirus A simio $&); Linhas 2, 6, 8, 10 e 12 - amostras

positivas de rotavirus A; Linhas 3, 4, 5, 7, 9113 - amostras negativas.
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5.2. PCR para os genotipos G (VP7) e P (VP4) de avirus A

Apesar das 28 amostras ja possuirem genétipos de VP7 e VP4 determinados
através de genotipagem pelo servico de rotina d€A\a época de recebimento das
amostras, foi realizada nova reacdo de PCR utdzalois pares de iniciadores de cadeia:
9conl/9con?2 para a amplificacdo de VP7 (G); 4camid para a amplificacédo de VP4 (P)
onde os produtos obtidos a partir dos cDNAs dassaamgerararampliconsconsensuais de
904 pb e 876pb, respectivamente (Figura 20). Hosteente, para fins de confirmacéo do
genotipo G5 de VP7, foi realizada uma nova reagdB@R desta vez utilizando-se o par de
iniciadores de cadeia (9conl/FT5), onde o FT5 éa@Bpo para a detecgdo do gendtipo G5

de RV-A. Todas as amostras analisadas no estudagrosa combinagcao G5P[8].

A 123456789 B 1234566 789

- 906 -+ 876

600 — | —

Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos apmglida RT-PCR para a
determinacdo dos genodtipos G e P de rotavirus AAmplificacdo parcial do gene de
VP7- Linha 1- Marcador de massa molecular de 10Qrptitrogen®); Linhas 2, 3, 4, 5, 7
e 8- amostras positivas para RV-A, Linha 6- amaségativa; Linha 9- controle negativo
de extracdo e amplificacdo. B- Amplificacdo pardalgene de VP4- Marcador de massa
molecular de 100 pb (Invitrogen®); Linhas 2, 3546, 7 e 8- amostras positivas para RV-

A; Linha 9- controle negativo de extracdo e amgdif&o.
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5.3. PCR para os genes que codificam para as pratas VP1, VP2, e VP3 de rotavirus A

Para amplificacdo dos genes que codificam as pageVP1, VP2 e VP3 o protocolo
descrito por Varghese e colaboradores (2006) foizado. Detalhes especificos deste
protocolo foram obtidos diretamente através de atontom o proprio autor. Para a
otimizacdo dos resultados, a temperatura de hi#Eaalo ciclo foi modificada, como ja
descrito anteriormente, no item 4.2.5. Como redaltda amplificacdo dos 3 genes obtivemos

ampliconsvisualizados como bandas uUnicas em gel de agarbge% (Figura 21).

A VP1 B VP2 C VP3

686 wp 702

600 686 500 mp

200

Figura 21 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos amplaaCR correspondente aos
genes que codificam para as proteinas VP1, VP23®déProtavirus A. A: M: marcador de
massa molecular de 100 pb (Invitro§gnLinhas 1 e 3- amostras positivas para VP1; lidha
controle negativo; B: M: marcador de massa moleagal00 pb (Invitrogeh); Linhas 4 e 6-
amostras positivas para VP2; linha 5- controle tiegiaC: M: marcador de massa molecular

de 100 pb (Invitroge®); Linha 7- amostra positiva para VP3; linha 8-tcole negativo.

46




5.4. Analise das sequéncias nucleotidicas e aminimicas dos genes que codificam para
as proteinas estruturais VP1, VP2, VP3, VP4, e VP7.

Foram realizadas andlises filogenéticas maracinco genes que codificam para as
proteinas: VP1, VP2, VP3, VP4 e VP7 através daismatlas sequéncias parciais
(nucleotidicas e aminoacidicas) das 28 amostralssamias e os dendogramas construidos
foram baseados nas sequéncias nucleotidicas dastrampode acordo com dados
bibliograficos (Matthijnssenst al, 2008a; Pharet al, 2007b). Foram utilizados diferentes
modelos de determinacéo de distancia genética astsequéncias: Kimura-dois-parametros,
Tajima-Neie Maximum Composite Likelihopdue estdo contidos no pacote de programas
MEGA v 4.0 (Tamuraet al, 2007). Os trés modelos revelaram a mesma tojologm
valores debootstrap similares nos diferentes dendogramasiger@ados ndo mostrados).
Deste modo, o modelo de reconstrucéo filogenéscalkido para a realizacdo das analises
foi o Neighbor-joininge 0 modelo de determinacdo de distancia genétikanoira-dois-

parametros.

5.4.1. Anélise do gene que codifica para a proteing1

A analise das sequéncias parciais do gene queiaaodif proteina VP1 de todas as
amostras estudadas revelou que as mesmas apresdetaa similaridade com a amostra
protétipo IAL28 (G5P[8]), com percentagem maxima sienilaridade nucleotidica de
aproximadamente 99% (Tabela 1). As amostras esasdassim como a IAL28, foram
classificadas como pertencentes ao genogrupo IL(Wé&-e, de acordo com o novo sistema
de classificacdo dos RV-A, em sua totalidade peeienao genoétipo R1, comum a RV-A
suinos e humanos (Figura 22). A matriz de iden&édaatre as sequéncias de nucleotideos e
aminoécidos de VP1 das amostras analisadas estisgigatda na Tabela 2.

Apesar de todas as amostras estudadasigmsso mesmo gendtipo, pode-se observar
uma variabilidade genética entre as amostras. Gmude ser visto no dendograma na Figura
23, as amostras obtidas até o ano de 1996 (198%-Effuparam no mesmduster da
amostra IAL28, como ja mencionado. Apos esse per{b898-2005) as amostras agruparam
em outrocluster, juntamente com as amostras Wa e D, de espeatfiei®1P[8], combinacdo
gue predominantemente circulava no periodo de cbeestas amostras.

O alinhamento obtido da sequéncia pamelaa de VP1 utilizando amostras deste
estudo e prototipos de VP1 de RV-A estda demonstnadbigura 24. Pode-se observar por

esta figura a ocorréncia de varias mutacdes n@misias nas amostras em estudo,
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comparando-as com amostras prototipo, principaleneom as suinas YM e Gottfried, onde
foram detectadas mutacBes especificas nas posB®e&—D) e 46 (S-N). Foram
verificadas também algumas substituicdes espesiéoa determinados grupos de amostras,
como nas posicoes 65{kN) e 102 (V—>A) em amostras coletadas em Sao Paulo em 1986 e
na posicdo 50 (SN) nas amostras coletadas em Minas Gerais no masm@ na mesma
posicdo (S»G) das amostras coletadas no Rio de Janeiro nodpedompreendido entre
1998 e 2005.

Tabela 1 —Tabela apresentando a percentagem de identidadeotidica e aminoacidica
entre as sequéncias parciais do gene que codificataina VP1 das amostras analisadas e
amostras protétipos de diferentes gendétipos deiragA humanos e animais.

% de identidade entre as amostras brasileiras deste estudo e prototipos:

Hu IAL28 Hu Wa Hu RMC321 Po YM
Amostras nt aa nt aa nt aa nt aa
mg28018/86 | 0,968 0,990 0,965 0,985 0,915 0,957 0,857 0,933
mg30582/86 | 0,968 0,990 0,965 0,985 0,915 0,957 0,857 0,933
df30726/86 0,970 0,990 0,970 0,985 0,920 0,957 0,859 0,933
df30730/86 0,970 0,990 0,970 0,985 0,920 0,957 0,859 0,933
df30737/86 0,976 0,995 0,970 0,985 0,920 0,957 0,865 0,933
sp30844/86 0,979 0,985 0,962 0,981 0,913 0,952 0,857 0,929
sp30845/86 0,978 0,985 0,960 0,981 0,912 0,952 0,859 0,929
sp30846/86 0,979 0,985 0,962 0,981 0,913 0,952 0,857 0,929
sp30850/86 0,978 0,990 0,957 0,976 0,912 0,948 0,856 0,924
sp30851/86 0,979 0,985 0,962 0,981 0,913 0,952 0,857 0,929
sp30860/86 0,978 0,985 0,960 0,981 0,912 0,952 0,859 0,929
sp30936/86 0,934 0,981 0,951 0,990 0,918 0,971 0,860 0,938
sp30950/86 0,970 0,990 0,967 0,985 0,917 0,957 0,859 0,933
rj35400/87 0,971 0,990 0,965 0,981 0,915 0,952 0,863 0,929
rj36700/88 0,987 1,000 0,956 0,981 0,917 0,952 0,868 0,929
rj40644/90 0,995 1,000 0,954 0,981 0,909 0,952 0,868 0,929
sp46798/91 0,992 1,000 0,957 0,981 0,912 0,952 0,865 0,929
sp46855/92 0,973 0,995 0,967 0,985 0,917 0,957 0,865 0,933
rj454/96 0,968 0,962 0,959 0,971 0,915 0,943 0,862 0,919
1j552/96 0,985 0,990 0,948 0,971 0,906 0,943 0,866 0,919
rj717/96 0,962 0,976 0,931 0,957 0,887 0,929 0,846 0,905
rj749/96 0,982 0,990 0,945 0,971 0,899 0,943 0,863 0,919
rj1625/98 0,970 0,962 0,957 0,971 0,910 0,943 0,860 0,919
rj1713/98 0,918 0,948 0,956 0,966 0,893 0,929 0,829 0,910
rj1716/98 0,942 0,971 0,979 0,990 0,918 0,952 0,852 0,929
rj1719/98 0,940 0,966 0,978 0,985 0,917 0,948 0,851 0,924
rj1861/99 0,953 0,981 1,000 1,000 0,928 0,962 0,857 0,938
rj10998/05 0,948 0,971 0,982 0,990 0,915 0,952 0,856 0,929

&- Amostra IAL28: humana, genédtipo G5P[8] isoladaano 1992 no Brasil;

®. Amostra Wa: humana, genétipo G1P[8], isoladafstados Unidos em 1974;
. Amostra RMC321: humana, gendtipo G9P[8], isoladdndia em 2001;

4. Amostra YM: suina, genétipo G11P[7], isolada néxi¢o em 1983.
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Tabela 2 —Tabela apresentando a percentagem de idenfidadieotidica e aminoacidica da sequéncia parei®dRIL das amostras RV-A de genétipo G5P[8] anasad

A percentagem de identidade nucleotidica e amidaacéstao indicadas abaixo e acima da diagorsglectivamente.

