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RESUMO

O rotavirus do grupo A (RVA) € a causa mais importante de diarreia, sendo responsavel
por cerca de 40% da morbidade e mortalidade relacionada a esta doenca em criangas de
todo o mundo antes da introducdo da vacina. Apds a introducéo da vacina contra 0 RVA
no Brasil no ano de 2006 o gendtipo G2 de RVA ressurgiu, sendo detectado em até 82%
das criangas menores de cinco anos de idade em estudos realizados pds vacinacao,
levando a questionamentos quanto & protecdo conferida pela vacina frente ao tipo G2,
bem como a ocorréncia de uma pressao seletiva da vacina. Pouco se conhece sobre a
evolucdo e a diversidade do genotipo G2 e a possivel influéncia da vacina sobre este.
Para proporcionar um maior conhecimento sobre a circulagdo e diversidade genética dos
RVA gendtipo G2, realizamos a analise temporal da circulacao deste genétipo ao longo
de 31 anos e a analise dos genes estruturais e ndo estruturais de amostras que circularam
ao longo de 20 anos na regido norte do Brasil. A avaliacdo temporal da circulacdo de
diferentes genotipo que circularam nesta regido permitiu observar que o tipo G2 de
RVA apresentou ao longo desses anos um padrdo ciclico de ocorréncia que o fez
emergir em um cenario de pés implantacdo da vacina, sugerindo uma flutuacdo natural
devido a variagbes naturais ocorridas ao longo do tempo. Andlises filogenéticas
mostraram que para as linhagens de VP7 G2 existe uma continua evolucéo, responsavel
por uma rotatividade na circulacdo de linhagens, sendo detectada duas linhagens e trés
sublinhagens ao longo de 20 anos. Trés substituicdes importantes nas regides
antigénicas de VP7 (A87T, D96N e S213D) foram identificadas em amostras que
circularam a partir dos anos 90. Estas modificagfes podem ter aumentado a capacidade
das cepas de circular em ambientes onde hé cobertura vacinal para RVA. Todas as cepas
G2P[4] para as quais foram analisados 0os 11 segmentos génicos apresentaram uma
constelacdo génica DS-1-like: 12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2, apesar de que diversas
variantes virais circularam no periodo estudado. Nao foram observadas diferencas nos sitios
antigénicos das proteinas VP8* e VVP7 entre amostras que circularam no periodo anterior e
posterior a introdugdo da vacina. Para os genes VP2 e VP3 foi evidenciado em algumas
amostras uma forte correlacdo com genes de origem animal. Este estudo fornece
evidéncias da diversidade genética existente no genotipo G2 de RVA, sugerindo que
este tipo apresenta caracteristicas naturais de flutuacdo e que sua emergéncia apos o
periodo de implantacdo da vacina esta mais diretamente associado a caracteristicas
ecologicas do virus do que a uma pressao vacinal.

Palavras chaves: Rotavirus, genotipo G2, diarreia, vacina



ABSTRACT
Rotavirus group A (RVA) is the most important cause of diarrhea, accounting for about
40% of morbidity and mortality related to this disease in children around the world
before the introduction of the vaccine. After the introduction of the vaccine against the
RVA in Brazil in 2006 genotype G2RVA he rose again, being detected in up to 82% of
children under five years of age performed post vaccination studies, leading to questions
about the protection afforded by the vaccine facing the G2 type, as well as the
occurrence of a selective pressure vaccine. Little is known about the evolution and
diversity of G2 genotype and the possible influence of the vaccine on this. To provide a
better understanding of the flow and genetic diversity of RVA genotype G2, we perform
the time of circulation analysis of genotype over 31 years and analysis of structural and
non-structural genes from samples that have circulated over 20 years in northern region
of Brazil. The temporal assessment of movement of different genotype circulating in
this region has observed that the G2 type RVA presented over the years a cyclical
pattern of occurrence that did emerge in a post deployment of the vaccine scenario,
suggesting a natural fluctuation due to variations natural occurring over time.
Phylogenetic analyzes showed that for VP7 lines G2 there is a continuous, responsible
for a movement of rotation in the lines being detected two lines and three sublineages
over 20 years. Three important substitutions in antigenic regions of VP7 (A87T, D96N
and S213D) were identified in samples that circulated from the 90. These changes may
have increased the capacity of the circulating strains in environments where there is
vaccine coverage for RVA. All G2P[4] strains analyzed revealed a DS-1-like genome
constellation: 12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2. However, several viral variants circulated
during the study period. No differences were observed in the antigenic sites of the VP8 *
and VP7 proteins between samples that circulated in the period before and after the
introduction of the vaccine. For VP2 and VP3 genes was evident in some samples a
strong correlation with animal genes. This study provides evidence of genetic diversity
in G2 genotype RVA, suggesting that this type has natural characteristics fluctuation
and its emergence after the implementation period of the vaccine is more directly

associated with ecological characteristics of the virus than a vaccine pressure.
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1 INTRODUCAO

A doenca diarreica € a quarta principal causa de morbidade e mortalidade
entre criancas menores de cinco anos de idade em todo o mundo sendo que no ano de
2013 foi responsavel por 578 mil mortes de criancas nessa faixa etaria (LIU et al.,
2015). Os rotavirus do grupo A (RVA) sdo a causa mais importante de diarreia, sendo
responsavel por cerca de 40% da morbidade e mortalidade relacionada & doenga
diarreica em criangas de todo o mundo antes da introducdo da vacina (TATE et al.,
2012). Na Unido Europeia, estima-se que 3,6 milhdes de episodios de gastrenterite por
RV ocorrem anualmente (DONA et al., 2016).

Na Ameérica Latina e Caribe, os RVA causam anualmente cerca de 10
milhGes de casos diarreicos, 2 milhGes de visitas hospitalares, 75.000 hospitalizacdes e
15.000 mortes (de OLIVEIRA et al., 2008). No Brasil, estima-se que os RVA causem
3.352.053 episodios de diarreia, 655.853 visitas para cuidados de salde, 92.4535
hospitalizacOes e 850 mortes de criangas menores de cinco anos de idade. As infec¢des
por RVA atingem quase todas as criancas com até cinco anos de idade,
independentemente da condicdo socioecondmica e do pais de origem (SOAREZ et al.,
2008).

A gastrenterite causada por RVA tende a ser mais grave do que aquela
causada por outros patégenos virais. A triade de sintomas, caracterizada por febre,
diarreia e vomito pode levar a desidratacdo de forma rapida. O vomito tende a impedir o
uso da reidratacdo oral nos casos mais graves (BAHL et al., 2005). Este fato explica a
elevada mortalidade por RVA em areas onde 0 acesso a assisténcia médica é deficiente
(ROSE et al., 2009).

Com a introducdo de vacinas contra RVA € esperado um declinio
significativo das mortes por diarreia entre criancas, fato este que ja € observado no
Meéxico e Estados Unidos (CORTESE et al., 2010; RICHARDSON et al., 2010).
Estima-se que a vacinagdo contra RVA evite 228.000 mortes anualmente em todo
mundo (RHEINGANS et al., 2009). Até o momento dezesseis paises da América Latina
e Caribe introduziram a vacinagdo contra RVA em seus calendarios de vacinagdo
(OLIVEIRA et al., 2015). No Brasil, a vacina foi introduzida em margo de 2006 e
estudos mostram uma reducdo de até 43,8% na incidéncia de episodios de diarreia por
rotavirus. Observou-se ainda uma predominancia de G2P[4] como o principal gendtipo
identificado no periodo pés-vacina (MONTENEGRO et al., 2015). Estudo realizado no
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Brasil, na regido do Triangulo Mineiro demonstra uma reducao acentuada nos casos de
RVA, no periodo de 2011 a 2012, sugerindo um impacto positivo do programa de
vacinacdo (DULGHEROFF et al., 2014).

Apds a introducdo da vacina contra o rotavirus no Brasil muitos estudos
detectaram uma elevacdo acentuada na ocorréncia da cepa G2P[4], fato este que levou
muitos autores a sugerir que este fato era decorrente de uma presséo seletiva ocasionada
pela introducédo da vacina (GURGEL et al., 2008; LEITE et al., 2008; NAKAGOMI et
al., 2008; VAN DOORN et al., 2009; CARVALHO-COSTA et al., 2011; LINHARES
et al.,, 2011; DULGHEROFF et al, 2012; OLIVEIRA et al., 2012). Provavelmente o
curto periodo avaliado por esses estudos, pode ter detectado uma flutuagdo natural deste
gendtipo ao longo do tempo e ndo uma ocorréncia influenciada pela introducdo da
vacina (GUERRA et al., 2015).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORICO

Os RV foram descritos pela primeira vez em 1963, quando se observavam, a
microscopia eletronica, amostras fecais de macacos e camundongos. Somente dez anos
depois, em 1973, Bishop e colaboradores identificaram por microscopia eletronica, do
epitélio duodenal de criancas com diarreia aguda, um virus com caracteristica estrutural
esférica semelhante a uma roda, medindo 70 nm de diametro (EBRAHIM, 2008).
Inicialmente receberam a denominacdo de Duovirus, mais devido ao seu aspecto
radiado, esses agentes foram designados, posteriormente de rotavirus (figura 1).

Em pouco tempo ap0ds sua primeira deteccdo, os RV foram reconhecidos
mundialmente como a mais frequente causa de gastroenterite em criancas menores de
cinco anos de idade.

No Brasil foram detectados pela primeira vez por Linhares et al. (1977), nas

fezes de criancas atendidas em um hospital publico de Belém, Para.

’

Figura 1: Particulas de rotavirus semelhante ao formato de “roda” quando visualizadas por ME.
(Adaptada de Kapikian, Hoshino, Chanock, 2001).

A descoberta do rotavirus revolucionou o conhecimento microbioldgico das
doencas diarreicas infantis (KAPIKIAN et al., 1993, 2001). Até entdo, aceitava-se que a

maioria dos episodios de gastroenterite aguda na infancia era de natureza infecciosa,
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causada por virus, bactérias ou parasitas, mas a etiologia ficava por esclarecer em mais
de 50-60% dos casos.

Devido a sua relevancia na etiologia da diarreia aguda e associacdo com
altos indices de mortalidade infantil, vérios estudos foram conduzidos em nivel
mundial, buscando o conhecimento do RV e da doenga associada, para assim evitar a
perda de milhares de vidas em todo o mundo (CUNLIFFE et al., 1998; KOSHIMURA
et al., 2000; LINHARES e BRESER, 2000; CARNEIRO et al., 2005; LUZ et al., 2005;
SANTOS, HOSHINO, 2005).

2.2 PARTICULA VIRAL

Os RV pertencem a familia Reoviridae, género Rotavirus. Sua particula
viral ndo possui envelope lipoproteico (Figura 2), mede cerca de 70-90 nm de diametro,
é dotada de nucleocapsideo sendo constituida por trés camadas proteicas concéntricas e
pelo genoma viral com aproximadamente 18.500 pares de base (pb) divididos em 11
segmentos de RNA de fita dupla (dsSRNA) de polaridade positiva. Cada segmento
genémico codifica uma proteina, com excecdo do ultimo, que codifica duas, totalizando
12 proteinas (Quadro 1), sendo seis estruturais (VP1, VP2, VP3, VP4, VVP6 e VP7) e
seis, ndo estruturais (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6) (ESTES et al., 2007).

Capsideo externo
A

VP2 ,
Capsideo Capsideo Capsideo Capsideo interno

Intermediario  interno intermediario
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Figura 2: Representacdo esquematica da particula viral do RV mostrando as principais estruturas e
proteinas virais (Fonte: Retirado e adaptado de

expasy.org/viralzone/complete_by species/107.html).

Quadro 1 : Funcdes atribuidas as proteinas codificadas pelos segmentos gendmicos de RV do grupo A

Gene Proteina | Tamanho Localiza3¢&o nas particulas FuncBes
Pb
1 VP1 3.302 Nucleocapsideo RNA polimerase RNA dependente
2 VP2 2.690 Nucleocapsideo Unido do RNA/ formag&o do nucleocapsideo
3 VP3 2.591 Nucleocapsideo Guanililtransferase/Metiltransferase/Proteina basica
4 VP4 2.362 Capsideo externo Proteina de unido a célula/ interage com VP6.

formando VP5* e VVP8*. Designa 0 genétipo P

Infectividade viral aumenta apés clivagem pela tripsina

5 NSP1 1.581 Proteina néo estrutural Associa-se ao citoesqueleto/ interage com fator 3
regulatério de IFN

6 VP6 1.356 Capsideo intermediario Proteina estrutural de capsideo intermediario/ Antigeno de
subgrupo

7 NSP3 1.104 Proteina ndo estrutural Envolvida na regulagdo da tradugédo

8 NSP2 1.059 Proteina néo estrutural Acumula-se em viroplasmas/atividade NTPase/ liga NSP5
e VP1

9 VP7 1.062 Capsideo externo Glicoproteina estrutural do capsideo externo/ antigenos
neutralizantes tipos G

10 NSP4 751 Proteina ndo estrutural Enterotoxina/receptor para particula com duplo capsideo
no RE

11 NSP5 667 Proteina ndo estrutural Possivel cinase autocatalitica/Interage com VP2, NSP2 e
NSP6

NSP6 Proteina ndo estrutural Produto de ORF2 do gene 11/ interage

NSP5/localizada em viroplasmas

Fonte: Retirado e adaptado de Estes, Kapikian (2013)

As particulas de RV apresentam atividade de RNA-polimerase dependente.
Essas particulas virais quando purificadas, possuem gradientes de sedimentacao
distintos, com densidades de 1,44 g/cm® para particulas com capsideo simples, 1,38
g/cm® para particulas com capsideo duplo e 1,36 g/cm?® para aquelas com capsideo triplo
(BICAN et al., 1982).

Na estrutura dos RV, trés tipos de canais podem ser diferenciados com base
em sua posicéo e tamanho, sendo 12 tipos I, 60 11 e 60 I11. Estes canais estdo envolvidos
na importacdo de metabdlitos requeridos para a transcricdo do RNA e exportacdo do
transcrito nascente de RNA para subsequente processo de replicacdo viral
(PESAVENTO et al., 2003; Estes e Kapikian, 2007).

2.3 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS RVS

As propriedades quimicas do RV foram estudadas em cepas animais, com

muitos resultados sendo confirmados nas cepas de origem humana. O virus € resistente
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no meio ambiente, sobrevivendo por longos periodos, mesmo sob condicfes adversas.
Persiste de forma vidvel em superficies porosas e ndo porosas. Nesses locais, permanece
ativo com variagOes acentuadas de pH (pH entre 3 e 9) e de temperatura (CARTER et
al. 2005). Apresenta resisténcia ao tratamento com éter e cloroférmio, sendo mais
adequado para a sua inativacao, desinfetantes naturais como os fenois e a formalina. De
entre estes, 0 alcool a 95% parece ser a forma mais eficaz de inativacdo viral (ESTES,
2001).

2.4 TAXONOMIA E CLASSIFICACAO VIRAL

Os RV constituem o género Rotavirus um dos 15 géneros da familia
Reoviridae, que compreendem virus que sO infectam vertebrados (aves e mamiferos).
Apresentam trés especificidades antigénicas, quais sejam, grupo, subgrupo e genotipo.
De acordo com a reatividade soroldgica e variabilidade genética da proteina VP6, o
género Rotavirus inclui oito grupos (RVA-RVH) diferentes, também denominado
especies (MATTHIINSSENS et al., 2011). Recentemente, um novo rotavirus foi
descrito em cdes, sendo classificado no grupo I(RVI) (MIHALOV-KOVACS et al.,
2015).

Os rotavirs do grupo A, RVB, RVC RVD sdo associados a gastroenterite em
humanos e animais, sendo que o RVA é o mais importante em associacdo com
gastrenterites em seres humanos (HOSHINO et al., 1994; MARTINEZ-LAZO et al.,
2008; MATTHIJNSSENS et al., 2008). O Grupo B de rotavirus foi detectado em seres
humanos, bovinos, ovinos, porcos e ratos. O Grupo C rotavirus infecta porcos, seres
humanos, bovinos, cdes e furdes (ESTES et al.,, 2007). O RVH foi detectado pela
primeira vez em seres humanos, na China e Bangladesh; mais recentemente, em suinos
no Japdo e Brasil (NAGASHIMA et al., 2008; MOLINARI et al., 2014). O RV D, RVE,
RVF e RVG s6 foram detectados em animais (ESTES et al., 2007; MATTHIINSSENS
et al.,, 2011), RVD, RVF e RVG afetam exclusivamente aves (ESTES et al., 2007,
JOHNE et al., 2011). Grupo E rotavirus foi detectada apenas em suinos (MARTELLA
et al 2010; STEELE et al., 2004).

Os RVA apresentam quatro subgrupos (SGs) denominados de I, 11, I1+1l e
ndo I/ndo Il os quais sdo definidos de acordo com a reatividade frente a dois anticorpos
monoclonais (MAbs) (DESSELBERGER, 1996; CIARLET et al., 2002; LEITE et al.,
2008; MATTHIIJNSSENS et al., 2008). O SG II, é o mais comum entre seres humanos.
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Entretanto, com base em determinagdo molecular foram diferenciados dentro dos RVA
humanos dois genogrupos, o | que recebeu o genogrupo Il: SG Il, SG I+Il e SG ndo
I/ndo Il (ITURRIZA-GOMARA et al., 2002).

