UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GO[AS )
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAQAO EM MEDICINA TROPICAL E SAUDE
PUBLICA

TAMERA NUNES VIEIRA ALMEIDA

Caracterizacdo epidemioldgica e gendomica de amostras de
rotavirus humano espécie A em Goiania-Goias

Goiania
2016



0@
‘.“
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZAGAO (TECA) PARA DISPONIBILIZAR VERSOES ELETRONICAS DE
TESES

E DISSERTAGOES NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goias
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertagées (BDTD/UFG),
regulamentada pela Resolugdo CEPEC n? 832/2007, sem ressarcimento dos direitos autorais, de acordo
com a Lei 9.610/98, o documento conforme permissdes assinaladas abaixo, para fins de leitura,
impressdo e/ou download, a titulo de divulgacdo da producdo cientifica brasileira, a partir desta data.

O contetdo das Teses e Dissertagdes disponibilizado na BDTD/UFG é de responsabilidade
exclusiva do autor. Ao encaminhar o produto final, o autor(a) e o(a) orientador(a) firmam o compromisso
de que o trabalho n3o contém nenhuma violagdo de quaisquer direitos autorais ou outro direito de
terceiros.

1. Identificagdo do material bibliografico

[ ] Dissertagdo [X]Tese [ ] Outro*:

*No caso de mestrado/doutorado profissional, indique o formato do Trabalho de Conclus&o de Curso, permitido no documento de area, correspondente ao
programa de pés-graduagdo, orientado pela legislagdo vigente da CAPES.

Exemplos: Estudo de caso ou Revisdo sistematica ou outros formatos.
2. Nome completo do autor
TAMERA NUNES VIEIRA ALMEIDA
3. Titulo do trabalho
Caracterizacdo epidemioldgica e gendmica de amostras de rotavirus humano espécie A em Goidnia-Goias
4, Informagoes de acesso ao documento (este campo deve ser preenchido pelo orientador)
Concorda com a liberagao total do documento [ X ] SIM [ INAO
[1] Neste caso o documento sera embargado por até um ano a partir da data de defesa. Apds esse periodo,
a possivel disponibilizagdo ocorrera apenas mediante:
a) consulta ao(a) autor(a) e ao(a) orientador(a);
b) novo Termo de Ciéncia e de Autorizagdo (TECA) assinado e inserido no arquivo da tese ou dissertacdo.
O documento n3o sera disponibilizado durante o periodo de embargo.
Casos de embargo:
- Solicitagdo de registro de patente;
- Submissdo de artigo em revista cientifica;
- Publicagdo como capitulo de livro;
- Publicagdo da dissertagdo/tese em livro.

Obs. Este termo devera ser assinado no SEI pelo orientador e pelo autor.



R
Documento assinado eletronicamente por Divina Das Dores De Paula Cardoso, Usuario Externo, em

i
és!:) @ 28/08/2024, as 11:04, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do

eletrénica Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

eil Documento assinado eletronicamente por Tamera Nunes Vieira Almeida, Usuario Externo, em
S ° @ 28/08/2024, as 13:40, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do

assinatura

eletrnica Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Referéncia: Processo n? 23070.043208/2024-71 SEI n2 4772549



TAMERA NUNES VIEIRA ALMEIDA

Caracterizacao epidemioldgica e genbmica de amostras de
rotavirus humano espécie A em Goiania-Goias

Tese de Doutorado apresentada ao Programa
de Pds-Graduacdo em Medicina Tropical e
Salde Publica, do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica, da Universidade
Federal de Goids como requisito para
obtencdo do titulo de Doutor em Medicina
Tropical e Saude Publica.

Area de concentragio: Microbiologia

Linha de pesquisa: Bioquimica, Biologia
Molecular e Celular de Agentes Infecciosos
e Parasitarios

Orientadora: Profé. Dr2. Divina das Dores de
Paula Cardoso

Goiania
2016



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geragao Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Almeida, Tamera Nunes Vieira

Caracterizagéo epidemiolégica e gendmica de amostras de rotavirus
humano espécie A em Goiénia-Goias [manuscrito] / Tamera Nunes
Vieira Almeida. - 2016.

110f.:1l.

Orientador: Profa. Dra. Divina das Déres de Paula Cardoso.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Goias, Instituto de
Patologia Tropical e Satde Publica (IPTSP), Programa de Pés
Graduagé@o em Medicina Tropical e Satde Publica, Goiania, 2016.

Bibliografia. Anexos. Apéndice.

Inclui siglas, abreviaturas, lista de figuras, lista de tabelas.

1. Rotavirus humano espécie A. |. Cardoso, Divina das Déres de
Paula, orient. Il. Titulo.

CDU 579




UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA
 PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL E SAUDE PUBLICA
UFG Rus 235, #/n ~ Setor Universitério - Goidnia/GO — CEP: 74.605-050
Fones: (62) 3209.6362 - 3209.6102 ~ Fax: (62) 3209.6363 - ¢-mall : ppgunpufp@anmailcom

ATA DA REUNIAO DA BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE TAMERA NUNES VIEIRA
ALMEIDA - Aos vinte ¢ dois dias do més de setembro do ano de 2016 (22/09/2016), as 9:00 horas, reuniran:-se os
componentes da Bancz Examinadors: Profas. Dras. DIVINA DAS DORES DE PAULA CARDOSO, CELIA
MARIA DE ALMEIDA SOARES, JOANA D'ARC PEREIRA MASCARENHAS, MARIANA PIRES DE
CAMPOS TELLES e REGINA MARIA BRINGEL MARTINS, paca, sob a presidéacia da primeira, € em sessio
plblica realizada 0o INSTTTUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA, procederem a avahacio da
defesa de tese inttuwlada: “CARACTERIZACAO MOLECULAR DE AMOSTRAS DE ROTAVIRUS
ESPECIE A OBTIDAS ANTES E APOS A IMPLANTAGAO DE VACINAS EM GOIANIA-GOIAS” cm
nivel de DOUTORADQO, irea de concentragio em MICROBIOLOGIA, de autoria de TAMERA NUNES
VIEIRA ALMEIDA, discente do PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA TROPICAL E
SAUDE PUBLICA, da Universidade Fedetal de Goids. A sessio foi sberta pela Orientadora Profa. Dra. DIVINA
DAS DORES DE PAULA CARDOSO, que fez a apresentacio formal dos membros da Banca ¢ orientou 2
Candidata sobte como utilizar o tempo durante 3 apresentagio de seu trabalho. A palavrs a seguir, foi concedida so
autor da tese que, em 30 minutos proceden i aprescotacio de seu trabalbo. Terminada & apteseatagiio, cada membro
da Badca asgiiu s Candidate, tendo-se adotado o sistema de didlogo seqiencial. Terminada a fase de agguiicio,
procedeu-se 4 avalisgio da defess. Teado-se em vist o que consta na Resolugio n°. 1034/2014 do Conselbo de
Ensino, Pesquiss, Extensdo ¢ Cultura (CEPEC), que regulimenta o Programa de Pés-Graduagio em Medicina
Tmr@ewpﬁw:mmmbmwwwmm&amdﬁam Aprovada
ok <

Basca Examisadors Aprovada / Reprovada
Dra. Divina das Dores de Paulz Cssdoso Ppovn DI
Dra. Célis Magia de Almeida Soares APROD ADA
Dra. Joana I'Atc Pereira Mascarenhas Alaoyapd
Dra. Masisna Pires de Campos Teles __Afdovacn,
Dra. Regina Maria Bringel Martins : H P 2ovaon

Em face do tesultado obtido, 2 Banca Exsminadora considerou a cindidata _WR B 21 T 9von ,
ou ndo Habilitads), comprindo todos os requisitos paca fins de obtengio do titulo de DOUTOR EM
MEDICINA TROPICAL E SAUDE PUBLICA, na irca de em MICROBIOLOGIA, pela
Universidade Federsl de Goids. Cumpridas s¢ formalidades de paurs, as 2 b @imin, s presidéncia da mesa encerron
csmsessiodenje.feudewepaammeARNYVIEIRASOARESESB.VA,mimdongumdc
Pés-Graduscio em Medicina Tropical e Sadde Piblica lavrei 2 presente A que depois de lids e g serd
assinada pelos membros da Banca Examinadors ¢ por mim em duas vias de igual teor.
A Banca Examinadora sprovou 3 seguinte alteracio 00 titulo da Tese:

A&fm f#m_ Hfornis B . Gonciias ~ . el

Dra. Divina das Dores de Pauls Cardoso (IPTSP/UEG) J.»vw——- A ol P /V“‘““
Do, Cilia Mk’ Almiidy Sciita O 7ONG) D5 Ram (3"t - G e

Vi



PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA TROPICAL E SAUDE
PUBLICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

Aluna: Tamera Nunes Vieira Almeida

Orientadora: Divina das Dores de Paula Cardoso

vii



“Vocé nasceu no lar que precisava nascer, vestiu o corpo fisico
que merecia, mora onde melhor Deus te proporcionou, de acordo
com o teu adiantamento. Vocé possui 0s recursos financeiros
coerentes para as tuas lutas terrenas. Seu ambiente de trabalho
é 0 que voceé elegeu espontaneamente para a sua realizagdo. Teus
parentes e amigos sao as almas que vocé mesmo atraiu, com tua
propria afinidade. Portanto, teu destino esta constantemente sob
teu controle. Vocé escolhe, recolhe, elege, atrai, busca, expulsa,
modifica tudo aquilo que te rodeia a existéncia. Nao reclame,
nem se faca de vitima. Antes de tudo, analisa e observa. A
mudanca esta em tuas maos. Reprograma tua meta, busca o bem
e vocé vivera melhor. Embora ninguém possa voltar atras e fazer
um novo comego, qualquer um pode comecar agora e fazer um

’

novo fim.’

Chico Xavier

viii



Ao meu marido Cristiano,
pelo imenso companheirismo
e aos meus queridos filhos, Mikaela e Jodo Pedro,

pela paciéncia de me esperar.

ix



AGRADECIMENTOS

Agradecoao Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Tropical do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG) pela
oportunidade.

Aos professores e funcionarios, do IPTSP/UFG, sempre prestativos e que contribuiram
para o desenvolvimento desse trabalho.

A professora Divina das Dores de Paula Cardoso pela oportunidade de continuar minha
formacdo profissional, pela companhia e pelo exemplo de firmeza que desejo seguir.

A professora Mariana Pires de Campos Telles e ao professor Roosevelt Alves da Silva
pelo auxilio inestimavel nos procedimentos de sequenciamento gendmico e modelagem
molecular.

As criancas e seus responsaveis que participaram e permitiram a realizacdo desse estudo.

Ao0s meus pais, Lauzanio e Giselva, e a minha irmd, Eglaia, pelo carinho e incentivo.

Ao meu marido Cristiano e aos meus filhos, Mikaela e Jodo Pedro, pelo carinho, incentivo
e compreensdo durante minha auséncia.

A Jordelina e Regina por me acompanharem também nessa jornada com palavras de
carinho.

Aos queridos amigos, Kareem e Teresinha pelo companheirismo e participacdo nesse
estudo.

As professoras Fabiola e Menira, pelo bom convivio e auxilio no desenvolvimento desse
trabalho.

Ao0s saudosos “meninos” do Laboratorio de Virologia Humana, Marielton, Hugo, italoe
Victor, hoje homens jovens que ja trilham outros caminhos a quem tenho muita estima.

A Nathania, Anniely, Francielly e Keili, pelo trabalho partilhado e pelas muitas risadas.
Por fim, agradeco a todos que cruzaram meu caminho ao longo da realizagdo desse

trabalho e que de alguma forma contribuiram para a concretizacdo dessa tarefa e para o
meu crescimento.



SUMARIO

L INTRODUGAO......cooieeeeeeieeeeeee e ee s aes st s s aneas 1
1.1, CONSIAEIACOES GEIAIS ..cvveivveireerriiieeiteeiteeee et e s e e steeaesteeste st e sraesseesteasaessaesseeneesreenreeneens 1
1.2. ClasSifiCaGA0 TAXONOMICA ....c.veveriieiriiiiisiesiee ettt 2
1.3  ROTAVIFUS Aottt bttt e et e bbb e e bt re e st nbenbenbeens 2
1.3.0. MOITOIOGIA ... bbbt 2
R 1= 0 (0] 4 F TR PO RTOURTPRPTOTRTORN 4
1.3.3. Protein@S A8 RV A ... .ottt sttt et nae e sraenaeanee s 5
1.3.3.1. Proteinas @StIULUIAIS .......cueverierieseesieeeateesie e st ste e ee e te e e e seeseesaesresreenis 5
1.3.3.2. Proteinas NA0 €StIULUIAIS .........ecvverveeieieesieeieeiesteesieeiesseeseeeeesreesseesaeeneesseesseeneens 9
1.4. Variabilidade gendmica/Antigénica de RVA ... 12
1.5. Replica8o e RV A ..ot te e ene e 15
1.6. EVOIUGAD D& RVA ...t 17
1.7. Aspectos clinicos e patogenia de RVA.........cco oo 19
1.8. Métodos de eStudO AE RV A .......ouiiiieiieieeie ettt 20
1.9.VacCinas PAra RV A ... ..ottt sttt e nnee e 22
1.10. Epidemiologia de RV A .. ..ot 23
2 IUSTIFICATIVA .ttt st sb et 27
IO = L I V@ TR 29
3.1, ODJELIVO QEIAL ... e 29
3.2. ODJEtiVOS ESPECITICOS ....vouviiiiviieiei e 29
AMATERIAL E METODOS ......cooiieeeiieeieeeseisss s s sen s senss s sasss s sensaneeas 30
4.1, Material d ESTUOD........ciieieeieciece ettt e e sae e sreenaeenneas 30
4.2, MELOUOIOGIA. .. .cuvieiie et e et a e re e 30
4.2.1. Preparo das SUSPENSOES TECAIS .......eivrreieieieiie sttt 30
4.2.2. DeteCCA0 B RVA ...ttt 31
4.2.2.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida..........cccccevveiiiieiiiii i 31
4.2.3. Caracterizagdo das amostras positivas para RVA ..o 32
4.2.3.1. Extracd0o do &cid0o NUCIEICO Viral..........coveieiieiieese e 32
4.2.3.2. Genotipagem G (VP7) e P (VP4) por RT-PCR ......cccooiiiiiiiiic e 32
4.2.3.3. Sequenciamento gendémico dos 11 segmentos dSRNA..........cccovvevvvievvereennnns 33



4.2.3.4. Andlises filogenética e de identidade ...........cooveveieiereie s 34

4.2.3.5. CaracterizaGio e RV A ..ottt 35
4.2.4. Modelagem MOIECUIAT ..........cccooiiiii s 35
4.2.5. ANALISE ESTALISTICA ....eivvevieiieieie e 36
S5RESULTADOS ...ttt et e s e e a et e e et e e st e e ste e e saeeesnbaeeenneeeans 37
5.1. DEteCCA0 AERVA ...ttt ettt 37
5.2. Genotipagem G (VP7) e P (VP4) de amostras positivas para RVA.........c.cccveneee. 38
5.3. Genotipagem dos 11 segmentos de dSRNA de RVA ... 38
5.4, ANALISE FHOGENALICA ......evinieiiieiee e e 39
5.5. Analise comparativa de identidade nucleotidica e de aminoacidos.............c........... 39
5.6. Modelagem MOIBCUIAT ..o 41
B DISCUSSAD ..ottt 45
7 CONCLUSOES. ....cootiiieriieeieseeeiseseis sttt 51
8 CONSIDERAQOES FINAIS .. 52
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ootiiiiireeneinsinseseissesssessssessessssssssseseneees 53
APENDICES ...ttt sttt 83
ANEXOS. ...ttt bbbttt ettt te b neerenrens 109

Xii



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Figura 1
Figura 2
Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14

Figura 15

TABELAS, FIGURAS E APENDICES

Positividade para RVA a partir de criancas hospitalizadas em
relacdo a faixa etéria, presenca ou ndo de GEA e estagdo climética
—2014-2015.

Gendtipos G (VP7) e P (VP4) de RVA considerando a data da
coleta das amostras fecais.

Constelacdo genotipica das amostras de RVA obtidas nos
periodos pré e pos-vacina.

Microscopia eletronica de particulas viral de RVA.
Diagrama esquematico da particula viral de RVA.
Representacao da estrutura proteica de RVA.

Representacdo da espicula intacta de RVA e dos dominios
proteicos.

Representacdo do trimero de VVP7 e dos dominios proteicos.

Representacdo do padrdo de migragdo dos segmentos de dsRNA
na EGPA.

Diagrama esquematico do processo de replicacdo de RVA.

Alinhamento dos residuos de aminoacidos da proteina VP7 da
vacina Rotarix® com as amostras dos periodos pré e pos-vacina.

Alinhamento dos residuos de aminoacidos da proteina VP4 da
vacina Rotarix® com as amostras dosperiodos pré- e pos-vacina.

Estrutura 3D RVA-VP7 (Amostra 3003/2005/G1P[8]).
Estrutura 3D RVA-VP7 (Amostra 3088/2006/G1P[8]).
Estrutura 3D RVA-VP7 (Amostra 33610/2014/G12P[8]).
Estrutura 3D RVA-VP4 (Amostra 3003/2005/G1P[8]).
Estrutura 3D RVA-VP4 (Amostra 3088/2006/G1P[8]).

Estrutura 3D RVA-VP4 (Amostra 33610/2014/G12P[8]).

37

38

39

15

17

40

41

42

42

43

43

44

44

Xiii



Apéndice |

Apéndice Il

Apéndice 11
Apéndice IV

Apéndice V

Apéndice VI

Iniciadores utilizados nas reacdes de PCR para amplificagdo dos
11 segmentos de RVA.

Condicbes de ciclagem das reacfes de PCR para os genes
codantes das VPs e NSPs.

Molprobity score para os modelos de VP7 e VPA4.

Arvores filogenéticas dos 11 segmentos de dsRNA.

Identidade de nucleotideos e aminoacidos das amostras G1P[8],
periodos pré e pos-vacina e da amostra G12P[8], periodo pds-
vacina, em compara¢do a amostra Rotarix e outras depositadas
no NCBI.

Valores de Root Mean Square Deviation (RMSD).

83

84

85

86

97

108

Xiv



a2pl
a4p1

avp3
2’-O-MTase
Ca2+

c-C

cDNA
C-terminal
DLP
dNTPs
dsRNA

EDTA

EGPA
elF4G

GTase

GTase/RTPase

HIT
IFN

LVH/IPTSP/UFG

MADbs

ME
MRNA
N7-MTase
NCBI

SIGLAS E ABREVIATURAS

Integrina alfa2betal

Integrina alfadbetal

Integrina alfaVbeta3

Ribose-2’-O-metiltransferase

fon célcio

Espiral enrolado (coiled-coil)

DNA complementar (complementary DNA)
Carboxiterminal

Particula com dupla camada (double-layered particle)
Desoxirribonucleotideos

Acido ribonucleico de fita dupla (double-stranded Ribonucleic
Acid)

Acido etilenodiamino tetra-acético (ethylenediamine tetraacetic
acid)

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Fator de iniciacdo eucariotico de tradugdo 4 gama (eukaryotic
translation initiation factor 4 gamma)

Guanililtransferase
Guanililtransferase/RNA trifosfatase
Histidine triad

Interferon

Laboratério de Virologia Humana do Instituto de Patologia
Tropical e Satde Publica da Universidade Federal de Goiés

Anticorpos monoclonais (monoclonal antibodies)
Microscopio eletrénico

Acido ribonucleico mensageiro (messenger ribonucleic acid)
Guanina-N7-metiltransferase

National Center for Biotechnology Information

XV



NSP
N-terminal
NTPase
ORF
PABP
PDB

PDE

RE
RCWG
RMSD

RpRd
RTPase

RT-PCR

RT-gPCR

SDS
SGs
SSRNA
TBE
TLP
UTR
VLPs
VP
WHO

Proteina ndo estrutural (non structural protein)
Aminoterminal

Nucleosideo trifosfatase (nucleoside triphosphatase)

Quadro de leitura aberta (open reading frame)

Proteina de ligacdo a cauda poli (A) (poly (A) binding protein)
Banco de Informagdes de Proteinas (Protein Data Bank)
Fosfodiesterase (phosphodiesterase)

Reticulo endoplasmatico

Rotavirus Classification Working Group

Desvio médio quadréatico (root-mean-square deviation)

RNA-polimerase-RNA-dependente
RNA trifosfatase (RNA triphosphatase)

Reacdo de transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da
polimerase (reverse transcription polymerase chain reaction)

Reacdo de transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa (quantitative reverse transcription

polymerase chain reaction)

Sulfato duodecil sédio

Subgrupos

RNA de fita simples (single-stranded RNA)
Tampao Tris/borato/EDTA

Particula com tripla camada (triple-layered particle)
Regido nédo traduzivel (untranslated region)
Particulas semelhantes a virus (virus-like particles)
Proteina viral (viral protein)

Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization)

XVi



RESUMO

Rotavirus A (RVA) é importante agente causador da gastroenterite aguda (GEA), sendo
recomendada a vacinacdo para a prevencao e o controle dessa virose. No Brasil, a partir
de 2006, duas vacinas tém sido utilizadas, sendo a Rotarix® incluida no Programa
Nacional de Imunizacdo. Desdea sua implantacdo, tem-se observado reducdo nos indices
de hospitalizacdo e positividade para RVA. Nesse sentido, o presente estudo teve como
objetivo a deteccdo de RV A a partir de amostras de fezes provenientes de criancas com
até cinco anos de idade, com ou sem GEA, obtidas no periodo 2014-2015, além de
caracterizar os 11 segmentos gendmicos de RVA de amostras obtidas em periodos pré e
poOs-vacina e compara-los a amostra vacinal. Foram analisadas 341 amostras de fezes, 335
obtidas no periodo 2014-2015 e seis amostras de arquivo positivas para RVA, sendo uma
do periodo pré-vacina. A deteccdo de RVA foi feita por eletroforese em gel de
poliacrilamida e a genotipagem G (VP7) e P (VP4) por Mulitplex-Nested-PCR. Os 11
segmentos gendmicos foram caracterizados por sequenciamento e a modelagem
molecular foi feita para VP7 e VP4. Das 335 amostras de fezes (2014-2015), nove foram
positivas para RV A com padrao eletroferotipico longo, sendo quatro caracterizadas como
G12P[8]. Das seis amostras arquivo, também padrao longo, cinco eram G1P[8], sendo
uma do periodo pré-vacina. A caracterizagdo dos 11 segmentos genémicos foi possivel
para trés amostras, duas amostras do arquivo (G1P[8]), sendo uma do periodo pré-vacina
e outra (G12P[8]) do periodo 2014-2015. As trés amostras foram caracterizadas como
genogrupo |. A analise filogenética possibilitou a diferenciacdo de linhagens para VP7,
VP4, VP6 e NSP4; as amostras G1, dos periodos pré e p6s-vacina, foram caracterizadas
como linhagens 11 e I, respectivamente, e G12, como linhagem 111 e, as amostras P[8]
como linhagem I11. As amostras 11 (VP6) foram caracterizadas como linhagem 1V (pré-
vacina) e | (pds-vacina) e, as amostras E1 (NSP4) foram caracterizadas como linhagem
I11. Foi verificado alta identidade nucleotidica e de aminoacidos para 0s 11 segmentos
gendmicos das trés amostras em relacdo a vacina, sendo menor para VP7 e VP4 da
amostra G12P[8]. Essa menor identidade foi evidenciada na estrutura proteica,
principalmente, nos epitopos antigénicos de ambas as proteinas. Conclui-se que RVA
continua a circular com o mesmo gendtipo das vacinas e com genotipo diferente, o que
reforca a necessidade do continuo monitoramento do agente no contexto da vacinacao.

Palavras-chave: Rotavirus humano espécie A. Caracterizagdo molecular. Vacina.
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ABSTRACT

Rotavirus A (RVA) is an important causative agent of acute gastroenteritis (AGE), and
vaccination is recommended for the prevention and control of this virus. In Brazil, since
2006, two vaccines have been used, with Rotarix® included in the National Immunization
Program. Since its implementation, there has been a reduction in hospitalization rates and
positivity for RVA. In this sense, the present study aimed to detect RVA from stool
samples from children up tofive years of age, withor without GEA, obtained in the period
2014-2015, in addition to characterizing the 11 genomic segments of RVA of samples
obtained in pre- and post-vaccine periods and compare them to the vaccine sample. 341
stool samples were analyzed, 335 obtained in the period 2014-2015 and six archival
samples positive for RVA, one from the pre-vaccine period. RVA detection was
performed by polyacrylamide gel electrophoresis and G (VP7) and P (VP4) genotyping
by Mulitplex-Nested-PCR. The 11 genomic segments were characterized by sequencing
and molecular modeling was done for VP7 and VP4. Of the 335 stool samples (2014-
2015), nine were positive for RVA with a long electropherotypic pattern, four of which
were characterized as G12P[8]. Of the six archive samples, also a long standard, five were
G1P[8], one of which was from the pre-vaccine period. The characterization of the 11
genomic segments was possible for three samples, two archive samples (G1P[8]), one
from the pre-vaccine period and the other (G12P[8]) from the 2014-2015 period. The
three samples were characterized as genogroup I. Phylogenetic analysis made it possible
to differentiate lineages for VP7, VP4, VP6 and NSP4; samples G1, from the pre- and
post-vaccine periods, were characterized as lineages Il and I, respectively, and G12, as
lineage 111, and samples P[8] as lineage Il11. Samples 11 (VP6) were characterized as
lineage 1V (pre-vaccine) and I (post-vaccine) and samples E1 (NSP4) were characterized
as lineage I11. High nucleotide and amino acid identity was verified for the 11 genomic
segments of the three samples in relation to the vaccine, being lower for VP7 and VP4 of
the G12 sample P[8]. This lesser identity was evident in the protein structure, mainly in
the antigenic epitopes of both proteins. In conclusion, RV A continues to circulate with
the same genotype as the vaccines and with a different genotype, which reinforces the
need for continuous monitoring of the agent in the context of vaccination.

Keywords: Human rotavirus species A. Molecular characterization. Vaccine.
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1 INTRODUCAO

1.1. Consideragdes gerais

A Organizacdo Mundial de Saude (WHO — World Health Organization) estima
que, em todoo mundo, exista aproximadamente 2,2 bilhdes de individuos entre 0-19 anos
de idade, e que muitos desses estejam expostos a riscos em termos das condicoes
ambientais, sanitarias, sociais e econbmicas. Presume-se que, a cada ano,
aproximadamente trés milhdes de criangas com ate cinco anos de idade morram em razéo
dedoencas associadas as condigdes ambientais e, que dessas, cerca de 1,5 milh&o perecam
a doenca diarreica que, em muitos casos, € relacionada a contaminacdo da agua e a
condicOes inadequadas de saneamento (WHO, 2015a).

A diarreia, assim como o vomito e a febre, sdo sintomas da gastroenterite aguda
(GEA), que pode ser causada por diferentes agentes infecciosos, como bactérias,
protozoarios e virus. Essa enfermidade acomete individuos de todas as idades, sendo as
criancas com até cinco anos de idade e idosos as populagdes mais vulneraveis,
principalmente em paises em desenvolvimento (O’RYAN et al., 2014; WHO, 2015b).

Diferentes agentes virais séo responsabilizados pela GEA e, dentre eles, tém seu
papel reconhecido, rotavirus espécie A, norovirus, sapovirus, adenovirus sorotipos 40 e
41 e astrovirus (AMARAL et al., 2015; DESSELBERGER et al., 2014; LA ROSA et al.,
2015; OLIVEIRA et al., 2014; RAMANI, KANG, 2009).

O primeiro relato de rotavirus como patdgeno entérico ocorreu em 1963, a partir
da observacdo por imunomicroscopia eletrénica (IME) de particulas virais em tecido
intestinal de camundongos com diarreia (ADAMS, KRAFT, 1963). Posteriormente, 0
agente também foi visualizado e considerado como o causador de gastroenterite em
bezerros recém-natos (MEBUS et al., 1969). Em humanos, a associacdo de rotavirus a
GEA infantil ocorreu em 1973, também apds a visualizacdo de particulas virais
semelhantes as dos outros animais em espécimes clinicos (mucosa duodenal e fezes)
provenientes de criangas com diarreia ndo bacteriana (BISHOP et al., 1973; FLEWETT,
BRYDEN, DAVIES, 1973). A principio o agente foi denominado reovirus-like,
orbivirus ou duovirus, mas devidoao seu aspecto de roda ao microscopio eletronico (ME)
foi nomeado rotavirus (rota = roda) (ADAMS, KRAFT, 1963).



No Brasil, o primeiro relato da associa¢do de rotavirus a GEA ocorreu em Belém,
Para, em 1976, onde o virus foi identificado em espécimes clinicos de criancas com GEA
(LINHARES et al., 1977). A partir desse estudo pioneiro, sucederam-se numerosas
investigacdes, incluindo as da Regido Centro-Oeste, confirmando o papel desempenhado
pelo agente na GEA (ALMEIDA et al., 2015; BORGES et al., 2011; CARDOSO et al.,
2000; 2001; 2003; COSTA et al., 2004; LUCHS et al., 2016; MUNFORD et al., 2009;
SOUZA et al., 2003).