28018 [ 30582 30726| 30730| 30737| 30844 | 30845| 30846] 30850] 30851 30860] 30936| 30950 | 35400( 36700| 40644 46798(46855| 454 | 552 | 717 | 749 | 1625| 1713| 1716 1719
28018 1001 099]1099| 100|098 | 098|098]099]09]098]09)]100]09]099]091]09]100]|097(098]|09|098]097]098]| 098]| 098
30582 1,00 099]099 100|098 09|09)]09]09]09) 09| 10|09 |099]09 |09 | 100|097 098|099 | 098] 097]098]( 0,98 0,98
30726| 1,00 | 1,00 100]100) 09 09 (099 099]099]099( 100|099 ]09]091]109]099| 100 09 | 098|099 |098|]097]098(098]| 098
30730] 1,00 | 1,00 | 1,00 100[1 099109 099)]091]091]09] 100|099 |09 |09]609]09]|100]|09%])098|09 098] 097]|098]| 098] 098
30737] 100 | 100] 100 | 1,00 09| 09Y|099]100]09]09 (100100 100) 100]) 100100 100]097] 099|099 |099]097] 098] 098] 098
30844 0,9 | 099] 0,99 | 0,99 | 0,99 1,00 1000991 100]100]099|098|098|09]09]0909]09)09]|098]|098]|097]097| 097|097
30845/ 0,9 | 099] 0,99 0,99 | 0,99 | 1,00 100 099 100] 1,00) 0,99 | 098 | 098 | 099] 099 099|099 095|098 | 098 | 098] 097|097 0,97 | 097
30846 0,9 | 099 099|099| 099|100 1,00 099 100]100[{09]09]098]09]099]099]099|095|098|09]|098]|097]097|097]| 097
30850| 1,00 | 1,00 1,00} 1,00 | 1,00 | 1,00 { 1,00 | 1,00 0991090909 |09 100])]100]f100|100)09]09]09]09]097]097|097]| 097
30851 0,9 | 099]099]099| 099 1,00 1,00 | 1,00] 1,00 100] 099|109 098]099]109]1099]099]| 0909|098 ]|098]097]097| 097 097
30860] 09 | 099] 0991099 099 | 1,00 [ 1,00 | 1,00 | 1,00 ] 1,00 099|098 [098[099]099]099[09|09|09)09)|098]097]|097]| 097 0,97
30936) 1,00 | 1,00 ] 1,00} 1,00 | 1,00 | 1,00 { 1,00 | 1,00 | 1,00 ] 1,00 | 1,00 0,9 |09 (099]09)] 09| 1,00 0,9 | 098 | 099 | 098] 098 098] 0,98 | 0,98
30950| 1,00 | 1,00) 1,00 1,00| 1,00 | 0,9 | 09| 099 | 1,00] 0,99 | 0,99 | 1,00 0991099109109 ]100)097|098]09 |098097]098(098]| 0,98
35400] 0,9 | 09910991 0,99 | 1,00 0,9 [ 0,9 | 099] 099] 099] 0,99 | 0,9 | 0,99 09910991 099] 100| 09 | 0,98 | 099 | 098] 0,97 | 0,97 | 0,97 | 0,97
36700] 0,9 |1 099]099]099| 100|09(09]09]100]099]09]|099] 099 ] 099 100] 100) 100 0,96 | 0,9 | 1,00 | 099 | 0,97 ] 0,97 [ 0,97 | 0,97
40644 0,9 1099]1099]099]100(09]09]099]100]099]09 1090909 [ 100 100) 100) 0,96 | 0,9 [ 1,00 | 099 | 0,97 ] 0,97 | 0,97 | 0,97
46798| 0,9 | 099 099] 099 100[ 09 ] 099 | 099]1,00]099]099]| 099|099 ] 099 [ 100] 1,00 100 09 | 09 | 100 ]| 099] 0971097 ] 097 | 097
4685| 1,00 [ 100|100 1,00| 1,00{ 09|09 ] 099]100]099]099] 1,00 1,00 | 100 | 1,00 1,00] 1,00 09710909 | 09 097]098( 098] 098
454 | 0,98 | 098] 098] 098] 098|097 ]097|097|09]097]097|098| 09| 098] 098] 098] 0,98]| 098 0,9% | 097 [ 096 | 0,97 | 0,96 | 0,96 [ 0,%
552 | 09 [ 099]1099]099|099|09|09|09]09]099]099|09|09]|09|100]f100]100]|099] 0,97 1001 0991097109 | 09 | 0%
717 | 09 1099109910991 0909109|099]100]09]09]09|09]09]100]f100]100]|099]| 098] 1,00 100 097]097| 097 | 0,97
749 | 09 [ 099]1099]099[099|09|09|099]09]099]099|099|09|098]|099(099]099|099]|097] 099 100 097109 | 097 | 0%
1625| 09 [ 099098098 099|098]|09)098]099]09]09)099|099|098|098]098]098]|09]|098]|098]| 098|098 0,99] 1,00 [ 0,9
1713| 0,9 | 0991099]099) 0990909 |099]09]091]09]09 |09 09|098]09]09]| 099 09(098]| 098] 098] 1,00 0,99 | 0,9
1716 0,99 1 099/099]1099/099]09)09]09]099[099]099]|099|099|09]098]09]098|099|098[098]|098]|098] 100]| 1,00 0,9
1719| 0,9 [ 0991 099]1099(099|09|09]09]091]09]09]09|09:9]|09([098}|09|098[099]| 09|09 098] 098] 1,00]| 1,00| 1,00
1861| 0,9 |1 099/099]099|099|09]09]09]099]099]099| 100|099 |099[09]099]099]|099|098([098|099]|098]099]| 1,00( 1,00| 1,00
10998| 0,98 |1 098] 098]098]099)098]098|09]09]098]098[099]|09)098)098]098]09) 099|098 098] 09]|097]099]099(0,9 ]| 09
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Figura 22 —Dendograma representando a classificacdo das amakirestudo dentro do grupo de diferentes

genodtipos de VP1 O método utilizado foi o dBleighbor-Joiningcom o modelo de reconstrucéo filogenética
Kimura-dois-parametros. Os valores Beotstrap (2.000 réplicas) estdo indicados nos nodos da énas

valores inferiores a 50% foram excluidos. A baaaarte inferior da figura é proporcional & distAryenética.

2" Matthijnssen%t al, 2008
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Figura 23 - Dendograma construido a partir da anélise da seguéuacleotidica do gene de VPde amostras de RV-
A gendtipo G5P[8] e amostras protétipo de RV-A. @tado utilizado foi o déNeighbor-Joiningcom o modelo de
reconstrucéo filogenética Kimura-dois-parametros.v@lores d@ootstrap(2.000 réplicas) estdo indicados nos nodos
da arvore, os valores inferiores a 50% foram edolui A barra na parte inferior da figura é propmral a distancia

genética.

4" Matthijnssenst al, 2008
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Figura 24— Alinhamento das sequéncias parciais aminoacidioagede de VP1 das amostras brasileiras do estadoaenostras prototipos utilizadas na analise filétea. Os

aminoéacidos estéo indicados pelo codigo de abr@vide uma letra. Os pontos simbolizam a identidademinoacido com a amostra protétipo IAL28 (G5R[8]
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5.4.2. Anélise do gene que codifica para a proteing?2

A andlise das sequéncias parciais do geme cgdifica para VP2 das 28 amostras
estudadas demonstrou que as mesmas apresentagbesrem suas sequéncias, incluindo
insercdes e/ou delecdes e que, apesar destamndidsreodas pertencem ao genogrupo |. De
acordo com o novo sistema de classificacdo dos Rpeftencem ao genoétipo C1 (Figura
25). A tabela 3 demonstra a percentagem de idelgidae aa entre as sequéncias parciais do
gene de VP2 das amostras analisadas e amostrasga®ide diferentes gendétipos de RV-A
humanos e animais. A matriz de identidade entrseagiéncias de nt e aa de VP2 das
amostras analisadas esta demonstrada na tabela 4 .

Assim como para o gene que codifica a VBBmostras possuem variabilidade genética,
formando tréglusters Como pode ser visto no dendograma na Figura2émastras obtidas
até o ano de 1992 (1986-1992) agruparam em um mekrsier e as amostras, coletadas
entre 1996-2005, formaram outttuster. O terceiroclusterfoi formado com duas amostras
coletadas no Rio de Janeiro em 1998 (1719 e 18&djostras protédtipos Wa, IAL28 e T152,
também humanas.

O alinhamento das sequéncias parciaisaauidicas do gene que codifica para VP2 das
amostras em estudo comparadas com amostras postaepVP2 de RV-A esta demonstrado
na Figura 27. Pode-se notar uma grande variacé® ansequéncias de aa, sobretudo entre as
amostras coletadas em anos distintos. Foram deétectdiversas mutacbes entre as
sequéncias, como por exemplo, nas posi¢coes-12K), insercdo de um acido glutamico (E)
na posi¢ao 21 das trés amostras coletadas notDiS&deral em 1986, duas coletadas no Rio
de Janeiro (1987-90) e duas coletadas em S&o PEABA-92), posicédo 39 (K> R) e 54
V- D).
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Tabela 3 —Tabela apresentando a percentagem de identidadeotidica e aminoacidica
entre as sequéncias parciais do gene de VP2 dagramanalisadas e amostras prototipos de
diferentes gendétipos de RV-A humanos e animais.

% de identidade entre as amostras brasileiras deste estudo e protétipos:

Hu IAL28® Hu Wa® Hu RMC321° Po HP140°
Amostras nt aa nt aa nt aa nt aa
mg28018/86 0,755 0,976 0,743 0,937 0,733 0,951 0,719 0,932
mg30582/86 0,755 0,976 0,743 0,937 0,733 0,951 0,719 0,932
df30726/86 0,754 0,971 0,746 0,928 0,733 0,937 0,719 0,918
df30730/86 0,754 0,971 0,746 0,928 0,733 0,937 0,719 0,918
df30737/86 0,754 0,971 0,746 0,928 0,733 0,937 0,719 0,918
sp30844/86 0,754 0,971 0,741 0,932 0,732 0,947 0,717 0,927
sp30845/86 0,754 0,971 0,741 0,932 0,732 0,947 0,717 0,927
sp30846/86 0,751 0,966 0,738 0,927 0,728 0,942 0,714 0,923
sp30850/86 0,755 0,976 0,743 0,937 0,733 0,951 0,719 0,932
sp30851/86 0,752 0,961 0,740 0,923 0,730 0,937 0,716 0,918
sp30860/86 0,754 0,971 0,741 0,932 0,732 0,947 0,717 0,927
sp30936/86 0,755 0,976 0,743 0,937 0,733 0,951 0,719 0,932
sp30950/86 0,751 0,961 0,743 0,927 0,733 0,951 0,719 0,932
rj35400/87 0,759 0,976 0,746 0,928 0,736 0,942 0,722 0,923
rj36700/88 0,760 0,980 0,748 0,933 0,738 0,947 0,724 0,928
rj40644/90 0,760 0,985 0,751 0,937 0,735 0,933 0,720 0,913
sp46798/91 0,762 0,985 0,748 0,928 0,738 0,942 0,724 0,923
sp46855/92 0,762 0,985 0,748 0,928 0,738 0,942 0,724 0,923
rj454/96 0,732 0,923 0,768 0,990 0,727 0,937 0,714 0,918
rj552/96 0,732 0,923 0,768 0,990 0,727 0,937 0,714 0,918
rj717/96 0,730 0,918 0,767 0,985 0,727 0,937 0,714 0,918
rj749/96 0,730 0,918 0,767 0,985 0,727 0,937 0,714 0,918
rj1625/98 0,732 0,909 0,738 0,937 0,717 0,918 0,703 0,899
rj1713/98 0,730 0,918 0,767 0,985 0,727 0,937 0,714 0,918
rj1716/98 0,738 0,918 0,748 0,947 0,725 0,923 0,711 0,903
rj1719/98 0,881 0,923 0,926 0,947 0,858 0,923 0,846 0,903
rj1861/98 0,875 0,918 0,998 0,995 0,865 0,932 0,855 0,913
rj10998/05 0,730 0,909 0,740 0,932 0,717 0,908 0,704 0,889

& Amostra IAL28: humana, gendtipo G5P[8] isoladaano 1992 no Brasil;

®. Amostra Wa: humana, genétipo G1P[8], isoladafstados Unidos em 1974;
°- Amostra RMC321: humana, gendtipo G9P[8], isoladdndia em 2001;

4. Amostra HP140: suina, genétipo G6P[13], isolaadndia em 2006.
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Tabela 4 —Tabela apresentando a percentagem de idenfidadieotidica e aminoacidica da sequéncia parei®RR das amostras RV-A de genétipo G5P[8] analsad