Os sorotipos/gendtipos definem uma classificacdo binaria designada pelos
genes que codificam para as proteinas VP4 e VP7. Os sorotipos sdo determinados por
anticorpos monoclonais especificos e testes de neutralizacdo, enquanto que 0s genotipos
sdo caracterizados por métodos de biologia molecular. Até o momento, foram
detectados 32 genotipos/sorotipos G e 46 diferentes genotipos P, com 14 sorotipos P
(ESTES, GREENBERG, 2013; ABE et al, 2009; URSU et al, 2009;
MATTHIIJNSSENS et al. 2011; Rotavirus Classification Working Group, 2013;
OKADERA et al., 2016; FUJII et al., 2016).

Uma nova classificacdo baseada em todos os genes de RV foi proposta por
Matthijnssens et al. (2008). Esta nova classificacdo retne as caracteristicas moleculares
dos genes que codificam para as proteinas: VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-
NSP3-NSP4-NSP5/6, tais sendo GX-P[X]-1X-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx,
respectivamente. Essa nova metodologia de classificacdo permitird um maior
conhecimento dos genotipos circulantes, seus eventos de reestruturagbes genéticas
(reassortment), sua variabilidade de mutacdo entre os segmentos gendémicos e a
deteccdo mais precisa do surgimento de novos geno6tipos e de variantes genotipicas.

Até o momento, com base nos 11 genes que codificam para as 12 proteinas,
foram caracterizados 32 genotipos G (Glicoproteina - VP7), 46 genotipos P (sensivel a
protease- P), 24 | (Capsideo Interno- VP6), 18 R (RNA polimerase-RNA dependente -
VP1), 17 C ( Proteina do Core - VP2), 17 M ( Metiltransferase- VP3), 28 A
(Antagonista do Interferon- NSP1), 17 N (NTPase - NSP2), 19 T (Intensificador de
Traducdo- NSP3), 24 E (Enterotoxina - NSP4), e 19 H (Fospoproteina- NSP5)
(MATTHIINSSENS et al, 2011; TROJNAR et al, 2013; ROTAVIRUS
CLASSIFICATION WORKING GROUP (RCWG), 2015); LI et al., 2016).

2.5 ORGANIZACAO DO GENOMA

O conhecimento da organizagéo estrutural do genoma dos RV assume uma
grande importancia devido ao intimo envolvimento do genoma viral com Varias

atividades enzimaticas que ocorrem dentro do capsideo (JAYARAM et al., 2004).
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As particulas virais possuem a sua prépria RNA-polimerase, dependente de
RNA, a fim de transcrever cada segmento de RNA em RNAs mensageiros. Cada
segmento de RNA, no sentido 5', inicia com uma guanidina, seguindo-se um conjunto
de sequéncias conservadas que sdo parte da regido ndo codificadora 5'. Segue uma fase
aberta de leitura (ORF, Open Reading Frame), a qual codifica uma proteina que finaliza
0 cddon de terminacdo, seguida por um conjunto de sequéncias ndo codificadoras
(Figura 3) (ESTES, GREENBERG, 2013).

Quase todos os RNAs mensageiros terminam com uma sequéncia consenso
5-UGUGACC-3, sendo que estas desencadeiam sinais importantes para a expressao
génica e replicacdo (WENTZ et al., 1996). Os tamanhos das regides nédo codificadoras
nas extremidades 5' e 3', sdo variaveis para os diferentes genes e todos o0s genes
sequenciados possuem pelo menos uma ORF longa depois do primeiro codon de
iniciacdo (ESTES, GREENBERG, 2013). A expressiva conservacdo das sequéncias
terminais nos segmentos gendmicos sugere que elas contém importantes sinais para a
transcricdo, transporte de RNA, replicacdo, montagem ou empacotamento dos
segmentos genémicos (PATTON, SPENCER, 2000).

Analises por crioeletromicrografia do RV detectaram uma notavel
habilidade do genoma dos RV de submeter-se a condensacdo e expansdo reversivel
dentro do interior do capsideo (PENSAVENTO et al., 2001; JAYARAM et al., 2004).
Esses estudos forneceram informac@es adicionais na organizacdo estrutural do genoma e
natureza das interacdes entre este e as proteinas internas. Na presenca de pH elevado
com jons de aménio, o genoma, que possui um raio original de 220A, sofre
condensacdo a um raio de 180A, e quando trazido ao pH fisiol6gico, 0 mesmo a
expande alcancando seu raio original. O genoma permanece vidvel, com potencial de
transcricdo apds o retorno ao seu estado original, indicando dessa forma, que esta
transformacdo é meramente estrutural e o RNAfd ndo esta interrompido
covalentemente pelo tratamento com pH elevado. Estes estudos ilustram a estabilidade
notavel do capsideo e da superacdo do genoma, atributos que podem ser exigidos para a
realizacdo da transcricdo continua de segmentos mdaltiplos dentro do capsideo
(JAYARAM et al., 2004).
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Regido ndo codificadora Regido nao codificadora

Fase aberta de leitura (i)

'
AUG

UUAAGUUAGAACUGUAUGAUGUGACC
GGCUUUUAAA U UGUG
AA A UU
Ce— < > — >
5’ - Sequéncia 3’ - Sequéncia Regido Elementos
intensificadora intensificadora promotora cis-regulatérios
GACC Intensificador da
-« traducao
B Regides ndo codificadoras (conservadas)
[0 Quadro de leitura aberta (ORF)

AUG - Cddon de iniciacdo para sintese protéica
5’ - seqiiéncia intensificadora, extremidade guanidina

-

3’ - seqiiéncia intensificadora, extremidade citosina

Figura 3- Estrutura de um segmento gendmico do RNAfd de rotavirus do grupo A (Adaptada de
ESTES, KAPIKIAN 2007).

2.6 MECANISMO DE EVOLUCAO DOS ROTAVIRUS

Os RV apresentam uma peculiar variacdo genética e propagacao de cepas, a
qual se deve a natureza segmentada do genoma. Os RV evoluem por mutacGes pontuais,
rearranjos do gene e recombinagcbes (RAMIG E WARD, 1991; DESSELBERGER et
al., 2001).

As mutacOes pontuais podem acumular-se e serem repassadas para a
progénie, podendo formar posteriormente novas linhagens e sublinhagens em um
mesmo genotipo (ITURRIZA-GOMARA et al., 2001). Os rearranjos sao alteracfes na
sequéncia do segmento gendmico, na forma de delecéo ou duplicacéo, sdo resultados de
erros de transcricdo de um Unico segmento e possuem a sequéncia de um gene. Os
rearranjos surgem como produtos de duplicacdo parcial da ORF do genoma. Uma
hipbtese para tal fenbmeno é que no momento da transcricdo a RNA-polimerase RNA
dependente apresente uma falha retornando a sua fita molde e reiniciando a transcrigédo
a partir de diferentes estagios (DESSELBERGER, 1996).

O rearranjo entre cepas € comumente detectado sendo considerado um
importante mecanismo evolutivo entre cepas circulantes de RV. Acredita-se ocorrer
também rearranjos intergenogrupos os quais ja sdo bem documentados (WARD et al.,
1991; PALOMBO et al., 1996).

Outra importante fonte de diversidade genética dos RV consiste na

introdugdo de genes de RV animais, por transmissdo do virus inteiro ou por de
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rearranjo. Embora haja poucas evidéncias epidemiologicas, estudos baseados em
hibridizacdo do genoma completo e em sequéncia e analise filogenética parecem apoiar
a hipotese de que a transmissdo entre espécies pode ocorrer (GRIFFIN et al., 2002,
RAHMAN et al., 2003), embora, tais analises geralmente ndao possam demonstrar a
linhagem evolutiva direta entre cepas de origem animal recentes e cepas de origem
humana. Na maioria dos casos, sequéncias de genes das cepas animais segregam, com
excecdo das amostras humanas, sugerindo uma forte diversificagdo (BANYAI et al.,
2004). Nakagomi e Nakagomi (1991 e 2002) forneceram evidéncias moleculares
expressivas que demonstraram o relacionamento interespécies entre cepas humanas e

animais, além da existéncia de recombinacgdo de cepas de RV na natureza.

2.7 PROTEINAS ESTRUTURAIS

Os RV possuem seis proteinas estruturais descritas abaixo (VP1, VP2, VP3,
VP4, VP6 e VPT):

VP1: Esta localizada no capsideo interno, possui 125 quilodaltons (kDa) e
integra 0 complexo de replicacdo. Este complexo atua como uma RNA polimerase
dependente de RNA,; entretanto, esta proteina necessita da VP2 para a atividade de
replicacdo. A proteina VP1 é a Unica do core que possui uma sequéncia especifica de
reconhecimento ao RNA viral. A VP1 ¢é relativamente hidrofébica e levemente alcalina.
Possui atividade de RNA polimerase dependente de RNA, sintetiza os primeiros transcritos
virais e, estes por sua vez, funcionam como RNAm que servem de molde para a sintese das
demais proteinas do rotavirus (ESTES, COHEN, 1989; MERTENS, 2004).

VP2: E codificada pelo segmento dois, ¢ a proteina mais abundante do core
e também integra o complexo de replicacdo por sua capacidade de ligar-se aos dsRNA
via seus residuos N-terminais (JAYARAM et al., 2004). Diferente da VP1, esta tem
fungdo estrutural bem acentuada, sendo que suas 120 moléculas constituem o envoltério
proteico que circunda o genoma viral e, juntamente com a VP6, forma a segunda camada
proteica constituindo as particulas da dupla camada denominadas double-layered particles
(DLPs) (ESTES, COHEN, 1989; ZUCKERMAN et al., 2004). A proteina VP2 é necessaria
para a atividade de replicase da VP1. Seu grupamento amino terminal possui uma atividade
de ligacdo ndo especifica a0 RNA viral, sendo que estudos bioquimicos e estruturais
sugerem que este grupamento atua como arcabougo para a correta montagem dos
componentes do core viral (LAWTON et al., 1997).



23

VP3: Esta proteina é codificada pelo segmento trés, sendo localizada no
capsideo interno. E a menor proteina estrutural, isto faz com que muitas vezes ela migre
juntamente com a VP4 em separacdes eletroforéticas em gel de poliacrilamida (EGPA). E
uma proteina basica que contém multiplas repeticdes de aminoacidos (aa) e esta envolvida
na replicacdo do RNA (ESTES, COHEN, 1989). Sua funcdo € menos conhecida, sabe-se
que se liga a covalentemente guanosina trifosfato (GTP), indicando ter atividade de
guanililtransferase, além de metiltransferase. Faz parte do complexo de transcri¢cdo do
virion, juntamente com a VP1, ligando-se ao RNA de fita simples (MERTENS, 2004).
Ela também forma um complexo de transcricdo em conjunto com a VP1 (KAPIKIAN,
HOSHINO, CHANOCK, 2001).

VP4: E uma proteina ndo glicosilada, possuindo 88 kDa de massa
molecular, 775 aa e forma projecdes diméricas a partir do capsideo externo de virions
maduros (BOTH et al., 1994; ESTES E GREENBERG, 2013). A VP4 tem sua sintese
relacionada ao quarto segmento gendmico. Estudos mostraram que a VP4 € a principal
mediadora do processo de entrada na célula, estando implicada ndo somente na
adsorcdo e penetracdo na célula, como também na hemaglutinacdo, neutralizacdo e
viruléncia (JAYARAM et al., 2004; ESTES, GREENBERG, 2013). Esta proteina é
susceptivel a protedlise com evidéncias de que as clivagens proteoliticas realcam a
capacidade infectante viral e facilitam a entrada do virus na célula (ESTES et al.,1981;
ARIAS et al., 1996). Na proteolise, a VP4 ¢ clivada em subunidades formando VP8*
(localizada no segmento N-terminal, a 28kDa) e VP5* (localizada no segmento C
terminal, a 60 kDa ), que permanecem ligados ao virion.

VP5*: Esta associada com a atividade de neutralizacdo cruzada entre 0s
diferentes tipos de VP4 e possui epitopos responsaveis pela adsor¢do do virus a célula.
Também é associado com a restricdo da replicacdo de certas amostras de RV em cultura
de células (GREENBERG et al., 1983 ). A subunidade VP8* tem sido encontrada
exercendo um papel significativo no potencial infeccioso viral e no processo de
neutralizacéo.

VP8*: possui cinco epitopos de neutralizacdo localizados nas posi¢cdes M1-
L10, 135-R44, 155-D66, V115-G123 e L223-P234 (KOVACS et al. 2003). O peptideo
VP4 contém grande parte dos epitopos relacionados as reagdes tipo especificas
(JAYARAM et al., 2004).

VP6: A proteina VP6 forma o capsideo intermediario, sendo constituida de
780 cadeias polipeptidicas de VP6, que estdo distribuidas como 260 trimeros que se
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arranjam em uma estrutura de superficie contendo um total de 780 mondmeros de VP6
(GRANT, GRIGORIEFF, 2015). O dominio de trimerizagdo dessa proteina situa-se
entre 0s aa 246 e 314, necessério para a formagdo das particulas de dupla camada
(MATHIEU et al., 2001, CHARPILIENNE et al, 2002; ESTES, GREENBERG, 2013).
A VP6 é codificada pelo sexto segmento gendmico, participa da entrada do virus na
célula e da transcricdo dos dsRNA. A VP6 foi referida como estando envolvida na
entrada do RV na célula através da sua ligacdo a proteina de choque térmico celular
(hsp70) (GUALTERO et al., 2007); que pode ser relacionada com a presenca de
epitopos neutralizantes em VP6. Os residuos 296 a 259 e 305 sdo importantes no
processo de reconhecimento pelos Mabs de subgrupo (Figura 4). E uma proteina muito
presente no virion, representando 51% do mesmo, com massa molecular de 41kDa.
Apresenta carater hidrofobico sendo a principal portadora dos determinantes
antigénicos, os quais permitem classificar os RV em diferentes grupos e subgrupos
(ESTES, GREENBERG, 2013).

A VP6 forma trimeros e tubulos, sendo estavel, e mantendo, assim sua
conformacdo independente da presenca de outras proteinas (CHARPILIENNE et al.,
2002; GREIG et al., 2006; ESTES, GREENBERG, 2013). Essa proteina exerce papel
estrutural importante por apresentar dois dominios distintos, um proximal de hélices-a,
(dominio B) e outro distal de folhas B (dominio H), os quais permitem sua interagao
com a proteina do core (VP2) e ambas as proteinas do capsideo externo (VP4 e VP7)
(MATHIEU et al. 2001; CHARPILIENNE et al., 2002).
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Figura 4- A subunidade proteica de VP6. (A) Dominio H (residuos 151-331) em vermelho e os dois
segmentos que formam o dominio B em azul (residuos 1-150) e em laranja (residuos 331-397). Elementos
estruturais secundarios predominantemente em hélice-o sio visualizados no dominio B. Sdo observadas
hélices-a tanto no primeiro segmento do dominio B (a-a a a-¢) como no segundo (o-f a a-h). Para o
dominio H, folhas B em "jelly-rolls" representadas por letras de A-1. Adicionalmente, folhas-f (ausentes
no "jelly-rolls" padréo) estao indicadas por letras pareadas (Ba e b). (B) Trago Ca estéreo da subunidade
de VP6 mostrando residuos de aa enumerados de 20 em 20 (Adaptado de MATHIEU et al., 2001).

A VP6 desempenha um papel importante na deteccdo de RVA, sendo o
antigeno alvo primario para técnicas sorolégicas de diagnostico de rotina, tais como
ensaio imuno enzimatico (EIE), imunofluorescéncia e imunocromatografia
(GREENBERG et al, 1983; ESTES, GREENBERG, 2013). Esta proteina esta sendo
considerada como uma possivel candidata a vacina alternativa contra 0 RVA, uma vez
que pode produzir resposta imune de forma cruzada a diferentes tipos de RVA, podendo
ser utilizada como uma vacina universal a qual protegeria contra todas as variantes de
RV (JALILVAND et al., 2015).

VP7: E uma glicoproteina localizada no capsideo externo, com elevada
imunogenicidade, induzindo a sintese de anticorpos neutralizantes. E codificada pelos
segmentos genémicos 7°, 8° ou 9°. A ORF da VP7 codifica para 326 aa. A VP7
apresenta nove regides variaveis (VR1-VR9) e dentro destas, 6 regides sdo consideradas
sitios antigénicos, regido A (aa87-101), regido B (aal42-152), regido C (aa208-223),
regido D (aa291), regido E (aal89-191) e regido F (233-242) (KIRKWOOD et al. 1993).

Sob presséo seletiva do hospedeiro, essa proteina apresenta alteracdes em
seus epitopos que expressam diferentes gendétipos (ESTES, GREENBERG, 2013).
Postula-se que a VP7 pode modular a funcdo da VP4 durante os processos de adsorcgéo e
penetracdo na célula e pode interagir com moléculas de superficie apds a interacao
iniciada com a VP4 (MENDEZ et al., 1999; JAYARAM et al., 2004). Estudos tém
demonstrado que concentracdes adequadas de ions célcio (Ca™) sdo necessarias para
manter a estabilidade da particula. Pequenas concentragdes de Ca™, como as que
ocorrem no citoplasma, provocam a formacdo de particulas incompletas ou double-
layered particles (DPLs), que sdo ativadas para transcricdo e necessarias no ciclo de
replicacéo do virus (ESTES, GREENBERG, 2013).
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2.8 PROTEINAS NAO ESTRUTURAIS

Os RV possuem seis proteinas ndo estruturais (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4,
NSP5 e NSP6), as quais sdo encontradas na célula infectada, mas ndo no virion. As
proteinas ndo estruturais dos RV participam dos complexos de replicacdo pela
capacidade de se ligarem ao RNA e atuarem como chaperonas de transporte. Além
disso, participam dos sitios de replicagdo e montagem viral, bem como na conducédo dos
segmentos para o processo de encapsidacdo (ESTES, COHEN, 1989).