1.2. Classificagdo taxondmica

Rotavirus ¢ um género da familia Reoviridae, a qual é dividida em duas
subfamilias, Spinareovirinae e Sedoreovirinae. As duas subfamilias agrupam 15 géneros
e 75 espécies, cujos representantes infectam uma larga variedade de hospedeiros dos
reinos animal (vertebrados e invertebrados) e vegetal, bem como micro-organismos
(bactérias, protozoarios e fungos). A subfamilia Spinareovirinae inclui nove géneros
(Aquareovirus, Coltivirus, Cypovirus, Dinovernavirus Fijivirus, ldnoreovirus,
Mycoreovirus, Orthoreovirus e Oryzavirus) e a Sedoreovirinae outros seis géneros
(Cardoreovirus, Mimoreovirus, Orbivirus, Phytoreovirus, Rotavirus e Seadornavirus)
(ICTV, 2015).

O género Rotavirus agrupa nove espécies nomeadas de Rotavirus A a Rotavirus |
(RVA-RVI). As espécies A, B, C e H infectam mamiferos, incluindo o homem, sendo
RVA a espécie de maior importancia epidemioldgica (ALAM et al., 2007; ICTV, 2015;
MIHALOV-KOVACS et al., 2015; YANG et al., 2004).

1.3. Rotavirus A

1.3.1. Morfologia

RVA é um virus desnudo com simetria icosaédrica e diametro aproximado de 100
nandmetros (nm). A particula viral integra é formada por trés camadas concéntricas de
proteinas denominadas, capsideos externo, intermediario e interno ou core, que envolve
0 genoma viral, composto por 11 segmentos de RNA de fita dupla (dsSRNA — double-
strand ribonucleic acid), os quais codificam seis proteinas estruturais (VP — viral
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protein), VP1-4, VP6 e VP7 e seis ndo estruturais (NSP — non-structural protein), NSP1-
6 (ESTES, KAPIKIAN, 2007) (Figuras 1 e 2).

Figura 1. Microscopiaeletronica de particulas completas e seccionadas de rotavirus isolados de
espécimes fecais de humanos. Fonte: ICTV, 2015.

Figura 2. Diagrama esquematico da particula viral composta por triplo capsideo proteico e RNA
gendmico representando as proteinas codificadas. Fonte: ESTES, GREENBERG, 2013.

O capsideo externo de RVA ¢é formado por 780 cdpias da proteina VP7, do qual
emergem espiculas formadas por 120 cépias de VP4. Essas possuem propriedades
antigénicas e imunogénicas, capazes de elicitar a producdo de anticorpos protetores. O
capsideo intermediario é composto por 780 cdpias de VP6, e o core é constituido por 120
copias de VP2 onde, internamente, é encontrado o complexo VP1/\V/P3. Os trés capsideos

intercomunicam-se através de trés tipos de canais (tipo I, Il e 111) que permitem a



translocagdo de produtos para o interior e exterior do virus (ESTES, KAPIKIAN, 2007;
PESAVENTO et al., 2006) (Figura 3).

VP5*

Figura 3. Representacgdo da particula de RVA composta pelas trés camadas proteicas (TLP —
triple-layered particle) com a indicacdo na TLP dos canais comunicantes, e estrutura atdmica de
cada proteina estrutural. Adaptado de ESTES, GREENBERG, 2013.

1.3.2. Genoma

Como referido, o genoma de RV A é constituido por 11 segmentos de dsRNA,
numerados de 1 a 11. O tamanho dos diferentes segmentos varia de 667 (segmento 11) a
3.302 (segmento 1) pares de base (pb), totalizando aproximadamente 18.556 pb (ESTES,
GREENBERG, 2013).

Cada fita de sentido positivo do dsRNA gendémico é formada por uma regido
codante denominada quadro de leitura aberta (ORF — open reading frame), a qual é
flanqueada por regides 5 e 3° ndo traduziveis (UTR — untranslated region). A UTR 5’
inicia-se com uma estrutura cap (Mm’GpppG(MGC), seguida por uma sequéncia
conservada de nucleotideos (nt) (ESTES, GREENBERG, 2013). Essa estrutura auxilia na
estabilidade do RNA mensageiro (NRNA — messenger ribonucleic acid) e no processo
de iniciacdo da traducéo, bem como, na prevencdo dadeteccdo do mRNA por proteinas
de células imunes associadas a resposta imune inata, além de protegé-lo da acdo de

ribonucleases (DECROLY etal., 2011). O residuo 7-metilguanosina protege 0 mRNA da



acdo deribonucleases. A UTR 3’ é precedida por uma regido conservada, ndo adenilada
e finalizada por duas citosinas (ESTES, GREENBERG, 2013).

A maioria dos segmentos de dsRNA contém uma sequéncia consenso 5’-
UGUGACC-3’, que possui sinais para expressdo génica e replicacdo do genoma, sendo
que asequéncia GACC atua como promotor de traducdo do mRNA viral. O comprimento
das UTRs 5’ e 3’ varia entre 0s segmentos gendmicos, porém, sdo altamente conservados
entre amostras semelhantes. No geral, os diferentes segmentos genomicos de RVA
possuem uma ORF, com excecdo do segmento codificante de VP7 (genes 7, 8 ou 9) e do
segmento 11 que contam com regides adicionais, in-phase e out-phase, respectivamente
(ESTES, GREENBERG, 2013).

1.3.3. Proteinas de RVA

1.3.3.1. Proteinas estruturais

VP1: Proteina globular com aproximadamente 1.088 aminoéacidos (aa) e massa molecular
de aproximadamente 125 quilodaltons (kDa), codificada pelo segmento 1, que possui em
torno de 3.302 pb (ESTES, GREENBERG, 2013). E disposta na porgéo interna do core
viral em associacdo com VP2 e VP3, tendo funcdo de RNA-polimerase-RNA-dependente
(RpRd), replicase e transcriptase, sendo essencial no processo da replicacdo viral
(ESTES, GREENBERG, 2013; PATTON et al., 1999).

Estruturalmente, VP1 é formada por trés dominios: aminoterminal (N-terminal);
polimerase, que compreende trés subdominios onde sdo encontrados seis motivos (A-F)
comuns as RpRds, e carboxiterminal (C-terminal). Esses se organizam de modo a formar
uma estrutura com quatro canais que circundam uma regido central, conhecida como
centro catalitico. Quando da replicacdo viral, 0os segmentos de RNA de sentido positivo
atuam como mRNA, enquanto o de RNA de sentido negativo da origem ao dsRNA
gendmico (ESTES, GREENBERG, 2013; LU et al., 2008).

VP2: Codificada pelo segmento 2 (2.690 pb), possui massa molecular de 84 kDa e
aproximadamente 880 aa (ESTES, GREENBERG, 2013). E organizada na forma de
dimeros, e cada subunidade apresenta trés subdominios: apical, central e de dimerizacéo,
além dos dominios N-terminal e C-terminal. Diferencas no dominio N-terminal permite
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a distincdo de VP2 em duas isoformas, VP2-A e VP2-B, cuja interagcdo resulta na
formacdo do core viral onde, internamente, encontra-se o complexo VP1/VP3 e os 11
segmentos de dsSRNA gendmico (ESTES, GREENBERG, 2013; MCCLAINetal., 2010).
VP2 tem papel na replicacdo do virus, sendo essencial para as atividades de
replicase e transcriptase da VP1 e, no processo de encapsidacdo do genoma
(BOUDREAUX et al., 2013; MANSELL, PATTON, 1990; PATTON et al., 1997).
Ademais, é altamente imunogénica e a variacdo antigénica observada na proteina tem
levado a classificagdo em subgrupos (SGs) | e 1l (MCDONALD, PATTON, 2008;
SVENSSON et al., 1990; TANIGUCHI, URASAWA, URASAWA, 1986).

VP3: Formada por 835 aa, tem massa molecular de 98 kDa e é codificada pelo segmento
3 (2.591 pb). Possui atividade de fosfodiesterase, guanililtransferase e metilase, as quais
sdo essenciais para a formacdo da estrutura cap 5° (CHEN et al., 1999; JAYARAM,
ESTES, PRASAD, 2004; LIU, MATTION, ESTES, 1992; PATTON, CHEN, 1999;
PIZARRO et al., 1991).

Embora a estrutura de VP3 ndo seja ainda claramente descrita, estudos que
utilizam alinhamento de sequéncias e modelagem por homologia estrutural sugerem que
a proteina possua um dominio N-terminal variavel (conforme a espécie de rotavirus) de
até 188 aa, com funcdo desconhecida. Essa extremidade é seguida por um dominio
guanina-N7-metiltransferase (N7-MTase), intercalado pelo dominio ribose-2’-O-
metiltransferase (2’-O-MTase) e sucedido pelo dominio guanililtransferase/RNA
trifosfatase (GTase/RTPase). Em algumas espécies de rotavirus (RVA, RVB e RVG),
encontra-se ainda um dominio PDE (fosfodiesterase) na extremidade C-terminal
(OGDEN et al., 2014; ZHANG et al., 2013).

VP4: Codificada pelo segmento 4 (2.362 pb), possui 776 aa e massa molecular de 86
kDa. Apresenta-se na forma de espiculas que se projetam do capsideo externo formado
por VP7 (ESTES, GREENBERG, 2013; PRASAD et al., 1990). E requerida no processo
deadsorcdo do virus a célula hospedeira onde, pela acdo de proteases, é clivada em dois
fragmentos proteicos, VP8* e VP5*, 0s quais contém sitios de ligacdo para receptores de
membrana, etapa fundamental para penetracdo do virus na célula (ESTES,
GREENBERG, 2013).



Estruturalmente, a VP4 intacta apresenta um dominio N-terminal ancorado sobre
um dominio C-terminal, mas quando clivada, conta com cinco dominios: hélice a, lectina,
barril B, espiral-enrolado (c-c — coiled-coil) e C-terminal, sendo os dois primeiros
componentes do fragmento VP8*, e os demais de VP5*, que conta também com um
dominio antigénico (ESTES, GREENBERG, 2013; SETTEMBRE et al., 2011). VP4 de
RVA de alguns animais apresenta atividade hemaglutinante (BASTARDO, HOLMES,
1980; KALICA, FLORES, GREENBERG, 1983). A proteina é também altamente
imunogénica, sendo capaz de elicitar a formacdo de anticorpos neutralizantes que
contribuem para a resposta imune homotipica e heterotipica (GORRELL,BISHOP, 1999;
JOHANSEN, SVENSSON, 1997) (Figura 4).

491 525
120 65 231248 479 510 776

VPg* VP5*

Figura4. (A) Representacdo daespicula intactade VVP4.Porc¢des globulares A e B de VP8* (roxo)
e cadeias A (amarelo), B (vermelho) e C (laranja) de VP5*. (B) Diagrama esquematico da cadeia
polipeptidica de VVP4. Fragmentos VP8* (roxo) e VP5* (vermelho) gerados apds clivagem com
remocao dos residuos 232-247 (verde). VP8* inclui os dominios hélice a ¢ lectina e VP5*, os
dominios barril B, ¢c-C e C-terminal. O dominio barril f é denominado “dominio antigénico”
(VP5Ag). A espicula de VP4 apds clivagem apresenta “cabec¢a” (dominio lectina), “corpo”
(dominios barril B das cadeias A e B de VP5%*), “haste” (dominio barril § da cadeia C de VP5%)
e “pé” (dominio hélice a.de VP8* e dominio C-terminal). Adaptadode SETTEMBREetal., 2011.

VP6: Codificada pelo segmento 6 (1.356 pb), possui 397 aa e massa molecular de 41
kDa. E um dos principais constituintes da particula viral, sendo responsavel pela
formacdo do capsideo intermediario (ESTES, GREENBERG, 2013). VP6 apresenta-se
na forma de trimeros e, estruturalmente, cada subunidade possui dois dominios, B (hélice
a) e H (folhas B), os quais tém funcdo na interacdo com as proteinas que constituem o
core (VP2) e o capsideo externo (VP7 e VP4) (CHARPILIENNE et al., 2002;
MATHIEU, 2001).



A proteina participa da replicacdo viral, sendo requerida no processo de
transcricdo do mMRNA (CHARPILIENNE et al., 2002). Possui propriedades antigénica e
imunogénica e, embora ndo seja responsavel pela formagdo de anticorpos neutralizantes,
induz resposta imune heterotipica (CORTHESY et al., 2006; JALILVAND, MARASHI,
SHOJA, 2015). Varia¢Ges no segmento codante de VP6 permitem a classificacdo dos
rotavirus em espécies (A-l), e para RVA, por classificacdo soroldgica, a divisdo em
subgrupos (I, 11, I e Il e N&o I/N&o I1) (ESTES, GREENBERG, 2013).

VP7: Constituida por 326 aa, massa molecular de 37 kDa, é codificada pelos segmentos
7, 8 ou 9 (1.062 pb) de acordo com a amostra viral (ESTES, COHEN, 1989). E uma
glicoproteina que constitui o capsideo externo do virus do qual emergem espiculas de
VP4 (ESTES, GREENBERG, 2013). Organizada na forma de trimeros, 0s quais sdo
estabilizados por fons calcio (Ca?*), a estrutura primaria inclui uma sequéncia de
sinalizacdo, seguida por quatro dominios: N-terminal, dominio | (enovelamento de
Rossman), que € intercalado pelo dominio II (barril ) e C-terminal (AOKI et al., 2009;
DORMITZER, GREENBERG, HARRISON, 2000).

Na sequéncia de sinalizacdo ha dois dominios hidrofobicos, H1 (residuos 1-29) e
H2 (residuos 30-50), ambos tém um papel no direcionamento daproteina VVP7 para dentro
do reticulo endoplasmatico durante a replicacio (WHITFELD et al., 1987). Essa
sequéncia sinalizadora (residuos 1-50) esta ausente na TLP, sendo conservada a porgdo
glicoproteica (CHEN et al., 2009; ERICSON et al., 1983). Por crio-eletromiscroscopia,
observa-se que a partir dodominio N-terminal ha um pontode interacdo entre VP7 e VPG,
(CHEN et al., 2009). VP7 € altamente imunogénica, sendo capaz de elicitar a formacéo
de anticorpos neutralizantes (ESTES, GREENBERG, 2013) (Figura 5).
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Rossman (amarelo) e Il — Barril B (laranja) e ions Ca?* (azul). (B) Diagrama esquematico da
cadeia polipeptidica de VP7. Regido de sinalizacdo (cinza), dominios | (amarelo) e Il (laranja) e,
regides N- e C-terminal (grafite) da glicoproteina. Adaptado de AOKI et al., 2009.
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1.3.3.2. Proteinas ndo estruturais

NSP1: Produto do gene 5 (1.581 pb), conta com 491 aa e massa molecular de 58 kDa. A
proteina possui um dominio N-terminal rico em cisteina, conservado entre as amostras de
RVA (ESTES, GREENBERG, 2013; HUA, MANSELL, PATTON, 1993). Tem
afinidade por zinco, cujo dominio parece estar localizado na regido N-terminal,
juntamente com o dominio de ligacdo ao RNA de fitasimples (sSRNA — single-stranded
ribonucleic acid) (BROTTIER etal., 1992; HUA,CHEN,PATTON, 1994). Essa proteina
estd envolvida na resposta imune inata atuando como antagonista da via de inducdo de
interferon, o que tem levado a sugestdo de participagdo na viruléncia de RVA (BARRO,
PATTON, 2005, 2007; MORELLI, OGDEN, PATTON, 2015).

NSP2: Codificada pelo segmento 8 (1.059 pb), dependendo da amostra. Possui 317 aa e
massa molecular de 36 kDa. E formada por mondmeros que apresentam dois dominios:
N-terminal (hélice a ¢ folhas ) e C-terminal (folhas 3 antiparalelas flanqueadas por hélice
a). Os monbémeros se organizam formando octdmeros com uma fenda catalitica central
recoberta por residuos basicos, incluindo um residuo catalitico de histidina (H225) com
a sugestdo de que tenha funcdo semelhante ao observado na célula (ESTES,
GREENBERG, 2013; JAYARAM, ESTES, PRASAD, 2002; LIMA, KLEIN,
HENDRICKSON, 1997).

Tem afinidade por sSRNA e possui atividade enzimatica de nucleosideo
trifosfatase, nucleosideo difosfatase, cinase e RTPase (KUMAR et al., 2007,
TARAPOREWALA, CHEN, PATTON, 1999; VASQUEZ-DEL CARPIO et al., 2006).
Sugere-se que essas fungdes enzimaticas atuem como um motor molecular que utiliza a
energia derivada da atividade da adenosina trifosfatase para catalisar as etapas de
replicacdo e empacotamento do genoma viral (TARAPOREWALA, CHEN, PATTON,
1999). Na célula infectada, NSP2 é encontrada associada ao complexo enzimatico (VP1-
VP3 e VP2) e a proteina NSP5, com a qual forma o viroplasma (estrutura elétron-densa
observada no citoplasma), o que reforca o papel da NSP2 na replicacdo e empacotamento
do genoma (APONTE, PONCET, COHEN, 1996; JIANG et al., 2006; SILVESTRE,
TARAPOREWALA, PATTON, 2004).



NSP3: Produto do gene 7 (1.104 pb) é constituida por 315 aa e massa molecular de 34
kDa. NSP3 se organiza na forma de um homodimero assimétrico que apresenta dois
segmentos N-terminal e dois C-terminal, que se entrelacam formando um tunel de
residuos basicos que reconhece e se liga a sequéncia 3° do mMRNA (DEO et al., 2002).
Sugere-se que a ligacdo de NSP3 ao mMRNA seja um possivel mecanismo de transporte
desse para o viroplasma e subsequente replicacio (PESAVENTO et al., 2006).
Funcionalmente, NSP3 atua de maneira semelhante a proteina de ligagdo a cauda
poliadenilada (PABP — polyadenylated binding protein), presente nos eucariotos, que
reconhece e se liga a cauda poliadenilada da extremidade 3* dos MRNAS eucariéticos,
onde participa do processamento de pré-mRNAsS, regulacdo da estabilidade e transporte
dos mRNAsdo nlcleo para o citoplasma e, inicio e término da traducdo (ELISEEVA,
LYABIN, OVCHINNIKOV, 2013).

Como os mMRNAs de RVA nédo possuem cauda poli (A), NSP3 se liga a uma
sequéncia consenso da extremidade 3’ e, junto com o fator de inicia¢do eucaridtico 4
gama (elFAG — eukaryotic translation initiation factor 4 gamma), circulariza 0 mRNA
viral favorecendo a sua traducdo e, consequentemente, interrompendo a tradugdo do
mRNA celular (PADILLA-NORIEGA, PANIAGUA, GUZMAN-LEON, 2002; VENDE
et al., 2000). Esse modelo tem sido amplamente aceito, mas um estudo de silenciamento
de NSP3 e elFAG sugere que a interacdo com o fator de iniciacdo nédo é essencial para a
traducdo do mRNA, sendo, no entanto, requerida para a interrupcdo da traducdo dos
MRNASs celulares. Assim, a interagdo de NSP3 com a sequéncia 3’ do mRNA viral teria
por funcéo protegé-lo da degradacdo (MONTERO, ARIAS, LOPEZ, 2006).

NSP4: Apresenta 175 aa, massa molecular de 20 kDa, sendo codificada pelo segmento
10 (751 pb) (ESTES, GREENBERG, 2013). E uma proteina multifuncional essencial para
a replicacdo, transcricdo e morfogénese, sendo reconhecida como uma enterotoxina viral,
visto que a administracdo de peptideo sintético produzido para a proteina (114-135) em
camundongos neonatos pode induzir a diarreia (BALL et al., 1996; LOPEZ et al., 2005;
SILVESTRI etal., 2005; ZAMBRANO et al., 2008). Na célula infectada, é identificada
como uma glicoproteina transmembrana no reticulo endoplasmatico (RE) (BERGMANN
et al.,, 1989; CHAN, AU, ESTES, 1988). NSP4 possui trés dominios hidrofébicos (H1-
H3) localizados na extremidade N-terminal. O dominio glicosilado H1 esta orientado para
o limen do RE, H2 consiste no dominio transmembrana e H3, que esta localizado no

10



citoplasma, apresenta um dominio de viroporina, seguido de um dominio c-c e uma
extremidade C-terminal flexivel (BOWMAN et al., 2000; ESTES, KAPIKIAN, 2007;
HYSER et al., 2010).

Viroporinas sdo pequenas proteinas virais hidrofébicas que destroem a integridade
das membranas e a homeostase i6nica o que facilita a entrada, montagem e a liberagdo do
virus (GONZALEZ, CARRASCO, 2003). E possivel que a atividade de viroporina de
NSP4 esteja relacionada a elevacdo na concentracéo de fons Ca?* no citoplasma da célula
infectada, fator importante para a replicacdo e montagem das particulas virais (ESTES,
KAPIKIAN,2007; HYSER et al., 2010). NSP4 pode ser encontrada em diferentes formas
estruturais incluindo complexos hetero-oligoméricos com VP4 e VP7, que se formam
durante o processo de maturacdo do virus (BOWMAN et al., 2000; CHACKO et al.,
2011).

NSP5: Produto do gene 11 (667 pb) apresenta aproximadamente 175 aa e massa
molecular de 21 kDa (ESTES, GREENBERG, 2013). E uma proteina fosforilada rica em
residuos de serina e treonina, sendo encontrada na forma de dimeros em associa¢do com
NSP2. Também pode se apresentar em diferentes isoformas que variam de
hipofosforilada (28 kDa) até hiperfosforilada (32 kDa) (AFRIKANOVA et al., 1996;
BLACKHALL et al., 1998; PONCET et al., 1997; WELCH, CRAWFORD, ESTES,
1989). O mecanismo de fosforilagdo de NSP5 ndo esta claro, sendo sugerida a
autofosforilacdo devido a indicios de que essa proteina possui atividade de cinase
(BLACKHALL et al., 1997). Ha ainda evidéncias de que cinases celulares, como as
caseinas | e 1, sejam envolvidas no processo de fosforilagdo da proteina (CAMPAGNA
et al., 2007; EICHWALD et al., 2004).
NSP5 esta implicada na replicacdo viral, uma vez que forma o complexo NSP2-
NSP5 que esta associado a formacdo do viroplasma. Além disso, interage com outras
proteinas (VP1, VP2 e NSP6) e com ssRNA e dsSRNA (ARNOLDI et al., 2007; BEROIS
et al., 2003; JIANG et al., 2006; TORRES-VEGA et al., 2000; VENDE et al., 2002).
Sugere-se que estruturalmente NSP5 apresenta residuos iniciais da extremidade N-
terminal que ndo sdo requeridos para a ligagio com NSP2 e para a formagdo do
viroplasma, diferente do observado para a extremidade C-terminal, que parece conter o
sinal para a formacdo dessa estrutura (JIANG et al., 2006; MARTIN et al., 2011,
MOHAN et al. 2003).
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NSP6: E uma proteina pequena (12 kDa) que ndo é observada em todas as amostras de
RVA. Quando presente é produto de uma segunda ORF (out-of-phase) encontrada no
segmento 11, que codifica NSP5 (MATTION et al., 1991). Possui alto indice de
modificacdo e sua degradacdo pode ocorrer até duas horas apds sua sintese. Apresenta
afinidade por ssSRNA, dsRNA e por NSP5. Sugere-se que esteja localizada no viroplasma,
0 que pode indicar sua possivel participacdo no processo da replicacdo viral
(RAINSFORD, MCCRAE, 2007; TORRES-VEGA et al., 2000). Ademais, embora sua
funcgéo ndo esteja claramente descrita, estudo sugere que a NSP6 de diversas amostras de
RVA apresenta uma extremidade N-terminal hélice o capaz de se ligar as mitocondrias,

0 que poderia afetar o seu funcionamento (HOLLOWAY et al., 2015).

1.4. Variabilidade genémica/Antigénica de RVA

As variacdes gendmicas dos segmentos dsSRNA de RV A se refletem na geracédo
de diferentes genotipos que sdo evidenciados também a partir das variagdes antigénicas
das respectivas proteinas, como abaixo descrito:

Segmento 1 (VP1): Tém sido descritos 18 geno6tipos distinguidos por identidade
minima de 83%, sendo denominados R, devido a funcdo de RpRd da proteina codificada
(MATTHIINSSENS et al., 2008; RCWG, 2016).

Segmento 2 (VP2): Possui 17 gendtipos caracterizados por identidade minima de
84%, denominados C por compor o core viral (MATTHIINSSENS et al., 2008; RCWG,
2016). Adicionalmente, a variabilidade do segmento tem permitido identificar dois
subgrupos. Esta variabilidade foi observada a partir da reatividade com anticorpos de
ratos provenientes dainocula¢do de RV A de origem humana ('Y O-60) onde amostras ndo
reativas com Y O-60 s&o designadas VP2 SGI e as reativas, VP2 SGII (SVENSSON et
al., 1990; TANIGUCHI, URASAWA, URASAWA, 1986). Para algumas amostras, é
observada associacdo entre os SGs de VP2 e VPG, visto que ha amostras caracterizadas
como VP2 SGI/ VP6 SGI e outras como VP2 SGII/ VP6 SGII (TANIGUCHI,
URASAWA, URASAWA, 1986; URASAWA et al., 1990).

Segmento 3 (VP3): A variacdo gendmica possibilita a diferenciacdo de 17
gendtipos com identidade minima de 81%, sendo denominados M, devido a fungéo de
metiltransferase da proteina (MATTHIINSSENS et al., 2008; RCWG, 2016).
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Segmento 4 (VP4): Baseado nesse segmento, RVAtem sido classificado tantoem
gendtipos quanto em sorotipos (em funcdo da imunogenicidade da proteina), sendo os
ultimos definidos a partir de ensaios de neutralizacdo e reatividade com anticorpos
monoclonais e policlonais. Esses sdo denominados P em funcdo da sensibilidade da
proteina a proteases. Tem-se até o momento 14 sorotipos e 47 genotipos, cuja
diferenciacdo se da pela identidade minima de 80% (ESTES, KAPIKIAN, 2007;
MATTHIINSSENS et al., 2008; RCWG, 2016).

Segmento 6 (VP6): A variabilidade permite a distingdo de grupos de RVA (A-H),
bem como, em subgrupos na espécie A (SGI, SGII, SGI+II e SGnéo-I/ndo-11), definidos
pela reatividade frente a anticorpos monoclonais (MAbs — monoclonal antibodies)
especificos (ESTES, KAPIKIAN, 2007; GORZIGLIA et al., 1988; KAPIKIAN et al.,
1981; MATTHIIJNSSENS et al., 2008). Ademais, tém sido identificados 24 genotipos que
podem ser diferenciados por identidade minima de 85%, os quais sdo denominados|, pelo
fatode a proteina codificadacompor o capsideo intermediario (MATTHIINSSENS et al.,
2008; RCWG, 2016).

Segmento 9, 7 ou 8 (VP7): Similar a VP4, identificam-se diferentes sorotipos e
gendtipos os quais sdo denominados G em funcdo da proteina ser glicosilada. Até o
momento foram identificados 20 sorotipos e 32 gend6tipos diferenciados por identidade
minima de 80% (ESTES, KAPIKIAN, 2007; MATTHIINSSENS et al., 2008; RCWG,
2016).

Segmento 5 (NSP1): Com base nesse segmento tem sido reconhecido 28
genotipos, diferenciados por identidade minima de 79%, denominados genotipos A visto
que a proteina respectiva atua como antagonista de interferon (MATTHIJNSSENS et al.,
2008; RCWG, 2016).

Segmento 8, 7 ou 9 (NSP2): Apresenta 18 genotipos diferenciados por identidade
minima de 85% e, denominados N, devido a funcdo de NTPase da proteina
(MATTHIINSSENS et al., 2008; RCWG, 2016).

Segmento 7, 8 ou 9 (NSP3): Possui 19 gendtipos caracterizados por identidade
minima de 85%, denominados T, devido ao papel promotor de tradugdo da proteina
(MATTHIINSSENS et al., 2008; RCWG, 2016).

Segmento 10 (NSP4): Apresenta consideravel variabilidade e possui 24 genotipos

distinguidos pela identidade minima de 85% na sequéncia de nucleotideos. Sao
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denominados E, em funcdo da proteina respectiva ser considerada uma enterotoxina
(MATTHIINSSENS et al., 2008; RCWG, 2016).

Segmento 11 (NSP5/6): Tém sido relatados 19 gendtipos, caracterizados por
identidade minima de 91% e denominados H, visto a acdo de NSP5 como fosfoproteina
(MATTHIIJNSSENS et al., 2008; RCWG, 2016).

RVA tem sido classificado tendo como base a associacdo de gendtipos Ge P, 0
denominado sistema binario, bem como pela associacdo desses aos demais genotipos.
Considerando o sistema binario, observa-se que as principais associa¢fes sdo G1, G3, G4
e G9 com P[8], G2 com P[4] ou P[6] e, ainda, G3, G9 e G12 com P[9] (ESTES,
GREENBERG, 2013).

A partir da associa¢do de genotipos G e P aos demais gendtipos tem sido admitido
adenominada constelagdo genotipica, coma configuracdo de trés genogrupos: genogrupo
I, tendo como amostra protétipo a amostra Wa — G1P[8] — (I11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-
H1), o I, sendo a amostra protétipo a DS-1 — G2P[4] — (12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-
H2) e o Ill, amostra prototipo AU-1 — G3P[9] — (13-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3).
Amostras genogrupo | também podem ter associacdo G3P[8], G4P[8] e G9P[8]. O
genogrupo Il comporta amostras também com outras associacbes como G12P[9]
(CASTELLO et al. 2009; GOLLOP et al. 1998; MATTHIIJNSSENS et al. 2011). Ainda,
amostras G12, com diferentes gendétipos P, tém sido inclusas em qualquer um dos
genogrupos (RAHMAN et al., 2007).