28018 | 30582] 30726]30730] 30737| 30844 | 30845 | 30846] 30850} 3085130860 30936| 30950 [ 35400| 36700 40644] 46798| 46855 454 | 552 | 717 | 749 | 1625] 1713 | 1716 | 1719
28018 1000991 099] 099 1,00 | 100) 099]100])099]| 100]| 1,00| 0,9 [ 099 | 1,00] 098] 099 | 099] 0,94 | 0,94 | 093 | 093] 093] 093] 094 ] 0,95
30582 1,00 0991099]099] 100 10 )09 ] 100091 100] 100] 0,9 | 099 | 100)] 098] 099] 099]094] 0,94 | 093] 093] 093] 093] 0,94] 0,9
30726] 0,99 | 0,99 1,00 1,00 0,9 | 098 [ 098] 099]097]109]099]0,97]09[099]098]099|099) 093] 093]092]092]0,93]0,92](094]| 095
30730 0,99 [ 0,99 | 1,00 1,00 09 | 098 [ 098]099]1097109)09]097 09 [099]098]0909)093)093]092]092]093]0,92(094]| 095
30737| 0,99 | 099 ] 1,00 ] 1,00 098 09]1098]099]097]098[099|097|099]099]098]09] 099093093 092]092]093]092] 094 0,95
30844 1,00 | 1,00 | 0,99 ] 0,99 | 0,99 1,00 ] 100} 1,00} 0,99 ] 1,00 1,00 | 098 | 099 1 099 098]099| 099 093|093|093)093]093]0,93] 0,95]| 0,9
30845( 1,00 | 1,00 ] 0,99 ] 0,99 | 0,99 | 1,00 1,00]100]099]100]| 1,00] 0,98 ] 099)099]098]099]|099] 093] 093] 093] 093]093] 093] 0,95] 0,9
30846 1,00 | 1,00 ] 098] 0,98 | 0,98 | 1,00 | 1,00 0991099]100] 09909 |09]099]097]1098]098([093]093]092]|092]092]092](094] 0,95
30850 1,00 { 1,001 0,99]099]| 099 | 1,00 | 1,00 | 1,00 0991]1100] 100|109 [099]100]098]099]|099[094]094]093[093]093]093([094] 0,95
30851 0,99 | 099 ] 098] 098|098 ]| 1,00 | 1,00 | 0,99 | 0,99 09909910971 098]098)1097]1098|098[092]092]092]092]092]092(094]094
30860 1,00 | 1,001 0,99]1099]099]100] 100 100] 1,00] 1,00 1,00 09 | 099 [ 099 ] 0981099 | 099] 093] 093|093 093]093]093]| 095] 0,95
30936 1,00 | 1,00 0,99 ] 0,99 099 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,99 | 1,00 09| 099] 100} 098] 099|099 094|094 | 093] 093] 093] 093] 0,94 0,9
30950( 0,99 | 0991 098] 098] 098|109 ]09)]099]099]099] 099 0,99 0981091097109 098] 093] 093] 093[093]092]093]| 093] 0,94
35400 0,99 | 0991 099]099(099]09]09]099|09]099] 099 099 0,99 100} 098] 0,99 | 099 093|093 | 092) 092} 092] 092] 093 | 0,9
36700 1,00 | 1,00] 0991099 099|099 | 09 [ 099]| 1,00] 099|099 | 1,00 | 0,99 | 1,00 099]1100]100]093]093|093]|093]093]093]|094] 0%
40644 098 1098098098 | 098|098 |09) 09| 098]098] 098] 098] 0,97 [ 099 | 0,99 099(099) 094 )09 ]093]093]092]0,93[093]| 0%
46798| 099 [ 09910991 099]099) 09 |09 ]099]099]099]099]099) 0,98 | 100 | 1,00 ] 0,99 100 093093 [092092]092]092]| 093] 0,94
4685| 099 [ 099]099]099]099)09 |[09]099]099]099]099]099) 0,9 | 100 | 1,00] 0,99 | 1,00 093]1093]092]092]1092]092( 093] 094
454 | 0,9% | 096]095]095|095(09 |09 ]095]09]095] 09| 09|09 ] 09 ] 095]0,9]0,95] 0,95 1,00 | 1,00 [ 1,00 ] 0,94 ] 1,00 [ 0,95 | 0,95
552 | 0,9 | 09 |09]095|[095|09% | 09 |09]09]095]09 | 09 | 09 | 095|095 ]0,9]0,9 ]| 0,95]| 1,00 100] 100} 0,941 1,00 | 0,95 | 0,95
717 |1 09% |1 09%]09]09]09 |09 |09]]09]09%]091]09]09 |09 |09 [09]09%]09 | 095] 1,00 | 1,00 100} 0,94 ] 1,00 | 0,95 [ 0,95
749 | 0,9 | 096 [095[095[095(09 [095|095] 0909509 09|09 [095|095] 0961|0909 1,00 1,00 | 1,00 0941100] 095] 0,95
1625| 0,95 |1 095]1096]109 (09|09 ]09]09]09]09]109]09]09]09]09]09]09 09090909 | 095 094 098 | 0,97
1713| 0,9% | 096 ] 0,95] 0,9 (09|09 )09 ]095]09]095]09 |09 |09 |09 ]09]09]095]| 09 {1,00( 100 | 1,00 | 1,00 | 0,95 0,95 | 0,95
1716| 0,9 | 096 ] 0,96 ) 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,9 | 0,96 ] 0,96 ] 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,96 ] 0,96 ] 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,96 ] 0,99 ]| 0,96 0,99
1719| 0,75 | 0,75] 0,740,741 0,741 0,75 0,75 ] 075]0,75]0,75] 0,75| 0,75| 0,74 | 0,74 | 0,74] 0,74 ] 0,74 | 0,74 | 0,75 0,75 ] 0,75 ] 0,75] 0,75 ] 0,75 | 0,76
1861 0,75 | 075]0,74]1074] 07407075 (|(074]075]075]075|/075|07|074[074|075]0,74| 0,74 0,77 | 0,77 | 0,77 [ 0,77 | 0,74] 0,77 | 0,75 [ 0,92
10998| 0,9% | 096 | 09 | 0,96 ) 0,96 | 0,96 | 0,9 [ 095] 09 ] 09]09 ) 09| 0,95 | 095 [ 095]09]09 |09 )09%)09%]]095]|09]098] 09 [099]| 0,75

2A percentagem de identidade nucleotidica e amid@acéstdo indicadas abaixo e acima da diagorsglectivamente.
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Figura 25 —Dendograma representando a classificacdo das asakirestudo dentro do grupo de diferentes
gendtipos de VP2 O método utilizado foi o de Neighbor-Joining conmodelo de reconstrugéo filogenética
Kimura-dois-pardmetros. Os valores Heotstrap (2.000 réplicas) estdo indicados nos nodos da énas

valores inferiores a 50% foram excluidos. A baagarte inferior da figura é proporcional a distaryenética.

2" Matthijnssen%t al, 2008
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Figura 26 - Dendograma construido a partir da analise da seguéocleotidica do gene de VR amostras
de RV-A gen6tipo G5P[8] e amostras protétipo de R\V® método utilizado foi o de Neighbor-Joining com
modelo de reconstrucdo filogenética Kimura-doisapaetros. Os valores dgootstrap(2.000 réplicas) estédo
indicados nos nodos da arvore, os valores infexiar0% foram excluidos. A barra na parte infedebfigura é

proporcional a distancia genética.

2" Matthijnssenst al, 2008
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Figura 27 —Alinhamento das sequéncias parciais aminoacidicaene de VP2 das amostras brasileiras do estaslamostras prototipos utilizadas na analise
filogenética. Os aminoacidos estdo indicados pédligo de abreviacdo de uma letra. Os pontos sig@ula identidade do aminodcido com amostra praototip
IAL28 (G5P[8]).
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5.4.3. Anélise do gene que codifica para a proteing3

A analise da sequéncia parcial do geneopaiéfica para a proteina VP3 de todas as
amostras estudadas demonstrou que as mesmas &presgavada similaridade com as
amostras prototipos IAL28 (G5P[8]) e Wa (G1P[8Bsin como as duas proteinas analisadas
anteriormente (Tabela 5). Assim como os referidostofipos, as amostras do estudo
pertencem ao genogrupo | (\i.&e) e, de acordo com 0 novo sistema de classificdggo
RV-A, em sua totalidade pertencem ao gendtipo Minwm a RV-A suinos e humanos
(Figura 28). A matriz de identidade entre as seg@aénde nt e aa de VP3 das amostras
analisadas esta demonstrada na Tabela 6.

Apesar de todas possuirem o mesmo gendbipde-se observar uma variabilidade
genética entre as amostras. Como pode ser visttemdograma na Figura 29, as amostras
obtidas até o ano de 1996 (1986-1996) agruparamesmoclusterda amostra IAL, como ja
mencionado. ApOs esse periodo (1998-2005) as amsosigruparam em outroluster,
juntamente com a amostra Wa, de especificidade &plPgombinacdo que
predominantemente circulava no periodo de detededtas amostras, assim como ocorrido
nas analises das sequéncias do gene que codifec&Ba.

O alinhamento das sequéncias parciaisaavnidicas da VP3 das amostras analisadas
com amostras protéotipos de VP3 de RV-A estd demamstna Figura 30. Pode-se observar
que dentre as proteinas do core viral, as seqdeiaaminoacidos de VP3 foram as que
menos apresentaram mutacdes entre elas e entracasras prototipos. Foram observadas
substituicdes nas sequéncias aminoacidicas nagdpesiB8 (—~M) em amostras coletas no
ano de 1986 e 143 {Sl), 155 (V—I) e 198 (F—S) em amostras coletadas no Rio de Janeiro

no periodo compreendido entre 1996 e 2005.
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Tabela 5 —Tabela apresentando a percentagem de identidadeotidica e aminoacidica
entre as sequéncias parciais do gene de VP3 dagramanalisadas e amostras prototipos de
diferentes genoétipos de RV-A humanos e animais.