NSP1: E codificada pelo 5° segmento gendmico, estando associada com o
citoesqueleto celular facilitando a ligagdo do virus a célula. E uma glicoproteina pouco
conservada, com relativa variabilidade de sequéncias quando comparada a outras
proteinas estruturais, ndo sendo portanto, uma proteina essencial para a replicacao
(MERTENS, 2004; ESTES, GREENBERG, 2013). Possui uma caracteristica comum
da s proteinas que se ligam a &cidos nucleicos que é uma regido rica em cisteina na
regido amino terminal, a qual provavelmente esteja envolvida na replicacdo de RNA
(KAPIKIAN, HOSHINO, 2001). A NSP1 interage com os fatores de regulacdo 3,5¢e 7
da celula hospedeira, acredita-se que esta interacdo induza a degradacdo dos fatores de
regulacdo através do proteassoma, 0 que resulta na supressdo da resposta de interferon
(IFN) tipo I, sendo assim a NSP1 é considerada uma proteina antagonista de INF
(ARNOLD, BARRO, PATTON 2013).

NSP2: Esta proteina pode ser codificada pelos segmentos 7, 8 ou 9
dependendo da origem do RV, € altamente conservada e expressa significativamente nas
células infectadas, localizando-se no viroplasma. A NSP2 tem trés diferentes funcdes,
NTPase (Nucleotideo Trifosfatase), RNA ligante e desestabilizadora da dupla hélice do
RNA viral (JAYARAM et al., 2004). Parece ainda, associar-se com a NSP5 (figura 5) e
envolver-se nos processos de replicagdo e encapsidacdo do RNA. A NSP2 pode
desestabilizar hélices de acidos nucleicos e atuar como NTPase (MERTENS, 2004;
ESTES, GREENBERG, 2013). Esta proteina parece atuar direta ou indiretamente com
outras proteinas estruturais presentes no viroplasma, tais como a VP1 e a VP2 que sdo
inclusbes citoplasmaticas formadas nas células infectadas (HU et al., 2012). Estas
estruturas dinamicas sdo altamente organizadas, atuam como recrutas para 0S
componentes intermediarios da replicacdo viral, empacotamento do genoma viral no
inicio da montagem da capsideo intermediario e nos primeiros estdgios da montagem
das DLPs (FABBRETTI et al., 1999; PATTON et al., 2006).
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(c) Monomero NSP2 (E) Octamero NSP2

(D) Octamero NSP2

Figura 5- Estruturas de NSP2 (C-E) e seus complexos com a NSP5 e RNA (F-G). Adaptada de
HU et al., 2012.

NSP3: E uma proteina de 36,4 kDa, codificada pelo segmento 7. Encontra-
se envolvida na tradugdo dos transcritos virais. Possui conformacao de um homodimero,
reconhecendo a sequéncia consenso 3' do RNA mensageiro (RNAm) favorecendo a
traducdo dos transcritos de RNAmM aos ribossomos, além de prevenir a degradacdo dos
mesmos por nucleases celulares (DEO et al., 2002; JAYARAM et al., 2004, HU et al.,
2012). O dominio N-terminal de NSP3 (NSP3-N) (figura 6) se liga a sequéncia
consenso 3 ' (DEO et al., 2002), o dominio C-terminal (C-NSP3) interage com elF4G,
resultando em circularizagdo do mRNA viral através da proteina de ligagdo a elF4E.
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Durante a infeccdo viral, NSP3 se liga a elF4G com maior afinidade do que o PABP
(Proteina de Ligacao), aumentando assim a traducdo de transcritos virais (GROFT et al.,
2002). A NSP3 também antagoniza parte da resposta imune inata (DESSELBERGER,
2014).

(A) Dominio N terminal de
NSP3/complexo RNA

( (B) Dominio NSP3 C-
terminal/complexo peptidios elF4G

Figura 6: A- Homodimero do dominio de ligagdo do terminal N de NSP3 ao complexo RNA e B-
estrutura do dominio NSP3 C-terminal em complexo com péptidos elFAG. Adaptada de HU et al., 2012.

NSP4: E uma glicoproteina multifuncional que atua na morfogénese,
replicacédo viral e na patogenia da infecgdo por RV. Sua sintese ocorre inicialmente no
reticulo endoplasmatico e desempenha papel fundamental na maturacdo do virus
(SASTRI et al., 2014). E codificada pelo segmento 10 e possui trés dominios

hidrofébicos, H1, H2 e H3 que se encontram na porcdo N-terminal (figura 7). Apresenta
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dois sitios de glicosilagédo situados em uma pequena alca nas posicdes dos aa 8 e 18 0
H2 corresponde ao dominio transmembrana que ancora a NSP4 na bicamada lipidica do
RE e 0 H3 que é um dominio de oligomerizacdo localizado no citoplasma. A cauda de
localizagdo citoplasmatica de aproximadamente 131 aa expressam as sequéncias
responsaveis pelas funcbes bioldgicas conhecidas dessa proteina, como o dominio de
oligomerizacdo (residuos 95-135) organizado de forma tetramérica em a-hélice que
corresponde ao sitio de ligagdo com o Ca™ e que confere estabilidade & proteina
(BOWMAN et al.,, 2000, O'BRIEN et al., 2000, HUANG et al., 2004, ESTES,
GREENBERG, 2013).

Lumem RE

Citoplasma

Dominio
helicoidal
C
175
133 156
Ligacao com Ligacao
Vp4 com capsideo
imaturo

Figura 7- Representacdo esquemdtica da NSP4 de RV: Detalhes de sua localizagdo na membrana do
reticulo endoplasmatico (Adaptada de BOWMAN et al., 2000).

O gene NSP4 tem sido classificado dentro dos grupos A, B e C. O grupo A
compreende cinco gendtipos: A (KUN), B (Wa), C (AU-1), D (EW) e E (avian-like)
(CIARLET et al., 2000; ITO et al., 2001; MORI et al., 2002; MASCARENHAS et al.,
2007). A NSP4 possui dois sitios de glicosilacao, localizando-se em uma pequena alca
no lumen do reticulo endoplasmatico (RE), um dominio transmembrana, um dominio de
oligomerizacdo, um sitio de ligagcdo com a VP4 e uma regido de aproximadamente 20 aa
para ligacdo com o capsideo imaturo (VP6) (HUANG et al., 2004). O peptideo da NSP4
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correspondente aos residuos 48-91 aa, é capaz de desestabilizar a membrana do reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), levando a um aumento de fons Ca'™, efeito
potencializado na presenca do peptideo para as regides 48-175. A somatoria desses
eventos gera uma diarreia de natureza secretora (ESTES, GREENBERG, 2013;
HUANG et al., 2004).

NSP5: E codificada pelo 11° segmento e apresenta atividade compativel
com uma autoquinase. A NSP5 em células ndo infectadas atua na NSP2, de forma a
induzir a hiperfosforilacdo da NSP5. Durante a replicacdo, as proteinas NSP2, NSP5 e
NSP6 estdo associadas a formacdo de viroplasmas. A NSP5 é uma fosfoproteina
dimérica, existe em vérias isoformas, a partir de uma forma hipofosforilada de 28-kDa
e na forma hiperfosforilada de 32-kDa, durante o curso da replicacdo do rotavirus
(AFRIKANOVA et al., 1996; BLACKHAL et al., 1998; HU et al., 2012). A NSP5
interage com outras proteinas de rotavirus, tais como VP1, VP2 (BEROIS et al., 2003) e
NSP6 (TORRES-VEGA et al., 2000), e também com o RNA de cadeia dupla de uma
forma independente da sequéncia (VENDE et al., 2002).

Estes estudos revelam que a NSP5 esta envolvida em muitos processos, tais
como a dinamica e regulacdo do viroplasma e um adaptador para integrar as varias
propriedades funcionais da NSP2 com outras proteinas de rotavirus durante a replicagdo
do genoma viral e encapsidacdo (CONTIN et al., 2010).

NSP6: E encontrada em células infectadas pelo virus sob forma de inclusdes
citoplasmaticas, sendo codificada por uma ORF do 11° segmento. Esta proteina interage
com a NSP5, evidenciando sua participacdo na replicacdo e encapsidacdo do virus
(ESTES, GREENBERG, 2013).

2.9 EPIDEMIOLOGIA DOS RVA CIRCULANTES

Embora as vacinas contra 0 RVA tenham apresentado eficacia comprovada,
novos genotipos e surtos resultantes da combinagdo de gendtipos raros tém surgido
(CHUNG et al., 2015). A variabilidade dos RVA circulantes € amplamente demonstrada
nos diversos estudos desenvolvidos em todo o mundo (SANTOS, HOSHINO, 2005;
GURGEL et al., 2008; LEITE et al., 2008; CLARK et al., 2011; MODARESS et al.,
2011; GUERRA et al., 2015).

Apesar da grande diversidade genémica e antigénica dos RV, globalmente

apenas um pequeno numero de tipos de RV tém prevalecido em seres humanos durante
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as ultimas 3 décadas, representando mais de 88% dos tipos detectados, sendo eles
G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8] e, mais recentemente G12P[8]/P[9] que tém
co-circulado em alta frequéncia (GENTSCH et al, 2005; SANTOS, HOSHINO, 2005;
ITURRIZA-GOMARA et al, 2011; BANYAI et al., 2011; TROIJNAR et al., 2013; WU
et al., 2014; CHUNG et al., 2015). A maior diversidade de estirpes de rotavirus €
encontrada nas regides da Africa e Asia e as possiveis razdes para esta alta diversidade
incluem a prevaléncia de casos de infec¢Ges mistas com varias cepas de rotavirus e/ou
habitacdo em estreita proximidade aos animais domésticos (SHARMA et al., 2009; LIN
etal., 2014).

A vigilancia de cepas de RV no Brasil ainda é bastante irregular, e a maioria
dos estudos foram realizados entre as criangas com menos de cinco anos de idade,
mesmo antes da introducdo da vacina (TIMENETSKY et al., 1994; MORILLO et al.,
2010; LINHARES et al., 2011). Estudo conduzido por Luchs et al. (2015) identificou
que as frequéncia de infeccdo por RV detectado no Brasil foi de 19,1%, menor do que
propor¢oes globais (24,3%), bem como os observados em estudos realizados em outros
paises da América Latina: Argentina (28,3%), Bolivia (28,9%), Chile (31,1%),
Colémbia (30%), Costa Rica (44,3%), Equador (30,9%), Guatemala (30,1%), Panama
(24,9%), Paraguai (25,3%), Peru (25,1) e Uruguai (37,5%). Esse estudo detectou uma
reducdo dos casos de infeccdo por RVA tanto em criangas menores de cinco anos como
naquelas com maior idade que ndo foram vacinadas, sugerindo que as criancas agem
como portadores primarios da infec¢do, sendo que essa protecdo indireta ocorre como
resultado da reducdo da transmissdo do RVA na comunidade, ampliando os beneficios
da vacinacdo mesmo para aqueles sujeitos ndo vacinados.

O panorama do RVA antes da implantacdo da vacina contra o RV era de
prevaléncia do genotipo G1 entre os tipos usuais (figura 8) (SANTOS, HOSHINO,
2005; ARISTA et al., 2005; LEITE et al., 2008, CARVALHO-COSTA et al., 2011).
Contudo, na era pos-vacina, a deteccdo de G1 chegou a representar 3% das amostras
analisadas, porém a partir de 2010, esse tipo passou a circular com maior frequéncia,
sendo detectado em mais de 36,6% das cepas circulantes (DE DONNO et al., 2009;
SOARES et al. 2010; CARVALHO-COSTA et al., 2011; GUERRA et al., 2015;
BANAJEH, BASHEER, 2015; NIRWATI et al., 2016).
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Figura 8: Distribuicdo geografica das amostras de RV humanos de grupo A detectadas entre 2007 e
2012. Adaptado de DORO et al.(2014).

Na era poés-vacina (figura 8), varios paises comecaram a detectar um
aumento significativo na frequéncia do genoétipo G2, fato este que ocorreu tanto em
locais que implantaram, como naqueles que ndo implantaram a vacina contra 0 RV
(MASCARENHAS et al., 2010; AHMED et al., 2010; TATTE et al.,, 2010;
FINAMORE et al., 2011; DONATO et al., 2014; GUERRA et al., 2015). Estudo
realizado no Brasil demonstrou o ressurgimento de RV-A geno6tipo G2P [4] no Brasil no
periodo de 2005 a 2008, evidenciando que a taxa de detecgdo de G2P [4] foi reduzida

em 2009, provavelmente refletindo oscilagGes naturais de gendétipos de RV-A (figura 9).
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Figura 9: Localizagdo geogréfica dos gendtipos de RVA detectados no Brasil no periodo de 2005 a 2009.
(Adaptado de CARVALHO-COSTA et al., 2011).

Com a implantagdo da vacina passou-se a registrar uma maior ocorréncia
nos casos de infec¢des mistas por RV (BANAJEH, BASHEER, 2015; GUERRA et al.,
2015). Foi identificado também um maior nimero de combinagdes ndo usuais como
G1P[4], G3P[9], G3P[8], G4P[6] e G9P[4] (KIM et al., 2014; MANEEKARN,
KHAMRIN, 2014).

Devido as altas taxas de cobertura vacinal no pais, as cepas G1P[8] foram
detectadas em baixa prevaléncia. A frequéncia de deteccdo das cepas G9P[8] diminuiu
abruptamente nos 2 anos seguintes apos a introducdo da Rotarix®, ressurgindo como o
gendtipo dominante em 2011 e, em seguida, diminuindo novamente de modo rapido em
2012. Em contraste, a G3P[8], raramente detectado nas Regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste do Brasil por 3 anos consecutivos (2006 a 2008), elevou progressivamente sua
taxa de deteccdo ao longo de 2009, 2010 e 2011, atingindo pico de prevaléncia em 2012
e 2013. G12P[8] foi detectada pela primeira vez, com baixa prevaléncia, durante as
temporadas de 2008 e 2009. Entre 2011 e 2012, as cepas G12P[8] exibiram um aumento
gradual de circulagcdo. Em 2013, a detec¢do de G12P[8] diminuiu drasticamente, para,
de repente, reemergir como o gendtipo mais prevalente em 2014 (LUCH et al., 2016).

A maior parte dos estudos sobre a diversidade genética dos RVA estdo
limitados aos genes VP7 e/ou VVP4. Pelo fato do genoma segmentado que o RV possuli,
ele ¢ mais vulneravel a eventos de rearranjo frequentes e, portanto, as analises

completas do genoma RVA séo essenciais para identificar a verdadeira origem de uma
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cepa (GHOSH et al., 2011). Estudos envolvendo a caracterizacdo molecular dos genes
VP1, VP2 e VP3 de RV bovinos, caprinos e suinos demonstraram, apds analise
filogenética, haver caracteristicas similares entre RVA animal e humano, bem como de
humano e animal, destacando-se a conservacgdo de vérias porcdes génicas (VARGHESE
et al., 2006; MUKHERJEE et al., 2009; GHOSH et al., 2011; KOMOTO et al., 2016).

Em Belém, Mascarenhas et al. (2007) encontraram RVA humano com
sequéncias nucleotidicas dos genes VP4 e NSP4 semelhantes as de origem suina,
sugerindo transmissdo entre espécies. Enquanto que Benati et al (2010), analisando os
mesmos genes em amostra G3P[9] no Rio de Janeiro, sugeriram a transmissao entre
espécies humano-felino-canino.

Matthijnssens et al. (2008) ao descrever a primeira deteccdo em humanos da
amostra G6P[6], evidenciou a presenca dos genes VP7 e VP3 de origem bovina,
enfatizando a possivel transmissdo entre espécies.

Estes fenbmenos podem causar um consideravel impacto no processo de
controle e prevencéo contra o RV, principalmente no que concerne ao desenvolvimento
e implantacdo de imunizantes seguros e eficazes, estratégia esta, extremamente
necessaria, sobretudo nos paises em desenvolvimento (SANTOS, HOSHINO, 2005;
FREITAS et al., 2008).

2.10 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO ROTAVIRUS GENOTIPO
G2

O RVA tipo G2 se constitui entre todos, o mais variavel em suas
caracteristicas genéticas. Apresenta perfil eletroforético de migracdo curta, pertence ao
genogrupo DS-1, geralmente estd associado ao tipo P1B[4] de VP4 e possui
especificidades com o SGI de VP6 e NSP4 tipo A (KAPIKIAN et al., 2001).

Estudos tém detectado a ocorréncia de RVA genétipo G2 com padrdo
eletroforético longo, fato que pode surgir como resultado de um rearranjo genético em
condigdes naturais entre RV pertencentes aos dois maiores genogrupos, o Wa e o DS-1
(WARD et al., 1991; NAKAGOMI, NAKAGOMI, 1991; KAGA, NAKAGOMI, 1994).
Ahmed et al (2005) apresentaram evidéncias que sugerem ocorrer rearranjo entre
especies de cepas de RV animal e cepas humanas, com posterior evolugdo para uma

cepa capaz de causar infec¢do sintoméatica em seres humanos.
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O RVA gendtipo G2 esteve durante muito tempo associado a surtos de
diarreia em criangas e adultos e alguns autores defendiam uma ocorréncia natural ciclica
deste tipo (LINHARES, VELAZQUEZ, 2008). Sua natureza ainda reserva aspectos
intrigantes, por sua capacidade de ressurgir repentinamente e causar surtos em larga
escala mesmo depois de ter passado anos sem circular (ZAO et al., 1999).