RVA também pode ser classificado com base no padrdo de migracdo dos
segmentos dsRNA na eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA). Nesse sentido,
observa-se quatro classes no padrdo de migracdo: classe | (segmentos 1-4), classe Il
(segmentos 5 e 6), classe Il (segmentos 7-9) e classe IV (segmentos 10 e 11).
Considerando a classe 1V, observa-se padrao diferencial de migracdo para os segmentos
10 e 11 que permite a diferenciacdo das amostras em padrio “longo”, quando ha rapida
migracdo do segmento 11, posicionando-se no final do gel e, padrao “curto”, onde ocorre
inversdo dossegmentos 10 e 11, além do padrdo “supercurto” no qual o segmento 11 se
apresenta mais distante do segmento 10 (migracédo lenta) (ESTES, GREENBERG, 2013;
HOLMES, 1996) (Figura 6).

Sugere-se que exista associacdo entre os padrdes eletroferotipicos, subgrupos
decorrentes de VP6 e sorotipos/genotipos de VP7. Amostras com padrao “longo” seriam
SGIl/sorotipo/genoétipo 1, 3 ou 4, e amostras com padrao “curto”, SGl/sorotipo/genotipo
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2 (MATSON et al., 1990; NAKAGOMI et al., 1989; SILVA et al., 2013; SOARES et al.,
2010).

|
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Figura 6. Representacdo do padréo de migragédo dos segmentos de dSRNA na EGPA. A canaleta

1 mostra o padrio “longo”, a 2 o padrido “curto” e a 3 o padrdo “supercurto”. Adaptado de
NAKAGOMI et al., 1999.

1.5. Replicagcdo de RVA

A replicacdo de RV A é um processo complexo que envolve vérias etapas, as quais
tém sido desvendadas a partir de estudos in vitro e in vivo (ESTES, KAPIKIAN, 2007).
In vivo, estudos realizados com camundongos, bovinos e suinos gnotobi6ticos (germ-
free), ttm mostrado que RV A possui tropismo por enterdcitos diferenciados do intestino
delgado (GUERRERO, SANTANA, ACOSTA, 2010; HULST et al., 2008; ITURRIZA-
GOMARA et al., 2002; KIM et al, 2011). Por outro lado, estudos também mostram a
deteccdo viral em humanos a partir do sistema nervoso central o que sugere a existéncia
de células susceptiveis (KIRTON et al., 2005).
Estudosin vitro utilizando culturas celulares, os quais sdo admitidos mimetizarem
0 processo in vivo, mostram que a adsorcdo viral a célula € feita pela VVP4. Para sua
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atividade, hé& necessidade de clivagem, feita por proteases como a tripsina, abundante no
intestino delgado. A clivagem resulta na formacédo de dois fragmentos, VP5* e VP8%*,
(FIORE, GREENBERG, MACKOW, 1991; LOPEZ et al., 1985). O fragmento que se
liga inicialmente ao receptor primario celular é admitido ser VP8*, seguido pela ligacéo
de VP5* ao co-receptor, o que potencializa a entrada do virus na célula (ARIAS et al.,
1996; ESTES, GRAHAM, MASON, 1981; ESTES, GREENBERG, 2013; KALJOT et
al., 1988).

Diferentes classes de receptores primarios tém sido admitidas para RVA,
dependendo da espécie hospedeira. Estudos tém mostrado que ha amostras de RVA que
utilizam como receptores moléculas que contém &cido sialico (FLEMING et al., 2014;
GUO et al., 1999; ISA et al., 2006), bem como chaperonas, como a proteina de choque
térmico 70 (ESTES, GREENBERG, 2013). Outra classe de receptor que tem sido
admitida s@o antigenos de grupo histo-sanguineo, os quais sdo dependentes de uma
enzima funcional codificada pelo gene celular FUT2 (HU et al.,, 2012; IMBERT-
MARCILLE et al., 2014). Como co-receptores tém sido admitidos diferentes classes de
integrinas (avPp3, o4pfl e a2pl) (DORMITZER et al, 2002a, 2002b; ESTES,
GREENBERG, 2013; FLEMING et al., 2014; GRAHAM et al., 2005).

A penetracdo na célula parece ocorrer em um processo multipassos que envolve a
interacdo de VP5*, VP8* e VP7 (ESTES, GREENBERG, 2013). Admite-se que essa
etapa possa ocorrer diretamente por translocacdo através da membrana celular ou por via
endocitica (DIAZ-SALINAS et al., 2013; KALJOT et al., 1988). Apds a penetraco, ha
liberacdo do virus no citoplasma e, subsequente remocao do capsideo externo resultando
em particula de duplo capsideo, denominada de DLP (double particle), composta pelos
capsideos intermediario (VP6) e interno (VP2 e o complexo enzimatico VP1/VP3)
circundando o genoma viral (ESTES, GREENBERG, 2013). As DLPs séo
transcricionalmente competentes e em seu interior sdo sintetizados os mRNAs (11
segmentos) e o SSRNA sentido negativo que serve como molde para a sintese do dsSRNA
(ESTES, GREENBERG, 2013; LAWTON, ESTES, PRASAD, 1997; LU et al., 2008).

Uma vez liberados no citoplasma, os transcritos séo traduzidos pela maquinaria
celular. VP7 e NSP4 sdo sintetizadas em ribossomos associados ao reticulo
endoplasmético (RE), enquanto as demais VPs e NSPs sdo sintetizadas em ribossomos
livres (ESTES, GREENBERG, 2013). A etapa de traducdo do mRNA tem a participacédo
da NSP3, a qual atua de modo semelhante a PABP de eucariotos. Ha evidéncias de que
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NSP3 se liga a extremidade 3’ conservada dos MRNASs e ao elF4G promovendo a
circularizacdo desses segmentos e levando-os até os ribossomos para a sintese das
proteinas virais (PADILLA-NORIEGA, PANIAGUA, GUZMAN-LEON, 2002;
PESAVENTO etal., 2006; VENDE et al., 2000). Admite-se que as proteinas produzidas
se acumulem em uma estrutura membranosa de origem celular, elétron-densa, formada
pela acdo de NSP2 e NSP5 (viroplasma) que é observada nas proximidades do RE
(ALTENBURG,GRAHAM, ESTES, 1980). Nessa estrutura, ocorre a formacéo de novas
DLPs e transcricdo para sintese do genoma (ESTES, GREENBERG, 2013).

Apds o processo de formacdo das DLPs, essas migram para dentro do RE onde
VP6 interage com o dominio transmembrana de NSP4 para a formacdo de um envelope
lipidico transitdrio. Esse envelope é posteriormente perdido para a incorporagdo da VVP7,
formando o capsideo externo ao qual se acopla as espiculas de VP4. Uma vez completas,
as particulas de tripla camada (TLPs) séo liberadas por lise ou por exocitose (ESTES,
GREENBERG, 2013; O'BRIEN, TAYLOR, BELLAMY, 2000) (Figura 7).
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Figura 7. Diagrama esquematico do processo de replicacdo de RVA. Adaptado de ESTES,
GREENBERG, 2013.

1.6. Evolucdo de RVA

Diferentes mecanismos contribuem para variabilidade genémica e antigénica de

RVA que incluem: mutacOes pontuais, reagrupamento, recombinagdo, rearranjo e
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transmissao interespécie, 0s quais podem gerar variantes com uma vasta diversidade inter
e intragenotipica (GOUVEA, BRANTLY, 1995; MCDONALD et al., 2016; RAMIG,
1997).

As mutacdes sdo consideradas fontes primarias de diversidade genética e podem
resultar de falhas no processo de transcricdo (GOUVEA, BRANTLY, 1995;
MANEEKARN, KHAMRIN, USHIJIMA, 2010; RAMIG, 1997). RVA, assim como
outros virus RNA, apresenta elevada taxa de mutagdo, em torno de 5 x 10-°> mutacGes por
nucleotideo por ciclo replicativo, o que representa a ocorréncia de ao menos uma mutagdo
a cada ciclo de replicagdo em relacdo ao genoma do virus parental (MANEEKARN,
KHAMRIN, USHIJIMA, 2010; RAMIG, 1997). Parte dessas mutacgdes séo silenciosas e
ndo resultam em alteragdes na proteina codificada, entretanto, outras podem gerar
variabilidade contribuindo para a diferenciacdo de linhagens e sublinhagens de um
mesmo gen6tipo (ITURRIZA-GOMARA et al., 2001, 2003).

A natureza segmentada do genoma de RV A favorece ainda, o reagrupamento, ou
seja, a troca de segmentos genémicos durante co-infeccdes, quando duas ou mais
amostras do virus infectam uma Unica célula hospedeira, resultando na formacao de uma
progénie hibrida. No processo ha a interagdo entre as moléculas de RNA genbémico, e
dessas com proteinas envolvidas no empacotamento do genoma viral durante a replicacao
(MCDONALD et al., 2016; RAMIG, 1997).

O sucesso desse mecanismo depende dacompatibilidade entre os sinais existentes
nos segmentos de RNA que mediam as interacbes. Assim, compreende-se que 0
reagrupamento pode originar amostras que apresentam alguma vantagem seletiva para o
virus, principalmente, quando os genes reagrupados codificam antigenos biologicamente
importantes, como os que elicitam anticorpos neutralizantes e outros determinantes de
viruléncia (MCDONALD et al., 2016; RAMIG, 1997). Admite-se que a interacao
adequada entre os segmentos reagrupados possa contribuir para a permanéncia de certos
gendtipos de RVA nas populagcbes humana e animal em detrimento a outros
(MCDONALD et al., 2009).

A recombinacdo é outro processo que contribui para a evolugdo de RVA, e
consiste na substituicdo de sequéncias nucleotidicas no segmento de RN A gendmico entre
uma sequéncia doadora e outra denominada receptora, gerando uma nova sequéncia com
informacdo genética proveniente de mais de uma fonte (RAMIG, 1997; SIMON-
LORIERE, HOLMES, 2011; WOROBEY, HOLMES, 1999). Geralmente a
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recombinacdo ocorre em regides com alta similaridade, sendo denominada homoéloga e
nesse caso a estrutura do RNA pode permanecer inalterada. Por outro lado, quando o
ponto de substituicdo apresenta baixa similaridade, um novo segmento de RN A genémico
pode ser formado contribuindo para o surgimento de uma nova amostra (SIMON-
LORIERE, HOLMES, 2011; WOROBEY, HOLMES, 1999). Assim como as mutacdes
pontuais, recombinacdo também contribui para a diferenciacdo entre linhagens e
sublinhagens de um mesmo gen6tipo (PHAN et al., 2007).

O rearranjo gendmico ocorre a partir de delecdes ou duplicagbes na sequéncia do
segmento gendmico. Amostras rearranjadas, quando visualizadas por EGPA, podem
apresentar segmentos extras com posicionamento ndo habitual o que auxilia na sua
identificacdo (GAULT et al., 2001; RAMIG, 1997).

Ademais, a transmissdo interespécie pode resultar na variabilidade de RVA,
qguando em infec¢cbes mistas, pode ocorrer reagrupamento entre amostras de origem
humana e de origem animal, além de possiveis rearranjos entre segmentos homélogos
(DORO et al., 2015; MARTELLA et al., 2010). Nesse caso, por EGPA, é possivel a
visualizacdo de amostras atipicas caracterizadas por segmentos extras, bem como,
amostras cujos segmentos compartilnam caracteristicas génicas e antigénicas deamostras
provenientes de humanos e animais (DELOGU et al., 2016; MANEEKARN, KHAMRIN,
USHIJIMA, 2010).

1.7. Aspectos clinicos e patogenia de RVA

As infeccdes por RVA podem ser assintomaticas, subclinicas ou apresentarem-se
sob a forma classica dadoenca, a GEA, onde sdo observados sintomas de febre, vémito,
dorabdominal e diarreia. A febre e 0 vomito tém duracdo média de até trés dias, enquanto
a diarreia, o sintoma mais comumente relatado, pode perdurar por 10 dias ou mais. A
GEA, geralmente, é doenca autolimitada, entretanto, a quantidade de episodios de vomito
e diarreia podem resultar em desidratacdo grave e, por conseguinte em Obito
(LINHARES, BRESSE, 2000; OLIVEIRA, LINHARES, 1999). Admite-se o
desenvolvimento de sintomas e de doenca grave estdo associados a relacdo parasito-
hospedeiro (ESTES, GREENBERG, 2013; ISMAILI-JAHA et al., 2014; LINHARES,
BRESSE, 2000; OLIVEIRA, LINHARES, 1999).
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RVA tem como rota de transmissdo a via fecal-oral e, desse modo, &gua e
alimentos contaminados, bem como o contato pessoa-pessoa podem favorecer a infeccao.
Apos a infeccdo por RVA, o periodo médio de incubagdo tem sido estimado em 48 horas,
sendo os enterdcitos diferenciados do intestino delgado admitidos como as células-alvo
para a replicacdo do virus e, aexcrecdo, feita pelas fezes (ESTES, GREENBERG, 2013).

Os enterdcitos sdao um tipo celular que apresenta, em sua superficie apical,
pequenos dobramentos da membrana plasmatica, microvilosidades, que favorecem a
execucdo das funcbes digestiva e absortiva (GUYTON, CARNEIRO, 2006;
JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2008). E nesse local que ocorre a multiplicagio viral, sendo
admitidos dois mecanismos que resultam em diarreia com possibilidade de desidratacéo:

1- Deficiéncia na absorcdo de macromoléculas: resultante da destruicdo dos
enterdcitos e substituicdo por células imaturas que ainda ndo possuem capacidade
absortiva. Como consequéncia, tem-se o acumulo de macromoléculas no meio
extracelular favorecendo a difusdo agua e eletrélitos para o exterior da célula. No
processo, admite-se que a agdo da NSP4 viral provoque isquemia dos vilos intestinais e
influxo de fons Ca2* para o citoplasma, o que pode resultar na lise celular e, por
conseguinte, na reducéo da absorcao intestinal (BALL et al., 1996; PEREZ et al., 1998).
O aumento de ions Ca?* no meio intracelular promove maior efluxo de ions cloro (CI)
para 0 meio extracelular e, consequentemente, de agua para o limen do intestino delgado
favorecendo o processo diarreico (ANGEL et al., 1998; MORRIS et al., 1999);

2- Estimulacéo do sistema nervoso entérico: o sistema é formado por ganglios dos
plexos submucoso e mioentérico que se dispdem abaixo do epitélio intestinal. Admite-se
gue NSP4 atue nesse sistema, resultando na maior liberacdo de fluidos eletroliticos para
0 lumen intestinal (COSTANZO, 2007; ESTES, GREENBERG, 2013).

1.8. Métodos de estudo de RVA

As manifestacdes clinicas dadoenca causada por RVA (diarreia, febre, vémito e
dor abdominal) sdo genéricas quando comparadas aquelas causadas por outros virus
gastroentéricos, ndo sendo, portanto, suficientes para o diagndéstico clinico. Desse modo,
para o diagndstico acurado, bem como, para o estudo de RV A é necessario a deteccdo do
virus ou de seu genoma, do antigeno viral ou da observacdo de resposta soroldgica
especifica (ESTES, GREENBERG, 2013).
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A identificacdo do virus pode ser feita por IME e ME pela visualizacdo da
particula viral a partir do espécime clinico, e para o estudo da morfologia e da
ultraestrutura das particulas virais (ESTES, GREENBERG, 2013; SANTOS;
ROMANOS; WIGG, 2008).

Outro procedimento de estudo consiste na detec¢do do antigeno especifico de
RVA, que pode ser feita por soroneutralizacdo, reacdo de fixacdo do complemento,
imunofluorescéncia, hemaglutinacdo e aglutinacdo em latex (ESTES, GREENBERG,
2013; SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2008). Assim como a IME e ME, essas
metodologias sdo importantes para a triagem de RV A a partir do espécime clinico.

A identificacdo e caracterizagcdo do genoma viral pode ser feita por EGPA. Essa
metodologia é sensivel e especifica, e permite a triagem de RV A a partir do espécime
clinico. Pela técnica é possivel inferir a espécie de rotavirus, o subgrupo de RVA e a
ocorréncia de infec¢bes mistas (LOURENCO et al., 1981; PEREIRA et al., 1983).

Técnicas de biologia molecular como hibridizagdo in situ, hibridizacdo em
microarranjos (microarray hybridization), reacdo de transcricdo reversa seguida da
reacdo em cadeia da polimerase (reverse transcription polymerase chain reaction — RT-
PCR), reacdo de transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa (quantitative reverse transcription polymerase chain reaction — RT-gPCR) e
sequenciamento gendmico, possibilitam a caracterizacdo de gendtipos e a quantificacdo
das particulas virais (SANTOS, ROMANQOS, WIGG, 2008).

Para a genotipagem, tem-se utilizado uma ferramenta on-line denominada RotaC,
padronizada pelo grupo de trabalho, Rotavirus Classification Working Group (RCWG),
que permite a comparacdo entre a sequéncia de nucleotideos da amostra que se deseja
caracterizar e as sequéncias prototipos de cada um dos gendtipos existentes para um dado
segmento (MAES et al., 2009; MATTHIIJNSSENS et al., 2008).

Outra técnica importante para o estudo dos RVA consiste na utilizagdo da
cristalografia de raio-X para a caracterizacdo das proteinas codificadas pelos 11
segmentos de dsSRNA genémico (OGDEN et al., 2014). Adicionalmente, a modelagem
molecular das proteinas de RVA, feita por homologia das sequéncias deduzidas de
aminoacidos, temsido util na elucidacéo da estrutura proteica dos segmentos gendmicos,
visto que a técnica, baseia-se na construcdo da estrutura secundaria ou terciaria a partir
de um modelo com identidade minima de 30% (MALIK et al., 2014).
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1.9. Vacinas para RVA

Visto a relevancia epidemiolégica de RVA como agente causador da GEA
infantil, tem-se reunido esforcos no sentido de desenvolver vacinas eficazes para o agente
(ESTES, GREENBERG, 2013). Nesse contexto, desde 0s anos 80 ha um esforgo para o
desenvolvimento de vacinas especificas. Uma primeira vacina elaborada foi originada da
amostra bovina R1T4237 (G1P6[1]) atenuada, com triagem feita em criancas na Finlandia
(VESIKARI etal., 1985), posteriormente, seguiram-se estudos para o desenvolvimento
de vacinas a partir de amostras de origem animal e humana (BARNES et al., 1997;
BHANDARI et al., 2006; CHANDRAN et al., 2010; CLARK et al., 1996; VESIKARI et
al., 1990).

A primeira vacina licenciada para RV A foi denominada RotaShield®, que inclui
aamostra MMU 18006 proveniente de macaco Rhesus (G3) e trés amostras recombinantes
de isolados dehumanos (G1, G2 e G4). Esta vacina tetravalente (RRV-TV) foi licenciada
nos EUA em 1998, com administracdo por via oral em trés doses, a criangcas com dois,
quatro e seis meses (HOCHWALD, KIVELA, 1999; PEREZ-SCHAEL et al., 1997;
RENNELS et al., 1996).

Apo6s a administracdo de mais de 500.000 doses iniciaram-se relatos de
intussuscepcdo, condicdo clinica que se refere a obstrucdo intestinal causada pela
penetragdo uma alca de um segmento proximal do intestino delgado em outra
imediatamente distal o que pode resultar em edema, isquemia e necrose (CDC, 1999;
MACKSOUD, 1998). A ocorréncia destes casos de intussuscep¢do foi associada a vacina
para RVA o que culminou com a retirada de RotaShield® do mercado em julho de 1999
(CDC, 1999; MURPHY et al, 2001). Seguido esse fato, os estudos para o
desenvolvimento de vacinas para RVA também passaram a considerar a seguranca para
a intussuscepcao intestinal.

Depois de quase sete anos apdés a suspensdo do uso de RotaShield® foram
disponibilizadas outras duas vacinas também administradas por via oral, Rotarix®
(GlaxoSmithKline) e RotaTeq® (Merck & Sharp Dohme). Rotarix® foi desenvolvida a
partir da atenuacdo de amostra monovalente G1P[8] de origem humana e RotaTeq® é
resultante da recombinacdo entre amostras de origem humana (G1-G4) e de origem
bovina (WC3 — P[8]) (BERNSTEIN, 2006; TOM-REVZON, 2007). Ambas foram
licenciadas em 2006 e s&o recomendadas pela WHO (WHO, 2015b).
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Também houve tentativas para o desenvolvimento de vacinas a partir das
proteinas do capsideo intermediario (VP6) e do core (VP2), visto que estas sdo capazes
de elicitar resposta imune (ALKADAH et al., 2013; PASTOR et al, 2014). O
desenvolvimento devacinas a partir virus-like particles (VLPs), recombinantes entre VP2
e VPG, tem sido considerado estratégia alternativa as vacinas em uso pois, embora
Rotarix® e RotaTeq® apresentem consideravel custo-beneficio, estudos in vivo tém
mostrado risco para a ocorréncia de intussuscepgdo intestinal apds a administracdo dessas
vacinas (AZEVEDO, VLASOVA, SAIF, 2013; RHA et al., 2014).

1.10. Epidemiologia de RVA

A GEA é importante causa de morbimortalidade em criangas menores de cinco
anos, principalmente em paises em desenvolvimento (WHO, 2015b). Admite-se que essa
enfermidade seja responsavel por mais de 500.000 mortes, nessa faixa etaria, em todo o
mundo, das quais 215.000 sdo atribuidas a RV A, principalmente em criangas com até 24
meses (TATE et al.,, 2016). Desse modo, medidas preventivas, como melhoria no
saneamento basico e no fornecimento de agua e alimentos apropriados, bem como a
vacinagéo, sdo requeridas para minimizar os custos financeiros e humanos causados pela
GEA por RVA (WHO, 20153, 2015b).

Desde 2006, duas vacinas (Rotarix®, GlaxoSmithKline e RotaTeq®,
MerckSharpDhome) estdo licenciadas em mais de 100 paises (VESIKARI et al., 2006;
RUIZ-PALACIOS et al., 2006), sendo recomendadas pela WHO, principalmente, em
locais com elevado indice de morbimortalidade infantil por GEA (WHO, 2015b). Até
maio de 2016, mais de 80 paises introduziram uma das vacinas ao Programa Nacional de
Imunizacdo (PNI), incluindo o Brasil (MS, 2006; PATH, 2016).

Com o inicio do processo de vacinacdo, tem-se relatado o declinio das
hospitalizaces e do indice de mortalidade por GEA em criangcas menores de cinco anos
(DESAl etal., 2011; JUSTINO et al., 2011; PATERNINA-CAICEDO et al. 2015; TATE
et al., 2016). Paises da Europa e Estados Unidos tém relatado reducéo de até 84% das
hospitalizagdes (KARAFILLAKIS, HASSOUNAH, ATCHISON, 2015; TATE et al.,
2013), e no Brasil, bem como, em outros paises da América Latina, a reducdo tem sido
estimada em 48% a 81% (DESAI et al., 2011; LINHARES, JUSTINO, 2014).
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Concomitante a reducéo das hospitalizagcbes por GEA, tem-se observado também,
areducdo no indice de positividade para RVA, guando comparados os periodos pré e pos-
vacina. Estudos realizados na Finlandia e no 1émen reportaram reducdo de até 34% no
indice de deteccdo para RVA (AMOOD AL-KAMARANY et al., 2016; HEMMING-
HARLO et al., 2016). Na Bélgica, houve relato de reducéo de aproximadamente 77% na
deteccdo do agente (STANDAERT et al., 2016). No Brasil, foi reportada reducéo de
42,2% na positividade para RVA nos primeiros dois anos apos o inicio do processo de
vacinacdo para o virus (SAFADI et al., 2010).

RVA apresenta sazonalidade, sendo detectado principalmente no inverno e em
periodos frios e secos, embora em alguns paises da Africa, Asia e América do Sul, esta
seja menos evidente (COOK et al., 1990). Sugere-se que 0 vento e a baixa umidade
observado nesses periodos, combinados a precipitacdo em solo seco, possam viabilizar o
transporte aéreo de material fecal contaminado presente no ambiente (ANSARI,
SPRINGTHORPE, SATTAR, 1991; MOE, SHIRLEY, 1982).

No Brasil, hd maior deteccdo dovirus entre maio e setembro, periodo considerado
frio e seco nas Regibes Centro-Oeste, Sul e Sudeste (CARDOSO et al., 2000;
MUNFORD et al., 2007, 2009). Por outro lado, nas Regides Norte e Nordeste, RVA
ocorre durante todo o ano (SILVA, SOUZA, MELO, 2010; STEWIEN et al., 1991).
Contudo, admite-se 0 processo da vacinacao para o virus tem proporcionado alteracdo no
padrdo sazonal do virus, sendo observado atraso no inicio da estacdo principal para sua
circulacio (BRAECKMAN etal., 2011; LUCHSetal., 2015; TATE, PARASHAR, 2011)
ou mesmo a auséncia de sazonalidade (DULGHEROFF et al., 2014).

Como mencionado, RV A apresenta grande diversidade genémica e antigénica que
contribui para uma ampla variedade de gendtipos, principalmente, em relacdo aos
gendtipos de VP7 (G) e VP4 (P) (BANYAlI etal., 2012; DORO et al., 2014; SANTOS,
HOSHINO, 2005). Considerando os genétipos G, admite-se que em todo o mundo, no
periodo pré-vacina, G1-G4, correspondeu a maior parte dasamostras positivas para RVA,
embora G5, G8 e G9, também tenham sido reportados. O genotipo G5 tem sido
observado, principalmente, na América do Sul e G8 na Africa, enquanto G9, tem ocorrido
em todos os continentes. De modo geral, esses genotipos variam em predominancia
conforme o periodo e o local de estudo (SANTOS, HOSHINO, 2005).

Na Regido Centro-Oeste do Brasil, também tem reportado a ocorréncia dos
genotipos G1-G4, com predominancia alternadaentre G1e G2 (ANDREASI et al., 2007,
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CARDOSO et al., 2000; MUNFORD et al., 2009), bem como, a ocorréncia de amostras
G5 e aemergéncia de G9 (CARDOSO et al., 2000; COSTA et al., 2004; SOUZA et al.,
2003).

No que se refere aos gendtipos P, observa-se que P[4], P[6] e P[8], sdo os
gen6tipos mais comumente detectados em humanos, sendo P[4] associado a amostras G2
eP[8] a G1, G3,G4 e G9. Poroutro lado, P[6] tem sido visto em associacdo com qualquer
dos gendtipos G (G1-G4 e G9), sendo reportado em estudos realizados em todo o mundo,
0 que mostra a relevancia desse genotipo nas infeccdes por RVA em humanos (SANTOS,
HOSHINO, 2005). No Brasil, estudos mostram a ocorréncia de P[6] em até 13% das
amostras positivas para RVA (ARAUJO et al., 2001; TIMENETSKY, SANTOS,
GOUVEA, 1992) e, na Regido Centro-Oeste, um estudo reportou esse genétipo em
aproximadamente 16% da amostras caracterizadas, sendo o segundo genétipo mais
frequente (SOUZA et al., 2003).

Considerando as associagfes entre os genotipos G e P, admite-se que dentre
aproximadamente 90 associagdes as mais comumente observadas em amostras
provenientes de humanos sio G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] e GIP[8] (BANYAI et
al., 2012; DORO et al., 2014; GENTSCH et al., 1996; SANTOS, HOSHINO, 2005).

Em todo o mundo, no periodo pré-vacina, G1P[8] tem sido a associa¢do
predominante (SANTOS, HOSHINO, 2005). Situacdo que também tem observada no
Brasil, incluindo a Regido Centro-Oeste (ANDREASI etal., 2007; GURGEL etal., 2008;
SANTOS, HOSHINO, 2005; SOUZA et al., 2003). Embora outras associagdes, como
G2P[4] e G9P[8], também tenham contribuido de maneira importante nas infecces por
RVA (CARDOSO et al., 2000; COSTA et al., 2004; SANTOS, HOSHINO, 2005).

Por outro lado, estudos conduzidos no periodo pos-vacina, na Regido Centro-
Oeste e demais Regides do Brasil, bem como, em outros paises que adotaram uma das
vacinas para RVA, mostraram a predominancia de amostras G2P[4] sugerindo presséo
seletiva exercida pela vacina (ALMEIDA et al., 2015; LINHARES, JUSTINO, 2014;
MUNFORD et al., 2009; RAHMAN et al., 2007). Contudo, no mesmo periodo,
investigacdes conduzidas em paises que ndo utilizavam nenhuma vacina para RVA,
também mostraram a predominancia dessa associagdo (AMARILLA et al., 2007;
ANTUNES et al., 2009).