% de identidade entre as amostras brasileiras dsstdo e prototipos:
Hu IAL28? Hu Wa® Hu RMC321° Po YM?
Amostras nt aa nt aa nt aa nt aa
mg28018/86| 0,986 0,989 0,929 0,974 0,876 0,949 0,997 0,989
mg30582/86] 0,984 0,989 0,931 0,974 0,881 0,949 0,906 0,989
df30726/86 | 0,978 0,989 0,931 0,974 0,871 0,949 0,899 0,989
df30730/86 | 0,978 0,989 0,931 0,974 0,871 0,949 0,899 0,989
df30737/86 | 0,976 0,984 0,929 0,969 0,869 0,944 0,897 0,984
sp30844/86| 0,981 0,989 0,931 0,974 0,871 0,949 0,906 0,989
sp30845/86| 0,979 0,994 0,931 0,979 0,881 0,954 0,906 0,944
sp30846/86| 0,974 0,969 0,921 0,954 0,867 0,929 0,896 0,924
sp30850/86| 0,981 0,989 0,931 0,974 0,881 0,949 0,902 0,989
sp30851/86| 0,981 0,989 0,931 0,974 0,877 0,949 0,906 0,989
sp30860/86| 0,983 0,989 0,932 0,974 0,879 0,949 0,997 0,989
sp30936/86| 0,981 0,984 0,927 0,969 0,874 0,944 0,906 0,984
sp30950/86| 0,978 0,989 0,934 0,974 0,874 0,949 0,906 0,989
rj35400/87 0,988 0,989 0,934 0,974 0,881 0,949 0,909 0,989
rj36700/88 0,991 0,994 0,934 0,979 0,881 0,954 0,909 0,944
rj40644/90 0,986 0,984 0,929 0,969 0,876 0,944 0,997 0,944
sp46798/91| 0,988 0,994 0,934 0,979 0,877 0,954 0,906 0,944
sp46855/92| 0,976 0,989 0,929 0,974 0,872 0,949 0,897 0,989
rj454/96 0,951 0,989 0,974 0,984 0,889 0,959 0,902 0,949
11552/96 0,984 0,989 0,931 0,974 0,876 0,949 0,909 0,949
rj717/96 0,983 0,984 0,929 0,969 0,874 0,944 0,997 0,944
rj749/96 0,983 0,984 0,929 0,969 0,874 0,944 0,997 0,944
r11625/98 0,931 0,974 0,984 0,989 0,889 0,959 0,899 0,949
rj1713/98 0,931 0,974 0,984 0,989 0,889 0,959 0,899 0,949
rj1716/98 0,931 0,974 0,984 0,989 0,889 0,959 0,899 0,949
rj1719/98 0,932 0,974 0,993 0,989 0,887 0,959 0,897 0,949
rj1861/98 0,934 0,979 0,998 0,994 0,889 0,964 0,899 0,954
rj10998/05 0,919 0,969 0,974 0,984 0,901 0,959 0,892 0,949

& Amostra IAL28: humana, gendtipo G5P[8] isoladaano 1992 no Brasil;

®. Amostra Wa: humana, genétipo G1P[8], isoladafstados Unidos em 1974;
°- Amostra RMC321: humana, gendtipo G9P[8], isoladdndia em 2001;

4. Amostra YM: suina, genétipo G11P[7], isolada néxido em 1983.
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Tabela 6 —Tabela apresentando a percentagem de identidadéeotidica e aminoacidica da sequéncia parei®RB das amostras RV-A de gendétipo G5P[8] anaisad

28018 | 30682| 30726| 30730| 30737| 30844| 30845| 30846 30850 30851 30860[ 30936| 30950 35400| 36700] 40644 46798|46855| 454 | 552 | 717 | 749 | 1625] 1713 | 1716 | 1719

28018 099]098]100| 100 10) 10| 100100} 09| 100| 1,00{ 09| 100| 099]098] 099 1,00 094 09| 098] 098] 097 097| 097 | 0,97

30582 0,9 09710909 0X9[09]09]099]09]09|09|10]|039]|09]099]100]|09]09|0x9|09|09]098]098| 098| 098

30726| 0,9 | 098 0980980981098 098]098]097]098[098|097|098|097]097]097|098|092]097]|09%]|09%]095]095]|095]| 0%

30730] 09 [ 098 0,98 1,00 100|100 100]100]099]100] 1,00 09| 100099098 09| 1,00 094|099 | 098 | 098] 097] 097| 097 | 097

30737] 1,00 | 099{ 099] 0,99 100) 1,00 100} 1,00] 099] 100] 1,00 09| 100| 099] 098] 099] 1.00| 094| 0PV | 098 | 098] 097 ] 0,97 ] 097 | 097

30844) 1,00 | 099({ 099[ 099 1,00 1,00| 1,00} 1,001 099]100(100{099] 100/ 099098 09[100[094]|029|098|098]|097]097|097]| 097

30845 09 | 099] 098] 09| 099 | 0,9 1,00] 100} 099} 1,00| 1,00 09 | 1,00 099] 098] 0,99 | 1,00|{ 094 | 09 | 098 | 098] 0,97 | 0,97 | 097 | 0,97

30846 0,9 | 099({098[09| 09| 09| 0P 1,001 099]100({ 100|099 100[/099]098[09]100|09%4]|029|098]|09|097]097|097] 097

30850 09 | 098] 098|099 099|098| 029|099 099]100|100|09|100({09]09]09]100]094|0x2|098|09]097]097]| 097|097

30851 0,9 | 093[(098]099]099|09|09|099] 09 099(09[09]09]|100]098]09[099|094]|09%8|098]|098]097]097[097] 097

30860 09 [ 0981 098] 09| 09| 098] 09| 099 09| 099 100 09| 100|099]098]099| 100|094 09| 098|098]|097|097|097]| 097

30936 09 [ 0991098 09| 09|09 09| 100] 09| 09| 099 09]10]09]098]099] 1,00| 094| 09| 098 | 098] 097] 0,97 | 0,97 | 0,97

30950 09 | 099[098]099[09|09|09|099]09]099]099| 1,00 0991099]109]100)09]09]09|099]09]098]098| 098| 098

35400] 09 [ 098] 098] 09| 09| 08| 0N | 099 100]099]|099] 099 | 0,9 099]098]099| 100|094 0N|098|098]|097]|097| 097| 0,97

36700] 0,98 | 098[097]099|098|098| 09| 099]100(09]|098[099| 08| 100 098109109 ]094(098|098|098]097]097]| 097| 097

40644/ 0,98 [ 098[098]098| 098|098 0X9|099]098]098]098]|099| 09| 098|098 0991098094098 [098|09]097]097]|097| 097

46798 0,9 |1 0981098109909 ]098]09)09]09]09]09]099]| 10| 098] 098] 099 099109510909 09]09|09| 098] 08

468%| 0,98 | 098]097]109[09]|09%8|0%9|09]10]09]09]09)| 09| 100| 1,00]| 098] 0938 09409 | 098] 098] 097]|097]| 097 | 097

454 |1 091 [ 091{09]091]|091|091|091|091{09]091]091]091|091L|090]|09]091]091| 090 0941094]1094]1094]1094]094| 0A

5521 098 1098]|09]09]09)098|098|09]09]09]09]|099|09|09[09]09]099| 098|091 099|099 097]097| 097] 097

717 098 [ 098] 097]1098| 098|098 |098|098]098]098]098]09]|0x2|098|098]099]09]|098]| 091|100 100|097 097 | 097 | 0,97

7491 098 | 098 097]098|098|098]|098|098]09]09]098|099|09]098|098]099]09|098|091|100]| 100 0971097] 097 | 097

1625| 093 [ 09310921093 093|093 |093|093]093]093]093)093]09B]093[093[093]093|093|092(093|092]| 092 100| 1,00| 1,00

1713 0983 [ 093] 092]1093| 093] 093|093 | 093]093]093]093)093|]0x3B]093][093[093]093]093|092(093[092|092] 1,00 1,00| 1,00

1716] 03 | 093 092|093 093098 0983]093]093]093|]093|093|098]|093|[093/093]093|/093[092|093|092|092]|100] 1,00 1,00

1719] 0983 [ 09310921093 093] 03| 093 | 093]093]093]093)093|0x3B]093|093|093]093]093|093[093[093[093]099]09:9]| 099

1861 08 | 093 092|093 093098093 093]093]093[094[094[0HM|093][093]093]094|093|/093[098[093]|093]099]099|09]| 09

10998| 092 [ 0920911092 092|092 | 092 | 092[092]091]1092]| 092|092 |092]|092]092]092|092|091|092]|092)|092]097]|097| 097 097

A percentagem de identidade nucleotidica e amid@@céstéo indicadas abaixo e acima da diagorsggotivamente.
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Figura 28 —Dendograma representando a classificacdo das amakirestudo dentro do grupo de diferentes
gendtipos de VP3O método utilizado foi o de Neighbor-Joining conmodelo de reconstrucéo filogenética
Kimura-dois-parametros. Os valores Beotstrap 2000 réplicas) estéo indicados nos nodos da arawe,

valores inferiores a 50% foram excluidos. A baaaarte inferior da figura é proporcional & distaryenética.

&° Matthijnssenst al, 2008
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Figura 29 - Dendograma construido a partir da analise da seguéucleotidica do gene de VP3 de amostras de

RV-A gendtipo G5P[8] e de amostras protétipos deR¥epresentantes de diferentes gendtipos humanos e
animais. O método utilizado foi o de Neighbor-Jagncom o modelo de reconstrucéo filogenética Kintlois-
parédmetros. Os valores de Bootstrap (2.000 réplest@o indicados nos nodos da arvore, os valofesdres a

50% foram excluidos. A barra na parte inferioridark é proporcional a distancia genética.

2" Matthijnssenst al, 2008
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Figura 30 —Alinhamento das sequéncias parciais aminoacidicagede de VP3 das amostras do estudo e de ampsitédspo utilizadas na
analise filogenética. Os aminoacidos estdo indiegquabo coddigo de abreviacdo de uma letra. Os p@ntdsolizam a identidade do aminoéacido

com a amostra prototipo IAL28 (G5P[8]).
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5.4.4. Andlise do gene que codifica pargeoteina VP4

A andlise da sequéncia parcial doegde VP4 das 28 amostras demonstrou
gue durante o periodo analisado, trés linhagen&decircularam em associacéo ao
genotipo G5 no Brasil: P[8]-2 (amostras coletadasee1986 e 1990); P[8]-1
(amostras coletadas entre 1991-2005); e P[8]-3 (amastra coletada no Rio de
Janeiro em 1996) (Figura 31). Na Tabela 7 estd detramla a identidade
nucleotidica e aminoacidica entre as amostrastdde@somparadas com prototipos.
A matriz de identidade entre as sequéncias de otitd®s e aminoacidos de VP4
das amostras analisadas esta demonstrada na Babetze-se observar que as
amostras brasileiras coletadas até o ano de 198paagm no mesmadusterque as
amostras protétipo Br 1054, Br H8, F45 e IAL28 c&wmotstrap de 90%, todas
pertencentes a linhagem P[8]-2. A maioria das am®s%ioletadas entre os anos de
1991 e 2005 agruparam no mesohasterdas amostras protétipos de especificidade
G1P[8]: Wa, L8 e PhiM, desta forma pertencendonhagem P[8]-1. A amostra
454, coletada no Rio de Janeiro em 1996, assim @snaonostras prototipos B3458,
MW279, OP351 e ITA-MAR37, pertence a linhagem F§Rootstrap de 100%).

O alinhamento das sequéncias arnidizas de VP4 das amostras analisadas,
demonstrou a existéncia de mutagcbes nao-sindnimasdiéerentes posicoes
aminoacidicas. Na Figura 32 pode-se notar que mudas substituicoes
aminoacidicas observadas nas amostras analisadagosggdes: 135-R44, aa 38
(I->T) em todas as amostras, com excecao da amost?é,3letada em 1986 no
Distrito Federal, aa 42-#M) nas amostras coletadas a partir do ano de @@,
excecdo da amostra 454, coletada no Rio de Jaapird996; 155-D66, aa 56
(T—I1/N), aa 63 (S»N) em todas as amostras, com exce¢do da amoste6,307
coletada em 1986 no Distrito Federal e V115-G133128 (S»G) na amostra 454,
coletada no Rio de Janeiro em 1996. Outras suigétsl aminoacidicas foram
observadas em posi¢cdes que néo representam nemlasmeagides hiper-variaveis:
67 (N-S), 86 (\Vl), 92 (Q—P), 113 (B~N), 139 (P>T), 140 (Kk—R), 141
(L—F), 151 (V) e 173 (D~N/G).
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Tabela 7 — Tabela apresentando a percentagem de identidadieotidica e
aminoacidica entre as sequéncias parciais do gengPd das amostras analisadas e
amostras protoétipos de diferentes gendétipos de RWHAanos e animais.