Em 1997 e 1999, o gendtipo G2 foi 0 mais detectado em varios paises
africanos (PAGE, STEELE, 2003). Em Bangladesh no periodo de 2004 a 2006 este
gendtipo foi 0 mais prevalente em criancas e adultos. Tal fato foi também observado em
varios paises como China, Taiwan, Africa do Sul e Brasil (ARISTA et al., 2005; LEITE
et al., 2008). Estudo publicado em 2010 mostrou ser o genétipo G2 aquele de maior
ocorréncia (45,5%) em Bangladesh, no periodo de julho de 2005 a junho de 2006
(AHMED et al., 2010). Outro estudo conduzido em dois periodos (1993-1996 e 2004-
2007) em Pune, india, identificou o gendtipo G2P[4] como o mais prevalente no
segundo periodo, mostrando que as amostras agruparam dentro das linhagens, | e Ilb de
G2 (TATTE et al., 2010).

No Brasil o genotipo G2 de RVA foi detectado nos anos de 1992-1994 em
83,6% das amostras de criancas diarreicas de 0-5 anos (GUSMAO et al., 1999). No
periodo de 1992-1998, um estudo desenvolvido em Belém por Linhares et al. (2002)
identificaram a presenca do G2 em 62,7% dos casos estudados. O genédtipo G2P[6] foi
identificado em 98% dos casos investigados em Belém, Para (MASCARENHAS et al.,
2007). Em Goiania e Salvador os RVA gen6tipo G2P[4] foi o mais predominante no
periodo de 2005-2006 (MUNFORD et al., 2009).

Uma revisdo de 12 estudos realizados em Belém, ao longo de 26 anos
mostrou que 0 RVA gendtipo G2 esteve presente em 32,1% dos casos investigados. Nos
periodos de 1981-1990, 1982-1986, e 1990-1992, a ocorréncia de RVA genoétipo G2
variou de 14,6% e 26,3%. De 1992-1994 e 1996-1998 este tipo foi responsével por
76,7% e 60,7% dos casos ocorridos, respectivamente. Seguiu-se a essa estacdo de RVA
gendtipo G2, uma queda abrupta nos cinco anos seguintes, chegando a ndo ser detectado
no ano de 2003 e ressurgindo como o gendtipo mais prevalente no inicio de 2006, antes
da introducéo da vacina contra RVA (OLIVEIRA et al., 2012).

Estudo realizado no Sul do Pard nos anos de 2006 e 2008 identificou o
gendtipo G2P[4] em 90% das amostras testadas, sendo que estes foram classificados
como pertencendo a linhagem Il, sublinhagem Ila (2006) e llc (2008)
(MASCARENHAS et al., 2010). O G2P[4] foi também predominante entre as cepas de
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RVA que circularam durante o estudo de efetividade da vacina Rotarix® realizado em
Belém, Brasil no periodo de maio de 2008 a maio de 2009 (LINHARES, 2010).

O surgimento do G2P[4], desde 2006, foi relatado em populagdes vacinadas
na Australia (RotarixTM e RotateqTM), Nicaragua (Rotateq™) (Kirkwood et al., 2009;
Patel et al., 2009 ), Brasil (Rotarix ™) (JUSTINO et al., 2011; GUERRA et al., 2015),
mas também - em menor grau - em popula¢des ndo vacinadas (ESTEBAM et al., 2010).
O surgimento do G2P [4] e a alta prevaléncia deste genoétipo, provavelmente segue uma
tendéncia mundial ditada pelas flutuacbes oscilatorias naturais dos gendtipos mais
prevalentes em vez de ser um efeito da vacinacao (LUCHS et al., 2015).

O monitoramento de cepas de RVA circulando em adultos foi conduzido no
Brasil, visando esclarecer a suposta pressdo vacinal sobre a populacdo pediatrica. Nesse
estudo, uma alta prevaléncia de G2P[4] também foi observada, sugerindo que essa
emergéncia provavelmente segue uma tendéncia mundial ditada pelas flutuacdes
oscilatorias dos genotipos de RVA e, aparentemente, ndo esta relacionada a vacinagdo
(LUCHS et al., 2014).

Estudo conduzido em Belém do Para no periodo de 2008 a 2010 identificou
0 gendtipo G2P[4] em 57,2% das cepas ao longo de todo o periodo de estudo com
predominancia deste genotipo no periodo de maio de 2008 a janeiro de 2009 (GUERRA
et al., 2015).

Uma recente revisdo realizada na América Latina com estudos da era pré e
po6s vacina contra o RV identificou o genotipo G2 como o tipo G mais prevalente no
periodo posterior a implantacdo da vacina (51,6%) e a combinacdo G2P[4] como a de
maior prevaléncia no Brasil (54,2%) (SANTOS et al., 2016).

2.11 REPLICACAO VIRAL

No processo de replicagdo viral, somente particulas com triplo capsideo
conseguem aderir-se as celulas. A proteina VP4 atua no ciclo de replicacdo,
promovendo o reconhecimento do receptor e subsequente penetracdo celular. A
infectividade dos RV in vitro € aumentada e depende da presenca de tripsina. Este
tratamento proteolitico resulta na clivagem de VP4, originando os polipeptideos VP5* e
VP8* que sdo fundamentais no processo de internalizagdo das particulas na célula

(ZARATE et al., 2000). In vivo, os RV possuem um tropismo celular natural pelos
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enterdcitos maduros do intestino. A replicacdo ocorre no citoplasma das células
absortivas diferenciadas (figura 10), sendo que as particulas infecciosas sao liberadas no
lumen intestinal e a replicacdo continua na area distal do intestino delgado (ESTES,
GREENBERG, 2013; ZARATE et al., 2004).
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Figura 10: Replicagdo dos RV (Fonte: commons. wikimedia.org/wiki/file:Rotavirus.rep).

Os receptores para RV incluem gangliosideos GM1 e GM3, integrinas 21,
x2 e v3 e a “proteina de choque térmico” hsc 70 (ARIAS et al., 2001). O &cido sialico
pode participar direta ou indiretamente do processo de interacdo do RV com a célula
(KELJO, SMITH, 1988). O ciclo de replicacdo e a estrutura dos RV sdo extremamente
dependentes da concentracdo de Ca™ no meio (RUIZ et al., 2000). Apds a ligacéo, o
virus é internalizado, sendo que esta ndo ocorre entre 0°C e 4°C, indicando que esse
passo requer processo celular ativo (KELJO, SMITH, 1988).

O mecanismo de entrada do RV na célula ainda é obscuro, mas pode ocorrer
por entrada direta com a clivagem de VP4 pela tripsina pancreatica ou por endocitose
sem acidificacdo do endossoma (RUIZ et al., 1997). O processo endocitico é Ca*™
dependente, a ligagdo do RV ao receptor celular induz & formagdo de uma vesicula
endocitica, isolando a particula com capsideo triplo em um compartimento intracelular.

Ocorre ainda a reducdo na concentragdo do Ca*" no interior das vesiculas e, equilibrada
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a concentragdo de Ca™ com o citoplasma, o virus perde o capsideo externo e ocorre a
lise vesicular, permitindo que particulas com duplo capsideo passem para o citoplasma,
sendo ativas para a transcri¢do (RUIZ et al., 2000).

A transcricdo dos RV e todas as demais atividades inerentes a replicacdo do
genoma e montagem dos virions sdo feitas por enzimas virais (IMAI et al., 1983). Os
RNAs transcritos pela RNA polimerase RNA-dependente atuam na sintese das
proteinas estruturais e ndo estruturais, e também servem de molde do RNA para a
sintese da fita negativa do material genético (ESTES, GREENBERG, 2013).

A maioria das proteinas virais é sintetizada no viroplasma e a formacdo de
novos virions envolve a participacdo das proteinas virais do citoplasma e dos
viroplasmas. A formacdo do core com uma copia de cada um dos 11 segmentos do
genoma dos RV é bastante coordenada (PATTON, SPENCER, 2000). Apds a formacéo
das particulas de duplo capsideo elas saem do viroplasma para o interior do RE
adjacente. Estas particulas adquirem temporariamente uma camada lipidica dupla e séo
provisoriamente envelopadas, contém as proteinas de superficie, VP7 e VP4 e pequenas
quantidades das NSPs (PORUCHYNSKY, ATKINSON, 1991). O envelope lipidico é
removido levando a formacdo dos virions maduros (ESTES, GREENBERG, 2013;
JAYARAM et al., 2004).

Extensas citdlises ocorrem no término da infecgdo e drésticas alteracdes na
permeabilidade da membrana plasmatica em células infectadas resultam na liberacdo
das proteinas celulares e virais. Apesar da lise celular, muitas particulas com duplo ou
triplo capsideo permanecem associadas com restos celulares, sugerindo interacdes com
estruturas no interior da célula (MUSALEM, ESPEJO, 1985).

2.12 FISIOPATOLOGIA

Apo0s a ingestdo, as particulas de RV sdo transportadas para os enterdcitos
maduros das por¢es média e alta do intestino delgado e isso se da por entrada direta ou
por endocitose Ca*™" dependente (Figura 11) (ANDERSON, WEBER, 2004). Durante a
replicacdo dos virus nos enterdcitos, ocorrem morte e descamacdo dessas células, que
sdo substituidas por outras imaturas das criptas intestinais (enteroblastos), as quais tém
capacidade de absor¢cdo reduzida. A infeccdo dos enterOcitos é responsavel por
anomalias estruturais e funcionais do epitélio, originando a diarreia (BLUTT et al.,

2007). Observa-se reducdo da Na/K ATPase, responsavel pelo processo de absor¢édo
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intestinal do Na acoplado a glicose, havendo reducéo da absorcao deste, assim como de
agua. H& também reducdo da atividade inerente as dissacaridases, principalmente da
lactase, comprometendo o desdobramento dos dissacarideos e sua absorc¢do,
promovendo um aumento da osmolaridade do limen intestinal e consequente aumento
do afluxo de liquidos. O acucar ndo absorvido pode sofrer acdo de bactérias que
colonizam as porg¢des mais distais do intestino, resultando na eliminagdo de fezes com
pH &cido, resultando na diarreia de natureza osmotica (PEREZ-SCHAEL et al., 2003).

O processo de replicacdo viral leva a expressdao de genes do virus e a
inducdo de varias citocinas inflamatdrias, reducao na expressao de genes do enterocito e
vacuolizagdo (CASOLA et al., 1998; ROLLO et al., 1999; BOSHUIZEN et al., 2003).
Durante a diarreia ocorre diminuicdo da digestdo de aglUcares e da absorcdo de sais
minerais e agua, aumentando a gravidade da doenca.

Lesdes como a infiltragdo mononuclear da lamina propria, distensdo da
cisterna do RE, aumento mitocondrial e presenca de microvilosidades esparsas e
irregulares também tém sido relacionadas aos RV (MOON, 1997). Estudos
demonstraram a participacdo da NSP4 dos RV, como uma enterotoxina, induzindo a
diarreia (BALL et al., 1996; ESTES, MORRIS, 1999). A proteina NSP4 interage com
receptores celulares do epitélio intestinal, ativando uma via de sinalizacéo transducional
que aumenta os niveis de Ca*", levando ao aumento da permeabilidade da membrana
plasmatica ao ClI" e da secre¢cdo do ion cloreto, induzindo a diarreia (ESTES,
GREENBERG, 2013). A NSP4 pode estar envolvida na estimulacédo do sistema nervoso
entérico através da liberacdo de aminas/peptideos por meio de células enddcrinas das
vilosidades intestinais, pelo efeito da NSP4 no Ca'™ intracelular (LUNDGREN,
SVENSSON, 2001).

Lundgren e Svensson (2001) sugerem que a infec¢do por RV impede o
desenvolvimento dos enterdcitos e, posteriormente, afeta a funcdo ndo apenas do
epitélio intestinal, mas também do sistema nervoso. Distdrbio neuroldgico observado
em criangas com infeccdo por RV onde este infectou o sistema nervoso central
causando convulsdes (KEIDAN et al. 1992; LYNCH et al., 2001).

Infeccbes graves por RV diminuem os niveis de pp70S6K, pMAPK,
prostaglandina E2 e Oxido nitrico e aumentam a toxicidade para impedir o
desenvolvimento normal dos enterdcitos das vilosidades do intestino delgado e com

consequente alteracdo na estrutura e fungdo do epitélio. Essas mudangas s&o
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susceptiveis de provocar méa-absorcdo e motilidade gastrointestinal anormal durante
infeccdo por RV (SURENDRAN, 2008).

Os RV, por um mecanismo desconhecido evadem do trato gastrointestinal e
causam viremia. Casos foram relatados, sugerindo que o RV podem causar infeccdes
em ceélulas fora do intestino causando hepatites, nefrites, pneumonia, exantemas,
coagulacdo intravascular disseminada, linfocitose hemofagocitica e complicagdes
neurolégicas (YOSHIDA et al., 1995; BLUTT et al., 2007). Antigenos de RV foram
detectados em amostras de criancas com diarreia, indicando antigenemia e possivel
viremia ocorrendo durante infec¢do por RV (BLUTT et al., 2003; CRAWFORD et al.,

2006). As possiveis consequéncias clinicas da viremia em seres humanos séo
desconhecidas.

Diarréia induzida por rotavirus
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Figura 11: mecanismos de patogénese do RV. No primeiro ciclo de replicacdo visualizamos os dois
mecanismos de entrada do RV na célula (adsorcéao e penetracdo), a formacdo de DPLs, liberagdo da NSP4
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e ativacdo do SNE; diarreia secretéria induzida pela NSP4 com ativacdo do SNE e a posteriormente,
temos a diarréia osmoética induzida pelo Ca™. Fonte: wwwé.appliedbiosystems.com tools pathwy.

2.13 QUADRO CLINICO

As manifestacdes clinicas da infeccdo por RV podem ser sintomaticas ou
assintomaéticas, dependendo de fatores do hospedeiro quanto de fatores virais. O quadro
clinico das infec¢bes por RV geralmente envolve vomitos, febre, diarreia aquosa e
desidratacdo variando de leve a grave, alem de dor abdominal. Vomitos e febre
geralmente perduram por dois ou trés dias, enquanto a diarreia geralmente persiste por
cinco a oito dias (LINHARES, BRESEE, 2000). Entretanto, o quadro pode agravar-se
ou até mesmo levar a morte, quando associado a desnutricdo ou a quadros de
desidratacdo grave. A diarreia geralmente é autolimitada e a recuperacdo do paciente
tende a ocorrer num periodo de sete a dez dias (BISHOP, 1996).

A infeccdo por RV pode ocorrer de forma assintomética ou levar a
gastroenterite aguda, com diarreia variando de leve a grave, vomito e desidratacdo. A
diarreia é precedida de um periodo de incubacdo de um a trés dias, evoluindo com
episddios de vémitos em mais de 50% das situacbes, com subsequente febre e diarreia.
Os vomitos, geralmente, precedem a diarreia, ocorrendo por um periodo de 3 a 5 dias,
gerando um grave desequilibrio hidroeletrolitico e levando a desidratacdo grave que
quando ndo tratada ocasiona a morte. Eventualmente os vomitos se tornam constantes,
levando a desidratacdo (KAPIKIAN et al., 2001). O quadro diarreico varia de quatro a
oito dias, com a presenca de muco em 25% dos casos (RODRIGUEZ et al., 1978). A
febre ¢ registrada em mais da metade dos casos, com temperatura axilar > 39°C. Adultos
e criangas com imunidade deficiente quando infectados por RV podem manifestar
gastroenterite prolongada (MORILLO et al., 2010).

Alguns pesquisadores tém associado a infeccdo por RV a outros sinais
clinicos como infecgdo do sistema nervoso central (ITURRIZA-GOMARA et al., 2001),
com edema agudo hemorragico infantil (DI LERNIA et al., 2004) e diabetes autoimune
(BLOMQVIST et al., 2002).
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2.14 IMUNIDADE

A resolucdo de uma gastroenterite depende em grande parte da resposta
imunologica. Em um hospedeiro normal, os antigenos de RV sdo transportados em
placas de Peyer, processadas por células B, macrofagos ou células dendriticas e
apresentadas as células T auxiliares. Isto culmina com a estimulacdo de células B RV
especificas e proliferacdo dos linfécitos T citotoxicos precursores (OFFIT, 1996;
ANDERSON, WEBER, 2004). Estudos mostraram que apds uma infeccdo por RV as
concentracdes de Ig A atingem seu pico nos dias 14 a 17 e persistem ao longo de um
ano, com posterior declinio na sua concentracao. Esses resultados sugerem que a IgA €
0 mais consistente marcador de protecdo contra RV (BERNSTEIN et al., 1989;
ANDERSON, WEBER, 2004). Entretanto, a IgA para RV € frequentemente nao
detectavel em fluidos duodenais ou fezes ap6s a primeira semana de infecgdo (OFFIT,
1996; ANDERSON, WEBER, 2004).

Muitas das infeccBes sintomaticas por RV ocorrem entre o terceiro més e o
segundo ano de vida, com um pico de incidéncia entre o 7° e 0 15° meses. Infecgdes por
RV sdo mais frequentemente graves em criangas com 3 a 24 meses de idade, do que nos
mais velhos ou adultos (CHRYSTIE et al.,, 1978; PEREZ-SCHAEL et al., 1987;
DENNEHY, 2008). Estudos longitudinais demonstraram que as infeccbes por RV
naturalmente adquiridas induzem uma protecdo frente a reinfeccdo pelo virus, fato
muito importante para prevenir eventos mais graves da doenca (VELAZQUEZ et al.,
1996; FISCHER et al., 2002). Embora as criancas possam ser infectadas por RV vérias
vezes durante sua vida, a infeccdo inicial ap6s os 3 meses de idade mais provavelmente
pode causar diarreia grave e desidratacao.