Adicionalmente, estudos de monitoramento tém mostrado decréscimo deamostras

G2P[4] concomitante a ocorréncia de amostras com perfis frequentemente detectados em
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humanos, bem como outros menos comuns (DA SILVA SOARES et al., 2014,
DULGHEROFFetal., 2012, 2014). Dentre os genotipos relatados no periodo pés-vacina,
destaca-se G12, que embora seja reportado em associacdo com diferentes gendtipos P
(RAHMAN et al., 2007), tem sido observado principalmente em associagdo com P[6] ou
P[8] (NEVES et al., 2016; PATTON et al., 2012; RAHMAN et al., 2007). No contexto
da vacinacdo, observa-se aumento crescente na deteccdo de G12P[8], tanto no Brasil
quanto em outros paises do mundo (DORO et al., 2014; LUCHS et al., 2016;
MUKHERJEE et al., 2010; NEVES et al., 2016).

Essas informacdes corroboram a ideia da flutuacéo temporal de RVA, visto que,
em todo 0 mundo as frequéncias das associa¢bes G e P variam conforme o periodo e o
local de obtencdo das amostras, sendo observada a cocirculacdo de diferentes genotipos
de RVA com predominéncia alternada entre eles (SANTOS, HOSHINO, 2005).

26



2 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a importancia de RVA como agente causador da gastroenterite
aguda, principalmente em criancas menores que cinco anos de idade, faz-se necessario a
realizacdo de estudos epidemiol6gicos com intuito de conhecer a diversidade viral, bem
como os fatores que contribuem para tal diversidade, com o objetivo de reforcar medidas
de prevencao e controle.

Nesse contexto, desde 2006, seguindo preconizacdo da WHO, com vistas a
diminuicdo da morbidade e mortalidade infantil, o Brasil introduziu no PNI a vacina
Rotarix®, a qual é administrada a populacdo infantil. Logo apds, a vacina RotaTeq®
passou a ser usada na rede de saude privada (MS, 2006; WHO, 2015a).

Estudos realizados em diferentes partes do mundo, incluindo o Brasil, tém
ressaltado o decréscimo no indice dos casos graves e hospitaliza¢cbes por GEA apos a
implantacdo das vacinas para RVA, entretanto, o indice de detec¢do do agente ainda
permanece importante, sendo muitas vezes similar aos observados em periodo pré-vacina
(ALMEIDA et al., 2015; BRAECKMAN et al. 2012; DEY et al. 2012; DO CARMO et
al. 2011; JUSTINO et al. 2011), demonstrando que a circulacéo viral é ainda vigente na
populacdo infantil.

Adicionalmente, tem-se observado a permanéncia na circulacdo dos principais
tipos virais considerando os genétipos G e P, muito embora Rotarix® e RotaTeq® tenham
um escopo de prevencdo para os principais RVA (G1-G4/P[8]). Entretanto, observa-se
que o virus continua a circular com predominancia alternada dos diferentes genotipos ao
longo do tempo (DORO et al., 2014; LUCHS et al., 2016).

Desse modo, tendoem vista a caracteristica segmentada dogenoma deRVA e que
todas as proteinas codificadas pelos 11 segmentos tém funcdo importante para a
manutencdo do agente na natureza, é de suma importancia o conhecimento da variagéo
ao longo do tempo desses 11 segmentos/proteinas na tentativa da compreender a
predominancia do virus na populacéo.

Nesse sentido, diante dos estudos sobre virus gastroentéricos, incluindo RVA,
desenvolvidos desde a década de 1980 pelo grupo de pesquisadores do Laboratério de
Virologia Humana do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade
Federal de Goias LVH/IPTSP/UFG, relativos a deteccdo e caracterizacdo viral
(ALMEIDA et al.,, 2015; ANDREASI et al.; 2007, 2008; BORGES et al.; 2011,
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CARDOSO et al., 1992, 2000, 2001, 2003; COSTA et al., 2004; SOUSA et al., 2012;
FREITAS et al., 2008; SANTOS et al., 2007; SILVA et al., 2009; SOUZA et al., 2003;
TAVARES et al., 2008a, 2008b), observou-se a necessidade de melhor compreender a
diversidade de RVA, tendo como escopo a analise dos 11 segmentos do dsRNA viral a
partir de amostras detectadas antes e apds a introducdo da vacina.

Para tanto, o presente estudo propds investigar a positividade para RVA em
criancas com e sem GEA, a partir amostras fecais coletadas no periodo 2014-2015, bem
como, a caracterizacdo molecular dos11 segmentos de dsRNA. A andlise também incluiu
amostras positivas para RV A previamente identificadas em periodos anteriores, pré e pos-
vacina, que se encontravam estocadas no LVH/IPTSP/UFG. Adicionalmente, foi
proposta a realizacdo da modelagem molecular das proteinas VP4 e VP7 no intuito de
observar possiveis variagcdes nos sitios antigénicos dessas proteinas. No conjunto, ha a
perspectiva de contribuir para o conhecimento relativo as variagdes gendmica e
antigénica de RVA, bem como, para a satde publica no sentido da prevencéo e controle

do agente.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

e Proceder a caracterizacdo genémica de amostras de RV A obtidas de criangas com

até cinco anos de idade, detectadas em periodos pré e pds-vacina.

3.2. Objetivos especificos

e Estimar a frequéncia de RVA em criangas com e sem GEA, com informagao ou
ndo de vacina para o virus, considerando a faixa etaria, no periodo de maio de
2014 a setembro de 2015;

e Determinar a sazonalidade de RV A no periodo de maio de 2014 a setembro de
2015;

e Caracterizar os gendtipos G e P das amostras de RV A detectadas no periodo de
maio de 2014 a setembro de 2015;

e Determinar e comparar as constelacdes genotipicas de amostras de RVA
considerando os 11 segmentos de dsSRNA obtidas em periodos pré e pds-vacina,;

e Proceder a analise filogenética dos 11 segmentos de dsSRNA de RV A de amostras
obtidas antes e apos a introducdo da vacina;

e Proceder a analise comparativa de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos para
cada segmento de dsRNA de RV A de amostras obtidas antes e ap6s a introducéo
da vacina;

e Observar a estrutura tridimensional das proteinas de VP7 e VP4de RV A inferidas

pelas sequéncias nucleotidicas do dsRNA viral.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Material de estudo

O material de estudo consistiu em 341 amostras de fezes de criangas com até cinco
anos de idade. Do total, seis eram amostras positivas para RVA, sendo provenientes de
estudos prévios e detectadasa partir de criangas com GEA, cuja coleta ocorreu entre 0s
anos de 1987 e 2011 (CARDOSO et al., 2000; COSTA et al., 2004; MUNFORD et al.,
2009). Essas amostras se encontravam em suspensdo a 20% em tampdo salina fosfato
(PBS — phosphate buffered saline) (cloreto de sddio — NaCl, cloreto de potassio — KCl,
fosfato de sodio dibasico — Na2HPO4, fosfato monobasico de potéssio — NaH2POa4, pH
7,4) e estocadas a -80°C no LVH/IPTSP/UFG, sendo denominadas de amostras arquivo.

As outras amostras, (n=335) foram provenientes de criancas atendidasno Hospital
Materno Infantil de Goiania-GO no periodo de maio de 2014 a setembro de 2015. Das
335 amostras (coletadas de igual nimero de criangas), 134 eram provenientes de criangas
com GEA e 201 de criangas assintomaticas para a sindrome. Apdés coleta as amostras
foram transportadas ao LVH/IPTSP/UFG (sob refrigeracdo) e armazenadas em -20°C até
0 processamento.

Foi definida como sofrendo GEA, a crianga que apresentasse trés ou mais
evacuacoes liquidas ou de pouca consisténcia no periodo de 24 horas, associada ou ndo a
febre, vémito ou dor abdominal (MS, 2012).

A coleta da amostra fecal foi efetuada apos consentimento verbal e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo responsavel de cada crianca, seguido
do preenchimento de formulério com dados da crianca: pessoais, demograficos, sintomas
e de vacinacdo para 0 virus.

O estudofoi aprovado pelo Comité de Eticaem Pesquisa do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Goias (CEP/HC/UFG) — Certificado de Apresentacao para
Apreciacio Etica (CAAE): 19948113.6.0000.5078.

4.2. Metodologia

4.2.1. Preparo das suspensoes fecais
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Todas as amostras fecais coletadas no periodo de maio de 2014 a setembro de
2015 foram processadas para a obtencdo de uma suspensdo a 20% (PBS) as quais foram

divididas em duas aliquotas e estocadas a -20°C até 0 uso.

4.2.2. Detecgdo de RVA

Todas as amostras fecais coletadas no periodo 2014-2015 foram triadas para
deteccdo de RVA através da EGPA. Também as seis amostras arquivo foram novamente
triadas pela metodologia para confirmacdo da positividade da amostra. Pela técnica foi

observado também o padrdo de bandeamento do dsRNA viral.

4.2.2.1. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

A EGPA foi realizada seguindo o procedimento descrito por Pereira e
colaboradores (1983), com coloracdo do gel feita por prata, segundo Herring e
colaboradores (1982). A analise dos padrdes eletroferotipicos, com base no bandeamento
do dsRNA, foi procedida de acordo com Lourenco e colaboradores (1981) modificado
por Leite e colaboradores (1996).

Para o procedimento, inicialmente, procedeu-se a extracdo do dsRNA viral, pela
técnica do fenol/cloroférmio. Resumidamente, a 350 pL do material fecal foi adicionado
50 microlitros (uL) de SDS 10% (sulfato-duodecil-sddio) e a mistura fenol/cloroférmio
(1:2) (Invitrogen™/Life Technologies — Foster City, USA). Apds centrifugacdo (12.000
rcf), coletou-se o sobrenadante o qual foi tratado com NaCl a 20% e etanol absoluto
gelado (Vetec™ — Rio de Janeiro, Brasil). O material foi incubado a -20°C por 18 horas,
centrifugado e adicionado da mistura dissociante (ureia; SDS 10%; 2-mercaptoetanol;
Tris (Hidroximetil aminometano/HCI pH6.8; azul de bromofenol 1%). Apds, foi
submetido a corrente elétrica, tendo como suporte o gel de poliacrilamida (Acrilamida
50%/Bis-acrilamida 30%). A corrida foi feita utilizando cuba vertical contendo tampéo
Tris/glicina 1X com corrente elétrica de 30 miliampéres (mA) por 2 horas.

A analise do padrdao de bandeamento do dsRNA foi feita visualmente apds
procedimentos de fixacdo do gel (etanol 10%; acido acético 0,5%), coloracdo (nitrato de
prata 0,01M) e revelagéo (hidroxido de sédio 3%; formalina 0,76%).
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4.2.3. Caracterizagdo das amostras positivas para RVA

A caracterizagdo das amostras de RV A foi feita inicialmente por reagdo RT-PCR
e multiplex-nested-PCR para os 11 segmentos de dsRNA seguido de sequenciamento

gendmico.

4.2.3.1. Extragdo do &cido nucleico viral

O dsRNA viral foi extraido utilizando 750 pL de Trizol (Invitrogen™/Life
Technologies — Foster City, USA), que foi adicionado a 250 pL da suspensdo fecal. Apds
incubacdo foi ao material, 250 pL de cloroférmio (Vetec™ — Rio de Janeiro, Brasil),
seguindo-se a centrifugagdo (12.000 rcf/4°C). Posteriormente, aproximadamente 600 pL
do sobrenadante foi recolhido. A seguir, o material foi submetido a duas lavagens, sendo
a primeira feita com alcool isopropilico absoluto (Vetec™ — Rio de Janeiro, Brasil) €, a
segunda com etanol 75% (Vetec™ — Rio de Janeiro, Brasil), ambos em gelo. Apds, o
sedimento resultante foi secado e entdo adicionado de 20 pL de agua com
dietilpirocarbonato (H20-DEPC) (Invitrogen™/Life Technologies — Foster City, USA),

para eluicdo do dsSRNA e, armazenado a -20° C até o uso.

4.2.3.2. Genotipagem G (VP7) e P (VP4) por RT-PCR

A caracterizacdo dos gendtipos G e P de RVA foi feita por multiplex-nested-PCR
a partir da transcricdo reversa. Para o procedimento foram utilizadas as enzimas MMLV
e Taqg polimerase (Invitrogen™/Life Technologies — Foster City, USA) e iniciadores
especificos (DAS et al., 1994; GENTSCH et al., 1992; LEITE et al., 1996). A segunda
amplificacdo, para o genétipo G foi feita utilizando protocolos e iniciadores internos
previamente descritos (DAS et al., 1994; GOUVEA et al., 1990; LEITE et al., 1996;
GOUVEA, SANTOS, TIMENESTSKY, 1994a). Também a genotipagem P foi feita
utilizando protocolos e iniciadores anteriormente descritos (GENTSCH et al., 1992;
GOUVEA, SANTOS, TIMENESTSKY, 1994b).
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4.2.3.3. Sequenciamento gendmico dos 11 segmentos dsSRNA

Para o procedimento inicialmente foi realizada a transcri¢do reversa para obtencédo
do DNA complementar (cDNA —complementary DNA) dos genes codantes das proteinas
estruturais e ndo estruturais. Foram utilizados 5 pL do dsRNA extraido, 1 pL de
dimetilsufoxido (DMSO) e 1 pL de cada iniciador especifico para cada segmento
gendmico (Apéndice I), o que foi sequido da desnaturacdo (94°C/10° — 50°C/5”). Apos,
foi adicionada a mistura de reacdo contendo, H20 estéril, solugdo tampéo — Tris-HCI 200
milimolar (mM)/KCI 500 mM, desoxirribonucleotideos trifosfatados 10mM, cloreto de
magnésio 50 mM e a enzima transcriptase reversa — MMLV — 200 unidades (U)/uL
(Invitrogen™/Life Technologies — Foster City, USA) para volume final de reacdo de 50
uL. A transcricdo reversa foi feita em termociclador Swift™ Maxi (Esco) (37°C/60° —
94°C/5).

Em seguida foi procedida a PCR, utilizando 10 uL de cDNA e 0S mesmos
reagentes da transcricdo reversa substituido a enzima MMLV pela Taq polimerase
(500U/uL) (Invitrogen™/Life Technologies — Foster City, USA), bem como os
iniciadores especificos, 20 micromolar (uM) cada. A amplificacdo foi realizada em
termociclador Swift™ Maxi (Esco) conforme descrito (Apéndice 11).

A visualizacdo dos produtos amplificados foi feita em gel de agarose a 1,5%
contendo 0,5 microgramas por mililitro (ug/mL) de brometo de etideo, em tampédo TBE
5X (Tris/acido borico/acido etilenodiamino tetra-acético — EDTA — ethylenediamine
tetraacetic acid) e corrente elétrica de 100 volts. Para o procedimento foram utilizados 5
uL do produto, bem como o padrdo molecular 100 pb DNA ladder (Invitrogen™/Life
Technologies — Foster City, USA), misturados a 1 pL do tampéo de corante da amostra
(azul de bromofenol; xilenocianol; glicerol). A andlise dacorrida eletroforética foi feita
em transluminador ultravioleta (Vilbert Loumart).

A reacdo de sequenciamento foi realizada de acordo com Sanger et al., (1977)
utilizando o kit BigDye™ Direct Cycle Sequencing (Applied Biosystems™, USA). Para
0 procedimento, os produtos amplificados foram precipitados com isopropanol 65%
(Merck™ — Darmstadt, Germany), lavados com etanol 70% (Merck™ — Darmstadt,
Germany) e ressuspensos em 20 pL de H20 estéril. Apos, 2 puL dos produtos foram
submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose 1,5%, tendo como parametro o
padrdo molecular 100 pb DNA ladder (Invitrogen™/Life Technologies — Foster City,
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USA), para a certificacdo do produto amplificado. Em seguida, a cada produto (3 pL),
para um volume final de 10uL, foi adicionado o iniciador especifico, senso ou anti-senso
2 UM, solugdo tampdo do kit de sequenciamento e dideoxinucleotideos. A qualidade da
reacdo foi garantida pela utilizacdo do controle interno do kit, sendo utilizada para a
amplificagdo a seguinte ciclagem — 95°C/10” — 95°C/20”, 45-60°C/15”, 60°C/1’ — 25
ciclos, com destaque para as temperaturas de anelamento, que variaram conforme o
iniciador utilizado.

O procedimento seguinte incluiu lavagens do material com isopropanol 65% e
etanol 60% (Merck™ — Darmstadt, Germany), seguido de secagem (95°C/2’) e
desnaturacdo com 10 pL de formamida (ThermoFischer Scientific™, USA) (95°C/5”). A
reacdo foi processada em Sequenciador Automatico ABI Prism3130 (Applied
Biosystems™, USA).

A analise de qualidade dos eletroferogramas e geracdo das sequéncias consensos
foram feitas utilizando o programa Phred/Phrap/Consed, sendo o parametro de qualidade
para cada base definido como PHRED igual ou superior a 20 (EWING, GREEN, 1998;
EWING etal., 1998; GORDON, ABAJIAN, GREEN, 1998; GORDON, DESMARAIS,
GREEN, 2001).

4.2.3.4. Andlises filogenética e de identidade

Amostras, cujos 11 segmentos de dsRNA puderam ser sequenciados foram
submetidas as andlises filogenética e comparativa de identidade nucleotidica e de
aminoacidos. Para as analises, foram utilizadas sequéncias de amostras depositadas no
banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(www.ncbi.nlm.nih.gov) através do programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), sendo
utilizado para o alinhamento das sequéncias, o programa CLUSTALX (THOMPSON et
al., 1997) e, para edicdo, o programa JALVIEWvV.2 (WATERHOUSE et al., 2009). A
determinagdo do melhor modelo evolutivo foi feita utilizando o programa
JMODELTESTv.2.1.2.10 (DARRIBA et al., 2012). As arvores filogenéticas foram
construidas pelo método da verossimilhanca com o programa MEGA7 (KUMAR,
STECHER, TAMURA, 2016). A matriz de identidade para cada conjunto de sequéncias
foi obtida utilizando o programa BIOEDITv.7.2.5 (HALL, 1999).
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4.2.3.5. Caracterizacdo de RVA

A caracterizacdo em gendtipos foi feita utilizando a ferramenta RotaCv.2.0
disponibilizada na plataforma on-line do RCWG (MAES et al., 2009) para sequéncias de
no minimo 500 pb e, as de menor tamanho foram caracterizadas manualmente por anélise
filogenética. Pelo procedimento procedeu-se a definicdo de genogrupos e linhagens das

amostras.

4.2.4. Modelagem molecular

O procedimento foi feito utilizando o servidor I-Tasser (ZHANG, 2008), sendo
baseado na homologia estrutural de VP7 e VP4 com estruturas cristalograficas de RVA
disponiveis no banco de dados de proteinas (PDB — Protein Data Bank). A construcao da
estrutura de VP7 (ID 3FMG, resolucdo de 3,50 A) (AOKI et al., 2009) foi feita a partir
da cadeia A e para VP4 foi utilizado como modelo a cadeia X (ID 31'YU, resolucéo de
3,80 A) (SETTEMBRE et al., 2011).

A Dindmica Molecular, realizada com o intuito de avaliar a estabilidade
conformacional e variabilidade dos modelos iniciais, foi realizada a partir de simulagcdes
utilizando o programa Gromacs 5.1.3 (BERENDSEN et al., 1995; PALL et al., 2015),
usando campo de forca AMBER99SB-ILDN (LINDORFF-LARSEN et al., 2010). Para
0 procedimento, os residuos de aminoacidos 1-65 e 225-776 foram removidos do modelo
VP4 os quais estdo localizados nas regides VP5*A e VP5*B que ndo foram comparadas
nesse estudo, bem como, os residuos 258-312 do modelo VP7. O refinamento dos
modelos foi feito utilizando protocolo previamente descrito (BENEDITO et al. — dados
ndo publicados; COSTA et al., 2015; PRADO et al., 2014).

A solvatacdo das proteinas foi feita em caixa cibica com distancia de 10 angstrons
(A) entre suas faces utilizando o modelo TIP3P (MAHONEY, JORGENSEN, 2000),
sendo o sistema neutralizado pela adi¢do de contra-ions, em nimero variado, conforme
requerido para cada proteina. As interacOes eletrostaticas foram avaliadas utilizando o
método Ewald (DARDEN, YORK, PEDERSEN, 1993) em condi¢des periddicas de
contorno considerando os limites da caixa. O sistema foi submetido a minimizacdo de
energia e as simulagdes foram concluidas quando a tolerancia de 1000 kJ/mol né&o foi
excedida. A simulacéo final foi feita na ordem de 100 nanosegundos (ns) (10-12s) para
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todas as proteinas a temperatura constante de 300 Kelvin (K), pressdo de 1 atmosfera
(atm), com passos de 2 femtosegundos (fs) (10-1°s) e sem restricdo da conformacédo das
proteinas.

Todas as informacdes referentes a trajetdria desses tempos foram coletadas a cada
50 picosegundos (ps) (5x1013 s). O equilibrio da trajetéria foi avaliado pelo
monitoramento de parametros, tais como, o desvio médio quadratico (RMSD — root mean
square deviation) dos atomos ndo hidrogénio, energia total, energia potencial e energia
cinética. Os valores de RMSD entre as estruturas finais e os modelos auxiliaram na
identificacdo dos segmentos comuns correspondentes as regides conservadas.

Para determinacdo das melhores conformacGes representativas das estruturas das
proteinas foi utilizado o programa g_cluster (BERENDSEN et al., 1995; PALL et al.,
2015), sendo utilizado o algoritmo gromos conforme descrito (DAURA et al., 1999). O
ponto de corte para os clusters foi igual a 0,3 nm considerando o perfil RMSD de cada
proteina. Os clusters foram determinados usando valores de RMSD dos atomos néo
hidrogénio. A qualidade das estruturas previstas foi avaliada utilizando o servidor
MolProbity (CHEN et al., 2010), sendo selecionadas as estruturas com valores proximos

a zero (Apéndice I11).
4.2.5. Anélise estatistica
A positividade para RVA considerando os dados demograficos e pessoais das

criangas estudadas no periodo 2014-2015, foi analisada pelo programa EPIINFOv.7

utilizando o teste qui-quadrado (x?) com intervalo de confianca de 95%.
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5 RESULTADOS

5.1. Deteccdo de RVA

Dentre as 335 amostras coletadas no periodo de maio de 2014 a setembro de 2015,
nove (2,7%) foram positivas para RVA, sendo verificada positividade de 6,0% (8/134)
para criangcas com GEA e de 0,5% (1/201) para criancas assintomaticas (Tabela 1). Por
EGPA todas as amostras apresentaram padrao longo com o perfil eletroferotipico “bbga”
(dado ndo mostrado).

Andlise da positividade para RVA considerando faixa etaria e sazonalidade
mostrou maior indice de deteccdo para criancas com idade entre 37 e 60 meses, sendo
ainda observada a ocorréncia do virus em ambas as estacGes climaticas, embora em maior

numero na estacdo chuvosa (p>0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Positividade para RV A a partir de criancas hospitalizadas em relacdo a faixa
etaria, presenca ou ndo de GEA e estacdo climatica — 2014-2015.

Positivos/Total de Percentual (%)
examinados
Faixa etaria (meses)*
0-6* 1/129 0,8
7-12 2/56 3,6
13-24 2/66 3,3
25-36 0/44 0,0
37-60* 4/40 10,0
GEA**
Sim 8/134 6,0
Néo 1/201 0,5
Estacdo climatica***
Seca (abril-agosto) 3/171 1,7
Chuvosa (setembro-marco) 6/164 3,6

* x2=6,12 p=0,01; ** x2 =7,23 p=0,007; *** x? =0,54 p=0,45

Considerando informacéo relativa a vacinacao para RVA,de 211 (63,0%) criancas
houve relato de vacina, sendo observado que das oito criancas positivas com quadro de
GEA, cinco, apresentavam essa informacdo e que a Unica crianca sem GEA, positiva para

RVA, néo tinha informacao de vacina (dado ndo mostrado).
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5.2. Genotipagem G (VP7) e P (VP4) de amostras positivas para RVA

A genotipagem G e P foi realizada para 15 amostras de RV A, das quais seis eram
amostras arquivo e, nove eram provenientes de criancas no periodo 2014-2015. Das seis
amostras arquivos, cinco foram obtidas do periodo pré-vacina, das quais quatro foram
caracterizadas como G1P[8] e a outra como P[8]. A amostra do periodo p6s-vacina foi
caracterizada como G1P[8]. Emadicdo, dentreas nove amostras obtidas no periodo 2014-
2015, sete puderam ser caracterizadas para G e/ou P, sendo quatro G12P[8], uma G12 e
duas P[8] (Tabela 2).

Tabela 2. Gendtipos G (VP7) e P (VP4) de RVA considerando a data da coleta das
amostras fecais.

Amostra fecal Data de coleta Genotipos G/P
Amostras arquivo
17220 03/08/1998 G1P[8]
27544 16/06/2001 P[8]
27784 20/06/2001 G1P[8]
27821 27/06/2001 G1P[8]
3003 30/08/2005 G1P[8]
3088* 31/07/2006 G1P[8]
Amostras do periodo 2014-2015
33555 28/07/2014 G12P[8]
33576 13/08/2014 G12
33588 21/08/2014 NT
33610 11/09/2014 G12P[8]
33616 24/09/2014 P[8]
33624 30/09/2014 G12P[8]
33738 27/02/2015 G12P[8]
33742 06/03/2015 NT
33848 30/09/2015 P[8]

*Amostra coletada no periodo pés-vacina; NT — ndo genotipavel para G ou P.

5.3. Genotipagem dos 11 segmentos de dsSRNA de RVA

A genotipagem para RVA dos 11 segmentos de RNA gendmico foi possivel para
trés amostras: 3003/2005/G1P[8] (periodo pré-vacina), 3088/2006/G1P[8] (periodo pos-
vacina) e 33610/2014/G12P[8] (periodo pds-vacina), sendo que todas apresentaram a

constelacdo genotipica de genogrupo | (Tabela 3).
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Tabela 3. Constelacdo genotipica das amostras de RV A obtidas nos periodos pré e pos-
vacina.

Periodo Amostra Constelacdo genotipica
Pré-vacina 3003/2005/G1P[8] G1-P[8]-11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1
Pés-vacina 3088/2006/G1P[8] G1-P[8]-11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1

33610/2014/G12P[8] G12-P[8]-11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1

5.4. Andlise filogenética

A andlise filogenética foi procedida para os 11 segmentos genémicos, sendo
possivel a caracterizacdo em linhagens a partir das sequéncias codantesdos segmentos de
VP7,VP4,VP6 e NSP4. Para o segmento codante de VP7, foi observado que as amostras
3003/2005/G1P[8] e 3088/2006/G1P[8], pertencem as linhagens Il e I, respectivamente,
e a amostra 33610/2014/G12P[8], a linhagem I11. Em relagdo ao segmento genémico
codante de VP4, as trés amostras P[8] foram identificadas como linhagem I11. Para o
segmento codante de VP6 foi observado que a amostra do periodo pre-vacina
3003/2005/G1P[8] era linhagem IV e, as amostras do periodo pds-vacina,
3088/2006/G1P[8] e 33610/2014/G12P[8], eram linhagem |. Com relacdo ao segmento
codante de NSP4 foi observado que as trés amostras pertencem a linhagem 111 (Apéndice
V).

Considerando os segmentos gendmicos codantes das proteinas VP1-3, NSP1-3 e
NSP5, foi observada a formacdo de grupamentos com amostras do Brasil e de outros

paises do mundo, ndo sendo possivel a caracterizagdo das linhagens (Apéndice 1V).

5.5. Anélise comparativa de identidade nucleotidica e de aminoacidos

A anélise comparativa entre as duas amostras G1P[8] mostrou alta identidade
nucleotidica/aminoacidos (>80%), o0 mesmo ocorrendo quando se procedeu a comparacao
de ambas as amostras com a amostra vacinal (Rotarix®) e, amostras de outras partes do
mundo. Ainda, analise comparativa dos epitopos antigénicos de VP7, mostrou que G1 da
amostra 3003/2005/G1P[8] (periodo pré-vacina) apresentou 100% de identidade em
relagdo a vacina Rotarix®, enquanto a amostra 3088/2006/G1P[8] (periodo pos-vacina)
apresentou mutacfes pontuais para 0s epitopos 7-la, 7-1b e 7-2. A amostra

33610/2014/G12P[8] (periodo po6s-vacina) mostrou menor identidade nucleotidica
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(<70%) e de aminoacidos (<80%), além de maior quantidade de mutacdes nos epitopos

antigénicos de VP7 (Apéndice V; Figura 8).
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Figura 8. Alinhamento dos residuos de aminoéacidos da proteina VVP7 da vacina Rotarix® com
asamostrasdos periodospré e pds-vacina. Epitopos antigénicos: 7-1a—amarelo; 7-1b—cinza;
7-2 — larania.

Comrelacéo a VP4 foi observado 100% de identidade nos epitopos 8-2 e 8-4 entre
as amostras G1P[8] dos periodos pré e pos-vacina, bem como da amostra G12P[8], em
relacdo a vacina Rotarix®. Adicionalmente foram observadas mutacdes idénticas nos
epitopos 8-1 e 8-3, quando da comparacao entre as amostras G1P[8], dos periodos pré e
pos-vacina e de G12P[8] com a amostra vacinal (Apéndice V; Figura 9).

Para VP6 foi observado identidade nucleotidica >80% e identidade de
aminoacidos variavel de 90-100%, enquanto para NSP4 foi vista identidade
nucleotidica/aminoacidos >90%. Considerando os segmentos codantes de VP1-3, NSP1-
3 e NSP5/6 foi observado identidade nucleotidica/aminoacidos >80% (Apéndice V).
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Figura 9. Alinhamento dos residuos de aminoécidos da proteina VP4 da vacina Rotarix® com
as amostras dos periodos pre- e pos-vacina. Epitopos antigénicosde VP4: 8-1 — amarelo; 8-2
— laranja; 8-3 — cinza; 8-4 — violeta.