% de identidade entre as amostras brasileiras deste estudo e prototipos:
Hu IAL28* Hu wa” Hu Br 1054° Hu B3458°

Amostras nt aa nt aa nt aa nt aa

mg28018/86 0,974 0,987 0,913 0,917 0,961 0,954 0,934 0,942

mg30582/86 0,974 0,987 0,913 0,917 0,961 0,954 0,934 0,942

df30726/86 0,995 1,000 0,896 0,909 0,939 0,942 0,922 0,938

df30730/86 0,972 0,983 0,915 0,921 0,963 0,958 0,935 0,946

df30737/86 0,969 0,979 0,915 0,917 0,965 0,962 0,931 0,942

sp30844/86 0,974 0,987 0,913 0,917 0,961 0,954 0,934 0,942

sp30845/86 0,974 0,987 0,913 0,917 0,961 0,954 0,934 0,942

sp30846/86 0,974 0,987 0,913 0,917 0,961 0,954 0,934 0,942

sp30850/86 0,974 0,987 0,913 0,917 0,961 0,954 0,934 0,942

sp30851/86 0,972 0,983 0,912 0,913 0,963 0,958 0,933 0,938

sp30860/86 0,975 0,987 0,912 0,917 0,960 0,954 0,933 0,942

sp30936/86 0,965 0,979 0,913 0,917 0,969 0,962 0,930 0,942

sp30950/86 0,964 0,979 0,912 0,917 0,971 0,962 0,928 0,942

rj35400/87 0,953 0,975 0,907 0,921 0,979 0,967 0,922 0,946

rj36700/88 0,986 0,987 0,905 0,921 0,949 0,954 0,931 0,950

rj40644/90 0,986 0,987 0,898 0,921 0,938 0,954 0,928 0,950

sp46798/91 0,952 0,958 0,941 0,950 0,934 0,938 0,926 0,938

sp46855/92 0,916 0,930 0,979 0,979 0,915 0,909 0,919 0,913

1j454/96 0,934 0,954 0,909 0,917 0,920 0,938 0,986 0,983
1j552/96 0,923 0,938 0,969 0,971 0,924 0,917 0,923 0,921
1j717/96 0,948 0,950 0,948 0,958 0,927 0,930 0,926 0,934
1j749/96 0,948 0,950 0,948 0,958 0,927 0,930 0,926 0,934

111625/98 0,928 0,942 0,967 0,967 0,927 0,921 0,928 0,925

rj1713/98 0,928 0,942 0,967 0,967 0,927 0,921 0,928 0,925

r1716/98 0,937 0,954 0,959 0,954 0,935 0,934 0,937 0,938

ri1719/98 0,928 0,942 0,967 0,967 0,927 0,921 0,928 0,925

rj1861/99 0,919 0,934 0,976 0,975 0,918 0,913 0,922 0,917

rj10998/05 0,926 0,938 0,961 0,971 0,924 0,917 0,918 0,921

& Amostra IAL28: humana, genétipo G5P[8] isoladaano 1992 no Brasil;

®. Amostra Wa: humana, genétipo G1P[8], isoladafstados Unidos em 1974;
- Amostra Br 1054: humana, genoétipo G5P[8], isolad#Brasil em 1996;

4. Amostra B3458: humana, genétipo GOP[8], isolaa®élgica em 2005.
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Figura 31 - Dendograma construido a partir da analise da seguéucleotidica do gene de VP4 de amostras de
RV-A genétipo G5P[8] e de amostras prototipos de-RVepresentantes das quatro diferentes linhagens
descritas do gendtipo P[8]. O método utilizado dode Neighbor-Joining com o modelo de reconstrugédo
filogenética Kimura-dois-parametros. Os valoresBawtstrap (2.000 réplicas) estdo indicados nos nodos da

arvore, os valores inferiores a 50% foram excluiddsarra na parte inferior da figura é proporciandistancia

genética.
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Tabela 8 —Tabela apresentando a Percentagem de idenfidadieotidica e aminoacidica da sequéncia pareidR¥# das amostras RV-A de genoétipo G5P[8] anadisad

28018 | 30582] 30726| 30730] 30737| 30844 | 30845| 30846] 30850} 30851} 30860| 30936| 30950| 35400| 36700) 40644] 46798| 46855| 454 | 552 [ 717 | 749 | 1625] 1713 | 1716] 1719
28018 1001 099)100|099]|100) 100|100} 100]100]100|/099]09]099]09]09]097[094|09%|09%5]09%]|09%]|09]095](09%]| 0%
30582) 1,00 099]100(099| 10| 100 ] 1,00] 1,00] 1,00 1,00 0,99 ] 0,9 | 099 | 099 099 0,97 ] 094 | 0,9 | 0,95 | 096 | 096 | 0,95] 0,95| 0,96 | 0,%
30726 0,98 | 098 098098 09]09]091]109]098]09|098]098[098]099]09]09]([093|]09|0A)]09]09]094]094([095] 0HA
30730 1,00 | 1,00 | 0,98 100|100 | 1,00) 100|100} 099]100| 100 1,00 099 099]099]097|094| 09| 0% ) 09|09 |09]09]|097[ 0%
30737 0,9 | 0991 0,97 | 0,99 091091091091 100]09 100|100 100]|098]098]097{094]| 096|095 ) 09 | 096] 095] 095 096 | 0,%
30844| 1,00 | 1,00 0,98 | 1,00 | 0,99 100 | 100) 100f 1,00f100] 099|099 |09 |099]099]097]094]09|09%5([09|09%]09]09] 09| 095
30845/ 1,00 | 1,00 0,98 | 1,00 | 0,99 | 1,00 100] 1,00) 1,00] 1,00 0,99] 0,9 ] 099 | 099 099] 0,97 | 094 | 09 | 0,95 | 09 | 096 | 0,.95] 0,95| 0,96 | 0,%
30846| 1,00 | 1,00 0,98 | 1,00 | 0,99 | 1,00 | 1,00 1001 100] 100] 099 09]099[09]091]1097|094]|09%|09%5]|09|09%]|09]09] 09| 0%
30850 1,00 | 1,00 098] 1,00| 0,99 | 1,00 | 1,00 | 1,00 100]100{099]099]099]099]099]097[094|09%|09%5]09%]|09%]09]095](09%)| 0%
30851 1,00 | 1,00 098] 1,00| 099 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 100 1,00| 1,00 099 | 099]099] 09 | 093] 095| 094 | 095| 095[ 095] 095] 0,96 | 0,95
30860{ 1,00 | 1,00} 098] 100|099 100|100 | 100 1,00] 1,00 0990909 09]09]1097]094[09% | 0%5([09 ) 09]09]09] 09| 0%
3093%6| 0,99 | 099]097]1099] 1,00| 0,9 | 0,9 | 099] 0,99 | 0,99 | 0,98 1,00 | 100 | 098] 098] 097] 094 ] 09| 0,95 [ 096 | 096 ] 0,95] 0,95| 0,9 | 0,95
30950 0,9 [099]097]1099/099]09]09]091]09]099]099]| 1,00 1000981 098]097] 09409 ) 0% (09 ) 09%]09]09]09%]| 0%
35400 0,98 | 098] 09 ] 098] 098| 098 | 0,98 | 098] 0,98 0,98 | 098 | 0,99 | 0,99 099]099]097] 094|096 | 0% ]| 09| 09| 09| 09| 097 0,95
36700 0,98 [ 098]099]098|098| 098] 098] 09| 098] 098] 098| 098] 098] 097 1001097 094] 097|095 ] 09 [ 09 [ 095] 0,95]| 0,97 [ 0,9
40644| 097 | 0971098097 097|097 |097]097]097]10971097|097| 0% | 096 | 099 0970941097109 ] 09 |09]09]09](097] 0%
46798| 0,% [ 096]095]096]| 096 096 | 09% | 096]| 096 | 096] 096 | 0,9 | 0,95 | 095 | 096 ] 0,95 097109[098[099]099[098]09] 09 | 098
46855| 0,93 | 093] 092]094( 094|093 | 093] 093]093]093]093|093|093| 093] 093] 0,92] 0,96 093] 09|09 |09)09]09]| 098] 0,9
454 | 094 [ 0941093]1094(094|09%4)|0%4]094]094]0941]1094[094]|0%4|094]|094]09]093]| 092 0A [ 095] 095]1094]094] 09| 0,H
552 | 0,94 | 094]1092]095|1094)| 094 |094|094]1094]1094]094|094(09%4|094]093]093]097(099] 093 099 099]100] 100] 098] 1,00
717 | 095 [ 095]109]095]09)09%5[09%5[09]095]09]09|09)]095]094]095]09])]098]|097]| 093] 098 10010991 099 1,00 0,9
749 | 095 | 095]09]09]09)|09%|09%5|[09]09]09]095][09([09%5]|094][09]09]09([097]093]| 098] 100 099]099 (100 09
1625| 0,9% [ 095109310909 |09%5]|095|09]09]09)]09|09)095)]094|094]1093]097|09|093| 099/ 09| 098 1,00] 0,99 | 1,00
1713| 0,% [ 09510931095 095|095 |09 | 095]09]09)]09 |09 095]094|09]093]097(099| 093] 099] 098] 098] 1,00 0,9 | 1,00
1716| 0% | 095]094]109 )09 |09 | 095 [095]09]095]095][09[09%5]|09][09]094]097(09]|09]09%8]098]| 098] 099] 0,99 0,9
1719| 0,9% [ 09510931095 095|095 |09 |09]09]09]09|09)09%5]094|094]093]097[09(093|09.9] 098] 098] 100/ 1,00| 0,99
1861 04 | 094]1092]1094]| 094|094 |1094(094]1094]094]094[094([094[093[/093]092]09(100|093]09]097]|097]099]099] 098] 09
10998| 094 1094]1093]1094[094/10941094)1094]1094]1094]10941094]1094(094]1094]1093]097]098|093|/09]097]1097{098]09]09]|09%8

@A percentagem de identidade nucleotidica e amida@céstéo indicadas abaixo e acima da diagorsgieotivamente.
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Figura 32 —Alinhamento das sequéncias parciais aminoacidicagede de VP4 das amostras do estudo e de ampsitéspos utilizadas na
analise filogenética. Os aminoacidos estdo indiegquabo coddigo de abreviacdo de uma letra. Os p@ntdsolizam a identidade do aminoéacido
com a amostra prototipo IAL28 (G5P[8]).
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5.4.5. Anélise do gene que codifica para a proteing7

A andlise da sequéncia parcial do gene que cogifica VP7 de todas as amostras em
estudo demonstrou que as mesmas possuem elevatiddde entre elas e se agruparam no
mesmoclusterdas amostras brasileiras Br 1054, H8 e IAL28, bowtstrapde 100%. Sendo
gue as amostras coletadas até o ano de 1992 amrupar mesmaluster das amostras Br
1054 e Br H8 e as amostras coletadas apds estwlpdii996-2005) agruparam no mesmo
clusterda amostra IAL28 (Figura 33). Na tabela 9 estaalstnada a identidade nucleotidica
e aminoacidica entre as amostras do estudo e agseguéncias de VP7 de amostras
protétipos. A matriz de identidade entre as segaérde nucleotideos e aminoéacidos de VP7
das amostras analisadas esta demonstrada na T@bela

O alinhamento da sequéncia aminoacidicaigdado gene de VP7 demonstrou a
existéncia de mutacdes ndo-sinébnimas em difergotEsbes da sequéncia de aminoacidos de
VP7. Na Figura 34 foi demonstrado que a maioriastdstituicdes aminoacidicas observadas
nas amostras em estudo estdo fora destas regp#rsvaraveis, com excec¢do da substituicdo
(P—S) na posicao 240 da sequéncia de aminoacidosnuastras 30844 e 30855, coletadas
em Sao Paulo no ano de 1986. Foram verificadastisig®es aminoacidicas que soO
ocorreram em determinadas amostras coletadas nmangsriodo e/ou nho mesmo estado,
entre elas: na posicdo aa 24, onde foi verificane $substituicdo (A>T) em todas as
amostras coletadas até o ano de 1992. Na posicd6, gede-se verificar uma substituicao
(A—V) nas trés amostras coletadas no Distrito Fed#nall986. Nas posicdes aa 174, 187 e
199 substituicdes BA), (S—N) e (V—A), respectivamente, em todas as amostras coletadas
até o ano de 1996.
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Tabela 9 —Tabela apresentando a percentagem de identidadeotidica e aminoacidica
entre as sequéncias parciais do gene de VP7 dagramanalisadas e amostras prototipos de
diferentes genoétipos de RV-A humanos e animais.