Estudos tém demonstrado que a resposta imune frente & primeira infecgao por
RV é predominantemente homotipica quanto a inducdo de anticorpos neutralizantes
especificos (VELAZQUEZ et al., 1996). Os RV podem escapar a acdo do sistema
imune e induzir uma nova infecgdo através de varios mecanismos. Sa&o mdaltiplos os
grupos, subgrupos e sorotipos, em subsequentes infeccdes, e a resposta passa a assumir
carater heterotipico, dai podendo advir protecdo cruzada (CLARK et al., 1985;
CHRISTY et al., 1988; MATSON et al., 1992; ORYAN et al., 1994; JIANG et al.,
2002; ANDERSON, WEBER, 2004; DENNEHY, 2008).

A maioria das mées possui anticorpos contra RV que s@o repassados aos

filhos via transplacentaria, protegendo o neonato. Consequentemente, a maioria dos
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recém nascidos infectados mostra-se assintomatica ou desenvolvera doenca branda
(BISHOP et al., 1983; DENNEHY, 2008), excecao feita aos bebés prematuros que
apresentam um maior risco de doenca grave devido a auséncia de anticorpos maternos
compartilhados via transplacentaria (NEWMAN et al., 1999).

A VP6 é o antigeno dominante quanto a propriedade de induzir resposta
imune & infeccdo por RV humano (SVENSSON et al., 1987). As imunoglobulinas do
tipo A do soro ou anticorpos IgG atuam reagindo contra o antigeno VP6 em ensaios
imunoenzimaticos (FRANCO et al., 1996).

A imunidade local no intestino parece ser importante para protecdo contra
infecgBes subsequentes. Os niveis de IgA anti-RV no soro, medido imediatamente apos
a infeccdo, geralmente refletem niveis de IgA da mucosa e parece ser os melhores
marcadores de protecdo (FRANCO et al., 2006).

A resolucdo da infeccdo por RV envolve CD8, linfocito T citotdxico e
resposta de anticorpos (FRANCO et al., 1997; MCNEAL et al., 1997). Demonstraram-
se elevados niveis de citocinas, interferon a, interleucina 10 (IL10) e fator de necrose
tumoral (TNFa) em soro e plasma de criangas com RV. Portanto, sugere-se que a
imunidade humoral e a mediada por células exercem um importante papel na resolucao
de uma infeccdo em curso causa por RV, além da protecdo frente a infeccdes
subsequentes (JIANG et al., 2003).

ROS

D
TRIF &7 T1R3
O

i RIG-L, lI:I’:)AS ;
!
STAT1/2 PPARy PDI @

. Q =
Y- by ¥

70

SR :
]
NF-xB -] | PPARy I E
NSP5/2/6
Viroplasm ; .
Cox-2, TNF-q, ILS, L
o




44

Figura 12: Resposta celular inata & infeccdes por RV. Durante internalizagdo do rotavirus o acido
nucleico viral pode ser exposto e reconhecido por receptores do tipo Toll (TLR3) ou receptores
intracelulares RIG-I-Like (RLRs). RLRs ativados podem ligar e ativar a proteina mitocondrial de
sinalizacdo antiviral (MAVS), que recruta um complexo de sinalizacdo necessarios para ativar os fatores
de transcricdo incluindo o fator citoplasmaticos regulador de interferon 3 (IRF3) e o fator nuclear-kB
(NF-kB). No outro lado, a ativacdo endossomal de TLR3 facilita o recrutamento do adaptador TRIF, o
gue permite o recrutamento de moléculas de sinalizacdo, tais como IKKS que fosforilam IRF3 ou NF-kB
(Adaptado de GUERRERO, ACOSTA, 2016).

2.15 TRANSMISSAO

A transmissdo dos RV ocorre principalmente pela via fecal oral, através da
ingestdo de &gua e alimentos contaminados com fezes ou contato com fomites (ESTES,
GREENBERG, 2013). Apenas uma goticula infectada com esse virus em uma
superficie onde uma crianca possa encostar a boca é o suficiente para contamina-la
(GLASS et al. 2006). Nesse sentido, as creches, os asilos e 0s hospitais séo focos de
disseminacéo do virus.

A excrecdo assintomatica de RV em adultos € um potencial importante na
transmissdo e perpetuacdo deste virus de forma endémica (ESTES, GREENBERG,
2013), ja que as particulas infecciosas podem permanecer por longos periodos (1 a 10
dias) sobre superficies e em ambientes com pouca umidade (GLEIZES et al., 2006). As
particulas virais sdo relativamente resistentes aos desinfetantes comuns mantendo seu
potencial infeccioso por varios meses, em temperaturas entre -40°C e -200°C
(PARASHAR et al., 2003).

Autores relatam ainda, a possivel transmissdo dos RV pela via respiratoria
(GORDON, 1982; COOK et al., 1990; ZHENG et al., 1991), além da veiculacéo hidrica
de particulas infecciosas como um importante e expressivo meio de propagacéo viral em
lugares com saneamento basico deficiente ou inexistente (ESTES, GREENBERG,
2013).

Em modelos experimentais, ha relatos de que apenas um virion pode levar a
infeccdo (GRAHAN et al., 1987), ja Glass et al., (2006) postulam que apenas dez
particulas virais seriam suficientes para acometer uma crianca. Ademais as elevada
proporcdo de portadores assintomaticos contribui para a rdpida disseminacdo do virus
(PARASHAR et al., 2003; GLEIZES et al., 2006).

Algumas pesquisas sustentam o carater zoono0tico das infecgdes por RV,
haja vista as observacdes da ocorréncia de estirpes de RV de animais que compartilham

0 mesmo antigeno neutralizante com outros provenientes de seres humanos. Além disso,



45

ha registros da ocorréncia de amostras de origem animal que naturalmente infectam
seres humanos ou que sdo capazes de formar recombinantes génicos com cepas de RV
humanos (NAKAGOMI, NAKAGOMI, 1991; JAIN et al.,, 2001; RAHMAN et al.,
2003; MARTELLA et al., 2005).

2.16 TRATAMENTO

O tratamento das gastroenterites por RV € sintomatico, voltado para
prevenir e tratar a desidratacdo, secundaria ao processo. Para isto, € indicada a ingestao
de liquidos e da terapia de reidratacdo oral (TRO), que também corrigem o déficit
hidroeletrolitico existente assegurando um aporte adequado de eletrélitos frente as
perdas causadas pelo vémito e a diarreia. No Brasil, o uso rotineiro da reidratacao oral,
preconizada pela Organizacdo Mundial de Saude, tem sido prética e eficaz no combate a
diarreia aguda e de ampla aceitagdo (LINHARES, 2000). Em casos de incapacidade
quanto a ingestdo de liquidos pela via oral ou desidratacdo grave, serd necessaria
internacdo hospitalar para hidratacdo intravenosa e aporte medico (SANTOSHAM, et
al.,1997). Infelizmente, a cobertura conhecida para intervencdes eficazes como a TRO €
inferior a 35% em partes da Africa e Sul da Asia (SANTOSHAM, 2010).

No que diz respeito a alimentacdo rotineira da crianca, esta deve ser
continuada com o intuito de manter a ingestdo de nutrientes necessarios ao Sseu
desenvolvimento e evitar a perda de peso no decorrer da infeccdo. A suplementacéo de
Zn"" no decorrer da doenga diarreica é indicada por alguns autores que tém demostrado
que essa atitude ajuda na reducdo do episodio diarreico, gravidade e incidéncia de
episddios subsequentes nos 2-3 meses seguintes a terapia (OMS, 2005).

Estudos tém postulado acdo terapéutica na diarreia por RV, usando uma
combinacdo de Lactobacillus rhamnosus GG, reconhecido como probidticos (PANT et
al., 2007).

A utilizacdo de constipantes (Caolin, pectina, colestiramina) e de
antiespasmadicos ndo é recomendada pela OMS, pois ndo atuam na eliminacdo da
doenca, nem na melhora do quadro clinico (OMS, 2005). A nitazoxanida® vem sendo
avaliada quanto a possibilidade de ser utilizada no tratamento de doenca diarreica por
RVA. Entretanto, os resultados obtidos com esse medicamento ainda sdo minimos,

necessitando de maiores investigagdes. O rececadotril® é uma droga antissecretora que
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atuaria na reducdo do numero de episodios diarreicos, entretanto este so foi avaliado em
adultos (CEZSARD, SALAZAR-LINDO, 2005).

Estudos recentes tem demonstrado que a utilizacdo de N-acetilcisteina
(NAC) vem sendo usada como ferramenta terapéutica para o tratamento de infeccoes
por RVA em criangas. A administracdo de NAC ap6s o primeiro episodio diarreico
reduziu o nimero de evacuacgdes, a excrecdo de antigenos nas fezes e a resolugdo dos
sintomas apos dois dias de tratamento. O fato do RV induzir ao estresse oxidativo e a
sinalizacdo inflamatdria ofereceu uma oportunidade para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas nas infeccbes por RV como a utilizacdo Agonistas de
Receptores Gama ativados por Peroxissoma (PPAR) e anti-inflamatdrios ndo esteroidais
(AINES). A indometaciana, inibidora da COX foi mostrado como redutora significativa
da infeccdo por RV cepa Wa em células Caco-2 (GUERRERO et al., 2014).

Recentemente, plantas medicinais brasileiras foram testadas e apresentaram
atividade antiviral relevante contra infeccdo por RVA. Entre as espécies estudadas estao
a Byrsonima verbascifolia, Eugenia dysenterica, Hymenaea courbaril e Myracrodruon
urundeuva (CECILIO et al., 2012).

Estudo utilizando abordagens computacionais propuseram que a planta
Rhizophora mucronata Lamk pode ser eficaz contra a infeccdo por RVA (HOSSAIN et
al., 2016). A planta Achyrocline bogotensis que tradicionalmente € utilizada para tratar
infeccBes de pele, respiratorias e do trato urinario foi identificada com substancias
apresentando atividade antiviral in vitro contra o RV e astrovirus (TELLEZ et al.,
2015).

2.17 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Os elevados indices de morbi-mortalidade gerados pelos RV levaram ao
desenvolvimento de pesquisas que culminaram com técnicas rapidas e seguras para o
diagnéstico de RV, hoje amplamente difundidas na elucidacéo de quadros suspeitos, no
monitoramento de cepas circulantes e na identificacdo e classificacdo de novos
gendtipos.

A microcopia eletronica (ME), usada como meétodo pioneiro no diagnostico
de RV, permite a visualizagdo das particulas virais nas fezes, apresenta elevada
especificidade na fase aguda da doenca e rapidez de diagndstico. Entretanto, é uma

técnica com custos de execugdo elevados, exige equipe qualificada e ndo permite
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diagnostico em larga escala, sendo desta forma pouco utilizada (CARTER, 2005;
CLARK et al., 2003).

A propagacdo do virus em cultura celular é possivel, utilizando linhagens
celulares como células de rim de macaco (MA-104) e célula de carcinoma de colon
humano (CaCo-2). Entretanto, a propagacdo do virus em cultura € muito lenta e ndo
tem valor diagnostico (SANTOS et al., 2003).

O ensaio imunoenzimatico (ELISA ou EIA) é o método mais amplamente
utilizado para o diagnostico laboratorial. E uma técnica voltada para deteccdo de
antigenos virais nos espécimes clinicos e que permitem a detec¢do do virus em um
maior nimero de amostras e em um curto intervalo de tempo, além de apresentar uma
boa sensibilidade, muito embora necessite de 10°-10” particulas virais para detectar a
infeccdo (ESTES, GREENBERG, 2013; ANDERSON, WEBER, 2004). Geralmente,
os Kkits diagnoésticos incluem anticorpos policlonais ou monoclonais dirigidos ao
antigeno comum VP6 dos RVA. Embora haja testes imunoenzimaticos para a deteccao
de RVB e RVC, estes somente sdo utilizados em alguns centros diagnosticos.

O teste de aglutinacdo em latex é muito utilizado em hospitais por
apresentar um baixo custo, praticidade e rapidez. Baseia-se no agrupamento de
antigenos livres os quais se ligam a anticorpos especificos, 0s quais se destinam a
determinacdo qualitativa direta de antigenos virais de RV em fezes (SANTOS et al.,
2008). Os testes de imunocromatografia também se baseiam na detec¢do qualitativa de
antigenos virais em amostras de fezes. Esses métodos diagndsticos possuem
sensibilidade comparavel a da técnica imunoenzimatica, além de ser um método répido,
e que nado exige grandes aparatos laboratoriais.

A eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) é um método muito
utilizado por sua sensibilidade e especificidade na detec¢do do genoma viral de acordo
com os padrdes de migragdo de seus segmentos gendmicos. E uma técnica que permite
detectar todos os grupos de RV (ESTES, GREENBERG, 2013), além de identificar
perfis gendmicos e padrdes de migracdo de todos os grupos de RV, o que permite
avaliar a diversidade do RV circulantes.

Técnicas moleculares foram desenvolvidas e muito difundidas nos altimos
anos, sendo introduzidas na rotina dos laboratdrios de pesquisa, porém ndo naqueles
que visam estritamente ao diagnostico. A reacdo em cadeia pela polimerase precedida
da transcricdo reversa (RT-PCR) é uma técnica de amplificacdo do RNA viral que é

inicialmente convertido em cDNA por transcri¢ao reversa, antes de inciar o processo de
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amplificacdo. A RT-PCR ¢ sem duvida uma das mais utilizadas na atualidade por
apresentar elevada sensibilidade, custo razoavel e possibilita a genotipagem dos RV
(FISCHER, GENTSCH, 2004; ITURRIZA-GOMARA et al., 2004). Uma variacdo
dessa técnica é a PCR quantitativa, a qual apresenta maior sensibilidade e permite a
quantificacdo da carga viral em uma infeccdo, bem como a PRC multiplex para o
diagndstico diferencial de infeccGes virais por varios patégenos (LIU et al., 2011).

Outras técnicas, ainda restritas ao campo cientifico, também tém sido muito
utilizadas, tais como: hibridizacéo, dot blot. Nesta técnica, a sequéncia alvo é separada
por eletroforese, transferida para uma membrana e hibridizada com uma sonda marcada
com radiois6topos ou enzima. A hibridizagio em microarranjos consiste na
hibridizacdo de amostras de DNA com sequéncias génicas especificas imobilizadas em
superficies sélidas. O sequenciamento de nucleotideos € utilizado para a analise
genética do RV (CORTESE, 2010).

2.18 IMUNIZANTES CONTRA ROTAVIRUS

O desenvolvimento de novas vacinas eficazes e seguras contra o RVA, foi
reconhecido como a estratégia de intervengdo mais eficaz, podendo trazer um resultado
significativo sobre o impacto da doenca (ORYAN, LINHARES, 2009).

A primeira vacina contra o RV foi desenvolvida nos anos 80, fundamentada
na abordagem Jeneriana, usando virus antigenicamente relacionado a um hospedeiro
animal. Esta abordagem se baseava em estudos que indicavam que o RV de animais e
humanos compartilhavam antigenos comuns e que animais imunizados com cepas de
RV de outros animais apresentavam baixo risco para a doenca e para a replicacdo viral
quando desafiados com RV humano. Durante fases de teste desta vacina, foi detectada
uma grande variabilidade viral e que esta vacina ndo era eficaz, sendo esta pouco
utilizada (KAPIKIAN et al 1986; TANAKA et al., 2006).

Os primeiros ensaios com vacinas foram realizadas utilizando a RIT 4237,
uma cepa bovina G6P[1] (VESIKARI et al 1983). Esta vacina se mostrou segura e
eficaz na Finlandia, mostrando eficacia protetora de 80% contra a doenca grave por RV
(VESIKARI et al, 1985). No entanto, estudos posteriores nos paises em
desenvolvimento foram decepcionantes, mostrando pouca ou nenhuma eficécia,
provocando assim a cessacdo de estudos com esta vacina (HANLON et al 1987
LANATA et al 1989).



49

Posteriormente, estudos iniciais com a WC3, uma cepa de RV bovino
G6P[5], apresentou esta como uma promissora candidata a vacina (CLARK et al 1988).
No entanto, subsequentes ensaios ndo mostraram protecdo significativa (BERNSTEIN
et al 1990), com esta candidata levando encerramento dos estudos com esta vacina. Em
uma tentativa de fazer a vacina WC3 mais sorotipicamente relacionada com cepas
humanas, foram introduzidas por rearranjo os genes que codificam as proteinas de
neutralizacdo, VP4 e VP7 de rotavirus humano. Este método foi denominado
abordagem Jenneriana modificada (Flores e Kapikian, 1990), e resultou no
desenvolvimento da vacina pentavalente RotaTeq ™, uma das vacinas contra o rotavirus
licenciada em varios paises atualmente.

A vacina de rotavirus simio denominado de Rhesus (RRV) foi também uma
das primeiras candidatas a vacina, mas a protecdo induzida por ela foi inconsistente
(FLORES et al 1987; VESIKARI et al 1990; SANTOSHAM et al 1991; MADORE et al
1992; PADILLA-NORIEGA et al 1992) devido o maior indice de protecdo ser
oferecido contra a infecgédo pela cepa vacinal (G3P[3]). Para resolver este problema, foi
feito o rearranjo da RRV com a incorporacao de genes de cepas humanas de outros trés
sorotipos dominantes G (G1, G2 e G4), assim criando a vacina tetravalente Rotashield
™ Esta vacina foi licenciada e incorporada no EUA em 1998, mas foi retirada por seu
fabricante em 1999, apds a descoberta de um pequeno, mas aumento significativo em
intussuscepcdo em vacinados durante vigilancia pos-licenciamento (MURPHY et al
2003).