5.6. Modelagem molecular

A andlise comparativa entre os modelos construidos para VP7 e a estrutura
proteica disponivel no banco de dados (UniProt C3RX25) mostrou que a amostra
3003/2005/G1P[8] (periodo pré-vacina) apresenta conservagdo nos epitopos antigénicos
(7-1a, 7-1b e 7-2), sendo observadas modificaces para as amostras 3088/2006/G1P[8] e
33610/2014/G12P[8] do periodo pds-vacina (Figuras 10, 11 e 12).

Dentre as amostras do periodo pos-vacina foram observadas maiores diferencas
estruturais para a amostra 33610/2014/G12P[8], no epitopo 7-2, em torno do residuo 146.
Nessa regi&o, a diferenca RMSD entre os aminoacidos esta acima 10A (Apéndice VI) a
qual é maior em relacio as demais (RMSD = 6.61A).

A modelagem para VP4 mostrou a ocorréncia de substituicdes nos epitopos 8-1 e
8-2 (Figuras 11, 12 e 13) em comparacdo ao modelo (UniProt C3RX20), assim como
visto para VP7, as maiores mudangas foram observadas para a amostra
33610/2014/G12P[8] no epitopos antigénico 8-1 (Figura 14). As diferencas de RMSD
entre os clusters mostrou variagio maxima de 4.0A, sendo observado que a maioria das
flutuagdes ocorreu nos residuos 125, 135, 98 e 106, os quais sdao envolvidos em estruturas
em dobra (Apéndice VI). Ademais, aproximadamente 11% das hélices e folhas foram

41



convertidas em Jloops € em outras estruturas. Essas diferengas foram menos pronunciadas
na amostra 3003/2005/G1P[8] (periodo pré-vacina) (Figura 15). Para ambas as estruturas,

a diferenca principal consistiu na perda de contetido da folha.

Figura 10. Estrutura 3D RVA-VP7: A. Modelo de VP7 (UniProt C3RX25); B. Amostra
3003/2005/G1P[8]. Epitopos antigénicos de VVP7: 7-1a —amarelo; 7-1b — cinza; 7-2 — laranja.

Figura 11. Estrutura 3D RVA-VP7: A. Modelo de VP7 (UniProt C3RX25); B. Amostra
3088/2006/G1P[8]. Epitopos antigénicos de VP7: 7-1a —amarelo; 7-1b — cinza; 7-2 — laranja.
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Figura 12. Estrutura 3D RVA-VP7: A. Modelo de VP7 (UniProt C3RX25); B. Amostra
33610/2014/G12P[8]. Epitopos antigénicos de VP7: 7-1a — amarelo; 7-1b — cinza; 7-2 —
laranja.

Q125

Figura 13. Estrutura 3D RVA-VP4: A. Modelo de VP4 (UniProt C3RX20); B. Amostra
3003/2005/G1P[8]. Epitopos antigénicos de VP4: 8-1 — amarelo; 8-2 — laranja; 8-3 — cinza;
8-4 — violeta.
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Figura 14. Estrutura 3D RVA-VP4: A. Modelo de VP4 (UniProt C3RX20); B. Amostra
3088/2006/G1P[8]. Epitoposantigénicos de VVP4: 8-1 — amarelo; 8-2 — laranja; 8-3 — cinza;
8-4 — violeta.

Figura 15. Estrutura 3D RVA-VP4: A. Modelo de VP4 (UniProt C3RX20); B. Amostra
33610/2014/G12P[8]. Epitopos antigénicos de VVP4: 8-1— amarelo; 8-2 — laranja; 8-3 — cinza;
8-4 — violeta.



6 DISCUSSAO

Rotavirus A € importante agente etioldgico de GEA, principalmente, em criangas
com até cinco anos de idade (WHO, 2015a). Assim, tendo em vista 0 impacto das
infecgBes causadas por esse virus, diferentes vacinas tém sido elaboradas e, dessas, duas
estdo em uso no Brasil (MS, 2006). Nesse contexto, considerando o impacto negativo da
doenca causada por RVA, estudos tém sido conduzidos no sentido de monitorar a sua
circulacdo na populacdo humana apds a implementacdo das vacinas, em diferentes paises
(DESAI et al, 2011; KARAFILLAKIS, HASSOUNAH, ATCHISON, 2015;
PATERNINA-CAICEDO et al. 2015; TATE et al., 2013; PATH, 2016), incluindo o
Brasil (DOROet al., 2014; JUSTINOet al., 2011; LINHARES, JUSTINO, 2014; LUCKS
et al., 2015; MUNFORD et al., 2009).

Nesse sentido, os estudos vém mostrando reducdo das hospitalizacdes por GEA,
bem como nos indices de deteccdo de RVA (LINHARES, JUSTINO, 2014). Néo
obstante, RV A continua a circular na populacdo infantil, sendo observado a ocorréncia
dos mesmos genotipos detectados em periodo pré-vacina, além da emergéncia de outros
gendtipos, alguns menos comuns (LUCKS et al., 2015).

No presente estudo foi observado indice de positividade de 2,7% para RVA, 0 que
pode ser considerado inferior a outros obtidos em estudos prévios realizados na regido
Centro-Oeste, que variam de 11,8% a 41,8%, tanto em periodo pré-vacina quanto em
periodo pds-vacina, embora o estudo tenha sido realizado em periodo proximo a inclusdo
destaao PNI brasileiro (ALMEIDA etal. 2015; ANDREASI et al., 2007; CARDOSO et
al., 1992, 2000, 2003; CARVALHO-COSTA et al., 2006; MUNFORD et al., 2009).

Fato similar também tem sido observado em outras regides brasileiras
(CARVALHO-COSTA et al., 2009; DOMINGUES et al., 2008; DULGHEROFF et al.,
2012, 2014; GURGEL et al., 2009; LINHARES, BREESSE, 2000; MUNFORD et al.,
2007, 2009; SERRAVALLE et al., 2007) e nos EUA onde, estudo que contemplou a
andlise de amostras coletadas entre 2007 e 2014, mostrou indices de detec¢do de RVA de
1,7% a 12,5%, dependendo da regido, com menores indices para amostras obtidas em
2013 e 2014 (ALIABADI et al., 2015).

Considerando o baixo indice de positividade para o virus observado nesse estudo,
admitimos, em concordancia a literatura, que esse pode ser relacionado a ampla cobertura
vacinal para o agente em todo o pais, sendo superior a 90% na regido Centro-Oeste (MS,
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2016). Adicionalmente, deve-se considerar o efeito de imunidade de grupo, também
referida como imunidade de rebanho (herd immunity), visto que a vacinacdo massiva
reduz o nimero de individuos suscetiveis e, por conseguinte, de transmissores do agente
(FINE, EAMES, HEYMANN, 2011; MAST et al., 2015; POLLARD et al., 2015).

Por outro lado, embora o beneficio da diminuicdo da ocorréncia viral, foi
observado que RV A continua a circular na Regido, tanto em crianca sintomatica quanto
em assintomatica. Esse fato pode estar relacionado com a capacidade davacina de induzir
imunidade heterotipica diferencial em relacdo aos genotipos constituintes da mesma
(FLANNERY et al., 2013).

Considerandoa faixa etéria, foi observado maior indice de positividade para RVA
em criancas com idade superior a 36 meses, 0 que difere de estudos prévios realizados na
Regido Centro-Oeste e em outras partes do Brasil e mesmo em outros paises uma vez que
a faixa predominante era considerada em até 24 meses (GOUVEA et al., 2007; SILVA et
al., 2013; WIERZBA et al., 2006). Sugere-se que essa mudancga no padréo etario para
infeccdo por RV A possa resultar doaumento do nimero decriangas susceptiveis em faixa
etéria superior a 24 meses de idade resultante do escape vacinal, da ndo vacinacdo em
idade apropriada ou pela realizacdo de esquema vacinal incompleto.

Em adicdo, RVA circulou durante todo o ano com maior nimero de amostras
positivas na estacdo chuvosa que, embora ndo significativo, parece indicar uma mudanca
na caracteristica de circulacdo de RV A na Regido Centro-Oeste, onde tem sido observado
predominancia da positividade na estacdo de seca (CARDOSO et al., 2000). Situacédo
semelhante também tem sido relatada por estudo de monitoramento realizado em todas
as regides do Brasil (DULGHEROFFetal., 2012; LUCHS et al., 2016). Em adicdo, essa
alteracdo no padréo sazonal de RV A foi reportada por estudos realizados nos EUA e na
Bélgica logo no inicio do processo de vacinacdo para RVA (BRAECKMAN et al., 2011;
TATE et al., 2011). Admite-se que esse fato possa estar associado ao processo vacinal
pois a dindmica epidémica do virus depende da existéncia de individuos suscetiveis,
assim, com a vacinacdo em massa 0 numero desses individuos decresce 0 que pode
resultar no atraso do inicio da atividade de RVA (CURNS et al., 2011).

No presente estudo, todas as amostras de RVA obtidas no periodo 2014-2015,
apresentaram padrdo eletroferotipico longo, assim como as amostras arquivo, dos
periodos pré e pos-vacina. Esse dado corrobora estudos anteriores realizados na Regido
Centro-Oeste, onde foi observado predominancia desse padrédo de amostras em ambos 0S
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periodos (ALMEIDA et al., 2015; CARDOSO et al., 2000; MUNFORD et al., 2007).
Ademais, estudos realizados em outras regiGes do Brasil e, em outros paises mostram
resultado similar, muito embora relatem a ocorréncia de padrdes curto e supercurto em
ambos os periodos (AHMED, NAKAGOMI, NAKAGOMI, 2007; SILVA et al., 2013;
SOARES et al., 2010).

Nessa investigacdo, as amostras arquivos, bem como as amostras obtidas no
periodo 2014-2015, foram submetidas a genotipagem por multiplex-nested-PCR e por
sequenciamento gendmico. Contudo, somente poucas amostras puderam ser
caracterizadas para os 11 segmentos. Essa limitacdo pode estar relacionada ao fato do
RNA viral ser extraido diretamente das amostras de fezes, as quais podem conter
inibidores que podem interferir no processo de amplificacdo durante a PCR (GOUVEA
et al., 1990). Admite-se ainda, que o baixo titulo viral de algumas amostras também possa
contribuir para a dificuldade na caracterizacdo do dsRNA genémico (ALFIERI et al.,
2006). Ademais, deve-se considerar que variabilidade gendGmica pode resultar em
modificacdes no sitio de inser¢do dos iniciadores (ALADIN et al., 2010; MELO et al.,
2013).

Considerando as amostras do periodo 2014-2015 foi observado a ocorréncia de
amostras G12P[8], assim como reportado por outros estudos realizados no Brasil e em
outras partes do mundo (DORO et al., 2014; LUCHS et al., 2015, 2016). O gen6tipo G12
foi inicialmente detectado nas Filipinas no final dos anos 80 e, ap6s mais de uma década,
sua circulagdo foiobservada nos EUA, Tailandia e paises da Asia (GRIFFIN et al., 2002;
PONGSUWANNA et al., 2002; TANIGUCHI et al., 1990). Posteriormente, G12 foi
detectado em outros paises com a associacdo G12P[8], sendo reportada em periodo pos-
vacina, inclusive no Brasil, 0 que sugere a emergéncia desse genotipo (KIRKWOOD,
ROCZO-FARKAS, 2015; NEVES et al., 2016; WYLIE, WEINSTOCK, STORCH,
2015).

A emergéncia de G12P[8] na Regido Centro-Oeste apds quase dez anos da
introducdo de Rotarix®ao PNI brasileiro, pode ser comparado a re-emergéncia de G2P[4],
observado logo apos a implantacdo da vacina (2007-2010) (ALMEIDA et al., 2015;
MUNFORD et al. 2009). Essa situacdo também foi vista em outras regides brasileiras
(CARVALHO-COSTA et al., 2009; DULGHEROFF et al., 2012; LUCHS et al., 2016),
bem como, em outras partes do mundo (SNELLING et al., 2011; O'RYAN, LUCERO,
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LINHARES, 2011), o que demonstra o alto potencial de alternancia de genétipos do
agente no decorrer do tempo.

A anélise dos 11 segmentos de dsRNA, das amostras dos periodos pré e pos-
vacina, mostrou que as trés amostras apresentam constelacéo genotipica caracteristica de
genogrupo | (11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1). A associagdo entre G1P[8] e os
gendtipos 1 dos demais segmentos de dsRNA representa a configuracdo tipica de
genogrupo I, conforme observado em diferentesestudos (MATTHIINSSENS et al. 2011;
MCDONALDetal., 2012). Por outro lado, G12 tem sido associado ndo s6 com P[8], mas
também com P[4], P[6] ou P[9], bem como com outros gendtipos P, podendo ser
caracterizada como qualquer um dos trés genogrupos (I, Il e 111) (IDE et al., 2015;
MATTHIIJNSSENS et al., 2010; RAHMAN et al., 2007).

Considerando a analise filogenética foi observado que a amostra G1P[8] do
periodo pré-vacina pertence a linhagem 11,a mesma davacina Rotarix® (ZELLER et al.,
2012), e a amostra do periodo p6s-vacina, a linhagem |. Esse dado reforca estudo prévio
realizado na Regido Centro-Oeste (ALMEIDA et al., 2015), muito embora outros estudos
provenientes de diferentes partes do mundo, incluindo o Brasil, tenham observado a
circulagio concomitante de ambas as linhagens nos periodos pré e poés-vacina
(CARMONA, 2010; ABDEL-MONEIM et al., 2015).

Adicionalmente, foi observado que a amostra G12P[8] pertence a linhagem 111, 0
que corrobora outros estudos realizados em diferentes paises, incluindo o Brasil
(DELOGU etal., 2015; MATTHIIJNSSENS et al., 2009; NEVES et al., 2016; RAHMAN
et al., 2007). Estudos de filogenia mostram que o gendtipo G12 comporta quatro
linhagens (I-1V) (GHOSH et al., 2006; KOBAYASHI etal., 1989; MATTHIINSSENS
et al., 2009), com alinhagem | sendo representada por amostras G12P[4] (KOBAY ASHI
et al., 1989), a Il por amostras G12P[9] (MATTHIIJNSSENS et al., 2009), a Il por
amostras G12P[8] e G12P[6] (DELOGU et al., 2015; MATTHIIJNSSENS et al., 2009;
NEVES et al., 2016; RAHMAN et al., 2007) e a 1V pela amostra G12P[7], de origem
suina (GHOSH et al., 2006).

A analise comparativa de nucleotideos e aminoacidos de VP7, mostrou alta
identidade entre as duas amostras G1P[8], bem como com a amostra vacinal (>80%),
enquanto a amostra G12P[8], apresentou menor identidade nucleotidica (<70%) e de
aminoacidos (<80%), tanto em comparagdo as amostras G1 quanto a amostra vacinal, o
que foi evidenciado pela observacao de variacGes nos epitopos antigénicos de VP7. Esses
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dados sdo similares aos de outros estudos no que se refere a variagcdo de aminoacidos nos
epitopos antigénicos, o que pode contribuir para o escape da imunidade vacinal e, por
conseguinte, na emergéncia de novos gendtipos e/ou variantes genotipicas na populacao
humana (DELOGU et al., 2015; WYLIE, WEINSTOCK, STORCH, 2015).

Similarmente, para o genotipo P[8] (VP4) foi observado que as trés amostras
pertencem a linhagem 111 e que apresentaram entre si, com outras amostras depositadas e
com a amostra vacinal, identidade nucleotidica e de aminoécidos >80%. Esses dados sdo
corroborados por outros estudos realizados no Brasil e em outras partes do mundo
(NEVESet al., 2016; RAHMAN et al., 2007; IANIRO et al., 2016; MOROZOVA et al.,
2015). Nesse contexto, sugere-se que essa conservagdo possa estar relacionada a baixa
pressao seletiva exercida sobre 0 segmento codante de VP4.

Considerando o segmento codante de VP6 observou-se que a amostra
3003/2005/G1P[8] do periodo pré-vacina pertence a linhagem 1V e as demais amostras
(3088/2006/G1P[8] e 33610/2014/G12P[8]) a linhagem I. Esse dado foi evidenciado pela
analise comparativa de nucleotideos que, embora considerada alta (>80%) possibilitou a
diferenciacdo em linhagens. N&o obstante quando feita a andlise dos residuos de
aminoacidos, foi observado identidade de 90% a 100%, o0 que sugere ocorréncia de
mutacgdes sindbnimas.

Em termos de NSP4 foi observado que as amostras de ambos os periodos
pertencem a linhagem 111, com alta identidade nucleotidica e de aminoacidos (>90%), o
que parece indicar conservacdo do segmento codante e, similar a VVP6, a ocorréncia de
mutagBes sindnimas (ITURRIZA-GOMARA etal., 2001, 2003; WOROBEY, HOLMES,
1999).

Para os demais segmentos de dsSRNA genémico codantes das proteinas VP1-VP3,
e NSP1-NSP3 e NSP5, ndo foi possivel a determinacdo das linhagens, porém, foi
observado a formagdo de grupamentos com amostras pertencentes ao genogrupo | (Wa-
like) do Brasil e de outros paises do mundo tal como reportado por outra investigacdo
(SILVA et al., 2015). Essa limitacdo pode estar associada ao tamanho do fragmento
utilizado na andlise e as diferencas nos tamanhos das sequéncias das amostras de
referéncia empregadas na andlise filogenética.

Considerando a modelagem molecular foi observado que a amostra G12P[8] do
periodo pos-vacina apresentou maiores mudancas nos epitopos antigénicos de VP7 (7-2)
e de VP4 (8-1), do que as G1P[8] dos periodos pré e pos-vacina. Sugere-se que essas
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variagdes possam contribuir para escape daimunidade vacinal visto que mudancas nesses
sitios podem dificultar a ligacdo dos anticorpos neutralizantes.

Como um todo, admite-se a auséncia de evidéncias de que o processo de vacinag¢do
tenha atuado como um fator de pressdo seletiva em relacéo as amostras G1P[8]. Contudo,
a ocorréncia de variantes genotipicas reforca o potencial de drifts de RVA, o que pode
contribuir para a continua circulacdo de amostras com o mesmo gendtipo da vacina. Por
outro lado, a emergéncia de G12P[8] pode estar relacionada a auséncia de imunidade
vacinal especifica para o genotipo G, mas também a versatilidade do genétipo, uma que
esse tem sido identificado ha bastante tempo em diferentes partes do mundo e inclusive

em associacdo com diferentes gendtipos P.
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7 CONCLUSOES

Os resultados do estudo permitiram as seguintes conclusdes:

e Foi observado baixo percentual de positividade para RVA, a partir de amostras
coletadas no periodo 2014-2015, podendo refletir o beneficio da vacinagdo para
RVA na Regido;

e Amostras positivas para RVA foram detectadas preponderantemente em criangas
com GEA, com e sem informacdo de vacinacdo para o virus;

e Foi observada maior deteccéo viral em criancas maiores de 24 meses de idade o
que parece sugerir mudanca na faixa etéria para a infec¢éo;

e Néo foi observada sazonalidade para RVA, o que difere de estudos prévios e
sugere mudanga no padrdo de circulagao viral,

e Todas as amostras genotipaveis foram caracterizadas como G12P[8],
corroborando a emergéncia dessa associa¢do no Brasil;

e Asamostras do estudo, G1P[8] e G12P[8], foram caracterizadas como genogrupo
I, 0 mesmo da amostra vacinal, sugerindo ndo ter havido pressdo seletiva em
funcdo do processo de vacinagao;

e As variacGes nucleotidicas refletiram-se na diferenciacdo em linhagens dos
segmentos codantesde VP7 e VVP6 para as amostras dos periodos pré e pds-vacina.
Esse dado pode ser interpretado como uma variacdo gendmica natural do virus,
considerando inclusive ndo ter havido diferenca de linhagens para 0s segmentos
codantes de VP4 e NSP4;

e Ossegmentos de dsSRNA das amostras G1P[8] de ambos os periodos mostraram
alta identidade nucleotidica e de aminoacidos entre si e, em relacdo a amostra
vacinal, enquanto para 0 segmento codante de VP7 da amostra G12P[8] foi
observado menor identidade, dado esperado considerando ser a vacina G1;

e As alteracbes observadas em termos de nucleotideos podem estar a refletir
mutacdes sinbnimas em nivel de amino&cidos;

e A modelagem molecular mostrou que as maiores mudancas estruturais foram
vistas para VP7 e VP4 da amostra G12P[8], sendo observadas modificacdes,
principalmente nos sitios antigenos de 7-2 (VP7) e 8-1 (VP4), o que pode refletir

em escape a imunidade vacinal.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Embora a diminui¢do da GEA e de hospitalizacdo por RV A apés a introducéo do
processo de vacinacdo no Brasil, o virus ainda circula na populagéo, seja com 0S mesmos
genotipos das vacinas ou genoétipos diferentes, 0 que sugere escape vacinal. Assim,
estudos de monitoramento sdo essenciais para acompanhar a dindmica do virus na
populacao.

Tais estudos devem incluir avaliacbes sobre os mecanismos evolutivos de RVA
no contexto da vacinagdo, considerando o fato peculiar do genoma viral, dsRNA
segmentado, o que favorece rearranjos e recombinagbes que podem refletir nas
caracteristicas antigénicas do virus e, por conseguinte, em falha na imunidade conferida

pela vacinacao e possivel emergéncia de novos virus.
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APENDICES

Apéndice I. Iniciadores utilizados nas reacbes de PCR para amplificacdo dos 11

segmentos de RVA.

Iniciador Tamanho esperado do Referéncias
fragmento (pb)
VP1F
VPLR 686 VARGHESE et al., 2006
GEN-VP2F 942 MATTHIIJNSSENS et al., 2006
V2Rint1 MIJATOVIC-RUSTEMPASIC et al., 2011
K-VP3F 977 MIJATOVIC-RUSTEMPASIC et al., 2011
V3Rintl
Con2 876 GENTSCH et al., 1992
Con3
\V/P6F
VPER 1.356 FUJII et al., 2012
VP7F
VPTR 1.062 FUJII et al., 2012
NPS1F
NSP1R 1.547 FUJII et al., 2012
NSP2F
NSP2R 1.058 FUJII et al., 2012
NSP3F
NSP3R 1.050 FUJII et al., 2012
NSP4F
NSP4R 739 FUJII et al., 2012
NSP5F
NSP5R 663 FUJII et al., 2012
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Apéndice I1. Condigdes de ciclagem das reaces de PCR para 0s genes codantes das VPs

e NSPs.
Gene Condicdes da PCR
codante da = =
proteina Des_na_tgra(;ao Desnaturagao/anelamento/extensdo  Ciclos Ext_ensao
inicial final
VP1le VP2 94°C/2° 94°C/30” 50°C/30” 72°C/1°30” 40 72°C/'T
VP3 94°C/2’ 94°C/30” 49°C/30” 72°C/1°30” 40 72°C/T°
VP4 94°C/5’ 94°C/1>  50°C/1”  72°C/2° 35 72°C/10°
VP6 94°C/5’ 94°C/1> 49°C/1”  72°C/3° 35 72°C10°
VP7 94°C/5’ 94°C/1° 52,5°C/1° 72°C/3° 35 72°C/10°
NSP1 94°C/5’ 94°C/1>  55°C/1” 72°C/3° 35 72°C/10°
NSP2 94°C/5° 94°C/1°  59°C/1>  72°C/1°30” 35 72°C10°
NSP3 94°C/5’ 94°C/1>  58°C/1”  72°C/1°30” 35 72°C/10°
NSP4 94°C/5’ 94°C/1>  55°C/1”  72°C/1°30” 35 72°C/10°
NSP5/6 94°C/5’ 94°C/1>  61,5°C/1” 72°C/2’ 35 72°C/10°
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Apéndice III. Molprobity score para os modelos de VP7 e VP4.

Proteinas Modelo | % Identidade Clashscore $ MolProbity RMSD Hélice Folha Outros
usado (% cobertura) Score* (A)

3003/2005/G1P[8] 3FMG_A 82 (80) 1.62 (99 th) 2.35 (56 th) 1.48 3,8 5,3 -9

3006/2006/G1P[8] 3FMG_A 80 (80) 0 (99 th) 1.50 (95 th) 6.61 -1,6 7,1 -5,4
33610/2014/G12P[8] 3FMG_A 80 (80) 0.66 (99 th) 1.35 (98 th) 4.69 -0,2 0,8 -0,5
3003/2005/G1PJ8] 3lYU X 56 (100) 1.22 (99 th) 1.55 (94 th) 2.66 1,90 -15,4 13,4
3088/2006/G1P[8] 3lYU_X 56 (100) 0.4 (99 th) 1.89 (81 th) 2.87 -2,00 -4,8 6,7
33610/2014/G12P[8] 3lYU X 56 (100) 1.22 (99 th) 1.75 (87 th&) 4.10 -1,8 -9,1 10,9

$Clashscore medida a partir do servidor MolProbity.