% de identidade entre as amostras brasileiras deste estudo e prot6tipos:

Hu IAL28® Hu Br 1054° Po OSU° Po YM®
Amostras nt aa nt aa nt aa nt aa
mg28018/86 | 0,986 0,984 0,787 0,788 0,873 0,921 0,798 0,886
mg30582/86 ] 0,988 0,984 0,787 0,788 0,877 0,921 0,798 0,886
df30726/86 0,984 0,980 0,786 0,784 0,873 0,921 0,796 0,886
df30730/86 0,983 0,980 0,786 0,784 0,872 0,921 0,795 0,886
df30737/86 0,984 0,980 0,786 0,784 0,873 0,921 0,796 0,886
sp30844/86 0,984 0,976 0,786 0,784 0,871 0,913 0,798 0,890
sp30845/86 0,985 0,976 0,787 0,784 0,872 0,913 0,799 0,890
Sp30846/86 0,986 0,980 0,787 0,784 0,873 0,917 0,798 0,886
sp30850/86 0,988 0,984 0,787 0,788 0,875 0,921 0,798 0,886
sp30851/86 0,986 0,980 0,787 0,784 0,873 0,917 0,798 0,886
sp30860/86 0,986 0,980 0,787 0,784 0,873 0,917 0,798 0,886
sp30936/86 0,989 0,984 0,789 0,788 0,876 0,921 0,799 0,886
sp30950/86 0,985 0,980 0,785 0,784 0,877 0,921 0,798 0,886
rj35400/87 0,986 0,968 0,785 0,784 0,873 0,905 0,796 0,870
rj36700/88 0,984 0,976 0,783 0,780 0,876 0,921 0,798 0,886
rj40644/90 0,989 0,980 0,783 0,784 0,876 0,917 0,800 0,882
sp46798/91 0,993 0,984 0,786 0,788 0,877 0,921 0,800 0,886
sp46855/92 0,988 0,972 0,786 0,788 0,875 0,909 0,798 0,874

rj454/96 0,988 0,976 0,779 0,776 0,873 0,917 0,798 0,878
1j552/96 0,988 0,980 0,777 0,776 0,873 0,921 0,799 0,882
1j717/96 0,993 0,984 0,783 0,784 0,877 0,921 0,799 0,878
1j749/96 0,985 0,976 0,774 0,772 0,873 0,917 0,796 0,878

r1625/98 0,998 1,000 0,781 0,772 0,877 0,921 0,802 0,890
rj1713/98 0,997 0,992 0,779 0,772 0,876 0,921 0,800 0,886
r1716/98 0,997 0,992 0,779 0,772 0,876 0,921 0,800 0,886
rj1719/98 0,997 0,992 0,779 0,772 0,876 0,921 0,800 0,886
rj1861/98 0,985 0,980 0,772 0,768 0,871 0,917 0,795 0,874
rji10998/05 0,970 0,968 0,759 0,764 0,861 0,909 0,785 0,870

& Amostra IAL28: humana, genétipo G5P[8] isoladaano 1992 no Brasil;

. Amostra Br 1054: humana, genétipo G5P[8], isolad®rasil em 1996;

- Amostra OSU: suina, gendtipo G5P[7] isolada nsta@os Unidos em 1976;
4 Amostra YM: suina, genétipo G11P[7], isolada néxito em 1983.
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Figura 33 - Dendograma construido a partir da analise da se@uéacleotidica do gene de VP7 de amostras de
RV-A gendtipo G5P[8] e de amostras protétipos de-Rde gendtipo G5. O método utilizado foi o de
Neighbor-Joining com o modelo de reconstrucéo éfaica Kimura-dois-parametros. Os valore8detstrap

(2.000 reéplicas) estdo indicados nos nodos da énemr valores inferiores a 50% foram excluidos.afrd na

parte inferior da figura é proporcional a distargeaética.
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Tabela 10 -Tabela apresentando a percentagem de idenfidadeotidica e aminoacidica da sequéncia pareidR7 das amostras RV-A de gendtipo G5P[8] analsad

28018 | 30682| 30726| 30730| 30737| 30844 30845| 30846| 30850{ 30851 30860| 30936| 30950| 35400| 36700f 40644{ 46798| 46855| 454 | 552 | 717 | 749 | 1625| 1713 | 1716 1719
28018 100|100( 100|100/ 09| 0M| 100| 100(100f200| 1,00| 1,00 098 | 09| 100({ 100|099 098| 0PV 09| 098[098[08| 08| 0B
3058 1,0 100{ 00| 100 09V | 0W | 1,00 1,00| 1,00( 1,00| 1,00| 1,00 098 | 093] 1,00 1,00/ 099| 098 | 0NV | 09| 098| 098] 098 | 098 | 0B
307%6| 09 | 09 100 100 0NV | 0NV | 09| 100|091 09] 100| 10{ 098 09| 0929] 1,00| 098] 098] 08| 09| 098] 098] 098| 098| 0B
30730 01 | 099 1,00 100/ 0PV 09| 09|100(09) 099 100 1,00| 098 | 0N| 099 100|098 098] 0B| 09| 098] 098[ 09| 098| 0B
307371 09 [ 099] 100/ 100 0N 0P| 09| 100]09]099]100]10]098]09]09] 100|098 098] 0B| 09| 098] 098] 098] 098] 0B
3084 00 (09|09 09| 02 100]100(099) 100|100, 09|09 098|099(09]| 09| 098|098 08| 098] 098[098]|098| 09| 0B
30845 0PV | 0PV[0NV[0N| 0N | LD 100 099 100100/ 0NV | 0PV | 098 | 0BV[0NV[0NV| 098|098 | 0BV | 098] 0W[ 09| 098| 08| 0B
30846| 00 | 100/ 09( 09| 09| 10| 1O 100{100] 100| 100 0O | 098 | 1,00] 099 1,00{ 098] 098] 0B | 099 | 098] 098[ 098| 098 | 0B
30850 0O | 0WV[0PV[0NV [ 0N | 0PV 0PV | 0PN 100] 1,00| 1,00| 1,00|{ 098 09| 1,00| 1,00| 099 098| 0P| 099 | 098] 098] 098 | 098 | 0B
30851) 00 | 1,00/ 09| 0N| 09| 10| 1,00| 1,00| 0N 100|100/ 09| 098] 100(09) 10| 098|098 08| 09| 098[ 098] 098| 098 | 0B
30860 0O | ,00{ 0WV[ 0NV | 0NV | 1,0 | 1,00| 1,00 09| 1,00 100 09| 098] 1,00/ 09| 100|098 098] 0B| 099|098[098[098| 098 | 0B
309%| 100 | L00{0WV[ 0NV | 0N | 0PV | 1,00 | 1,00| 1,00{ 1,00 | 1,00 10| 098|099 1,00 1,00/ 0NV | 08| 0PV | 09| 0MW[ 09B[ 08| 098 | 0B
30950 0P [09]|09(09[ 09| 09| 0PV| 0N9[09]|0NV[09] 100 098 09[09:9]| 100098098 0B| 09| 098]098]098| 09| 0B
33HAMW 0PV | 0PV[09W[098V| 0BV | 0B|[ 0BV [ 0BV[0PV[0NV[0N| 0N | OB 098] 098] 098] 1,00| 098] 097 | 098 | 097 ] 097 ] 097 | 097 | 097
36/0] 0P [09]|/09(09[0N9| 0P| 0PV 0N9[09]|029[0:9¥]| 09| 0NV | 08 091099098098 08B|098|098]098]098| 09| 0B
40644 00 1 091091090909 [ 0909109090909 00| 09| 09 100/ 098 09| 08| 09| 09]098]098| 098] 0B
4678| 09 [099]09[099/ 090N 0PV 09]/09/09]09) 100/ 09| 09| 09| 10 09 098] 0P| 099 098] 098[098]| 098] 0B
468%| 09 {099 09(098[ 09| 0NV|0NV[09[09[09]|09| 029 0NV| 10|09 09|09 098] 08| 09| 097]097] 097| 097 097
4541 098 | 098] 0981098098 08B(08B|098[098]098]09809]|038B|09|098|09(099]| 0N 09| 09| 09| 098] 098| 098] 0B
552 | 098 | 098[(098|098|098|098[08B|098]098|098|098[09|008|098|098[09]|09| 098|029 09| 100{098[098| 098| 0B
7170 09 [09]09(098[ 0P [ 0P| 0PV 0909|109 [09]0N[0N|09] 0909|0909 09| 0B 098[098[09%8| 098] 0B
749 | 098 |1 098[(098]|098| 098|038 08B|09)098[098]098][098]|08|[098|098[09|09|098|09| 10| 099 098[098)| 098| 0B
1625 09 (091 029[({098| 0N | 0N [ 0P| 09(09] 09|09/ 09[0P|0N|09¥[09]0N9| 0¥ 09]| 0BV | 099 | 0B 09| 09| 0P
1713| 09O [ 099098098 098 0B 0N | 09[(09]| 09|09 09[ 0P| 0NV | 09[09|[0N| 09|09 0WV| 099 | 0N | 1,00 10| 1@
1716 09 [ 099]098[098/ 098 08B| 09| 09]09]09|09/ 09|/ 09| 09/098]09/09| 0909 01|09 099]| 100|100 10
1719 00O [ 099 098] 098|098 0B 0N | 090902909099 0P| 0P| 09[09|0N| 09909 0P| 099 | 0P| 1,00( 1,00| 1,00
1861| 098 | 098[( 098|097/ 0980808 098]098]|098[098][098|08|[098|098[098)098|098|098|09|[098|09[098)09|09| 0P
1098 0% | 0971090956 09%[ 0% [ 0% 0%[097]09%]09% 0971 0% | 09| 0%|097(097| 097 098| 0B| 097 | 098] 097| 097| 097 | 097

2A percentagem de identidade nucleotidica e amid@acéstdo indicadas abaixo e acima da diagorsglectivamente.
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Figura 34 —Alinhamento das sequéncias parciais aminoacidicagede de VP7 das amostras do estudo e de amositaspos utilizadas na analise
filogenética. Os aminoacidos estdo indicados péltigp de abreviacdo de uma letra. Os pontos sigdlia identidade do aminoacido com a
amostra prototipo IAL28 (G5P[8]).
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6. DISCUSSAO

Os RV-A representam a principal causa de diarssa@ada a desidratacdo em criancas
de até cinco anos de idade e a prevencao por raei@aanacdo parece ser a medida mais
eficaz no controle das formas mais graves da doePaea isso, fazem-se necessarias
investigacdes sobre a distribuicdo e prevaléncsga gmotipos de RV-A em programas de
vigilancia epidemioldgica em diferentes paises {&& Hoshino, 2005; Araudjetal., 2007;
Mascarenhast al, 2007, Leiteet al, 2008; Carvalho-Costet al, 2009). O monitoramento
dos gendtipos que estdo infectando uma populacdaleterminado momento possibilita
avaliar a eficacia de uma vacina que visa dimiaumorbidade e 0s custos associados aos
atendimentos médicos e hospitalizacdes das criancas

Em decorréncia da natureza segmentadaedonta de RV-A (RNAfd), encontram-se
atualmente descritos quatro mecanismos de geragawarbbilidade genética e evolugéo
destes virus: mutacdo pontusdassortmentrearranjos genéticos e recombinacdo genética.
As mutacdes pontuais permitem a geracdo de nowmhagkens e sublinhagens dentro dos
diferentes gendtipos de RV-A, osssortmentsmediante a troca de segmentos com amostras
de origem animal permitem a transmissao interespggiossivel geracdo de novas amostras
virais (Estes & Kapikian, 2007). No presente estugesquisamos a possibilidade de
ocorréncia destes dois ultimos mecanismos de éwoldgs RV-A em amostras de gendtipo
G5P[8] que circulou no Brasil entre 1986 e 2005te&snecanismos evolutivos foram
pesquisados para cinco genes que codificam papmossinas estruturais VP1, VP2, VP3,
VP4, e VP7.