Numerosos estudos tém documentado que a imunidade induzida por uma
infeccdo natural pelo RVA protege as criancas de subsequentes episodios de diarreia
grave por esse patdgeno, embora este apresente tipos distintos (VELASQUEZ et al.,
1996). Baseado nesses conhecimentos foram desenvolvidas varias estratégias para a
producdo de vacinas contra RVA e algumas avaliadas em seres humanos. No ano de
2009 a Organizagdo Mundial de saide (OMS) recomendou a inclusdo das vacinas
licenciadas Rotarix e Rotateq no Programa Nacional de Imunizacdo (PNI) de paises
onde demonstrou ter significante impacto na saude publica (WHO, 2009). Apds essa
recomendac&o Vvarios paises que introduziram a vacina contra rotavirus no programa de
imunizacdo nacional (figura 13).

Atualmente, existem duas vacinas licenciadas e recomendadas pela OMS
gue se mostraram seguras e eficientes sdo elas, a Rotarix® produzida pela GSK que é

monovalente e derivada de uma amostra de RVA humana, G1[P8] e a Rotateq®
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(MERCK), construida a partir do protoétipo viral WC3, de origem bovina, reestruturada
com cepas de origem humana, formando assim, o imunizante pentavalente de origem
bovino-humano, que confere imunidade contra os genotipos mais prevalentes de RVA
que sdo G1, G2, G3, G4 e P[8].

Em 2000-2001, a China introduziu em seu Programa Nacional de
Imunizacdo a vacina oral LLR (atenuada, G10P[12]), derivado do isolado cordeiro
RVA. No entanto, a eficacia desta vacina é desconhecida uma vez que néo foi testada
contra placebo em testes clinicos fase Ill. A Rotavac® (monovalente oral G9P [11]
(11E6)), uma nova vacina RVA oral foi lancada na india, em 2014, e licenciada até o
momento, exclusivamente neste pais (BHANDARI et al., 2014).

No Brasil, aproximadamente 36 estudos desenvolvidos no periodo pré-
vacina demonstraram que o RVA foi responsavel por 4,5-44% dos casos de diarreia
aguda entre os pacientes internados ou ndo (CDC 2009).

Ambas as vacinas demonstraram seguranca, eficacia e protecdo em grandes
estudos clinicos pré e pds-licenciamento realizados na Europa, Estados Unidos e
América Latina (RUIZ-PALACIOS et al., 2006; ARAUJO et al., 2007; VESIKARI et
al., 2007), apresentando taxas de protecdo que variaram de 70 a 90% em paises
desenvolvidos (PATEL, PARASHAR, 2009; BOOM et al., 2010; VESIKARI et al.,
2010; ANDERSON et al., 2011; BUTTERY et al., 2011; GIAQUINTO et al., 2011;
JUSTINO et al.,, 2011; QUINTANAR-SOLARES et al., 2011; TATE et al.,2011;
TREGNAGHI et al., 2011; DESAI et al., 2012; CORTESE et al., 2013;
GASTANADUY et al., 2013; PAYNE et al., 2013; LESHEM et al., 2014; RHA et al.,
2014). Tal acdo refletiu em significativas reducBes nos indices de internacdo e
mortalidade associado ao RVA (RICHARDSON et al., 2010; GASTANADUY et al.,
2013). Por outro lado em paises de renda média e baixa, como Nicardgua, Malawi,
Africa do Sul, Quénia e Bangladesh a eficacia da vacinagédo foi baixa, com cerca de 20 a
30% (ARMAH et al., 2010; MADHI et al., 2010; ZAMAN et al., 2010).
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Figura 13: Paises que introduziram a vacina contra rotavirus no programa de imunizacdo nacional.
Adaptado de PATH (2015).

A implantacdo de vacinas contra 0 RVA mostraram uma consistente
protecdo contra as hospitalizacGes relacionadas com diarreia na América Latina e
Caribe. Os resultados foram mais satisfatorios para a Rotarix. A Eficacia foi maior entre
as criangas menores de 12 meses e menor em criangas mais velhas (DE OLIVEIRA et
al., 2015). Luchs et al., (2015) identificaram em seu estudo uma reducdo na detecgédo
laboratorial de rotavirus para 19,5 % em criancas menores de 5 anos apos a introducéao
da vacina no Brasil.

Estima-se que no periodo de 2007 a 2025, a vacinagdo universal contra o
RV possa evitar 141 visitas médicas para cada 1000 criangas vacinadas na América
Latina e salvar mais de 16.000 vidas (ATHERLY et al., 2009).

Matthijnssens et al. (2014) afirmam que embora a Rotarix seja altamente
eficaz na protecdo contra as infeccbes por RVA tipo G2P[4], a proporcéo de G2P[4]
associado aos casos de gastrenterite é superior em vacinados do que em nao vacinados.
Outros autores ndo encontraram diferencas significativas da protecdo conferida pela
vacina frente a algum genotipo especifico (DENNEHY, 2013; HEMMING,
VESIKARI, 2013; DONATO et al, 2014; PELAEZ-CARVAJAL et al, 2014).

Guerra et al. (2015), em um estudo pos comercializacdo da vacina evidencia
que o tipo G2P[4] de RVA foi detectado como o mais predominante nos 20 primeiros
meses do estudo, seguido por G1P[8], 0 que é sugestivo de uma flutuagdo natural do

gendtipo e ndo a uma possivel pressdo seletiva da vacina.
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Recente meta andlise realizada na América Latina evidenciou a efetividade
da vacina em 53% contra infec¢des por RV, 73% contra hospitalizagdes relacionadas ao
Rv e 74% contra episodios graves de diarreia. Este estudo destaca as reducbes
significativas das hospitalizacGes e mortes, alem de reducdo de episodios de diarreia
devido ao RVA entre 0s paises que adotaram a vacinacao contra o Rotavirus (SANTOS
etal., 2016).

Devido a elevada eficicia dos programas de vacinagdo contra o RVA, este
deixou de ser a principal causa de internacdo em criancas (HEMMING et al., 2013;
KOO et al.,, 2013; PAYNE et al.,, 2013; BUCARDO et al., 2014). Desta forma,
informagdes sobre a efetividade da vacinagdo contra 0 RVA sdo de extrema
importancia, além da continuidade dos programas de vigilancia de cepas seguidos pela

caracterizacdo genética das mesmas.
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3 JUSTIFICATIVA

Estudos apontam que o gendtipo G2 reemergiu no Brasil em 2005 e tornou-
se 0 mais prevalente a partir de 2006, mesmo ap06s a introducéo da vacina contra o0 RVA
no calendario nacional de vacinacdo, seguindo por um declinio, porém nao
desaparecimento, a partir de 2013. O fato deste gendtipo ter infectado tantas criancgas,
mesmo apos a introducdo da vacina levantou muitos questionamentos quanto a prote¢do
conferida pela vacina frente a este genétipo. Além disto, o fato deste tipo ter
apresentado elevada ocorréncia em paises onde ndo houve a introducao da vacina contra
0 RVA, e também pelo fato de ter ocorrido de forma proporcional em criancas
vacinadas e ndo vacinadas levantaram a hip6tese de uma flutuacdo natural deste
gendtipo (MONTENEGRO et al., 2015).

Em escala global e principalmente no Brasil, estudos evidenciaram nos
ultimos anos a reemergéncia do genétipo G2 e uma modificacdo no seu perfil
epidemioldgico. Este genétipo geralmente era detectado associado a surtos envolvendo
criancas e adultos e segundo alguns autores, podendo ocorrer de forma ciclica a
intervalos de dez anos (LINHARES, VELAZQUEZ, 2008).

Esta pesquisa € a extensdo de um estudo conduzido na regido Norte do
Brasil de abordagem genética das proteinas VP7 e VP4 de amostras de RV G2 que
circularam nessa regido ao longo de 16 anos e que evidenciou a ocorréncia de mutacées
em regides importantes da proteina VP7, assim como a diferenciagdo nas linhagens
circulantes no periodo anterior e posterior a introducdo da vacina, evidenciado pela
alternancia na circulacéo das linhagens e sublinhagens desta proteina.

Neste contexto, ainda persistem multiplos aspectos sobre a infec¢do causada
pelo gendtipo G2 ndo suficientemente elucidados. Portanto, esse estudo € pioneiro ao
investigar as possiveis mudancas em todas as proteinas do genétipo G2 que possam ter
levado a predominancia deste tipo por um longo periodo apds a implantagdo da vacina
no pais, além de um entendimento sobre a distribuigdo temporal e a diversidade genética

do genotipo G2 ao longo dos Gltimos 20 anos na regidao amazonica.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer a distribuicdo temporal do genotipo G2 ao longo de 33 anos na
regido Norte em amostras de criangas do periodo anterior e posterior a introdugdo da
vacina contra 0 RVA.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar 0s gendtipos circulantes dos nove genes de RV G2
detectados ao longo de 20 anos na regido norte do Brasil;

b) Verificar a distribuicdo temporal das variantes genéticas de RVA antes e
apos a introducdo da vacina;

c) Verificar as variagdes intra-genotipicas nas amostras G2 antes e apds a
introducdo da vacina contra RVA no Brasil.

d) Construir a arvore das relacdes filogenéticas para 0s genes estruturais e

ndo estruturais do RVA genotipo G2.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Aspectos éticos e de biosseguranca

Este estudo foi submetido & Plataforma Brasil visando a analise junto ao
Comité de Etica em Pesquisa Humana do Instituto Evandro Chagas/SVS/MS. O
presente estudo dispensou o0 uso do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), uma vez que utilizou do &cido nucleico viral previamente extraido das
amostras coletadas nos anos de ocorréncia dos estudos envolvidos, ndo ofereceu risco
aos pacientes, haja vista que nao ter havido uso dos dados clinico-epidemiolégicos dos
pacientes, além do desconhecimento da identificacdo do mesmo. A carta de aprovacao
do referido estudo encontra-se no anexo 1.

Todas as etapas de processamento do material foram desenvolvidas dentro
das normas de biosseguranca vigentes, a fim de minimizar a exposicdo dos
pesquisadores e da equipe técnica a qualquer tipo de risco bioldgico.

5.2 Populagéo do estudo

Devido a inexisténcia de &cido nucleico de amostras de todo o periodo do
estudo, a populacdo alvo foi dividida em dois momentos: foram utilizados inicialmente
dados de deteccdo de cepas de rotavirus que circularam no periodo de 1981 a 2012 em
Belém do Par& com a finalidade de estimarmos as variacdes das cepas circulantes nesse
periodo. Para o periodo o periodo de 1993 a 2012, foi utilizado o &cido nucleico de
criancas que apresentaram diarreia aguda, em ambito ambulatorial ou hospitalar na
regido norte do Brasil.

Os acidos nucleicos analisados no presente projeto foram provenientes de
estudos desenvolvidos no Instituto Evandro Chagas (IEC) e conduzidos no periodo de
1992 a 1994 (Projeto Nosocomial), 1998 a 2000 (Projeto Hospital Sentinela), 2006 a
2012 (Projeto Rede de Vigilancia de Rotavirus) e 2008 a 2012 (Projeto Rotavirus
Efetividade).

Todos o0s é&cidos nucleicos selecionadas para o presente estudo foram
previamente caracterizados como genoétipo G2 por meio das técnicas de reacdo em
cadeia mediada pela polimerase precedida de transcri¢do reversa e posteriormente por
Nested-PCR (DAS et al., 1994; GOUVEA et al., 1990) no periodo de vigéncia dos
estudos envolvidos.

O critério de inclusdo das amostras selecionadas para o estudo foi com base
na quantidade suficiente de &cido nucleico disponivel e viabilidade deste para as

analises.
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Tabela 1: Amostras analisadas neste estudo, de acordo com o ano de coleta

tipo de estudo e Estado de origem.

Amostra Caracteristica | Estado Ano
do estudo
RVA/Human-wt/BRA/NSC105-PA/1993/G2P[4] Hospitalar 1993
RVA/Human-wt/BRA/NSC082-PA/1993/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/NSC206-PA/1993/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/NSC314-PA/1994/G2P[4] 1994
RVA/Human-wt/BRA/HSP187-PA/1997/G2P[4] Ambulatorial e 1997
RVA/Human-wt/BRA/HST030-PA/1998/G2P[4] hospitalar
RVA/Human-wt/BRA/HST181-PA/1999/G2P[4] 1998
RVA/Human-wt/BRA/HST001-PA/1998/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/HST369-PA/1999/G2P[4] 1999
RVA/Human-wt/BRA/RV24751-PA/2006/G2P[4] Ambulatorial 2006
RVA/Human-wt/BRA/RV96895-PA/2006/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/RV96877-PA/2007/G2P[4] Para 2007
RVA/Human-wt/BR/ RV97064-PA/2007/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/RV105658-PA/2008/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/1A0174-PA/2008/G2P[4] Ambulatorial e
RVA/Human-wt/BRA/1A0028-PA/2008/G2P[4] hospitalar 2008
RVA/Human-wt/BR/1A0808/PA/2008/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/2A2300-PA/2009/G2P[4]
RVA/Human-wt/BR/1A1852/PA/2009/G2P[4] 2009
RVA/Human-wt/BRA/RV105657-PA/2009/G2P[4] Ambulatorial
RVA/Human-wt/BR/2A3463/PA/2010/G2P[4] Ambulatorial e
RVA/Human-wt/BRA/1A3158-PA/2010/G2P[4] hospitalar 2010
RVA/Human-wt/BRA/RV114210-PA/2010/G2P[4] Ambulatorial
RVA/Human-wt/BRA/RV114215-PA/2010/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/RV98321-AM/2007/G2P[4] Amazonas 2007
RVA/Human-wt/BR/RV97717/AM/2007/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/RV99932-AM/2008/G2P[4] 2008
RVA/Human-wt/BRA/RV115156-AM/2011/G2P[4] 2011
RVA/Human-wt/BRA/RV44-AM/2012/G2P[4] 2012
RVA/Human-wt/BRA/RV111830-AC/2009/G2P[4] Acre 2009
RVA/Human-wt/BRA/RV111823-AC/2009/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/RV113425-AC/2010/G2P[4] 2010
RVA/Human-wt/BR/RV115036/AC/2011/G2P[4] 2011
RVA/Human-wt/BRA/RV117236-AC/2012/G2P[4] 2012
RVA/Human-wt/BRA/RV105665-AP/2009/G2P[4] Amapé 2009
RVA/Human-wt/BRA/RV97707-RR/2006/G2P[4] Roraima 2006
RVA/Human-wt/BRA/RV96876-RR/2007/G2P[4] 2007
RVA/Human-wt/BRA/RV100104-RR/2008/G2P[4] 2008
RVA/Human-wt/BRA/RV109743-RR/2010/G2P[4] 2010
RVA/Human-wt/BRA/RV115018-RR/2011/G2P[4] 2011

5.3 Métodos

A secdo de “Metodos” deste manuscrito de tese sera apresentada sob a forma de

artigos, aceito e submetido para publicagéo.




57

6 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados na forma de dois artigos, um artigo ja foi
aceito e o outro esta submetido e em fase de adequacdes.

6.1 ARTIGO 1 : Distribuicdo de sorotipos de RVA na regido Norte do
Brasil ao longo de 27 anos, no periodo pré e pds vacina.
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ABSTRACT

In Brazil, a rotavirus vaccine was included in the public sector in March 2006. In order to identify a pos-
sible effect of vaccination on rotavirus strains we evaluated the distribution of serotypes/genotypes in
northern Brazil during pre (1981-2005) and early post (2006-2008) national rotavirus vaccine introduc-
tion periods. Of 1286 rotavirus strains, 993 (77.2%) were successfully G typed. G1 strains were detected
throughout the years, accounting for the majority of typed isolates (n = 426; 42.9%). G2 rotaviruses dis-
played a cyclic pattern of occurrence over time, re-emerging recently in early 2006, with detection rates
as high as 91%, and remained the predominant circulating strain through 2008. G9 rotaviruses appeared
during 1990-1992, re-emerged from 1998 to 2000 and rose to 43% in a gastroenteritis outbreak in north-
western Brazil in 2005. The most common combinations overall were G2P[4] (55.1%; 136/247), and
G1P[8] (24.7%; 61/247). Although our data show the predominance of G2P[4] early after vaccine intro-
duction, there is a need for continuous, long-term surveillance of circulating strains to better assess a pos-
sible effect of rotavirus vaccination on the strain ecology.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Abbreviations: UMV, Universal Mass Vaccination; MoH, Ministry of Health; PCR,

polymerase chain reaction; RT-PCR, reverse transcription polymerase chain
reaction; PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis; ST, G serotyping.

Rotavirus remains the most common cause of severe acute gas-
troenteritis in infants and young children worldwide, being
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responsible for an estimated 527,000 deaths annually. Parashar
et al. [1] have estimated that 82% of these deaths occur in children
in the less developed regions of the world, where a rotavirus vac-
cine is most needed.

Currently, there are two licensed oral live attenuated rotavirus
vaccines, Rotarix™ (GlaxoSmithKline, Rixensart, Belgium) and
Rotateq™ (Merck Research Laboratories, USA). In large, phase III
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trials in Latin America, Europe and the United States these two vac-
cines proved to be safe and have demonstrated excellent protec-
tion (>85%) against severe rotavirus disease [2,3].