*Molprobity scores depois das simulagdes de dindmica molecular.
&Percent scores observado em estruturas de alta resolucéo.
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Apéndice 1V. Arvores filogenéticas dos 11 segmentos de dsRNA.

a3

100

100

RVA/Human-wt/BRA/ma18999/2010/G1P[8]
4‘—£ RVA/Human-wt/BGD/Bang-063/2008/G1P[8]

RVA/Human-wt/MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00002/2004/G1P[8]
@ RVA/Human-wt/BRA/3088/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/R115/1998/G1PX
RVA/Human-wt/URU/Mvd9I806/ XXX/ G1PX
RVA/Human-wt/ARG/ARG1442/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/ URU/Mvd9816/ 300X/ G1PX
RVA/Human-wt/BRA/es15221/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/R153/1999/G1PX
RVA/Human-wt/BRA/R117/1998/G1PX
RVA/Human-wt/BRA/IALR23/2006/G1PX

L

RVA/Human-wt/BRA/rs12793/2006/G1P[8] |
& RVA/Human-wt/BRA/3003/2005/G1P[8] |
RVA/Human-wt/BRA/R315/2004/G1PX
RVA/Human-wt/BRA/R238/2000/G1PX
RVA/Human-wt/BEL/BE00DS56/1999/G1P[8]
RVA/Human-wt/JAP/7014/JP/XXXX/G1PX
RVA/Human-tc/USA/Rotarix/1988/G1P[8]
RVA/Human-wt/ URU/MvdI608/ X000 G1PX
RVA/Human-wt/ URU/Mvd9606/ 3000/ G1PX
RVA/Human-wt/PAR/Py025R11 /3000 G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/df11075/2005/G1P[8]

ez RVA/Human-wt/PAR/Py035R286/ X004/ G1P[8]

10— RVA/Human-it/JAP/BSH249/ 00/ GIPX 7]
Inhagem
E RVA/Human-wt/ KOR/Kor-64/3X000{/ G1PX g
® RVA/Human-wt/ITA/PA78/89/X00(/G1PX ] Linhagem

RVA/Human-tc/USA/Wa/2009/G1P[8]

74 RVA/Human-wt/BRA/Brz-5/ 300X/ G1PX

RVA/Human-wt/JAP/AU19/30C0(/GXPX ] Linhagem VI
—— RVA/Bovine/ XXX/ T449/XXXX/G1PX

Linhagem VII
L RVA/Suine/ X000 CE0/ 00K/ G1PX } rhagem

o5 RVA/Human-wt/PHL/L26/1987/G12P[4] ] Linhagem I
I: RVA/Suine/300(/RU172/2002/G12P[7] ] Linhagem IV
70 RVA/Human-wt/BRAJHCIL/ X000 G12PX

RVA/Human-wt/ARG/Arg720A/ X004/ G12P[9]
ES] RVA/Human-wt/KOR/Kor588/XXXX/G12P[9]
RVA/Human-wt/PAR/Py1135ASR07/XXXX/G12P[9]
3 4 RVA/Human-wt/BRA/33610/20 14/G12P[8]
a5 RVA/Human-wt/ARG/Arg7500/2009/G12P[8]
EY RVA/Human-wt/BRA/AC168/2012/G12P[8]

100

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4] ] G2

99\_|: RVA/Human-wt/BRA/go32872/1987/G1P[8] }Linhagem 111

Linhagem II

Linhagem 1

G1

Linhagem 11

v

v

G12

:| Linhagem III

Arvore filogenética das sequéncias nucleotidicas dogene de VVP7 das amostras G1P[8] — 3003
(pré-vacina) e 3088 (pds-vacina) e, G12P[8]. A analise filogenética foi realizada através do
programa MEGA7 (KUMAR, STECHER, TAMURA, 2016) pelo método da maxima
verossimilhanga baseado no modelo de HASEGAWA, KISHINO, YANO, 1985. Os nos
apresentam bootstraps > 70.
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RVA/Human-wt/AUS/CK00002/2004/G1P[8] ]
@ RVA/Human-wt/BRA/3088/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Matlab36/2002/G11P[8]
RVA/Human-wt/PAR/Py0SAP85/2005/GIP[8]
RVA/Human-wt/PAR/467/2000/G9P[8]
RVA/Human-wt/BRA/ma18999/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU1808/2007/G1P[8]
RVA/Hurnan-wt/ CAN/RT026/2009/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/RIB631/2004/G9P[8]

a7
RVA/Human-wt/BRA/bab009/2003/G1P[8]
75 4 RVA/Human-wt/BRA/3003/2005/G1P[8]
98 RVA/Human-wt/BRA/AC11416/2005/GOP[8] Linhagem III

RVA/Human-wt/BRA/rj1718/1998/G1P[8]
— RVA/Human-wt/BRA/es15221/2008/G1P[8]
L RVA/Human-wt/BEL/BE00056/1999/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/AC285/2012/G12P[8] P[8]
— RVA/Human-wt/IND/UK-HLD-H73/2011/GXP[8]
@ L RVA/Human-wt/AUS/VU08-09-39/2008/G12P[8]
RVA/Human-wt/UGA/MRC-DPRU4620/2011/G12P[8]
_ 3] RVA/Human-wt/USA/VU11-12-59/2012/G12P[8]
& RVA/Human-wt/BRA/33610/G12P[8]
RVA/Human-wt/ITA/PA525/14/2014/G12P[8]
RVA/Human-wt/BRA/mg23589/2014/G12P[8]
RVA/Human-wt/BRA/sc23558/2014/G12P[8]
] — RVA/Human-wt/BRA/go32872/1987/G1P[8]
sl RVA/Human-wt/ AUS/ F45/ 3000/ GIPX
20 RVA/Human-wt/MAL/MW670/ X300 GXPX
100 RVA/Human-wt/MAL/OP530/ 000K/ GXPX :|Linhagem v
RVA/Human-wt/BGD/Bang-063/2008/G1P[8]

RVA/Human-wt/BRA/df11075/2005/G1P[8]
9 RVA/Human-tc/USA/Rotarix/1988/G1P[8] Linhagem 1
78 RVA/Human-tc/USA/Wa/ X000/ G1P[8]

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4] ] P[4]

:|Linhagern 11

Arvore filogenética das sequéncias nucleotidicas do gene de VP4 das amostras G1P[8] — 3003
(pré-vacina) e 3088 (pds-vacina) e, G12P[8]. A analise filogenética foi realizada através do
programa MEGA7 (KUMAR, STECHER, TAMURA, 2016) pelo método da méxima
verossimilhanga baseado no modelo de HASEGAWA, KISHINO, YANO, 1985. Os nos
apresentam bootstraps > 70.
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RVA/Human-wt/USA/VU11-12-68/2012/G12P[8]
RVA/Human-wt/HUN/ERN5125/2012/G1P[8]
RVA/Human-wt/UGA/MRC-DPRU4620/2011/G12P[8]
RVA/Human-wt/ITA/RG179/13/2013/G12P[8]
RVA/Human-wt/GHA/Ghan-146/2008/G1P[8]
4 RVA/Human-wt/BRA/33610/20 14/G12P[8]
RVA/Human-wt/BRA/rs12793/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/es15221/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/mal18999/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/CMR/6805/1999/GIP[8]
— 4 RVA/Human-wt/BRA/3088/2006/G1P[8]
L RVA/Human-wt/BGD/Bang-018/2008/GIP[8]
RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU2943/2008/G9P[8]
{ RVA/Human-wt/TGO/MRC-DPRU2229/ XX/ GIP[8]
RVA/Human-wt/ZMB/MRC-DPRU1660,/2008/G12P[6]
—— RVA/Human-wt/AUS/CK00002/2004/G1P[g]
sl RVA/Human-wt/BGD/Bang-063/2008/G1P[8]
— RVA/Human-wt/ITA/ASTI23/2007/GIP[8]
L RVA/Human-wt/BRA/df11075/2005/G1P[8]
| ———— RVA/Human-wt/JPN/KU/1974/G1P[8] ] Linhagem II
RVA/Human-wt/BRA/go32872/1987/G1P[8]
4'_? RVA/Human-tc/USA/Rotarix/2009/G1P[8] :| Linhage
95 RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P[8]
RVA/Human-wt/BEL/BE0D021/2007/G1P[8]
7% RVA/Human-tc/JPN/K8/1977/G1P[9]
91 RVA/Human-wt/USA/DC2238/1976/G3P[8]
74 RVA/Human-wt/BEL/BED0DS6/1999/G1P[8]
RVA/Human-wt/PRY [365/1999/G1P[8]

5 4 RVA/Human-wt/BRA/3003/2005/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CKD0045/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/BEL/BEO0082/2002/G1P[8]
RVA/Humnan-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4] ] 12

Linhagem 1

m III

Linhagem TV

I1

Arvore filogenética das sequéncias nucleotidicas do gene de VVP6 das amostras G1P[8] — 3003

(pré-vacina) e 3088 (pbs-vacina) e, G12P[8]. A anélise filogenética foi realizada através do

programa MEGA7 (KUMAR, STECHER, TAMURA, 2016) pelo método da méaxima
verossimilhanga baseado no modelo de HASEGAWA, KISHINO, YANO, 1985. Os nos

apresentam bootstraps > 70.
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_?1|: RVA/Human-wt/USA/VU05-06-69/2005/G1P[8]

I: RVA/Human-wt/PRY/105R/2002/G9P[4]
a0 RVA/Human-wt/PRY/56/1998/G1G9P[8]

431|: RVA/Human-wt/ZAF/ MRC-DPRU11495/XXXX/GIP[8]

a7

_|: RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU867/2000/G1P[8]
896

RVA/Human-wt/USA/VU0E-07-27/2006/G1P[8]
# RVA/Human-wt/BRA/3088/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Bang-063,/2008/G1P[8]

RVA/Human-wt/USA/CNMC125/2011/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/ma18999/2010/G1P[8]

RVA/Human-wt/ZAF/ MRC-DPRU757/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/rs12793/2006/G1P[8]

RVA/Human-wt/ITA/PR1015/2013/G3P[8]

_|: RVA/Human-wt/ITA/PR3602/2005/G3P[8]

RVA/Human-wt/BRA/ba10445/2004/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/RS6535/2003/GIP[8]

RVA/Human-wt/CAN/RT059/2007/G3P[8]
— RVA/Human-wt/ZMB/MRC-DPRU3506/2009/G12P[6]

99

a1 L RVA/Human-wt/ TGO/MRC-DPRU4578/2010/G 12P[6]
RVA/Human-wt/BRA/BA4931/2001/G9P[8]

_|: RVA/Human-wt/MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
a7

RVA/Human-wt/BRA/BA4931/2001/G9P[8]

RVA/Human-wt/GHA/Ghan-147/2008/G1P[8&]

38

_91|:0RVA;Human—wt,!Bmisuusfzuus,!mp[s]

a6

a1

_|: RVA/Human-wt/BRA/es15221/2008/G1P[8]
98

RVA/Human-wt/BRA/go32872/1987/G1P[8]

RVA/Human-wt/BRA/df11075/2005/G1P[8]
RVA/Human-wt/BEL/BE00056/1999/G1P[8]

4 RVA/Human-wt/BRA/33610/2014/G12P[8]
RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P[8]

RVA/Human-tc/USA/Rotarix/2009/G1P[8]
RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4] ] R2

R1

Arvore filogenética das sequéncias nucleotidicas dogene de VVP1 das amostras G1P[8] — 3003

(pré-vacina) e 3088 (pbs-vacina) e, G12P[8]. A analise filogenética foi realizada através do

programa MEGA7 (KUMAR, STECHER, TAMURA, 2016) pelo método da maxima
verossimilhanca baseado no modelo de TAMURA, NEI, 1983. Os nds apresentam bootstraps

=>70.
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_|: RVA/Human-wt/USA/DC1228/1980/G1P[8]

RVA/Human-wt/USA/DC2241/1977/G4P[8]
RVA/Human-wt/USA/DC5413/1991/G1P[8]
RVA/Human-wt/USA/DC5404/1991/G1P[8]

_|: RVA/Human-wt/BRA/R49/1997/G1P[9]
896

RVA/Human-wt/BRA/R70/1997/G1P[9]
RVA/Human-wt/USA/DC3669/1989/G1P[8]

_|: RVA/Human-tc/USA/Ratarix/2009/G1P[8]
8 RVA/Human-wt/USA/DC4347/1988/G1P[8]

RVA/Human-wt/USA/DC104/1974/G1P[8]
RVA/Human-wt/USA/DC425/1975/G1P[8]

_|: RVA/Human-wt/CHN/ZTR-68/2010/G1P[8]

RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P[8]

38— RVA/Human-wt/USA/DC108/1977/G1P([8]
L RVA/Human-wt/USA/DC2164/1976/G1P[8]

a6

73

94

RVA/Human-wt/BEL/BE00001/2004/G1P[8]

{ RVA/Human-wt/BEL/BE00093/2003/G1P[8]

RVA/Human-wt/BEL/BE00042/2008/G1P[8]

_|: RVA/Human-wt/AUS/CK00045/2006/G1P[8]

RVA/Human-wt/AUS/CK00073/2007/G1P[8]

© RVA/Human-wt/BRA/3003/2005/G1P[8]
I: RVA/Human-wt/BRA/rj1861/1998/G5P[8]

RVA/Human-wt/BRA/rj5324/2002/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/ba4935/2001/G1P[8]

_|: RVA/Human-wt/BRA/bab124/2003/G1P[8]

RVA/Human-wt/PAR/407/1999/G1G4P[8]

e RVA/Human-wt/BEL/BE00056/1999/G1P[8]
I RVA/Human-wt/BRA/df11075/2005/G1P[8]
_31|: RVA/Human-wt/BRA/es15221/2008/G1P[8]

RVA/Human-wt/BRA/rs12793/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/USA/VU05-06-69/2005/G1P[8]

—
—

RVA/Human-wt/BGD/Bang-063/2008/G1P[8]

_|: 4 RVA/Human-wt/BRA/33610/2014/G12P[8]

RVA/Human-wt/USA/VU12-13-106/2013/G12P[8]
RVA/Human-wt/USA/CNMC13/2011/G12P[8]
RVA/Human-wt/HUMN/ERN5125/2012/G1P[8]
RVA/Human-wt/CMR/BA356/2010/G12P[6]
RVA/Human-wt/BRA/ma18999/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Dhaka16/2003/G1P[8]

& RVA/Human-wt/BRA/3088/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00002/2004/G1P[8]
RVA/Human-wt/MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/go32872/1987/G1P[8]
RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4] ] C2

C1

Arvore filogenética das sequéncias nucleotidicas dogene de VP2 das amostras G1P[8] — 3003
(pré-vacina) e 3088 (pds-vacina) e, G12P[8]. A andlise filogenética foi realizada através do
programa MEGA7 (KUMAR, STECHER, TAMURA, 2016) pelo método da maxima
verossimilhanga baseado no modelo de TAMURA, NEI, 1983. Os n6s apresentam bootstraps

>70.
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74

i

1

al

T

a1

;

92

a1

m

RVA/Human-wt/USA/DC496/1974/G1P[8]
RVA/Human-wt/USA/DC435/1975/G1P[8]
RVA/Human-wt/USA/DC1212/1980/G1P[8]
RVA/Human-tc/USA/Wa/ X300/ G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/rj1861/1998/G5P[8]
RVA/Human-tc/USA/Rotarix/2009/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/ST327/1999/G4P[6]
RVA/Human-wt/USA/DC222/1979/G1P[8]
RVA/Human-wt/BEL/BE00056/1999/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/go32872/1987/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/pr37420/1989/G1P[8]
RVA/Human-wt/BEL/BE00093/2003/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00045/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00073/2007/G1P[8]
RVA/Human/JPN/Hosokawa/1983/G4P[8]
RVA/Human-wt/USA/DC4772/1976/G3P[8]
RVA/Human-wt/ARG/Arg1759/1998/G3P[8]
RVA/Human-wt/BRA/rj5324/2002/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/ba4935/2001/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/ba6009/2003/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/ba10192/2004/G1P[8]

4 RVA/Human-wt/BRA/3003/2005/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/rj14055/2007/G1P[8]
RVA/Human-wt/USA/DC5413/1991/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/df11075/2005/G1P[8]
RVA/Human-wt/USA/VU05-06-69/2005/G1P[8]
& RVA/Human-wt/BRA/3088/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/USA/VU06-07-35/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Bang-099/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Bang-063/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00002/2004/G1P[8]

o RVA/Human-wt/BRA/es15221/2008/G1P[8]

71

RVA/Human-wt/BRA/rs12793/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/ma18999/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/MLI/Mali-133/2008/G1P[8]

@ RVA/Human-wt/BRA/33610/20 14/G12P[8]
RVA/Human-wt/USA/VU11-12-192/2012/G12P[8]
RVA/Human-wt/USA/VU12-13-28/2013/G12P[8]
RVA/Human-wt/USA/CNMC12/2011/G12P[8]
RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4] ] M2

M1

Arvore filogenética das sequéncias nucleotidicas do gene de VP3 das amostras G1P[8] — 3003

(pré-vacina) e 3088 (pbs-vacina) e, G12P[8]. A analise filogenética foi realizada através do

programa MEGA7 (KUMAR, STECHER, TAMURA, 2016) pelo método da méaxima
verossimilhanga baseado no modelo de HASEGAWA, KISHINO, YANO, 1985. Os nos

apresentam bootstraps > 70.
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33
23

-

- RVA/Human-wt/BRA/ac11547/2005/ GOP[8]
£|——|: RVA/Human-wt/BRA/ac11824/2006/GOP[8]

RVA/Human-wt/BRA/rj14055/2007/G1P[8]
RVA/Hurman-wt/BRA/rj8216/2004/G1P[8]

4 RVA/Human-wt/BRA/3003/2005/G1P[8]
RVA/Human-wt/CMR/6794/1999/GIP[8]
RVA/Human-wt/BRA/bab599/2003/G1P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Bang-063/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00002/2004/G1P[8]

— RVA/Human-wt/PAR/469/2000/G9P[8]

L RVA/Human-wt/BRA/r1718/1998/G1P[8]
—— RVA/Human-wt/ITA/PR1015/2013/G3P[8]

L @& RVA/Human-wt/BRA/3088/2006/G1P[8]
—— RVA/Human-wt/MLI/Mal-133/2008/G1P[8]

9

99 20

—

a0l RVA/Human-wt/GHA/Ghan-084/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/ZAF/3133WC/2009/G12P[4]
RVA/Human-wt/BRA/ma18999/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK20043/2010/G1P[8]

4 RVA/Human-wt/BRA/33610/2014/G12P[8]
RVA/Human-wt/USA/VU11-12-68/2012/G12P[8]
RVA/Human-wt/USA/CNMC12/2011/G12P[8]

95

RVA/Human-wt/BRA/go32872/1987/G1P[8]
RVA/Human-wt/USA/Wa/ XK/ G1P[8]

RVA/Human-wt/BRA/rs12793/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/es15221/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/BEL/BE00056/1999/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/df11075/2005/G1P[8]

RVA/Human-tc/USA/Roatarix/2009/G1P[8]

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4] ] A2

Al

Arvore filogenética das sequéncias nucleotidicas do gene de NSP1 das amostras G1P[8] —
3003 (pré-vacina) e 3088 (pds-vacina) e, G12P[8]. A analise filogenética foi realizada através
do programa MEGA7 (KUMAR, STECHER, TAMURA, 2016) pelo método da maxima
verossimilhanga baseado no modelo de HASEGAWA, KISHINO, YANO, 1985. Os nos

apresentam bootstraps > 70.
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RVA/Human-wt/CHMN/R1604/2011/G3P[8]
RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRUS832/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/ITA/PR1470/2009/G3P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00002/2004/G1P[8]
RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU1506/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Matlab36/2002/G11P[8]
RVA/Human-wt/CAN/RT103-07/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU867/2000/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/ma18999,/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
— 4 RVA/Human-wt/BRA/3088/2006/G1P[8]
L RVA/Human-wt/USA/VU05-06-69/2005/G1P[8]
- RVA/Human-wt/BGD/Bang-063/2008/G1P[8]
_95|: RVA/Human-wt/BRA/rs12793/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/es15221/2008/G1P[8]
al RVA/Human-wt/BGD/Dhaka12/2003/G12P[6]
i E’_E RVA/Human-wt/USA/VU12-13-28/2013/G12P[8]
a7 & RVA/Human-wt/BRA/33610/2014/G12P[8]
RVA/Human-wt/IPN/Y 0/1977/G3P[8]
RVA/Human-wt/BRA/df11075/2005/G1P[8]
4 RVA/Human-wt/BRA/3003/2005/G1P[8]
%2 RVA/Human-wt/AUS/CK00048/2004/G1P[8]
— 74 _|: RVA/Human-wt/USA/VU05-06-76/2005/G1P[8]
RVA/Human-wt/CAN/RT077-07/2007/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/G1-96-AUS_67/1996/G1PX
RVA/Human-wt/PAR/407/1999/G1G4P[8]
RVA/Human-wt/BEL/BE0D056/1999/G1P[&]
_E RVA/Human-wt/PAR/865R/2002/G1P[8]
RVA/Human-tc/USA/Wa/ X000/ G1P[8]
RVA/Human-tc/USA/Rotarix/2009/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/go32872/1987/G1P[8]
RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4] ] N2

a2

N1

Arvore filogenética das sequéncias nucleotidicas do gene de NSP2 das amostras G1P[8] —
3003 (pré-vacina) e 3088 (p6s-vacina) e, G12P[8]. A analise filogenética foi realizada através
do programa MEGA7 (KUMAR, STECHER, TAMURA, 2016) pelo método da maxima
verossimilhanga baseado no modelo de HASEGAWA, KISHINO, YANO, 1985. Os nos

apresentam bootstraps > 70.
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RVA/Human-wt/BEL/BE00020/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/BEL/BE00042/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00046/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00080/2007/G1P[8]
RVA/Human-wt/BEL/BE00067/2000/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/bab124/2003/G1P[8]

@ RVA/Human-wt/BRA/3003/2005/G1P[8]
RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU20683/1985/G4P[ 8]
RVA/Human-tc/USA/P/1974/G3P[8]
RVA/Human-wt/AUS/McN13/1980/G3P[6]

— RVA/Human-tc/GBR/ST3/1975/G4P[6]

7l RVA/Human-wt/USA/DC1730/1979/G3P[8]

— RVA/Human-tc/USA/Wa/ X0 G1P[8]

85l — RVA/Human-wt/BRA/go32872/1987/G1P[8]
RVA/Human-wt/BEL/BE00056/1999/G1P[8]

— RVA/Human-wt/AUS/CK00101/2010/G1P[8]

- RVA/Human-wt/SEN/MRC-DPRU2051/2009/GIP[8]
—— RVA/Human-wt/AUS/CK00007/2004/G1P[8]
_[ RVA/Human-tc/USA/Rotarix/2009/G1P[8]

73 RVA/Human-wt/USA/DC3669/1989/G1P[8]
RVA/Human-wt/USA/DC4315/1988/G1P[8] T1
RVA/Human-wt/USA/DC1164/1978/G1P[8]

4,_7[ RVA/Human-wt/USA/DC5385/1991/G1P[8]
RVA/Human-wt/ARG/Tuc1620/1998/G4P[8]

— RVA/Human-wt/BRA/df11075/2005/G1P[8]

71— RVA/Human-wt/PRY/404/1999/G1P[8]

— RVA/Human-wt/BRA/rs12793/2006/G1P[8]

7l RVA/Human-wt/BRA/es15221/2008/G1P[8]

a5 94— RVA/Human-wt/USA/VU12-13-180/2013/G12P[8]

84 RVA/Human-wt/USA/VU12-13-77/2012/G12P[8]

33 4 RVA/Human-wt/BRA/33610/2014/G12P[8]
RVA/Human-wt/USA/CNMC12/2011/G12P[8]
RVA/Human-wt/BRA/ma18999/2010/G1P[8]

87 RVA/Human-wt/PRY/5215R/2004/GIP[8]
RVA/Human-wt/BGD/Bang-063/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Dhakab/2001/G11P[25]

@ RVA/Human-wt/BRA/3088/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Bang-062/2009/G9P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00002/2004/G1P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Bang-132/2008/G9P[8]
RVA/Human-wt/MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4]

|

100

il

Arvore filogenética das sequéncias nucleotidicas do gene de NSP3 das amostras G1P[8] —
3003 (pré-vacina) e 3088 (pds-vacina) e, G12P[8]. A analise filogenética foi realizada através
do programa MEGA7 (KUMAR, STECHER, TAMURA, 2016) pelo método da maxima
verossimilhanga baseado no modelo de HASEGAWA, KISHINO, YANO, 1985. Os nos
apresentam bootstraps > 70.
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75

4 RVA/Human-wt/BRA/3003/2005/G1P[8]
RVA/Human-wt/USA/VU06-07-35/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/IND/G0029/2001/GXPX
RVA/Human-wt/BRA/mMa18999/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU1960/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/USA/2007719739/2007/G1P[8]
RVA/Human-wt/USA/VUD8-09-40/2008/G12P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00002/2004/G1P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Matlab36/2002/G11P[8]

70 |: RVA/Human-wt/MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
RVA/Human-tc/BRA/R49/1997/G1P[9]

RVA/Human-wt/BGD/Bang-063/2008/G1P[8]

Linhagem III

94

RVA/Human-wt/BGD/RV161/2000/G12P[6]

@ RVA/Human-wt/ CHN/Z1602/2012/G3P[8]
RVA/human-wt/JPN/OH3514/2012/G1P[8]
& RVA/Human-wt/BRA/33610/2014/G12P[8]
RVA/Human-wt/[TA/PAS25/14/2014/G12P[8]
RVA/Human-wt/ USA/CNMC12/2011/G12P[8]

B4 RVA/Humnan-wt/USA/VU11-12-68/2012/G12P[8]

RVA/Human-wt/BEL/BE00D68/2000/G1P[8]
— RVA/Human-wt/USA/1119/3000¢/G1P[8]

L RVA/Human-wt/PRY/59/1998/G1P[8]
@ RVA/Human-wt/BRA/3003/2005/G1P[8]

59

RVA/Human-wt/BRA/es15221/2008/ G1P[8] i
RVA/Human-wt/IND/CH/D/300/1994/GXPX ] Linhagem II
# —— RVA/Human-wt/BRA/df11075/2005/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/rs12793/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/BEL/BED0056/1999/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/go32872/1987/G1P[8]
RVA/Human-tc/USA/Rotarix/2009/G1P[8]
RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P[8]

Linhagem I

RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4] ] E2

El

Arvore filogenética das sequéncias nucleotidicas do gene de NSP4 das amostras G1P[8] —
3003 (pré-vacina) e 3088 (pos-vacina) e, G12P[8]. A analise filogenética foi realizada através
do programa MEGA7 (KUMAR, STECHER, TAMURA, 2016) pelo método da maxima
verossimilhanga baseado no modelo de TAMURA, NEI, 1983. Os n6s apresentam bootstraps

>170.
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RVA/Human-wt/BRA/bab124/2003/G1P[8]
& RVA/Human-wt/BRA/3003/2005/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/r14055/2007/G1P[8]
RVA/Human-wt/PAR/407/1999/G1G4P[8]
RVA/Human-wt/BRA/rj5324/2002/G1P8
RVA/Human-wt/PAR/86SR/2002/G1P[8]
g2 RVA/Human-wt/JPN/96H026/ X300/ GXPX
RVA/Human-wt/BEL/BE00042/2008/G1P[8]
_|: RVA/Human-wt/BEL/BE00093/2003/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00073/2007/G1P[8]
— RVA/Human-wt/PAR/365/1999/G1P[8]
sl — RVA/Human-wt/BEL/BE00D056/1999/G1P[8]
—|: RVA/Human-wt/USA/DC3669/1989/G1P[8]
RVA/Human-tc/USA/Rotarix/2009/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/df11075/2005/G1P[8]
T RVA/Human-wt/BRA/R70/1997/G1P[9]
_|: RVA/Human-tc/USA/Wa/ X300/ G1P[8]
RVA/Human-wt/USA/DC135/1979/G3P[8]
RVA/Human-wt/USA/DC5390/1991/G1P[8]
?—E RVA/Human-wt/USA/DC792/1980/G3P[8]
RVA/Human-wt/USA/DC131/1976/G3P[8]
RVA/Human-wt/BRA/go32872/1987/G1P[8]
83 — RVA/Human-wt/USA/DC2181/1976/G1P[8]
sl RVA/Human-wt/USA/DC2032/1974/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/rs12793/2006/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/ba13619/2007/GIP[8]
RVA/Human-wt/BGD/Bang-063/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/USA/CNMC30/2011/G1P[8]
& RVA/Human-wt/BRA/33610/2014/G12P[8]
RVA/Human-wt/BRA/ma18999/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/es15221/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/rj11772/2005/GOP[8]
RVA/Human-wt/USA/CNMC127/2011/G3P[8]
RVA/Human-wt/CHN/E1861/2009/G3P[8]
i RVA/Human-wt/CHMN/E2835/2011/G3P[8]
RVA/Human-wt/BRA/rj1609/1998/GOP[8]
RVA/Human-wt/ZAF/MRC-DPRU4799/2004/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00101/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/BEL/BE00028/2007/G1P[8]
70 RVA/Human-wt/BEL/BE00046/2008/G1P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Dhaka16/2003/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00002/2004/G1P[8]
RVA/Human-wt/AUS/CK00012/2004/G1P[8]
RVA/Human-wt/ZTR/68-CHN/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/BGD/Matlab36/2002/G11P[8]
RVA/Human-wt/AUS/VU06-07-7/2006/G1P[8]
4 RVA/Human-wt/BRA/3088/2006/G1P[8]
RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4] ] H2

a1

74

H1

Arvore filogenética das sequéncias nucleotidicas do gene de NSP5 das amostras G1P[8] —
3003 (pré-vacina) e 3088 (pds-vacina) e, G12P[8]. A analise filogenética foi realizada através
do programa MEGA7 (KUMAR, STECHER, TAMURA, 2016) pelo método da maxima
verossimilhanga baseado no modelo de TAMURA, NEI, 1983. Os nds apresentam bootstraps

>70.
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Apéndice V. Identidade de nucleotideos e aminoacidos das amostras G1P[8], periodos pré e pos-vacina e daamostra G12P[8], periodo pos-
vacina, em comparacdo a amostra Rotarix e outras depositadas no NCBI.