Leite e colaboradores (2008), através dequisa na literatura, descreveram a
diversidade de gendtipos de RV-A circulantes nosiBram dois periodos pré-vacinais
compreendidos entre 1982-1995 e 1996-2005, de mgu® as combinagbes mais
frequentemente encontradas foram: G1P[8]/G1P[%6§43Z59P[8])/ GOP[?] (20%), G2P[4]/
G2P[?] (9%), G3P[8]/ G3P[?] (6%), G4P[8]/ GAP[?P4¥ e G5P[8]/ G5P[?] (4%). Vale
destacar que todas as amostras analisadas notprestrdo estdo compreendidas nestes dois
periodos pré-vacinais e que o gendtipo G5 foi idcunesta lista por ter sido frequentemente
detectado durante as décadas de 80 e inicio del®®@m origem animal, sendo detectado
principalmente em suinos (Kapikiahal.,2001).

Alfieri e colaboradores (1996) caracta@ma duas amostras de genétipo G5P[8] como
hibridos humano-animal, apresentando gene queicag@iéra a proteina VP7 de origem suina
e gene que codifica para a proteina VP4 de origegmaha. Estas amostras foram utilizadas
nas analises de VP4 e VP7 do presente estudo (Bx BB1054). Através de analises de
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hibridizacdo RNA-RNA eles demonstraram que os genes codificam para as proteinas
VP1, VP2 e VP3 destas amostras pertencem ao ggrmyva-like, assim como os achados
do presente estudo. Deve-se ressaltar que existeicop dados na literatura referentes a
analises moleculares de amostras de genadtipo Gb5.

No Brasil, o genétipo G5 foi descrito p@idmeira vez por Gouvea e colaboradores
(1994) entre criangas com diarréia e posteriormdatectados em casos de diarréia infantil
em diferentes ocasifes (Leéeal, 1996; Timenetsket al, 1997; Santost al, 1999; Araudjo
et al, 2002; Carmonat al, 2004). No entanto, deixou de apresentar carateénaicd
aproximadamente em 1996, coincidindo com a graetkcdao do gendtipo G9, levando-se a
crer que houve uma substituicdo do genoétipo G5 gehdtipo G9. Posteriormente G5 voltou
a ser detectado, em humanos, em alguns paisesré@emr(&sonat al.2009), Bangladesh
(Hashizumeet al., 2008), China (Duart al, 2007), Brasil (Carvalho-Costt al, 2007) e
Vietnd (Ahmedet al, 2007). Ainda ndo se sabe por que o0 gendtipo GStiswiu o0 G5 de
maneira tdo efetiva, nem se 0s genes que codiffgara as proteinas estruturais e nao-
estruturais estdo inseridos neste processo, semdiw @ecessarios mais estudos envolvendo o
sequenciamento completo do genoma de amostras de d®/genodtipo G9 e G5 para que se
possa compreender este processo.

As sequéncias parciais do gene de VP7adasstras analisadas demonstraram uma
grande similaridade entre elas e entre amostradtgras brasileiras IAL28, Br H8 e Br 1054
(Alfieri et al, 1996), formando um grupo separado dos isoladasigem suina (OSU e A46)

e bovina (KJ75 e KJ44) e outras amostras de gen@tipde origem humana, como a KH210,
isolada no Vietna e a amostra do pais de Camar&33205/2000 e a amostra suina C134.
Isto pode ser um indicativo de que as amostras hasnde genotipo G5 encontradas na
Africa e Asia tem uma origem distinta das amostiamanas brasileiras de genotipo G5. As
amostras analisadas neste estudo formaram dopaimclusters - um contento amostras
coletadas até o ano de 1992, juntamente com astras@ 1054 e BrH8, correspondendo,
segundo Leite e colaboradores (2008) ao primeimjoge pré-vacinal, - e outraluster
contendo as amostras coletadas entre 1996 e 28@5n @0 periodo pré-vacinal) e a amostra
protétipo IAL28. Estes resultados podem sugerixiaténcia de uma elevada diversidade
genética entre os genes de VP7 de gendtipo G5,possiveis diferentes linhagens, porém
Sa0 necessarias analises com mais amostras postgigra que esta hipotese possa ser
afirmada.

Estudos analisando sequéncias de aa d® @@ codifica para VP7 culminaram no
mapeamento de nove regides hiper-variaveis (VR1)\ER9 diferentes gendtipos de RV-A,
sendo quatro destas regides consideradas sitigérinbs desta proteina: regido A (aa 87 —
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101), regiao B (aa 143 — 152), regido C (aa 2023) 2 regido F (aa 235 — 242) (Ciarst
al., 1997; Dyall-Smithet al, 1986; Kirkwoodet al, 2003; Kobayashét al, 1991b). Através
da andlise do alinhamento das sequéncias de aaraméras analisadas no estudo e amostras
protétipos, podem ser visualizadas mutacfes naomHsmas em regides variaveis e sitios
antigénicos previamente descritos, além de mutaigasdestas regides, 0 que evidencia a
grande diversidade genética destas amostras, aaftzca hipdtese de que possam existir
diferentes linhagens do gene VP7 de genotipo G5.

Atualmente, encontram-se descritas neatiiea quatro linhagens distintas do genétipo
P[8], baseados em estudos filogenéticos do genéPdeem diferentes gendtipos de RV-A
(Arista et al, 2005; Cunliffeet al, 2001; Gouveat al, 1999). De acordo com 0s presentes
resultados, durante os 19 anos que as amostrasnddpp G5P[8] circularam no Brasil, foi
possivel evidenciar a ocorréncia de trés distiimasgens de P[8]. As amostras coletadas até
0 ano de 1990 agruparam juntamente mlunstercontendo as amostras prototipo IAL28, Br
1054 e Br H8, sendo todas classificadas como P[&s2amostras coletadas no periodo
compreendido entre 1991 e 2005 foram, quase nbdtate, classificadas como P[8]-1, se
agrupando juntamente com amostras prototipos W&) BHL.8. Uma excecdo foi a amostra
454, que foi coletada no Rio de Janeiro em 19%fijeese agrupou juntamente com amostras
protétipos humanos B3458, MW279, ITA-MAR37 e OP3bbotstrap de 100%), sendo,
portanto classificada como P[8]-3, assim como #&sridas amostras protétipos. Segundo
Tort, L.F.L, todas as amostras analisadas em ssertihcdo de mestrado (analise de genes de
NSP1, NSP3, NSP5, VP4 e VP7 de amostras de genG9Rj8] coletadas em diferentes
estados brasileiros entre os anos de 1998 a 280b)elacdo ao gene de VP4, foram todas
classificadas como pertencentes da linhagem [P8]eie pode sugerir um possivel inicio de
entendimento sobre o processo de substituicdo doétige G5 pelo G9, j4 que todas as
amostras G9 mostraram associacao com P[8]-3 e stianum Rio de Janeiro, 454 do presente
estudo agrupou juntamente com amostras de gen@foPorém novas andlises serdo
realizadas para que se possa comparar 0S genes desbstras com amostras prototipos
disponiveis no GenBank e amostras do presentecestas$sim se avaliar se o processo de

substituicdo de G5 por G9 foi possibilitado pelogygue codifica para a proteina VP4.

Foram descritos por Kovacs-Nolan e colalores (2003), cinco epitopos de
neutralizacdo dentro da subunidade VP8 da prot&R4, localizados nas posicoes
aminoacidicas M1-L10, [35-R44, 155-D66, V115-G123 L223-P234. A analise do
alinhamento das sequéncias parciais de VP4 dastrasa estudo e amostras protétipos
demonstrou a elevada heterogeneidade genética antsequéncias de VP4 das amostras.
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Foram detectadas muta¢des ndo-sinbnimas em désr@uaisicdes aminoacidicas, algumas
delas localizadas dentro das regides hiper-vagawdescritas por Kovacs-Nolan e
colaboradores (2003).

Recentemente, Matthijnssens e colaboradd®008a), sequenciaram 0 genoma
completo de 53 amostras utilizadas como padroesdffpos) para os diferentes genétipos de
RV-A animais e humanos. Mediante a analise filogjeaédos genes que codificam as
proteinas estruturais internas (VP1, VP2 e VP3astruturais (NSPs), foi evidenciado um
consistente padrao evolutivo entre os RV-A de onigmana e animal (RV-A humandé&-
like e os RV-A suinos; e RV-A human@S-1-like e os RV-A bovinos). Baseados nos
resultados obtidos, estes autores propuseram um sstema de classificacdo para as
amostras de RV-A, tendo como base as propriedaddscotares dos 11 segmentos de
RNATfd, possibilitando a identificacdo de genotiplistintos, que provavelmente poderiam ter
evoluido em momentos diferentes, além de transesssdterespécies e eventos de
reassortments(Matthijnssenset al, 2008b). Com base nesta nova classificacdo, as 28
amostras analisadas foram classificadas dentr@détipo R1 para o gene VP1; gendtipo C1

para o gene VP2; e genoétipo M1 para o gene VP3.

A maioria dos dados disponiveis na litgi@sao referentes aos genes que codificam as
proteinas VP4 e VP7, entretanto a investigacdmdtss genes, como VP1, VP2, e VP3 séo
importantes para que se possa pesquisar eventessgertment mutagdes pontuais, ou
qualquer outro mecanismo gerador de variabilidaegca entre amostras de RV-A, devido
a suas participagcbes significativas, na patogénesdicacdo, regulacdo da traducédo e
morfogéneses viral (Estes & Kapikian, 2007).