Rotarix™ and Rotateq™ have been pre-qualified by WHO and
are increasingly being introduced in national immunization pro-
grams of many countries worldwide, mainly in those regions
where successful phase III efficacy trials had been conducted [4].
In this context, Brazil was one of the first countries to introduce
universal immunization in March 2006 with Rotarix™. Brazil is also
the largest country to introduce Rotarix™ into Universal Mass Vac-
cination (UMV), covering a birth cohort of 3.3 million. According to
the Brazilian Ministry of Health [5], since the introduction of na-
tion-wide rotavirus vaccination it has been observed an increase
in the uptake of vaccine over time, with 81% of children having
had two doses of the vaccine by 2008. However, the coverage rates
of the second dose remain suboptimal in the Northern region,
ranging from 27% to 65% in 2006 and 2008, respectively.

Of importance, trials recently completed in Africa and Asia have
provided evidence that both vaccines are quite beneficial in poor
settings and this warranted a further WHO global recommendation
to include rotavirus vaccines in every nation’s immunization pro-
gram [6-9].

While Rotarix™ (monovalent; G1P[8]) and Rotateq™ (pentava-
lent; G1, G2, G3, G4 and P[8]) differ in strain composition, both
vaccines appear to provide significant protection against a variety
of rotavirus strains [10,11]. Nevertheless, a continuous monitoring
of circulating rotavirus strains is needed to detect the possible
emergence of uncommon or novel types in the community that
may pose a challenge to the efficacy of the available vaccines [4].

Although recent recommendations have been proposed for the
classification of group A rotaviruses using all 11 genomic RNA seg-
ments, currently a system exists for the dual classification of sero-
type specificities are based mainly on the segregation of VP4
(protease-sensitive; P types) and VP7 (glycoproteins; G types)
genes [12]. Based on the diversity of VP4 and VP7 proteins present
on the outer shell, rotaviruses are classified into 23 G and 31P
types [13]. Currently, the most common strains in human disease
belong to G1, G2, G3, G4, and G9 types in combination with either
P[4], P[6] or P[8] types [14]. Several studies have reported that
approximately 90% of the human rotavirus strains include
G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], and GIP[8] combinations.

Several serotyping/genotyping studies have been conducted
across Brazil during the past two decades, underscoring the broad
diversity of circulating strains over time, including the common
human rotavirus strains as well as uncommon strains (G5) or glob-
ally emerging (G9) types [15]. A number of surveys conducted
beginning in early 2006, coinciding with the year that the vaccine
was introduced, indicate an apparent predominance of G2P[4]
strains in northern, northeastern and southeastern regions of Brazil
[16-19] and led to speculation that the vaccine was causing strain
replacement [20].

This review assesses the diversity of rotavirus strains in north-
ern region of Brazil between 1981 and 2008, highlighting the dis-
tribution profiles of circulating serotypes/genotypes before and
early after introduction of Rotarix™ into the national immunization
program. The patterns of genotype distribution over time provided
us with the opportunity of an early insight on the issue of whether
changes following introduction of universal rotavirus vaccination
in Brazil might be due to natural fluctuation or possible vaccine
pressure.

2. Material and methods

We reviewed data from 11 studies assessing diarrhoea burden
in children and adults, conducted between 1981 and 2006 in

northern Brazil [21-28]. In addition, a review was made using spe-
cifically data from the Brazilian Ministry of Health’s (MoH) surveil-
lance network, established in February 2006. This national,
hospital-based surveillance was part of a program implemented
by Pan American Health Organization in Latin American and Carib-
bean countries to assess the burden of rotavirus disease and mon-
itoring circulating strains in the pre-vaccine era. While samples
from the 11 studies were obtained from the states of Para
(n=10) and Maranhdo (n = 1), the official MoH’s network included
seven states located in the Amazonian region of Brazil-Acre, Ama-
zonas, Roraima, Pard, Amapd, Maranhdo and Tocantins (Table 1).
Overall, there were nine hospital-based studies, one community-
based study and two vaccine trials comprising variable age groups:
0-3 years (3 studies), 0-5 years (2), 0-2 years (1), 0-28 days (1), 1
month-2 years (1), 2 months-1 year (2), 1 month-29 years (1), and
0-55 years (1). The surveillance network implemented by the MoH
included diarrhoeic children of <5 years.

Stool specimens were obtained as soon as possible after an epi-
sode of diarrhoea was detected. An aliquot of each sample was
stored at 2-8 °C for a maximum of 24 h until being transported
on ice to Instituto Evandro Chagas, a MoH's Rotavirus National Ref-
erence Centre. All samples were screened for the presence of group
A rotaviruses by commercially available enzyme-linked immuno-
sorbent assays (Dakopatts, Denmark or Rotaclone, USA). Serotyp-
ing/genotyping was performed using monoclonal antibodies,
solid phase immuno-electron microscopy or reverse-transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR), depending on the techniques
available during the conduct of each study over time. In order to
assess the RNA electrophoretic profiles, polyacrylamide gel electro-
phoresis (PAGE) was carried out on selected faecal suspensions
using a standard method which includes extraction of nucleic acid
by using glass powder. G serotyping (ST) using monoclonal anti-
bodies was performed in five studies; ST and solid-phase immune
electron microscope in one, ST and RT-PCR genotyping (GT) in 2,
and GT only in 4. Samples from the MoH’s surveillance network
were genotyped only by PCR.

3. Results

Of the 1286 stool specimens that yielded group A rotavirus anti-
gen positive result by ELISA, a G serotype could be assigned to 993
(77.2%). These isolates (either single or mixed) comprised the five
globally relevant G serotypes, that is, G1, G2, G3, G4 and G9, which
make up the majority of strains associated with gastroenteritis in
humans. The predominant G serotypes detected from 1981 to
2008 were G1 (426; 43.0%), followed by G2 (337; 33.9%), G9
(142; 14.3%), G4 (45; 4.5%) and G3 (15; 1.5%). In addition, 28
(2.8%) rotavirus strains had mixed serotype-specificities (Fig. 1).

G1 strains were identified throughout the years, being the pre-
dominant serotype detected in 6 out of the 11 periods of observa-
tion of each study, at prevalence rates that ranged from 24.6% to
66.7%. Rotavirus strains bearing G2 type-specificity occurred at
rates that varied from 14.8% to 26.3% during studies conducted
during 1981-1990, 1982-1986, and 1990-1992 and became pre-
dominant in 1992-1994 (76.7%). In the 1998-2000 period G2 types
were recognized at a rate comparable to that of G1 (34.1% and
30.3%, respectively) and this was followed by an abrupt decrease
in prevalence rates (0-2.3%) in studies conducted during the fol-
lowing 5 years. G2 then re-emerged as the leading serotype begin-
ning early in 2006 (Study K; just before and a few months after
introduction of rotavirus vaccine in Brazil), as well as during the
official national surveillance (2006-2008), at rates that ranged
from 60.6% to 91.0%.

With the exception of one isolate during a 1990-1992 vaccine
trial in Belém, Brazil, G9 could not be recognized in six studies
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Table 1
Characteristics of rotavirus studies conducted in northern Brazil during 1981-2008.
Study, short title Characteristics Study Setting Age-group Laboratory Reference
period method
(A) National surveillance Hospital-based 1981-1990  Belém, Brazil 0-5 years Serotyping Pereira [21] (1993)
(B) Longitudinal study Community-based 1982-1986  Belém, Brazil 0-3 years Serotyping Linhares [22] (1989)
(C) Hospital-based study Hospital-based 1988 Belém, Brazil 1 month-2 Serotyping Linhares [23] (1993)
years
(D) RRV-TV trial Double-blind placebo- 1990-1992  Belém, Brazil 1 month-2 Serotyping, Linhares [24] (1996)
controlled trial years SPIEM
(E) Nosocomial/community  Hospital-based 1992-1994  Belém, Brazil 0-5 years Serotyping Gusmao [25] (1999)
infection
(F) Hospital-based study in ~ Hospital-based 1997-1999  Sdo Luis, 0-2 years Serotyping Luz [26] (2005)
Sao Luis Maranhao
(G) Hospital-based Hospital-based 1998-2000  Belém, Brazil 0-3 years Serotyping/ Gabbay (personal
surveillance genotyping communication)
(H) Vaccine trial, phase II Double-blind placebo- 2001-2003  Belém, Brazil 2 months-1 Genotyping Salinas [27] (2005)
controlled trial year
(1) Pre-trial surveillance Hospital-based 2003° Belém, Brazil 0-3 years Genotyping Abate [28] (2004)
(J) Outbreak in Rio Branco Hospital-based 2005°¢ Rio Branco, Acre 1 month-29 Genotyping Siqueira [41] (2010)
years
(K) Salobo study Hospital-based 20064 Parauapebas, Pa, 0-55 years Genotyping Mascarenhas (personal
Brazil communication)
(L) Official national Hospital-based, outbreaks 2006-2008  Northern, north- 0-5 years Genotyping CGLAB*, MoH’s database
surveillance eastern

SPIEM: Solid-Phase Immune Electron Microscopy; CGLAB: Coordenagdo de Laboratérios de Satide Piblica, Ministério da Sadde.
4 March-September, 1988.
b March-September, 2003.
© August-September, 2005.
4 January-September, 2006.
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Fig. 1. Occurrence of rotavirus G types in 12 studies and an official Ministry of Health's survey conducted between 1981 and 2008 in northern Brazil. This figure shows the
prevalence rates of circulating rotavirus types over time (1981-2008) in 12 studies and the official Ministry of Health’s survey carried out in Northern Brazil. Overall, G1
rotavirus serotype was found to be predominant, accounting for 43.0% of isolates.

conducted from 1981 to 1999; it re-emerged during a study carried Table 2 shows the results of 247 samples from five surveys (B,

out from 1998 to 2000 and rose to 42.9% as the predominant sero-
type during an outbreak of gastroenteritis in north-western Brazil.
G3 was the most prevalent type during a hospital-based surveil-
lance for gastroenteritis in 1988. G4 occurred at low prevalence
rates (1.5-9.8%) across seven studies conducted between 1981
and 2005.

D, F, K, L), as shown in Fig. 1) conducted between 1982 and
2008, which could be both G- and P-typed. The most common
combinations were G2P[4] (55.1%; 136 out of 247 samples) and
G1P[8] (24.7%; 61/247). While G or P mixed serotypes were iden-
tified in 17 (6.7%) rotavirus strains, a G or P type-specificity could
not be assigned to 28 (11.3%) samples. The electrophoretic RNA
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Table 2
Combination of G and P rotavirus genotypes of 247 samples from 1982 to 2008 in
northern Brazil.

G genotype P genotype
P[8] P[4] P[6] P mixed P NT Total

G1 55 5 4 6 9 79
G2 1 130 7 2 1 141
G3 0 0 0 0 1 1
G4 0 0 6 0 0 6
G9 5 1 0 0 0 6
G mixed 0 0 1 4 0 S
GNT 0 0 1 0 8 9
Total 61 136 19 12 19 247

profile could be identified in 253 samples from 5 studies (B, D, E, F
and L, as shown in Fig. 1). Of these, 155 (61.5%) and 82 (32.5%)
specimens displayed “long” and “short” electropherotypes, respec-
tively, with the remainder of samples showing unclear profiles
(data not shown).

4. Discussion

The conduct of several surveillance studies and (more recently)
vaccine trials in northern Brazil, during almost 3 decades, allowed
an assessment of the diversity of rotavirus strains that have circu-
lated over time. One of these trials was conducted during 1990-
1992, when a first generation rhesus-human reassortant rotavirus
vaccine (RRV-TV, Rotashield™) was evaluated for safety, immuno-
genicity and efficacy in Belém. Altogether these studies have gen-
erated a large amount of data on the temporal distribution of
rotavirus serotypes/genotypes for the northern region of Brazil,
highlighting their circulation profiles before and early after coun-
trywide introduction of rotavirus vaccine.

Overall our findings have shown that the degree of diversity of
co-circulating strains was remarkable in northern Brazil during the
past 27 years, particularly when considering data from studies con-
ducted between 1981 and 2005 are analyzed. Data showing that
rotaviruses bearing VP7 G1 serotype-specificity were the most
common strain are consistent with numerous studies reporting
worldwide predominance of G1P[8] strains [14]. Furthermore,
the overall highest frequency (42.9%) of G1 in our study is similar
to the prevalence rates of G1 type for all over Brazil (~43%)
reported in two recent reviews by Gurgel et al. [18] and Leite
et al. [15]. Both above mentioned reviews covered only a small
proportion of the studies from northern Brazil, included in this cur-
rent review paper.

It should be pointed out that unlike G1 strains, which were de-
tected throughout the review period, rotaviruses belonging to G2
serotype displayed a cyclic pattern of occurrence, as it has been
previously documented in Brazil and elsewhere [25,29,30]. A major
finding in our study was the remarkable re-emergence (detection
rates as high as 91%) of G2 strains during 2006-2008, which likely
reflects a continental phenomenon [15]. This remarkable G2P[4]
predominance appears indeed to have occurred all over Latin
America, even in those countries that had not introduced rotavirus
vaccination into their national immunization programs. In support
of this, a recent epidemic of G2P[4] related rotavirus gastroenteri-
tis in Honduras (Ferrera et al. [31]), as well as the high incidence
rates (68-81%) of G2 strains during surveillance studies in El Salva-
dor, Guatemala, Honduras, Argentina and Paraguay [32-34]. Inter-
estingly, outside Latin America there are also recent reports of
increasing detection rates of G2P[4] strains in Bangladesh [15,35].

Arecent, post-vaccine licensure surveillance conducted in north-
eastern region of Brazil led some investigators to claim that predom-
inance of G2 serotype may be a result of possible vaccine-induced

selective pressure [17]. However, based on previous observations,
the current high prevalence of G2 most likely reflects its cyclic pat-
tern of occurrence in Brazil and elsewhere [36]. In a recent study in
Recife, Brazil, Nakagomi et al. [20] showed that G2 strains were on
increasing trend, since rates were of 7% in 2004-2005 and yielded
47% even at the onset of rotavirus vaccination program, To reinforce
this hypothesis, it is known that some south-American countries
bordering Brazil (e.g. Argentina and Paraguay), where G2P[4] is cur-
rently predominant, have not yet introduced rotavirus vaccine into
the public sector. The current issue concerning predominance of G2
strains during early post-vaccine introduction may only be fully elu-
cidated through the development of well-designed post-marketing
studies already under way in Belém, Brazil, Panama and El Salvador,
to assess both vaccine impact and strain surveillance, in compliance
with recent World Health Organization recommendations [4].

The other important finding that has emerged from this analysis
is the detection of G9 strains in large numbers, accounting for 14%
of typed isolates. In our 27-year analysis of circulating serotypes in
northern Brazil, a single G9 isolate was reported in a vaccine trial
during 1990-1992, it re-emerged during a hospital-based surveil-
lance from 1998 to 2000 and rose to >40% in late 2005 as the pre-
dominant serotype in a gastroenteritis outbreak in north-western
Brazil (unpublished data). Of importance, G9 rotaviruses are cur-
rently considered emerging pathogens and its emergence as an
important serotype in the northern Brazil parallels reported global
increases of this ST [14,15,37,38]. Also relevant in regard to this
serotype is its reported association with an increased severity of
illness, with outbreaks occurring in multiple settings [39,40]. Con-
ditions similar to these were recognized in 2005 (Fig. 1) during an
extensive epidemic of severe G9-related gastroenteritis involving
children living in Rio Branco, Acre State, Brazil's Western Amazon
[41].

In general rotaviruses other than G1, G2 and G9 were detected
at low prevalence rates during the 27-year review period, includ-
ing G3, G4 and strains bearing mixed (dual) serotype-specificities.
Furthermore, we found significant numbers (22.7%; 293 out of
1286 specimens) of non-typeable rotavirus strains, which may in
part have been due to a lack of sensitivity of methods used in the
initial studies. However, it is likely that a proportion of samples
were rotaviruses of G types other than G1-G4 and G9.

Among the 247 rotavirus strains that could be analyzed for G-
and P-genotype specificities, 190 (77%) samples comprised the
globally common G1P[8], G2P[4] and G9P[8] combinations,
although less common types such as G1P[4], G1P[6], G2P[8],
G2P[6], G4P[6], and G9P[4] were also identified at lower frequen-
cies. Interestingly, some of these unusual viruses possess P[6]
VP4 type-specificity and are found commonly infecting neonates
[40]. Following a pattern similar to that generally reported world-
wide, G1, G4 and G9 types had “long” electropherotypes, whereas
G2 viruses displayed a “short” RNA pattern. It is notable that
G2P[4] strains isolates from children and adults from January to
September 2006 in Parauapebas, Southern Para state, Brazil (Study
K), showed identical electrophoretic profiles, suggesting a possible
common source of infection.

A major limitation of our analysis was the fact that the numer-
ous reported studies conducted during 1981-2008 are often diffi-
cult to compare due to differences in methodologies such as age
groups, time of surveillance, and severity of disease definitions.
Nonetheless, the large amount of data gathered throughout 27
years in northern Brazil provides useful information on the dynam-
ics of rotavirus strains circulation profiles in a pre-vaccination per-
iod and early after introduction of rotavirus vaccine in Brazil.

The availability of data on the rotavirus strain characterization
during 27 years in the northern region highlights a variable (and
fluctuating) type composition of co-circulating serotypes. These
conditions cantrigger quick changes over time, resulting in rotavirus
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evolution via natural gene reassortment events and other mecha-
nisms, and therefore posing a challenge to currently adopted vac-
cines. It is therefore strongly recommended to pursue continuous
longitudinal surveillance and epidemiological studies in the region
and elsewhere in Brazil, in order to determine the true incidence
of rotavirus serotypes during the post-vaccine era. This would allow
assessing the possible effect of vaccination on rotavirus strain circu-
lation, including the potential for serotype replacement.