VP1 - Identidade de nucleotideos

BGD/Bang-063/2008/G1P[8]
BRA/ma18999/2010/G1P[8]
3088/2006/G1P[8]
BRA/rs12793/2006/G1P[8]
MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
AUS/CK00002/2004/G1P[8]
3003/2005/G1P[8]
BRA/df11075/2005/G1P[8]
BEL/BE00056/1999/G1P[8]
BRA/es15221/2008/G1P[8]
USA/Rotarix/2009/G1P[8]
USA/Wa/1974/G1P[8]
33610/2014/G12P[8]
BRA/g032872/1987/G1P[8]

VP1- Identidade de aminoacidos

3003/2005/G1P[8]
BRA/df11075/2005/G1P[8]
BRA/mal18999/2010/G1P[8]
BRA/g032872/1987/G1P[8]
BRA/rs12793/2006/G1P[8]
AUS/CK00002/2004/G1P[8]
BGD/Bang-063/2008/G1P[8]
MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
3088/2006/G1P[8]
33610/2014/G12P[8]
USA/Wa/1974/G1P[8]
BEL/BE00056/1999/G1P[8]
BRA/es15221/2008/G1P[8]
USA/Rotarix/2009/G1P[8]

O oONOODULL BWN -

=
N = O

R
~ W

O oONOOULE WN R

R
= O

=R e
5 W N

98,5%
99,1%
98,8%
97,3%
98,5%
93,5%
93,5%
94,3%
93,8%
93,6%
94,6%
93,5%
93,2%

1

ID
98,5%
96,5%
97,0%
98,0%
97,0%
98,0%
97,0%
97,0%
97,5%
99,0%
98,5%
97,5%
97,5%

2

98,5%

98,3%
98,0%
96,5%
97,6%
92,3%
92,3%
93,2%
92,7%
92,5%
93,5%
92,3%
92,3%

2
98,5%
ID
96,5%
97,0%
98,0%
97,0%
98,0%
97,0%
97,5%
97,5%
99,0%
98,5%
97,5%
97,5%

3

4

99,1% 98,8%

98,3% 98,0%

3
96,5%
96,5%

ID
97,5%
98,0%
97,0%
98,0%
97,0%
96,5%
96,5%
97,5%
97,0%
96,0%
96,0%

ID
98,8% ID
97,1% 97,1%
98,3% 98,3%
93,0% 93,3%
93,2% 93,5%
93,8% 94,1%
93,3% 93,6%
93,2% 93,5%
94,1% 94,5%
93,0% 93,3%
92,7% 93,3%

98,8%

4

5
97,3%
96,5%
97,1%
97,1%

97,5%
92,8%
92,5%
93,3%
92,8%
92,7%
93,6%
92,5%
91,8%

5

97,0% 98,0%
97,0% 98,0%
97,5% 98,0%

ID 98,0%

98,0%

97,0% 99,0%
98,0% 100,0%
97,0% 99,0%
96,5% 98,5%
96,5% 98,5%
98,0% 99,0%
97,5% 98,5%
96,5% 97,5%
96,5% 97,5%

6
98,5%
97,6%
98,3%
98,3%
97,5%

ID
93,0%
93,0%
93,8%
93,2%
93,2%
94,1%
93,0%
93,0%

6
97,0%
97,0%
97,0%
97,0%
99,0%

99,0%
98,0%
97,5%
97,5%
98,0%
97,5%
96,5%
96,5%

7
93,5%
92,3%
93,0%
93,3%
92,8%
93,0%

ID
99,0%
98,5%
96,5%
96,6%
97,3%
95,6%
94,0%

7
98,0%
98,0%
98,0%
98,0%

100,0%
99,0%

99,0%
98,5%
98,5%
99,0%
98,5%
97,5%
97,5%

8
93,5%
92,3%
93,2%
93,5%
92,5%
93,0%
99,0%

98,8%
96,8%
97,0%
97,6%
96,0%
94,3%

8
97,0%
97,0%
97,0%
97,0%
99,0%
98,0%
99,0%

97,5%
97,5%
98,0%
97,5%
96,5%
96,5%

9
94,3%
93,2%
93,8%
94,1%
93,3%
93,8%
98,5%
98,8%

97,3%
97,5%
98,1%
96,5%
95,1%

9
97,0%
97,5%
96,5%
96,5%
98,5%
97,5%
98,5%
97,5%

ID
97,0%
97,5%
97,0%
96,0%
96,0%

10
93,8%
92,7%
93,3%
93,6%
92,8%
93,2%
96,5%
96,8%
97,3%

99,8%
98,8%
97,0%
94,8%

10
97,5%
97,5%
96,5%
96,5%
98,5%
97,5%
98,5%
97,5%
97,0%

ID
98,5%
98,0%
97,0%
97,0%

11 12
93,6% 94,6%
92,5% 93,5%
93,2% 94,1%
93,5% 94,5%
92,7% 93,6%
93,2% 94,1%
96,6% 97,3%
97,0% 97,6%
97,5% 98,1%
99,8% 98,8%

ID 99,0%
99,0% ID
97,1% 97,8%
95,0% 96,0%
11 12

99,0% 98,5%
99,0% 98,5%
97,5% 97,0%
98,0% 97,5%
99,0% 98,5%
98,0% 97,5%
99,0% 98,5%
98,0% 97,5%
97,5% 97,0%
98,5% 98,0%
ID 99,5%
99,5% ID
98,5% 98,0%
98,5% 98,0%

13
93,5%
92,3%
93,0%
93,3%
92,5%
93,0%
95,6%
96,0%
96,5%
97,0%
97,1%
97,8%

ID
94,3%

13
97,5%
97,5%
96,0%
96,5%
97,5%
96,5%
97,5%
96,5%
96,0%
97,0%
98,5%
98,0%

ID
100,0%

14
93,2%
92,3%
92,7%
93,3%
91,8%
93,0%
94,0%
94,3%
95,1%
94,8%
95,0%
96,0%
94,3%

ID

14
97,5%
97,5%
96,0%
96,5%
97,5%
96,5%
97,5%
96,5%
96,0%
97,0%
98,5%
98,0%
100,0%

ID

97



VP2 - Identidade de nucleotideos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
3003/2005/G1P[8] 1 ID 94,4% 95,9% 90,0% 91,0% 91,4% 92,2% 90,7% 903% 92,7% 92,2% 87,8% 87,6% 85,5%
BRA/df11075/2005/G1P[8] 2 94,4% ID 94,4% 90,8% 90,2% 92,2% 91,3% 89,9% 89,5% 91,9% 91,3% 84,9% 84,6% 82,7%
BEL/BE00056/1999/G1P[8] 3 95,9% 94,4% ID 91,7% 92,7% 93,1% 93,9% 92,2% 92,0% 94,5% 93,9% 87,6% 87,3% 85,3%
BGD/Bang-063/2008/G1P[8] 4 90,0% 90,8% 91,7% ID 96,5% 98,2% 97,1% 95,4% 94,9% 96,0% 95,4% 86,0% 85,1% 84,8%
BRA/mal18999/2010/G1P[8] 5 91,0% 90,2% 92,7% 96,5% ID 97,7% 98,2% 96,5% 96,0% 96,5% 959% 87,0% 86,1% 85,8%
AUS/CK00002/2004/G1P[8] 6 91,4% 92,2% 93,1% 98,2% 97,7% ID 98,5% 97,1% 96,6% 96,8% 96,2% 87,1% 86,2% 86,2%
3088/2006/G1P[8] 7 92,2% 91,3% 93,9% 97,1% 98,2% 98,5% ID 97,4% 96,8% 97,6% 97,1% 87,6% 86,7% 87,0%
33610/2014/G12P[8] 8 90,7% 89,9% 92,2% 95,4% 96,5% 97,1% 97,4% ID 95,4% 95,6% 95,1% 87,3% 86,4% 86,4%
MLI/Mali-133/2008/G1P[8] 9 90,3% 89,5% 92,0% 94,9% 96,0% 96,6% 96,8% 95,4% ID 95,1% 94,6% 85,5% 84,7% 85,2%
BRA/es15221/2008/G1P[8] 10 92,7% 91,9% 94,5% 96,0% 96,5% 96,8% 97,6% 95,6% 95,1% ID 99,4% 89,0% 88,1% 86,7%
BRA/rs12793/2006/G1P[8] 11 92,2% 91,3% 93,9% 954% 959% 96,2% 97,1% 95,1% 94,6% 99,4% ID 88,4% 87,6% 86,7%
USA/Rotarix/2009/G1P[8] 12 87,8% 84,9% 87,6% 86,0% 87,0% 87,1% 87,6% 87,3% 855% 89,0% 88,4% ID 98,5% 91,0%
USA/Wa/1974/G1P[8] 13 87,6% 84,6% 87,3% 85,1% 86,1% 86,2% 86,7% 86,4% 84,7% 88,1% 87,6% 98,5% ID 91,3%
BRA/g032872/1987/G1P[8] 14 855% 82,7% 85,3% 84,8% 85,8% 86,2% 87,0% 86,4% 852% 86,7% 86,7% 91,0% 91,3% ID
VP2 - Identidade de aminoacidos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
BRA/df11075/2005/G1P[8] 1 ID 94,1% 94,1% 90,7% 93,2% 93,2% 90,7% 91,5% 92,4% 92,4% 91,5% 86,5% 85,7% 88,2%
3003/2005/G1P[8] 2 94,1% ID 94,7% 91,3% 90,5% 92,2% 91,3% 92,1% 92,2% 93,0% 92,1% 87,8% 86,9% 89,5%
BEL/BE00056/1999/G1P[8] 3 94,1% 94,7% ID 93,0% 92,3% 93,9% 93,0% 93,9% 93,9% 94,7% 93,0% 87,8% 86,9% 89,5%
BRA/mal18999/2010/G1P[8] 4 90,7% 91,3% 93,0% ID 96,5% 97,4% 96,5% 97,3% 97,4% 98,2% 96,5% 86,9% 87,8% 88,6%
MLI/Mali-133/2008/G1P[8] 5 93,2% 90,5% 92,3% 96,5% ID 98,2% 95,7% 96,5% 97,4% 97,4% 95, 7% 86,3% 87,1% 88,0%
AUS/CK00002/2004/G1P[8] 6 93,2% 92,2% 93,9% 97,4% 98,2% ID 97,4% 98,2% 98,2% 99,1% 97,4% 87,9% 88,7% 89,6%
BRA/rs12793/2006/G1P[8] 7 90,7% 91,3% 93,0% 96,5% 95,7% 97,4% ID 99,1% 97,4% 982% 96,5% 86,9% 87,8% 88,6%
BRA/es15221/2008/G1P[8] 8 91,5% 92,1% 93,9% 97,3% 96,5% 98,2% 99,1% ID 98,2% 99,1% 97,3% 87,8% 88,6% 89,5%
BGD/Bang-063/2008/G1P[8] 9 92,4% 92,2% 93,9% 97,4% 97,4% 98,2% 97,4% 98,2% ID 99,1% 97,4% 87,9% 88,7% 89,6%
3088/2006/G1P[8] 10 92,4% 93,0% 94,7% 98,2% 97,4% 99,1% 98,2% 99,1% 99,1% ID 98,2% 88,6% 89,5% 90,4%
33610/2014/G12P[8] 11 915% 92,1% 93,0% 96,5% 95,7% 97,4% 96,5% 97,3% 97,4% 98,2% ID 87,8% 89,5% 89,5%
USA/Wa/1974/G1P[8] 12 86,5% 87,8% 87,8% 86,9% 86,3% 87,9% 86,9% 87,8% 87,9% 88,6% 87,8% ID 97,2% 98,1%
USA/Rotarix/2009/G1P[8] 13 85,7% 86,9% 86,9% 87,8% 87,1% 88,7% 87,8% 88,6% 88,7% 89,5% 89,5% 97,2% ID 97,2%
BRA/g032872/1987/G1P[8] 14 88,2% 89,5% 89,5% 88,6% 88,0% 89,6% 88,6% 89,5% 89,6% 90,4% 89,5% 98,1% 97,2% ID

98



VP3 - Identidade de nucleotideos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
BRA/g032872/1987/G1P[8] 1 ID 98,0% 98,2% 98,7% 97,8% 96,3% 91,4% 90,9% 91,9% 91,4% 91,9% 92,1% 91,9% 92,4%
BEL/BE00056/1999/G1P[8] 2 98,0% ID 973% 97,8% 96,8% 95,3% 90,9% 90,9% 91,4% 91,2% 91,7% 91,4% 91,2% 92,1%
USA/Rotarix/2009/G1P[8] 3 98,2% 97,3% ID 99,0% 97,5% 96,5% 91,7% 91,2% 92,1% 92,1% 92,6% 92,9% 92,6% 93,1%
USA/Wa/1974/G1P[8] 4 98,7% 97,8% 99,0% ID 98,0% 97,0% 92,1% 91,7% 92,6% 92,1% 92,6% 92,9% 92,6% 93,1%
3003/2005/G1P[8] 5 97,8% 96,8% 97,5% 98,0% ID 96,0% 91,2% 90,7% 91,7% 91,7% 92,1% 92,9% 92,6% 92,1%
BRA/df11075/2005/G1P[8] 6 96,3% 95,3% 96,5% 97,0% 96,0% ID 91,4% 91,4% 91,9% 91,9% 92,4% 92,9% 92,6% 92,4%
3088/2006/G1P[8] 7 91,4% 90,9% 91,7% 92,1% 91,2% 91,4% ID 98,0% 98,5% 92,6% 93,1% 91,9% 92,1% 93,1%
BGD/Bang-063/2008/G1P[8] 8 90,9% 90,9% 91,2% 91,7% 90,7% 91,4% 98,0% ID 98,5% 92,6% 93,1% 92,1% 92,4% 93,1%
AUS/CK00002/2004/G1P[8] 9 91,9% 91,4% 92,1% 92,6% 91,7% 91,9% 98,5% 98,5% ID 93,6% 94,1% 92,9% 93,1% 94,1%
33610/2014/G12P[8] 10 914% 91,2% 92,1% 92,1% 91,7% 91,9% 92,6% 92,6% 93,6% ID 98,0% 97,3% 97,5% 97,5%
MLI/Mali-133/2008/G1P[8] 11 91,9% 91,7% 92,6% 92,6% 92,1% 92,4% 93,1% 93,1% 94,1% 98,0% ID 97,3% 97,5% 97,5%
BRA/rs12793/2006/G1P[8] 12 92,1% 91,4% 929% 929% 92,9% 92,9% 91,9% 92,1% 92,9% 97,3% 97,3% ID 99,7% 96,8%
BRA/es15221/2008/G1P[8] 13 91,9% 91,2% 92,6% 92,6% 92,6% 92,6% 92,1% 92,4% 93,1% 975% 97,5% 99,7% ID 97,0%
BRA/mal18999/2010/G1P[8] 14 92,4% 92,1% 93,1% 93,1% 92,1% 92,4% 93,1% 93,1% 94,1% 975% 97,5% 96,8% 97,0% ID
VP3 - Identidade de aminoacidos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
BEL/BE00056/1999/G1P[8] 1 ID 97,7% 97,0% 97,0% 97,0% 97,7% 955% 94,1% 94,8% 94,8% 94,8% 95,5% 95,5% 95,5%
BRA/g032872/1987/G1P[8] 2 97,7% ID 97,7% 97,7% 97,7% 98,5% 96,3% 94,1% 955% 95,5% 95,5% 94,8% 94,8% 94,8%
BRA/df11075/2005/G1P[8] 3 97,0% 97,7% ID 98,5% 98,5% 99,2% 97,0% 94,8% 96,3% 96,3% 96,3% 95,5% 95,5% 95,5%
3003/2005/G1P[8] 4 97,0% 97,7% 98,5% ID 98,5% 99,2% 97,0% 94,8% 96,3% 96,3% 96,3% 95,5% 95,5% 95,5%
USA/Rotarix/2009/G1P[8] 5 97,0% 97,7% 98,5% 98,5% ID 99,2% 97,0% 94,8% 96,3% 96,3% 96,3% 95,5% 95,5% 95,5%
USA/Wa/1974/G1P[8] 6 97,7% 98,5% 99,2% 99,2% 99,2% ID 97,7% 95,5% 97,0% 97,0% 97,0% 96,3% 96,3% 96,3%
BGD/Bang-063/2008/G1P[8] 7 95,5% 96,3% 97,0% 97,0% 97,0% 97,7% ID 97,7% 985% 97,7% 97,7% 97,0% 97,0% 97,0%
3088/2006/G1P[8] 8 94,1% 94,1% 94,8% 94,8% 94,8% 95,5% 97,7% ID 96,3% 95,5% 95,5% 94,8% 94,8% 94,8%
AUS/CK00002/2004/G1P[8] 9 94,8% 955% 96,3% 96,3% 96,3% 97,0% 98,5% 96,3% ID 97,7% 97,7% 97,0% 97,0% 97,0%
BRA/rs12793/2006/G1P[8] 10 94,8% 955% 96,3% 96,3% 96,3% 97,0% 97,7% 955% 97,7% ID 100,0% 97,7% 97,7% 97,7%
BRA/es15221/2008/G1P[8] 11 94,8% 955% 96,3% 96,3% 96,3% 97,0% 97,7% 955% 97,7% 100,0% ID 97,7% 97,7% 97,7%
MLI/Mali-133/2008/G1P[8] 12 955% 94,8% 955% 955% 955% 96,3% 97,0% 94,8% 97,0% 97,7% 97,7% ID 98,5% 98,5%
BRA/mal18999/2010/G1P[8] 13 955% 94,8% 955% 955% 955% 96,3% 97,0% 94,8% 97,0% 97,7% 97,7% 98,5% ID 98,5%
33610/2014/G12P[8] 14 955% 94,8% 955% 955% 955% 96,3% 97,0% 94,8% 97,0% 97,7% 97,7% 98,5% 98,5% ID

99



VP4 - Identidade de nucleotideos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
USA/Wa/1974/G1P[8] 1 ID 98,3% 96,9% 90,1% 89,6% 90,7% 90,8% 90,5% 90,4% 90,2% 89,4% 90,4% 93,2% 88,9%
USA/Rotarix/1988/G1P[8] 2 98,3% ID 97,3% 90,1% 89,6% 90,7% 90,8% 90,5% 90,4% 90,0% 89,3% 90,0% 93,2% 88,2%
BRA/df11075/2005/G1P[8] 3 96,9% 97,3% ID 89,8% 89,3% 90,4% 90,5% 90,2% 90,1% 90,0% 89,0% 89,4% 94,0% 87,3%
BEL/BE00056/1999/G1P[8] 4 90,1% 90,1% 89,8% ID 96,9% 97,8% 97,9% 97,3% 97,3% 96,2% 95,8% 93,2% 94,4% 86,2%
BRA/es15221/2008/G1P[8] 5 89,6% 89,6% 89,3% 96,9% ID 97,3% 97,4% 96,9% 96,4% 95,9% 952% 92,5% 95,0% 86,7%
AUS/CK00002/2004/G1P[8] 6 90,7% 90,7% 90,4% 97,8% 97,3% ID 99,5% 98,5% 98,3% 97,3% 96,3% 93,2% 95,2% 87,0%
3088/2006/G1P[8] 7 90,8% 90,8% 90,5% 97,9% 97,4% 99,5% ID 98,6% 98,5% 97,4% 96,4% 93,3% 95,4% 87,1%
BRA/mal18999/2010/G1P[8] 8 90,5% 90,5% 90,2% 97,3% 96,9% 98,5% 98,6% ID 97,7% 96,6% 95,6% 93,6% 94,8% 87,1%
MLI/Mali-133/2008/G1P[8] 9 90,4% 90,4% 90,1% 97,3% 96,4% 98,3% 98,5% 97,7% ID 96,6% 95,8% 93,2% 94,4% 86,9%
3003/2005/G1P[8] 10 90,2% 90,0% 90,0% 96,2% 959% 973% 97,4% 96,6% 96,6% ID 94,8% 92,5% 94,7% 86,3%
33610/2014/G12P[8] 11 894% 89,3% 89,0% 958% 952% 96,3% 96,4% 956% 958% 94,8% ID 92,5% 93,5% 85,9%
BRA/g032872/1987/G1P[8] 12 90,4% 90,0% 89,4% 93,2% 92,5% 93,2% 93,3% 93,6% 93,2% 92,5% 92,5% ID 91,2% 87,4%
BRA/rs12793/2006/G1P[8] 13 932% 93,2% 94,0% 94,4% 95,0% 952% 95,4% 94,8% 94,4% 94,7% 93,5% 91,2% ID 87,8%
BGD/Bang-063/2008/G1P[8] 14 889% 88,2% 87,3% 86,2% 86,7% 87,0% 87,1% 87,1% 86,9% 86,3% 859% 87,4% 87,8% ID
VP4 - Identidade de aminoacidos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
BRA/df11075/2005/G1P[8] 1 ID 98,3% 97,5% 96,7% 91,0% 91,0% 914% 91,4% 91,4% 91,4% 90,6% 89,0% 91,9% 89,0%
USA/Rotarix/1988/G1P[8] 2 98,3% ID 97,5% 96,3% 90,6% 91,0% 91,0% 91,0% 91,0% 91,0% 90,2% 89,0% 91,9% 88,6%
USA/Wa/1974/G1P[8] 3 97,5% 97,5% ID 95,9% 90,2% 90,6% 90,6% 90,6% 90,6% 90,6% 89,8% 89,0% 91,9% 88,6%
BRA/rs12793/2006/G1P[8] 4 96,7% 96,3% 95,9% ID 93,9% 93,9% 94,7% 94,7% 94,7% 94,7% 93,9% 91,9% 93,9% 89,8%
3003/2005/G1P[8] 5 91,0% 90,6% 90,2% 93,9% ID 96,7% 96,7% 96,7% 96,7% 95,5% 95,1% 93,5% 93,9% 86,2%
MLI/Mali-133/2008/G1P[8] 6 91,0% 91,0% 90,6% 93,9% 96,7% ID 98,3% 98,3% 98,3% 97,1% 96,3% 95,5% 95,1% 87,8%
3088/2006/G1P[8] 7 91,4% 91,0% 90,6% 94,7% 96,7% 98,3% ID 99,1% 99,1% 97,9% 97,1% 95,5% 95,1% 88,6%
AUS/CK00002/2004/G1P[8] 8 91,4% 91,0% 90,6% 94,7% 96,7% 98,3% 99,1% ID 99,1% 979% 97,1% 955% 95,1% 88,6%
BRA/mal18999/2010/G1P[8] 9 91,4% 91,0% 90,6% 94,7% 96,7% 98,3% 99,1% 99,1% ID 97,9% 97,1% 95,5% 95,1% 88,6%
BRA/es15221/2008/G1P[8] 10 91,4% 91,0% 90,6% 94,7% 95,5% 97,1% 97,9% 97,9% 97,9% ID 97,1% 95,1% 94,7% 89,0%
BEL/BE00056/1999/G1P[8] 11 90,6% 90,2% 89,8% 93,9% 95,1% 96,3% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% ID 94,7% 93,9% 87,8%
33610/2014/G12P[8] 12 89,0% 89,0% 89,0% 91,9% 93,5% 95,5% 95,5% 95,5% 955% 95,1% 94,7% ID 93,9% 86,6%
BRA/g032872/1987/G1P[8] 13 91,9% 91,9% 91,9% 93,9% 93,9% 95,1% 95,1% 951% 95,1% 94,7% 93,9% 93,9% ID 88,2%
KP881989-RVA/19-265 14 89,0% 88,6% 88,6% 89,8% 86,2% 87,8% 88,6% 88,6% 88,6% 89,0% 87,8% 86,6% 88,2% ID

100



VP6 - Identidade de nucleotideos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
BRA/rs12793/2006/G1P[8] 1 ID 100,0% 97,1% 97,6% 97,6% 97,6% 98,1% 97,6% 96,6% 88,6% 88,1%
BRA/es15221/2008/G1P[8] 2 100,0% ID 97,1% 97,6% 97,6% 97,6% 98,1% 97,6% 96,6% 88,6% 88,1%
AUS/CK00002/2004/G1P[8] 3 97,1% 97,1% ID 99,5% 97,6% 95,7% 96,2% 95,7% 96,2% 89,0% 88,6%
BGD/Bang-063/2008/G1P[8] 4 97,6% 97,6% 99,5% ID 98,1% 96,2% 96,6% 96,2% 96,6% 89,5% 89,0%
3088/2006/G1P[8] 5 97,6% 97,6% 97,6% 98,1% ID 97,1% 96,6% 96,2% 95,7% 88,6% 88,1%
33610/2014/G12P[8] 6 97,6% 97,6% 95,7% 96,2% 97,1% ID 95,7% 95,2% 94,7% 86,7% 86,2%
BRA/mal8999/2010/G1P[8] 7 98,1% 98,1% 96,2% 96,6% 96,6% 95,7% ID 97,6% 94,7% 87,6% 87,2%
MLI/Mali-133/2008/G1P[8] 8 97,6% 97,6% 95,7% 96,2% 96,2% 95,2% 97,6% ID 96,2% 90,0% 89,5%
BRA/df11075/2005/G1P[8] 9 96,6% 96,6% 96,2% 96,6% 95,7% 94,7% 94,7% 96,2% ID 90,0% 89,5%
3003/2005/G1P[8] 10 88,6% 88,6% 89,0% 89,5% 88,6% 86,7% 87,6% 90,0% 90,0% ID 99,5%
BEL/BE00056/1999/G1P[8] 11 88,1% 88,1% 88,6% 89,0% 88,1% 86,2% 87,2% 89,5% 89,5% 99,5% ID
BRA/g032872/1987/G1P[8] 12 85,7% 85, 7% 87,2% 87,6% 85,7% 83,8% 85,7% 87,2% 87,6% 93,3% 92,8%
USA/Wa/1974/G1P[8] 13 89,5% 89,5% 89,0% 89,5% 89,5% 87,6% 89,5% 90,0% 895% 943% 93,8%
USA/Rotarix/2009/G1P[8] 14 89,5% 89,5% 89,0% 895% 89,5% 87,6% 89,5% 90,0% 895% 933% 92,8%

VP6 - Identidade de aminoacidos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
AUS/CK00002/2004/G1P[8] 1 ID 97,1% 98,5% 985% 985% 985% 985% 985% 985% 957% 95,7%
BRA/df11075/2005/G1P[8] 2 97,1% ID 98,5% 985% 98,5% 985% 98,5% 985% 98,5% 95,7% 95,7%
BRA/mal8999/2010/G1P[8] 3 985% 98,5% ID 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 97,1% 97,1%
BRA/rs12793/2006/G1P[8] 4 98,5% 98,5% 100,0% ID 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 97,1% 97,1%
BGD/Bang-063/2008/G1P[8] 5 985% 98,5% 100,0% 100,0% ID 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 97,1% 97,1%
MLI/Mali-133/2008/G1P[8] 6 985% 98,5% 100,0% 100,0% 100,0% ID 100,0% 100,0% 100,0% 97,1% 97,1%
BRA/es15221/2008/G1P[8] 7 98,5% 98,5% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% ID 100,0% 100,0% 97,1% 97,1%
33610/2014/G12P[8] 8 98,5% 98,5% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% ID 100,0% 97,1% 97,1%
3088/2006/G1P[8] 9 98,5% 98,5% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% ID 97,1% 97,1%
3003/2005/G1P[8] 10 95,7% 95,7% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% ID 100,0%
BEL/BE00056/1999/G1P[8] 11 95,7% 95,7% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% 100,0% ID
USA/Wa/1974/G1P[8] 12 95,7% 95,7% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% 100,0% 100,0%
USA/Rotarix/2009/G1P[8] 13 95,7% 95,7% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% 97,1% 100,0% 100,0%
BRA/g032872/1987/G1P[8] 14 97,1% 97,1% 985% 98,5% 985% 985% 985% 985% 985% 985% 98,5%

12
85,7%
85,7%
87,2%
87,6%
85,7%
83,8%
85,7%
87,2%
87,6%
93,3%
92,8%

ID
92,4%
91,4%

12
95,7%
95,7%
97,1%
97,1%
97,1%
97,1%
97,1%
97,1%
97,1%

100,0%
100,0%

ID
100,0%
98,5%

13
89,5%
89,5%
89,0%
89,5%
89,5%
87,6%
89,5%
90,0%
89,5%
94,3%
93,8%
92,4%

99,0%

13
95,7%
95,7%
97,1%
97,1%
97,1%
97,1%
97,1%
97,1%
97,1%

100,0%
100,0%
100,0%

ID

98,5%

14
89,5%
89,5%
89,0%
89,5%
89,5%
87,6%
89,5%
90,0%
89,5%
93,3%
92,8%
91,4%
99,0%

14
97,1%
97,1%
98,5%
98,5%
98,5%
98,5%
98,5%
98,5%
98,5%
98,5%
98,5%
98,5%
98,5%

ID
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VP7 - ldentidade de nucleotideos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
USA/Wa/2009/G1P[8] 1 ID 97,9% 92,6% 92,8% 92,9% 92,8% 92,3% 91,5% 91,8% 91,3% 91,6% 91,6% 91,9% 71,2%
BRA/g032872/1987/G1P[8] 2 97,9% ID 92,0% 92,3% 92,4% 92,3% 91,6% 90,9% 91,1% 90,9% 91,3% 91,3% 91,8% 70,6%
3003/2005/G1P[8] 3 92,6% 92,0% ID 98,8% 97,6% 96,7% 93,7% 93,3% 93,2% 92,4% 93,3% 93,3% 950% 71,0%
BEL/BE00056/1999/G1P[8] 4 92,8% 92,3% 98,8% ID 98,3% 97,4% 94,1% 93,5% 93,6% 92,8% 93,7% 93,7% 95,7% 71,4%
USA/Rotarix/1988/G1P[8] 5 92,9% 92,4% 97,6% 98,3% ID 97,6% 94,6% 94,0% 94,1% 93,6% 94,2% 94,1% 958% 71,2%
BRA/df11075/2005/G1P[8] 6 92,8% 92,3% 96,7% 97,4% 97,6% ID 94,9% 94,2% 94,4% 93,6% 94,2% 93,9% 96,1% 70,9%
AUS/CK00002/2004/G1P[8] 7 92,3% 91,6% 93,7% 94,1% 94,6% 94,9% ID 99,2% 99,4% 98,7% 99,0% 97,4% 96,2% 71,7%
MLI/Mali-133/2008/G1P[8] 8 91,5% 90,9% 93,3% 93,5% 94,0% 94,2% 99,2% ID 98,9% 98,1% 98,3% 96,8% 95,4% 71,0%
BGD/Bang-063/2008/G1P[8] 9 91,8% 91,1% 93,2% 93,6% 94,1% 94,4% 99,4% 98,9% ID 98,7% 98,8% 97,1% 95,7% 71,7%
BRA/mal18999/2010/G1P[8] 10 91,3% 909% 92,4% 92,8% 93,6% 93,6% 98,7% 98,1% 98,7% ID 98,0% 96,6% 952% 71,7%
3088/2006/G1P[8] 11 91,6% 913% 933% 93,7% 94,2% 94,2% 99,0% 98,3% 98,8% 98,0% ID 96,7% 95,5% 71,2%
BRA/es15221/2008/G1P[8] 12 91,6% 91,3% 933% 93,7% 94,1% 93,9% 97,4% 96,8% 97,1% 96,6% 96,7% ID 97,7% 71,0%
BRA/rs12793/2006/G1P[8] 13 919% 91,8% 950% 95,7% 95,8% 96,1% 96,2% 95,4% 95,7% 952% 955% 97,7% ID 71,4%
33610/2014/G12P[8] 14 712% 70,6% 71,0% 714% 712% 709% 71,7% 71,0% 71,7% 71,7% 71,2% 71,0% 71,4% ID
VP7 - Identidade de aminoacidos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
USA/Wa/2009/G1P[8] 1 ID 98,8% 94,1% 94,5% 95,3% 95,3% 93,7% 953% 94,1% 949% 94,5% 94,5% 953% 73,9%
BRA/g032872/1987/G1P[8] 2 98,8% ID 93,7% 94,1% 94,9% 94,9% 94,1% 94,9% 93,7% 94,5% 94,1% 94,1% 94,9% 74,3%
3003/2005/G1P[8] 3 94,1% 93,7% ID 99,6% 97,6% 97,6% 96,4% 94,1% 929% 93,7% 93,3% 93,3% 945% 72,7%
BEL/BE00056/1999/G1P[8] 4 94,5% 94,1% 99,6% ID 98,0% 98,0% 96,8% 94,5% 93,3% 94,1% 93,7% 93,7% 94,9% 73,1%
BRA/df11075/2005/G1P[8] 5 95,3% 94,9% 97,6% 98,0% ID 98,0% 97,2% 94,9% 93,7% 94,5% 94,1% 94,1% 94,5% 73,9%
USA/Rotarix/1988/G1P[8] 6 95,3% 94,9% 97,6% 98,0% 98,0% ID 96,4% 95,3% 94,1% 94,9% 94,5% 94,5% 953% 72,3%
BRA/rs12793/2006/G1P[8] 7 93,7% 94,1% 96,4% 96,8% 97,2% 96,4% ID 96,1% 94,9% 95,7% 953% 953% 972% 73,5%
AUS/CK00002/2004/G1P[8] 8 953% 94,9% 94,1% 94,5% 94,9% 95,3% 96,1% ID 98,8% 99,6% 99,2% 99,2% 98,0% 73,1%
3088/2006/G1P[8] 9 94,1% 93,7% 92,9% 93,3% 93,7% 94,1% 94,9% 98,8% ID 98,4% 98,0% 98,0% 96,8% 72,3%
BGD/Bang-063/2008/G1P[8] 10 949% 94,5% 93,7% 94,1% 94,5% 94,9% 95,7% 99,6% 98,4% ID 98,8% 98,8% 97,6% 73,1%
MLI/Mali-133/2008/G1P[8] 11 945% 94,1% 93,3% 93,7% 94,1% 94,5% 95,3% 99,2% 98,0% 98,8% ID 98,8% 97,2% 73,1%
BRA/mal18999/2010/G1P[8] 12 945% 94,1% 93,3% 93,7% 94,1% 94,5% 95,3% 99,2% 98,0% 98,8% 98,8% ID 97,2% 72,7%
BRA/es15221/2008/G1P[8] 13 953% 94,9% 94,5% 94,9% 94,5% 95,3% 972% 98,0% 96,8% 97,6% 97,2% 97,2% ID 72,3%
33610/2014/G12P[8] 14 739% 74,3% 72,7% 73,1% 739% 72,3% 73,5% 73,1% 723% 73,1% 73,1% 72,7% 72,3% ID
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NSP1 - Identidade de nucleotideos

MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
3003/2005/G1P[8]
3088/2006/G1P[8]
AUS/CK00002/2004/G1P[8]
BGD/Bang-063/2008/G1P[8]
33610/2014/G12P[8]
BRA/mal18999/2010/G1P[8]
BRA/g032872/1987/G1P[8]
BRA/df11075/2005/G1P[8]
USA/Rotarix/2009/G1P[8]
BEL/BE00056/1999/G1P[8]
BRA/rs12793/2006/G1P[8]
BRA/es15221/2008/G1P[8]
USA/Wa/1974/G1P[8]

O 0O NOOUL B WNR
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NSP1 - Identidade de aminoacidos

AUS/CK00002/2004/G1P[8]
BGD/Bang-063/2008/G1P[8]
USA/Wa/1974/G1P[8]
33610/2014/G12P[8]
MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
BRA/g032872/1987/G1P[8]
3003/2005/G1P[8]
3088/2006/G1P[8]
BRA/mal18999/2010/G1P[8]
BRA/df11075/2005/G1P[8]
USA/Rotarix/2009/G1P[8]
BEL/BE00056/1999/G1P[8]
BRA/rs12793/2006/G1P[8]
BRA/es15221/2008/G1P[8]

O OO N OOULLE WN PP

N
= O

2R e
A W N

97,3%
98,9%
98,3%
97,8%
98,3%
96,7%
95,1%
83,9%
86,0%
86,6%
86,6%
86,0%
89,8%

1
ID
100,0%
98,3%
98,3%
96,7%
96,7%
91,9%
96,7%
95,1%
88,7%
90,3%
90,3%
88,7%
88,7%

2
97,3%
ID
97,3%
96,7%
96,2%
96,7%
95,1%
93,5%
82,3%
84,4%
85,0%
86,0%
85,5%
88,2%

2
100,0%
ID
98,3%
98,3%
96,7%
96,7%
91,9%
96,7%
95,1%
88,7%
90,3%
90,3%
88,7%
88,7%

3
98,9%
97,3%

ID
98,3%
97,8%
98,3%
96,7%
95,1%
85,0%
87,1%
87,7%
87,7%
87,1%
89,8%

98,3%
98,3%

100,0%
98,3%
98,3%
93,5%
98,3%
96,7%
90,3%
91,9%
91,9%
90,3%
90,3%

4
98,3%
96,7%
98,3%

99,4%
97,8%
96,2%
94,6%
83,4%
85,5%
86,0%
86,0%
85,5%
89,3%

4
98,3%
98,3%

100,0%

ID
98,3%
98,3%
93,5%
98,3%
96,7%
90,3%
91,9%
91,9%
90,3%
90,3%

5
97,8%
96,2%
97,8%
99,4%

97,3%
95,7%
94,1%
83,9%
86,0%
86,6%
86,6%
86,0%
89,8%

5
96,7%
96,7%
98,3%
98,3%

ID
96,7%
91,9%
96,7%
95,1%
88,7%
90,3%
90,3%
88,7%
88,7%

6
98,3%
96,7%
98,3%
97,8%
97,3%

ID
98,3%
95,7%
84,4%
86,6%
87,1%
87,1%
86,6%
90,3%

6
96,7%
96,7%
98,3%
98,3%
96,7%

ID
91,9%
96,7%
95,1%
88,7%
90,3%
90,3%
88,7%
88,7%

7
96,7%
95,1%
96,7%
96,2%
95,7%
98,3%

95,1%
85,0%
87,1%
87,7%
87,7%
87,1%
89,8%

7
91,9%
91,9%
93,5%
93,5%
91,9%
91,9%

ID
91,9%
90,3%
85,4%
87,0%
87,0%
88,7%
88,7%

8
95,1%
93,5%
95,1%
94,6%
94,1%
95,7%
95,1%

85,0%
86,0%
86,6%
87,7%
87,1%
90,9%

96,7%
96,7%
98,3%
98,3%
96,7%
96,7%
91,9%
ID
96,7%
91,9%
93,5%
93,5%
91,9%
91,9%

9
83,9%
82,3%
85,0%
83,4%
83,9%
84,4%
85,0%
85,0%

96,7%
96,2%
95,1%
94,6%
91,9%

95,1%
95,1%
96,7%
96,7%
95,1%
95,1%
90,3%
96,7%
ID
91,9%
93,5%
93,5%
91,9%
91,9%

10
86,0%
84,4%
87,1%
85,5%
86,0%
86,6%
87,1%
86,0%
96,7%

98,3%
95,1%
94,6%
94,1%

10
88,7%
88,7%
90,3%
90,3%
88,7%
88,7%
85,4%
91,9%
91,9%

ID
98,3%
95,1%
93,5%
93,5%

11
86,6%
85,0%
87,7%
86,0%
86,6%
87,1%
87,7%
86,6%
96,2%
98,3%

ID
95,7%
95,1%
93,5%

11
90,3%
90,3%
91,9%
91,9%
90,3%
90,3%
87,0%
93,5%
93,5%
98,3%

ID
96,7%
95,1%
95,1%

12
86,6%
86,0%
87,7%
86,0%
86,6%
87,1%
87,7%
87,7%
95,1%
95,1%
95,7%

ID
99,4%
93,5%

12
90,3%
90,3%
91,9%
91,9%
90,3%
90,3%
87,0%
93,5%
93,5%
95,1%
96,7%

95,1%
95,1%

13
86,0%
85,5%
87,1%
85,5%
86,0%
86,6%
87,1%
87,1%
94,6%
94,6%
95,1%
99,4%

ID
93,0%

13
88,7%
88,7%
90,3%
90,3%
88,7%
88,7%
88,7%
91,9%
91,9%
93,5%
95,1%
95,1%

ID
100,0%

14
89,8%
88,2%
89,8%
89,3%
89,8%
90,3%
89,8%
90,9%
91,9%
94,1%
93,5%
93,5%
93,0%

14
88,7%
88,7%
90,3%
90,3%
88,7%
88,7%
88,7%
91,9%
91,9%
93,5%
95,1%
95,1%

100,0%
ID

103



NSP2 - Identidade de nucleotideos

3003/2005/G1P[8] 1
BEL/BE00056/1999/G1P[8] 2
BRA/df11075/2005/G1P[8] 3
AUS/CK00002/2004/G1P[8] 4
BRA/mal18999/2010/G1P[8] 5
3088/2006/G1P[8] 6
MLI/Mali-133/2008/G1P[8] 7
BGD/Bang-063/2008/G1P[8] 8
BRA/rs12793/2006/G1P[8] 9
BRA/es15221/2008/G1P[8] 10
33610/2014/G12P[8] 11
USA/Wa/1974/G1P[8] 12
USA/Rotarix/2009/G1P[8] 13
KMO026609-RVA/31-371 14

NSP2 - Identidade de aminoacidos

3003/2005/G1P[8]
BEL/BE00056/1999/G1P[8]
BRA/df11075/2005/G1P[8]
BGD/Bang-063/2008/G1P[8]
33610/2014/G12P[8]
MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
BRA/mal8999/2010/G1P[8]
AUS/CK00002/2004/G1P[8]
BRA/rs12793/2006/G1P[8]
BRA/es15221/2008/G1P[8] 10
3088/2006/G1P[8] 11
USA/Wa/1974/G1P[8] 12
USA/Rotarix/2009/G1P[8] 13
BRA/g032872/1987/G1P[8] 14

OC OO NV WN R

1

ID
99,1%
98,5%
92,9%
91,7%
92,0%
92,3%
92,9%
92,3%
92,3%
92,0%
89,4%
90,3%
86,8%

1
ID
100,0%
99,1%
93,8%
94,7%
94,7%
92,9%
94,7%
94,7%
94,7%
92,9%
93,8%
93,8%
92,9%

2
99,1%
ID
98,8%
93,2%
92,0%
92,3%
92,6%
93,2%
92,6%
92,6%
92,3%
89,7%
90,6%
87,6%

2
100,0%
ID
99,1%
93,8%
94,7%
94,7%
92,9%
94,7%
94,7%
94,7%
92,9%
93,8%
93,8%
92,9%

3
98,5%
98,8%

ID
93,8%
92,6%
92,9%
93,2%
93,8%
93,2%
93,2%
92,9%
90,0%
90,6%
86,8%

3
99,1%
99,1%

94,7%
95,6%
95,6%
93,8%
95,6%
95,6%
95,6%
93,8%
92,9%
92,9%
92,1%

4
92,9%
93,2%
93,8%

98,8%
99,1%
98,8%
99,4%
98,8%
98,8%
97,9%
91,2%
90,3%
85,9%

4
93,8%
93,8%
94,7%

99,1%
99,1%
97,3%
99,1%
99,1%
99,1%
97,3%
94,7%
94,7%
90,3%

5
91,7%
92,0%
92,6%
98,8%

97,9%
97,6%
98,2%
97,6%
97,6%
96,7%
90,0%
89,1%
84,7%

5
94,7%
94,7%
95,6%
99,1%

ID
100,0%
98,2%
100,0%
100,0%
100,0%
98,2%
95,6%
95,6%
91,2%

6
92,0%
92,3%
92,9%
99,1%
97,9%

ID
97,9%
98,5%
97,9%
97,9%
97,0%
90,9%
89,4%
85,6%

7
92,3%
92,6%
93,2%
98,8%
97,6%
97,9%

98,2%
97,6%
97,6%
96,7%
90,6%
89,7%
85,3%

8
92,9%
93,2%
93,8%
99,4%
98,2%
98,5%
98,2%

98,8%
98,8%
97,9%
91,4%
90,3%
85,3%

9
92,3%
92,6%
93,2%
98,8%
97,6%
97,9%
97,6%
98,8%

100,0%
97,9%
91,2%
90,9%
85,3%

6
94,7%
94,7%
95,6%
99,1%

100,0%

ID
98,2%
100,0%
100,0%
100,0%
98,2%
95,6%
95,6%
91,2%

7
92,9%
92,9%
93,8%
97,3%
98,2%
98,2%

98,2%
98,2%
98,2%
96,4%
93,8%
93,8%
89,4%

8
94,7%
94,7%
95,6%
99,1%

100,0%
100,0%
98,2%

100,0%
100,0%
98,2%
95,6%
95,6%
91,2%

9
94,7%
94,7%
95,6%
99,1%

100,0%
100,0%
98,2%
100,0%

ID
100,0%
98,2%
95,6%
95,6%
91,2%

10
92,3%
92,6%
93,2%
98,8%
97,6%
97,9%
97,6%
98,8%

100,0%

ID
97,9%
91,2%
90,9%
85,3%

10
94,7%
94,7%
95,6%
99,1%

100,0%
100,0%
98,2%
100,0%
100,0%

ID
98,2%
95,6%
95,6%
91,2%

11
92,0%
92,3%
92,9%
97,9%
96,7%
97,0%
96,7%
97,9%
97,9%
97,9%

ID
90,3%
90,0%
85,0%

11
92,9%
92,9%
93,8%
97,3%
98,2%
98,2%
96,4%
98,2%
98,2%
98,2%

ID
93,8%
93,8%
89,4%

12
89,4%
89,7%
90,0%
91,2%
90,0%
90,9%
90,6%
91,4%
91,2%
91,2%
90,3%

91,2%
86,5%

12
93,8%
93,8%
92,9%
94,7%
95,6%
95,6%
93,8%
95,6%
95,6%
95,6%
93,8%

94,7%
92,1%

13
90,3%
90,6%
90,6%
90,3%
89,1%
89,4%
89,7%
90,3%
90,9%
90,9%
90,0%
91,2%

ID
87,6%

13
93,8%
93,8%
92,9%
94,7%
95,6%
95,6%
93,8%
95,6%
95,6%
95,6%
93,8%
94,7%

92,9%

14
86,8%
87,6%
86,8%
85,9%
84,7%
85,6%
85,3%
85,3%
85,3%
85,3%
85,0%
86,5%
87,6%

14
92,9%
92,9%
92,1%
90,3%
91,2%
91,2%
89,4%
91,2%
91,2%
91,2%
89,4%
92,1%
92,9%
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NSP3 - Identidade de nucleotideos

AUS/CK00002/2004/G1P[8]
3088/2006/G1P[8]
BGD/Bang-063/2008/G1P[8]
BRA/mal18999/2010/G1P[8]
33610/2014/G12P[8]
USA/Wa/1974/G1P[8]
BRA/g032872/1987/G1P[8]
BEL/BE00056/1999/G1P[8]
USA/Rotarix/2009/G1P[8]
3003/2005/G1P[8]
BRA/df11075/2005/G1P[8]
BRA/rs12793/2006/G1P[8]
BRA/es15221/2008/G1P[8]
MLI/Mali-133/2008/G1P[8]

NSP3 - Identidade de aminoacidos

3003/2005/G1P[8]
USA/Rotarix/2009/G1P[8]
USA/Wa/1974/G1P[8]
BRA/g032872/1987/G1P[8]
BRA/df11075/2005/G1P[8]
BRA/rs12793/2006/G1P[8]
AUS/CK00002/2004/G1P[8]
33610/2014/G12P[8]
BRA/mal18999/2010/G1P[8]
BGD/Bang-063/2008/G1P[8]
3088/2006/G1P[8]
BRA/es15221/2008/G1P[8]
BEL/BE00056/1999/G1P[8]
MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
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99,5%
99,3%
99,3%
97,9%
96,0%
95,6%
96,0%
96,3%
92,6%
96,3%
96,7%
96,9%
83,1%

1

ID
94,4%
94,4%
94,4%
94,4%
94,4%
93,8%
92,5%
93,8%
92,5%
92,5%
93,8%
93,8%
83,9%

2

3

99,5% 99,3%

2
94,4%
ID
99,3%
99,3%
99,3%
99,3%
98,7%
97,5%
98,7%
97,5%
97,5%
98,7%
98,7%
88,8%

ID
98,9% ID
98,9% 99,1%
97,5% 97,7%
95,6% 95,4%
95,2% 95,0%
95,6% 95,8%
95,8% 96,0%
92,1% 92,4%
95,8% 96,0%
96,3% 96,5%
96,5% 96,7%
83,1% 83,3%

98,9%

3
94,4%
99,3%

ID

100,0%
100,0%
100,0%
99,3%
98,1%
99,3%
98,1%
98,1%
99,3%
99,3%
89,5%

4
99,3%
98,9%
99,1%
ID
98,5%
96,3%
95,8%
96,7%
96,9%
93,2%
96,9%
97,3%
97,5%
83,7%

4
94,4%
99,3%

100,0%

ID

100,0%

100,0%
99,3%
98,1%
99,3%
98,1%
98,1%
99,3%
99,3%
89,5%

5
97,9%
97,5%
97,7%
98,5%

ID
94,8%
94,4%
95,2%
95,4%
91,9%
95,4%
95,8%
96,0%
83,1%

5
94,4%
99,3%

100,0%
100,0%
ID
100,0%
99,3%
98,1%
99,3%
98,1%
98,1%
99,3%
99,3%
89,5%

6
96,0%
95,6%
95,4%
96,3%
94,8%

99,1%
98,7%
98,5%
94,8%
97,7%
97,7%
97,1%
83,5%

94,4%
99,3%
100,0%
100,0%
100,0%
ID
99,3%
98,1%
99,3%
98,1%
98,1%
99,3%
99,3%
89,5%

7
95,6%
95,2%
95,0%
95,8%
94,4%
99,1%

97,9%
98,1%
94,4%
97,3%
97,3%
96,7%
83,1%

7
93,8%
98,7%
99,3%
99,3%
99,3%
99,3%

98,7%
100,0%
98,7%
98,7%
98,7%
98,7%
88,8%

8
96,0%
95,6%
95,8%
96,7%
95,2%
98,7%
97,9%

98,9%
94,8%
98,1%
98,1%
97,5%
84,1%

8
92,5%
97,5%
98,1%
98,1%
98,1%
98,1%
98,7%

ID
98,7%
97,5%
97,5%
97,5%
97,5%
87,6%

9
96,3%
95,8%
96,0%
96,9%
95,4%
98,5%
98,1%
98,9%

95,2%
98,3%
98,3%
97,7%
83,9%

9
93,8%
98,7%
99,3%
99,3%
99,3%
99,3%

100,0%
98,7%

98,7%
98,7%
98,7%
98,7%
88,8%

10
92,6%
92,1%
92,4%
93,2%
91,9%
94,8%
94,4%
94,8%
95,2%

ID
95,0%
94,2%
93,6%
81,7%
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NSP4 - Identidade de nucleotideos

3088/2006/G1P[8]
BRA/mal18999/2010/G1P[8]
AUS/CK00002/2004/G1P[8]
BGD/Bang-063/2008/G1P[8]
MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
3003/2005/G1P[8]
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11
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90,1%
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12
96,4%
95,9%
97,6%
95,3%
95,3%
95,3%
95,9%
95,3%
95,3%
94,7%
95,9%

95,3%
95,3%
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NSP5/6 - Identidade de nucleotideos

USA/Wa/1974/G1P[8]
BRA/df11075/2005/G1P[8]
BEL/BE00056/1999/G1P[8]
USA/Rotarix/2009/G1P[8]
BRA/g032872/1987/G1P[8]
3003/2005/G1P[8]
BRA/rs12793/2006/G1P[8]
3088/2006/G1P[8]
AUS/CK00002/2004/G1P[8]
BRA/es15221/2008/G1P[8]
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3088/2006/G1P[8]
AUS/CK00002/2004/G1P[8]
33610/2014/G12P[8]
BRA/mal18999/2010/G1P[8]
BGD/Bang-063/2008/G1P[8]
MLI/Mali-133/2008/G1P[8]
BRA/es15221/2008/G1P[8]
BRA/rs12793/2006/G1P[8]
BEL/BE00056/1999/G1P[8]
BRA/df11075/2005/G1P[8]
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USA/Rotarix/2009/G1P[8]
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93,9%
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98,8%
98,8%
98,2%
98,2%
95,9%
92,9%
93,5%
93,5%
92,9%
93,5%
93,5%

2
99,0%
ID
98,6%
98,8%
97,4%
97,6%
96,5%
93,0%
92,8%
93,4%
93,7%
93,6%
94,3%
94,1%

2
99,4%

96,4%
98,2%
98,2%
97,6%
97,6%
95,3%
92,3%
92,9%
92,9%
92,3%
92,9%
92,9%

3
98,8%
98,6%

ID
98,6%
97,2%
97,8%
96,1%
92,8%
92,6%
93,0%
93,6%
93,4%
94,1%
93,9%

3
97,0%
96,4%

ID
98,2%
98,2%
97,6%
97,6%
95,3%
92,3%
92,9%
92,9%
92,3%
92,9%
92,9%

4
99,0%
98,8%
98,6%

97,8%
97,6%
95,9%
92,6%
92,4%
92,8%
93,7%
93,2%
93,9%
93,7%

4
98,8%
98,2%
98,2%
ID
100,0%
99,4%
99,4%
97,0%
94,1%
94,7%
94,7%
94,1%
94,7%
94,7%

5
97,6%
97,4%
97,2%
97,8%

96,3%
95,7%
93,2%
93,0%
93,0%
94,3%
93,0%
93,7%
93,9%

98,8%
98,2%
98,2%
100,0%
ID
99,4%
99,4%
97,0%
94,1%
94,7%
94,7%
94,1%
94,7%
94,7%

6
97,8%
97,6%
97,8%
97,6%
96,3%

ID
96,3%
93,0%
92,8%
93,2%
93,4%
93,9%
94,3%
94,1%

98,2%
97,6%
97,6%
99,4%
99,4%
ID
98,8%
96,4%
93,5%
94,1%
94,1%
93,5%
95,3%
95,3%

7
96,1%
96,5%
96,1%
95,9%
95,7%
96,3%

95,9%
95,7%
96,8%
96,7%
96,1%
96,5%
96,7%

98,2%
97,6%
97,6%
99,4%
99,4%
98,8%

97,6%
93,5%
94,1%
94,1%
93,5%
94,1%
94,1%

8
92,8%
93,0%
92,8%
92,6%
93,2%
93,0%
95,9%

ID
99,8%
97,8%
98,0%
96,7%
97,4%
97,6%

95,9%
95,3%
95,3%
97,0%
97,0%
96,4%
97,6%

95,9%
96,4%
96,4%
95,9%
96,4%
96,4%

9
92,6%
92,8%
92,6%
92,4%
93,0%
92,8%
95,7%
99,8%

ID
97,6%
97,8%
96,5%
97,2%
97,4%

92,9%
92,3%
92,3%
94,1%
94,1%
93,5%
93,5%
95,9%

98,2%
98,2%
97,6%
98,2%
98,2%

10
93,0%
93,4%
93,0%
92,8%
93,0%
93,2%
96,8%
97,8%
97,6%

98,2%
97,2%
97,6%
97,8%

10
93,5%
92,9%
92,9%
94,7%
94,7%
94,1%
94,1%
96,4%
98,2%

98,8%
98,2%
98,8%
98,8%

11
93,6%
93,7%
93,6%
93,7%
94,3%
93,4%
96,7%
98,0%
97,8%
98,2%
ID
97,4%
98,2%
98,4%

11
93,5%
92,9%
92,9%
94,7%
94,7%
94,1%
94,1%
96,4%
98,2%
98,8%

ID
98,2%
98,8%
98,8%

12
93,4%
93,6%
93,4%
93,2%
93,0%
93,9%
96,1%
96,7%
96,5%
97,2%
97,4%

ID
99,2%
99,0%

12
92,9%
92,3%
92,3%
94,1%
94,1%
93,5%
93,5%
95,9%
97,6%
98,2%
98,2%

ID
98,2%
98,2%

13
94,1%
94,3%
94,1%
93,9%
93,7%
94,3%
96,5%
97,4%
97,2%
97,6%
98,2%
99,2%

ID
99,8%

13
93,5%
92,9%
92,9%
94,7%
94,7%
95,3%
94,1%
96,4%
98,2%
98,8%
98,8%
98,2%

ID
100,0%

14
93,9%
94,1%
93,9%
93,7%
93,9%
94,1%
96,7%
97,6%
97,4%
97,8%
98,4%
99,0%
99,8%

14
93,5%
92,9%
92,9%
94,7%
94,7%
95,3%
94,1%
96,4%
98,2%
98,8%
98,8%
98,2%
100,0%

ID
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Apéndice VI. Valores de Root Mean Square Deviation (RMSD).
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SHORT REPORT

CIRCULATING PROFILE OF ROTAVIRUS A,
G AND P GENOTYPES BEFORE AND AFTER
VACCINE INTRODUCTION IN THE BRAZILIAN
MID-WEST 1986-2015

Tdamera Nunes Vieira Almeida, Teresinha Teixeira de Sousa, Menira Souza,
Fabiola Souza Fiaccadori, Kareem Rady Badr and Divina das Déres de Paula

Cardoso

ABSTRACT

The purpose of this study was to perform a comparative analysis of Rotavirus A (RVA) G and
P genotypes circulating in the Brazilian Mid-West in the period 1986-2015. Seven studies
conducted from 1986 to 2009 were included, as well as fecal samples obtained in the period
2014-2015. RVA was screened by ELISA and/or PAGE; genotyping by conventional RT-PCR
and/or genomic sequencing. A temporal variation in the predominance of G genotypes mainly
G1 and G2 with G9 and G12 emergence was observed. Even with vaccmation, RVA continues
to circulate in the population, requiring continuous virus monitoring.

KEY WORDS: Rotavirus infections; genotype; vaccination.

Rotavirus A (RVA) is an important causative agent of acute
gastroenteritis (AGE) mainly affecting infants. The viral particle is non-
enveloped and formed by three concentric protein layers that surround 11
segments of double-stranded RNA (dsRNA) (Estes & Greenberg, 2013).

Each RVA genomic segment has extensive variability, which may
reflect in antigenic diversity of the respective proteins, mainly VP7 and VP4
proteins that comprise the outer layer. RVA has been classified in a binary
system represented by the combination of G genotypes (VP7) and P (VP4)
genotypes (Estes & Greenberg, 2013). There are, so far, 32G (G1-G32) and
47P (P[1]-P[47]) genotypes described (RCWG, 2016). In humans, the most
common combinations are GI1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], GIP[8], and
G12P[8] (Santos & Hoshino, 2005, Déro6 et al., 2014).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Reduction in morbimortality rates for acute gastroenteritis (AGE) by Rotavirus A (RVA) has been observed after
Genotyping the introduction of vaccines, however the agent continues to circulate. The present study described the genomic
Rotavirus A

characterization of the 11 dsRNA segments of two RVA samples G1P[8] obtained in the pre- and post-vacci-
nation periods and one of G12P[8] sample (post-vaccine), compared to Rotarix™ vaccine. Analysis by molecular
sequencing of the samples showed that the three samples belonged to genogroup I. In addition, the analysis of
VP7 gene revealed that the samples G1 (pre-vaccine), G1 (post-vaccine) and G12 were characterized as lineages
11, T and III, respectively. Regarding to VP4 and NSP4 gene it was observed that all samples belonged to lineage
111, whereas for VP6 gene, the sample of the pre- and post-vaccine belonged to the lineage IV and I, respectively.
Considering the VP7 gene, it was observed high nucleotide and amino acid identity for the two G1 samples when
compared to Rotarix™ vaccine and lesser identity for the G12 sample. In relation to antigenic epitope of VP7
greater modifications were observed for the G12 sample in the 7-2 epitope that was confirmed by molecular
modeling. On the other hand, for VP4, some changes in the 8-1 and 8-3 antigenic epitopes was observed for the
three samples. This data could be interpreted as a low selective pressure exerted by vaccination in relation to
G1P[8] samples and lesser protection in relation to G12P[8]. Thus, the continuous monitoring of RVA circulating
samples remains important.

Phylogenetic analysis
Molecular modeling

1. Introduction intermediate capsid, composed by VP6, is encoded by segment 6 and

the inner core capsid is formed by VP2 (segment 2) in which are in-

Rotavirus A (RVA), genus Rotavirus, family Reoviridae, is an im-
portant acute gastroenteritis (AGE) agent among children under five
years of age, accounting for approximately 215,000 deaths annually
worldwide, with the highest rates occurring in developing countries
(Tate et al., 2016).

The RVA particle is non-enveloped, has icosahedral symmetry, and
consists of three concentric layers of protein designated, outer, inter-
mediate, and inner core capsids. The viral genome is composed of 11
double-stranded RNA (dsRNA) segments encoding six structural (VP1-
4, VP6 and VP7) and six non-structural (NSP1-6) proteins. The outer
capsid is formed by VP7 protein, encoded by genomic segments 7, 8 or
9 from which VP4 spikes, encoded by segment 4, protrude. The

* Corresponding author.

serted VP1 and VP3, encoded by segments 1 and 3, respectively (Estes
and Greenberg, 2013). All genomic segments present high genomic/
antigenic variability, resulting in different genotypes that vary in their
occurrence over time.

VP7 and VP4 genes suffer extensive variability and G and P geno-
types may occur in different combinations. The most frequent in the
human population are G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], GOP[8] and,
G12P[8] (D616 et al., 2014; Estes and Greenberg, 2013; Luchs et al.,
2016).

This binary classification system has been widely used; however,
due to the wide variability of 11 segments of dsRNA a new classification
has been proposed (Rotavirus Classification Working Group — RCWG).
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