Existem poucos dados na literatura sobcaracterizacdo molecular e as funcdes das
proteinas formadoras do core viral de amostras\d& RQue circulam endemicamente. Sabe-
se que a proteina VP1 (RNA-polimerase RNA-depemrdentl) possui atividade de replicase
e transcriptase, desta forma catalisando a formdQa@@NAmM e do genoma viral (RNAfd),
respectivamente (Heimaat al,, 2008). Foi descrito também que, entre as prasediocore, a
VP1 é a Unica que possui uma sequéncia especéioacdnhecimento ao RNA viral, através
de regibes conservadas de quatro bases, UGUGarsequencia 3’ (Let al, 2008), porém
nao se sabe que regides da sequéncia de VP1 siamgésgeis por este reconhecimento
especifico; assim como as suas regifes (motivog)tdecao proteina-proteina (Vasqetz
al., 2006). No intuito de se obter mais dados sobta proteina, foi analisada a sequéncia
nucleotidica parcial deste gene das 28 amostraB[8)deste estudo. Pode-se constatar que
a sequéncia do gene de VP1 de cada uma das 28 asnéste origem humana e que todas
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sdo classificadas como pertencentes ao genétipdRRIA-dependent RNA polymerase)
segundo o novo sistema de classificagao propostMptihijnssens e colaboradores (2008b).
O dendograma construido a partir da analise destpgncias demonstrou a formacgéao de dois
diferentesclustersentre as amostras analisadas, com valtwodéstrapde 100%. No primeiro
clusterestao contidas as amostras coletadas no periodjoreendido entre 1986 e 1996 e a
amostra prototipo brasileira humana IAL28 (G5P[8]p. segundo, as amostras coletadas no
periodo de 1998-2005 agrupando com amostras gotbtimanas Wa (G1P[8]), D (G1P[8]),
Hosokawa (G4P[8]) e ST-3 (G4P[6]). Deve-se ressalttarga distancia genética entre as
amostras analisadas e as amostras protétipo denosgina como a YM e a Gottfried e a
humana DS-1 (grupo externo).

A analise do alinhamento das sequénciasadio gene de VP1 das amostras do estudo
com amostras prototipos demonstra a existénciaudagies nao-sinbnimas em determinadas
posi¢cdes no grupos das amostras coletadas no meesroolo. Estes resultados sugerem a
existéncia de certa diferenciacdo genética de otderporal com relacdo a sequéncia do gene
de VP1. Serdo necessarios mais dados sobre aecemracdio molecular do gene de VP1 para
que se possa afirmar essa hipotese.

Assim como em VP1, existe uma caréncia edtudos filogenéticos sobre a
caracterizagdo molecular dos genes da proteina PZRV-A. Foi descrito que ela
desempenha um papel fundamental na estrutura dindade do core viral, como por
exemplo, interage com trimeros da proteina de 4Bé,circunda o core viral, transportando
metabdlitos e RNAmM durante a transcricdo. Além ojidgP2 faz parte do complexo de
replicagdo viral e liga-se tanto a VP1 quanto a ¥f&vés de um dominio na sua por¢ao N-
terminal. Esta interacdo VP2/VP1/VP3 é critica @alicacéo e transcricdo do genoma viral
(Heimanet al.,2008). Labbé e colaboradores (1994) descreverano gleminio de ligacao
do acido nucléico na sequéncia do gene de VP4daesthzado entre os aminoacidos 1 e 132,
regido esta contida no sequenciamento parcial d2 Viealizado no presente estudo
(sequenciamento entre os aminoacidos 1 e 209).

Analisando as sequéncias parciais de Vd@2agnostras em estudo, pode-se constatar
que todas pertencem ao gendtipo Caré Proteir), segundo o novo sistema de classificacédo
de RV-A (Matthijnssengt al, 2008b) e que todas as sequéncias sao de origerana. A
analise do dendograma construido a partir da @&nd@estas sequéncias demonstrou a
formacdo de tréslustersentre as amostras analisadas. No primdiister agruparam-se as
amostras coletadas até o ano de 1992. Segundod_edtaboradores (2008) estas amostras
pertencem ao primeiro periodo pré-vacinal. No sdguoluster pode-se verificar o

agrupamento das amostras coletadas no periodo eengiido entre 1996 e 2005 (segundo
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periodo pré-vacinal) e no tercectusterduas amostras coletadas em 1998 no Rio de Janeiro
(1719 e 1861) e amostras protdtipos humanas Wa[8H1FPO (G3P[8]) e IAL28 (G5P[8]).
Deve-se ressaltar a grande distancia genéticaicaele# entre as amostras analisadas e a
amostra prototipo de origem suina HP140 e a hurRM@321.

Ainda com relagédo a VP2, nas amostrastaxtds no Distrito Federal em 1986, trés
amostras coletadas no Rio de Janeiro nos anos8fe 1988 e 1990 (35400, 36700 e 40644,
respectivamente) e duas amostras coletadas em &dm @B6798/91 e 46855/92), pode-se
detectar a ocorréncia de um acido glutamico (Eposicdo 21 desta proteina (dentro do
dominio de ligagdo do acido nucléico), ao passo api@lemais amostras do estudo nao
possuem, corroborando com os achados de Heimanlabocadores (2008), onde foi
demonstrada a existéncia de regides de inserc@egide na porcao inicial da sequéncia de
VP2 de amostras prototipos de diferentes genaotipos.

Embora o papel da proteina VP3 na morfeg€éndos RV-A ainda ndo tenha sido
totalmente elucidado, varios estudos vem demorkgirasuas atividades guanilil e
metiltransferase (Frescet al, 1994; Patton, 1995; Subodi al, 2006). Dados sobre a
caracterizacdo molecular do gene de VP3 ainda astariie limitados. Cook e colaboradores
(2004) observaram uma grande similaridade entee@séncias deste gene entre as amostras
humanas, mas baixa homologia de sequéncias quamgdoraparacdo com amostras animais.
Analisando as sequéncias parciais de VP3 das 2&teamo(G5P[8]) do estudo, pode-se
constatar que todas pertencem ao genotipo NEthyltransferasg segundo o novo sistema
de classificagcdo de RV-A (Matthijnsseas al, 2008b) e que assim como as outras duas
proteinas constituintes do core viral de RV-A, da sequéncias sdo de origem humana.

A analise do dendograma construido dagéweigs nucleotidicas que codificam para a
proteina VP3 das amostras estudadas demonstrotmaci@o de dois diferentadusters
Assim como na analise do dendograma do gene denéPdrimeiroclusteragruparam-se as
amostras coletadas até o ano de 1996 juntamentecmostra protétipo 1AL28 (G5P[8]).
No segundocluster agruparam-se as amostras coletadas entre 1998 % e€2@inostras
protétipo humanas Wa (G1P[8]) e YO (G3P[8]). Asusawrias do estudo demonstraram uma
elevada distancia genética da amostra protétipasdM e humanas T152 (G12P[9]) e DS-1
(G2P[4)).

A analise do alinhamento das sequénciaadio gene de VP3 das amostras do estudo
comparando com prototipos demonstra a existénciematacdes ndo-sinbnimas em varias
posicoes das sequéncias analisadas, por exemplusatgicdo de (FA) na posicao 74 e a
substituicao de (S1) e (V—I) nas posi¢coes 143 e 155, respectivamente (amsosbtatadas
ente os periodos de 1998 e 2005). Estes resulsagesem a existéncia de certa diferenciacéo
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genética de ordem temporal entre sequéncias dodgeN®3 das amostras, porém ainda sao
necessarios mais dados sobre a caracterizacdoutanldeste gene para que se possa afirmar
esta hipotese.

No presente trabalho foram identificadasas mutacdes ndo-sindbnimas acontecendo ao
longo dos cinco genes analisados, contudo, a mflaédestas mutagbes na estrutura
tridimensional da proteina e sua possivel atividealduncdo das mesmas ainda devem ser
estudadas.

Os resultados obtidos neste estudo coraobas dados apresentados por Heiman e
colaboradores (2008), onde foi descrito que os gene&e codificam para as proteinas
estruturais VP1, VP2 e VP3 de RV-A de uma amosdragem invariavelmente, pertencer ao
mesmo genaotipo. Por outro lado nos levam a questientos sobre as possiveis ocorréncias
de pressfes seletivas intrinsecas influenciandaversitiade de RV-A. Entre as quais
poderiam ser elaboradas as seguintes questbéesnPaxiproteinas de RV-A de diferentes
gendtipos funcionarem em associacdo com protei@d®WA de outros gendtipos e ainda
sim gerar uma particula viral infectiva? Quais astapdes n&o-sinbnimas especificas
responsaveis pela classificacdo de uma determimautstra dentro do gendtipo 1, 2 ou 3?
Estas mutacfes se localizam em regifes de intepggfEina-proteina destes genes?

O potencial efeito de novas variantes ivirde RV-A, assim como as possiveis
mudancas antigénicas decorrentes de mutacfesa@engtodem acarretar em alteracdes e até
mesmo na perda de efetividade das vacinas contrd.RRoOrtanto, como recomendado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o monitoramdatdiversidade genética de amostras
de RV-A circulantes, particularmente para prevpossivel emergéncia, re-emergéncia, como
por exemplo, 0 gendtipo G5, e 0 surgimento de n@eysdtipos apos a introducdo de uma
vacina contra RV-A nos diferentes continentes dadonué uma necessidade constante. Além
disso, sdo fundamentais estudos como este aprésgrdea que se possa elucidar o processo
de evolucao dos diferentes gendtipos de RV-A, @deimente os hibridos humanos-animais.
O sequenciamento de todos os genes de tais ampsttasa resultar em conclusdes que irdo
determinar quais genes estdo envolvidos nos pxessrestricdo ao hospedeiro, replicacéo

e viruléncia dos RV-A.
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7. CONCLUSOES

% Mediante a analise filogenética dos genes queicadifpara as proteinas VP1, VP2, e
VP3 das 28 amostras analisadas neste estudo asamé&sram classificadas dentro
dos gendtipos R1, C1, e M1, respectivamente.

% Na&o se verificou a ocorréncia de eventosrel@ssortmententre genes humanos e
animais nas 28 amostras analisadas, em nenhumirtdas genes estudados, sendo
todos de origem humana;

% Analise filogenética dos genes que codificam pararateinas VP4 demonstrou que
durante o periodo compreendido entre 1986 e 20@bjaram trés linhagens distintas
do gendtipo P[8] (P[8]-1, P[8]-2, e P[8]-3) em agagdo com o gendtipo G5;

s Algumas das mutacOes detectadas entre as sequémeias verificadas em regides
hipervariaveis do segmento génico, porém ainda s€&isabe se estas mutacoes
influenciam na interac@o proteina-proteina destesg

% Parece ocorrer uma diversidade entre os genes de VP2 e VP3 de ordem

temporal, onde amostras coletadas na década den&foede 90 tendem a formar um

determinado cluster com a amostra protétipo IALG8R[8]). As amostras coletadas
de 1998 até 2005, por outro lado formam owatuster, com amostras prototipos Wa

(G1P[8]), D (G1P[8]), WI61 (G9P[8]), entre outroes quais foram gendtipos

predominantes no Brasil neste periodo (segundogegre-vacinal).

8. PERSPECTIVAS
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R/
**

Amplificar, sequenciar e realizar a caracterizagédecular dos demais genes
das amostras de RV-A de gendtipo G5P[8] analisadgsresente estudo, para
gue se tenha uma completa identificacdo da cogételale genes destas
amostras;

Analisar os genes de VP4 das amostras de geno@®Ri8 disponiveis no
Banco de Dados do LVCA para que se possa anabsap ocorreu 0 processo
de substituicdo do gendtipo G5 pelo G9 e como psBEESSO se deu com tanta
eficiéncia;

Analisar eventuais amostras de gendtipo G5P[8] spjam enviadas para o

LVCA, para que se possam comparar eventuais musl@osagenes.
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