Conflict of interest

All investigators were funded through their institutions by
GlaxoSmithKline Biologicals.

Nervo Sanchez and Romulo E. Colindres were employed by
GlaxoSmithKline Biologicals at the time of this study.

Alessilva Oliveira, Joana D’Arc P. Mascarenhas, Luana S. Soares,
Sylvia F.S. Guerra, Yvone B. Gabbay, Maria Cleonice A. Justino and
Alexandre C. Linhares declare no conflict of interests.

Role of funding source

This study was sponsored by GlaxoSmithKline Biologicals.
Study sponsors were involved in the study design, in the analysis
and interpretation of data, in the writing of the manuscript, and
in the decision to submit the manuscript for publication.

Alessilva Oliveira: Contribution to the laboratory methods,
analysis of the data and reviewing of the manuscript.

Joana D’Arc P. Mascarenhas: Contribution to the laboratory
methods, analysis of the data and reviewing of the manuscript.

Luana S. Soares: Contribution to the laboratory methods.

Sylvia F.S. Guerra: Contribution to the laboratory methods.

Yvone B. Gabbay: Contribution to the laboratory methods, anal-
ysis of the data and reviewing the manuscript.

Nervo Sanchez: Analysis of data and reviewing of the
manuscript.

Romulo E. Colindres: Analysis of data and reviewing of the
manuscript.

Maria Cleonice A. Justino: Contribution to clinical evaluation of
children, analysis of the data and reviewing of the manuscript.

Alexandre C. Linhares: Contribution to the laboratory methods,
analysis of the data and writing of the first draft.

All authors were involved in the critical revision of drafts and
have approved the final manuscript version for submission.

Trademarks

Rotarix™ is a trademark of the GlaxoSmithKline group of
companies.
Rotateq™ is a trademark of Merck & Co, Inc.

Acknowledgements

The authors would like to acknowledge the technical assistance
given by the laboratory personnel at the Virology Section of the
Instituto Evandro Chagas, Health Surveillance Secretariat, Brazilian
Ministry of Health.

References

[1] U.D. Parashar, CJ. Gibson, ].S. Bresee, R.I. Glass, Rotavirus and severe childhood
diarrhea, Emerg. Infect. Dis. 12 (2006) 304-306.

[2] G.M. Ruiz-Palacios, I. Pérez-Schael, F.R. Velazquez, et al., Safety and efficacy of
an attenuated vaccine against severe rotavirus gastroenteritis, N. Engl. . Med.
354 (2006) 11-22.

[3] T. Vesikari, D. Matson, P. Dennehy, et al., Safety and efficacy of pentavalent
human-bovine (WC3) reassortant rotavirus vaccine, N. Engl. J. Med. 354
(2006) 22-33.

[4] World Health Organization, Rotavirus vaccines, Wkly Epidemiol. Rec. 82
(2007) 285-295.

[5] Brazilian Ministry of Health, Sistema de Informagdes do Programa Nacional de
Imunizagdes, Brasilia. <http://pni.datasus.gov.br/inf_estatistica_cobertura.asp/
>, 2011 (accessed 08.12.11).

[6] S.A. Madhi, N.A. Cunliffe, D. Steele, et al., Effect of human rotavirus vaccine in
severe diarrhea in African infants, N. Engl. J. Med. 362 (2010) 289-298.

[7] G.E. Armah, S.0. Sow, R.F. Breiman, et al., Efficacy of pentavalent rotavirus
vaccine against severe rotavirus gastroenteritis in infants in developing
countries in sub-Saharan Africa, a randomised, double-blind, placebo-
controlled trial, Lancet 376 (2010) 606-614.

[8] K. Zaman, D.A. Anh, ].C. Victor, et al., Efficacy of pentavalent rotavirus vaccine
against severe rotavirus gastroenteritis in infants in developing countries in
Asia, a randomised, double-blind, placebo-controlled trial, Lancet 376 (2010)
615-623.

[9] World Health Organization, Rotavirus vaccines, an update, MMWR, Wkly
Epidemiol. Rec. 84 (2009) 533-538.

[10] A.C.Linhares, F.R. Velazquez, I. Pérez-Schae, et al., Efficacy and safety of an oral
live attenuated human rotavirus vaccine against rotavirus gastroenteritis
during the first 2 years of life in Latin American infants, a randomized, double-
blind, placebo-controlled phase Ill study, Lancet 371 (2008) 1181-1189.

[11] T. Vesikari, A. Karvonen, R. Primula, et al,, Efficacy of human rotavirus vaccine
against rotavirus gastroenteritis during the first 2 years of life in European
infants, randomised, doublé-blind controlled study, Lancet 370 (2007) 1757~
1763.

[12] J. Matthijnssens, M. Ciarlet, M. Rahman, et al., Recommendations for the
classification of group A rotaviruses using all genomic RNA segments, Arch.
Virol. 153 (2008) 1621-1629.

[13] O. Solberg, M. Hasing, G. Trueba, et al., Characterization of novel VP7, VP4, and
VP6 genotypes of a previously untypeable group A rotavirus, Virology 385
(2009) 58-67.

[14] N. Santos, Y. Hoshino, Global distribution of rotavirus serotypes/genotypes and
its implication for the develop and impl ion of an effective
rotavirus vaccine, Rev. Med. Virol. 15 (2005) 29-56.

[15] J.P. Leite, F.A. Carvalho-Costa, A.C. Linhares, Group A rotavirus genotypes and
the ongoing Brazilian experience - a review, Mem. Inst. Oswaldo Cruz 103
(2008) 745-753.

[16] A.S.L. De Oliveira, ].D.P. Mascarenhas, L.S. Soares, et al., Re-emergence of G2
rotavirus serotypes in northern Brazil reflects a natural changing pattern over
time, in: Eighth International Rotavirus Symposium, Istanbul, Turkey, June 3-
4, 2008 (abstracts), pp. 60-61.

[17] R.Q. Gurgel, L.E. Cuevas, S.C.F. Vieira, et al., Predominance of rotavirus P[4] G2
in a vaccinated population, Brazil, Emerg. Infect. Dis. 13 (2007) 1571-
1573.

[18] R.Q. Gurgel, N.A. Cunliffe, O. Nakagomi, L.E. Cuevas, Rotavirus genotypes
circulating in Brazil before national rotavirus vaccination - a review, J. Clin.
Virol. 43 (2008) 1-8.

[19] F.A. Carvalho-Costa, LT. Aratjo, RM. De Assis, et al, Rotavirus genotype
distribution after vaccine introduction, Rio de Janeiro, Brazil, Emerg. Infect.
Dis. 15 (2009) 95-97.

[20] T. Nakagomi, LE. Cuevas, R.G. Gurgel, et al., Apparent extinction of non-G2
rotavirus strains from circulation in Recife, Brazil after the introduction of
rotavirus vaccine, Arch. Virol. 153 (2008) 591-593.

[21] H.G. Pereira, A.C. Linhares, J.AN. Candeias, RI. Glass, National laboratory
surveillance of viral agents of gastroenteritis in Brazil, Bull. Pan Am. Health
Org. 27 (1993) 224-233.

[22] A.C. Linhares, Y.B. Gabbay, R.B. Freitas, E.S. Travassos da Rosa, J.D.P.
Mascarenhas, E.CB. Loureiro, Longitudinal study of rotavirus infections
among children from Belém, Brazil, Epidemiol. Infect. 102 (1989) 129-145.

[23] A.C. Linhares, JM.M. Moura, Y.B. Gabbay, P.S.C. Rabello-Mendes, ].D.
Mascarenhas, R.C. Azevedo, Rotavirus serotypes and electropherotypes
among children attending three pediatric hospitals in Belém, Brazil, J. Trop.
Pediatr. 39 (1993) 137-141.

[24] A.C. Linhares, Y.B. Gabbay, J.D.P. Mascarenhas, et al., Imnmunogenicity, safety
and efficacy of rhesus-human, reassortant rotavirus vaccine in Belém, Brazil,
Bull. WHO 74 (1996) 491-500.

[25] R.H.P. Gusmado, J.D.P. Mascarenhas, Y.B. Gabbay, et al., Rotavirus subgroups, G
serotypes, and electropherotypes in cases of nosocomial infantile diarrhoea in
Belém, Brazil, ]. Trop. Pediatr. 45 (1999) 81-86.

[26] C.RN.E. Luz, ].D.P. Mascarenhas, Y.B. Gabbay, et al., Rotavirus serotypes and
electropherotypes identified among hospitalized children in S3o Luis,
Maranhdo, Brazil, Rev. Inst. Med. Trop. Sao Paulo 47 (2005) 287-293.

[27] B. Salinas, 1. Pérez-Schael, A.C. Linhares, et al, Evaluation of safety,
immunogenicity and efficacy of an attenuated rotavirus vaccine, RIX4414,
Pediatr. Infect. Dis. J. 24 (2005) 807-816.

[28] H. Abate, A.C. Linhares, G. Venegas, et al., Results of a hospital-based study on
rotavirus gastroenteritis in Latin American children, in: 24th International
Congress of Pediatrics (ICP), Cancun, Mexico, August 15-20, 2004 (abstract), p.
656.

[29] A.C. Linhares, Rotavirus infection in Brazil, epi
control, Cad Satide Publica 16 (2000) 629-646.

[30] N.A. Page, A.D. Steele, Antigenic and genetic characterization of serotype G2
human rotavirus strains in South Africa from 1984 to 1998, J. Med. Virol. 72
(2004) 320-327.

[31] A. Ferrera, D. Quan, F. Espinoza, Increased prevalence of genotype G2P [4]
among children with rotavirus-associated gastroenteritis in Honduras, in:

hall.

iology and c! for its




63

A. Oliveira et al./Trials in Vaccinology 1 (2012) 4-9 9

17th European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ICC),
Munich, Germany, March 31-April 04, 2007.

[32] A. Amarilla, E.E. Espinola, M.E. Galeano, et al., Rotavirus infection in the
Paraguayan population from 2004 to 2005, high incidence of rotavirus strains
with short electropherotype in children and adults, Med. Sci. Monit. 13 (2007)
CR333-CR337.

[33] LE. Esteban, R.P. Rota, J.R. Gentsch, et al., Molecular epidemiology of group A
rotavirus in Buenos Aires, Argentina 2004-2007: reemergence of G2P[4] and
emergence of G9P[8] strains, J. Med. Virol. 82 (2010) 1083-1093.

[34] A.C. Linhares, J.A. Stupka, A. Ciapponi, et al., Burden and typing of rotavirus
group A in Latin America and the Caribbean: systematic review and meta-
analysis, Rev. Med. Virol. (2011) [Epub ahead of print], doi:10.1002/rmv.682.

[35] M.M. Patel, L.H. De Oliveira, A.M. Bispo, J. Gentsch, U.D. Parashar, Rotavirus P [4]
G2 in a vaccinated population, Brazil, Emerg. Infect. Dis. 14 (2008) 863-865.

[36] A.C. Linhares, F.R. Veldzquez, Rotavirus P [4] G2 in a vaccinated population,
Brazil, Emerg. Infect. Dis. 14 (2008) 863-865.

[37] G.E. Armah, A.D. Steele, F.N. Binka, et al., Changing patterns of rotavirus
genotypes in Ghana, emergence of human rotavirus G9 as major cause of
diarrhea in children, J. Clin. Microbiol. 41 (2003) 2317-2322.

[38] World Health Organization, Global networks for surveillance of rotavirus
gastroenteritis, Wkly Epidemiol. Rec. 47 (2008) 421-428.

[39] C. Kirkwood, N. Bogdanovic-Sakran, G. Barnes, R. Bishop, Rotavirus serotype
G9P[8] and acute gastroenteritis outbreak in children, northern Australia,
Emerg. Infect. Dis. 10 (2004) 1593-1600.

[40] A.C. Linhares, T. Verstraeten, J. Wolleswinkel-Van den Bosch, R. Clemens, T.
Breuer, Rotavirus serotype G9 is associated with more-severe disease in Latin
America, Clin. Infect. Dis. 43 (2006) 312-314.

[41] AA. Siqueira, A.CFS. Santelli LR. Alencar, et al, Outbreak of acute
gastroenteritis in young children with death due to rotavirus genotype G9 in
Rio Branco, Brazilian Amazon region, 2005, Int. ]. Infect. Dis. 14 (2010) e898-
€903.



64

6.2 ARTIGO 2 : Molecular Analysis of structural genes of the G2 rotavirus circulating

for 20 years in the Amazon region of Brazil.

*Manuscript
Click here to download Manuscript: artigo dout verso final.docx Click here to view linked References

Molecular Analysis of structural genes of the G2 rotavirus circulating for 20 years in the
Amazon region of Brazil.

Alessilva do Socorro Lima de Oliveira **, Sylvia de Fatima dos Santos Guerra, Josue de
Sousa Pinto Filho; Luana da Silva Soares ?, Darleise Silva de Oliveira *; Alexandre da
Costa Linhares ?, Joana D’Arc Pereira Mascarenhas ®

S Q1 W DN =

“Secdo de Virologia, "Se¢do de Epidemiologia, Instituto Evandro Chagas, Secretaria de Vigildncia em Sailde,
Ministério da Satide, Rodovia BR 316 — KM 07, S/N, Levilandia, 67.030-000, Ananindeua, Pard, Brasil.

o~

9 " Corresponding author: Tel: + 55 91 21213701

10 E-mail addresses: alessilvaoliveira@iec.pa.gov.br

12 Abstract:

13 The group A rotaviruses (RVA) are the main cause of diarrhoea, accounting for
14  approximately 40% of the morbidity and mortality related to diarrhoeal disease in children
15  around the world before the introduction of a vaccine. Studies performed in Brazil in 2006
16  after the introduction of an RVA vaccine have shown that the G2 genotype of RVA has
17  resurfaced, being detected in up to 82% of children less than five years of age. This
18  observation raises questions about the protection conferred by the vaccine against the G2
19  genotype, as well as the occurrence of a vaccine-driven selective pressure. Little is known
20  about the evolution and diversity of the G2 genotype and the possible influence of the vaccine
21  onits propagation and diversity. To provide a better understanding of the genetic diversity of
22 the RVA G2 genotype, we performed an analysis of the structural genes from samples that
23 have circulated for 20 years in the Amazon region of Brazil. All analyzed strains showed a 12-
24  R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2 genomic background. Phylogenetic analyses showed that there
25 is a continuous evolution of the VP7 gene of the G2 genotype, responsible for a recurring
26 succession of the circulating lines, and two lineages and three sub-lineages have been detected
27  for longer than a 20-year period. Three important substitutions in the antigenic regions of VP7
28  (A87T, D96N and S213D) were identified in samples that have been circulating since the
29  1990s. These changes may have increased the propagation capacity of the circulating strains
30 in environments where there is vaccine coverage for RVA. In some samples, a strong
31  correlation with genes of animal origin was found for the VP2, VP3 and NSP4 genes. This
32 study provides evidence for genetic diversity in the RVA G2 genotype, contributing to the
33 elucidation of the epidemiological dynamics of this genotype over time.

35 1. Introduction

36  Diarrhoeal disease is the fourth leading cause of morbidity and mortality worldwide among
37  children five years of age and younger; in 2013, it accounted for 578,000 deaths in this age
38  group (Liu et al., 2015). In Brazil, 3,906,335 cases of acute diarrhoeal disease were detected
39  in 2010, resulting in 3,948 deaths, 356 of which were recorded in the north region and 160 in
40  the state of Pard (Esparza-Aguilar, 2009). Group A rotaviruses (RVA) are the leading cause of
41  diarrhoea and accounted for approximately 40% of the morbidity and mortality related to
42  diarrhoeal disease in children around the world before the introduction of a vaccine (Tate et
43 al, 2012).

44 RVA belongs to the Reoviridae family and the genus Rotavirus. Its genome of approximately
45 18,500 base pairs (bp) is composed of 11 segments of double-stranded RNA (dsRNA) and is
46  surrounded by three concentric layers of proteins. Each segment encodes a single protein
47  except for the last one, which encodes two, yielding a total of 12 proteins, of which six are



structural proteins (VP1-4, VP6-7) and six are non-structural proteins (NSP1-5 / 6). Currently
recognized are 32 G (VP7), 46 P (VP4), 241 (VP6), 18 R (VP1), 17 C (VP2), 17 M (VP3), 28
A (NSP1), 17 N (NSP2), 19 T (NSP3), 24 E (NSP4) and 19 H (NSP5) (Matthijnssens et al.,
2011, Trojnar et al., 2013; Rotavirus Classification Working Group (RCWG, 2015); Li et al.,
2016).
In 2006, Brazil adopted in its National Immunization Program (Programa Nacional de
Imunizacées - PNI) the Rotarix® vaccine (GlaxoSmithKline Biologicals) of human origin
(the G1P genotype) [8]. Rotarix® was tested in phase II and III trials in Belém and produced
satisfactory results against severe gastroenteritis and hospitalization for RVA (Linhares and
Breese, 2000; Linhares et al., 2006; Carvalho Costa et al., 2009; Lanzieri et al., 2010).
The RVA G2 genotype produces a short electrophoretic profile and belongs to the DS-1
genogroup. However, studies have also detected a long migration profile, which may suggest
a genetic rearrangement under natural conditions between RVA belonging to the two largest
genogroups, Wa and DS-1 (Kapikian et al., 2001).
Studies conducted in 2006 after the introduction of the vaccine showed a resurgence of the G2
genotype in Brazil and its occurrence in 82% of children less than five years of age. This
raised concerns about the protection given by the vaccine to the G2 genotype and the possible
occurrence of a selective pressure imposed by the vaccine (Gurgel et al., 2008; Domingues et
al., 2008; Leite et al., 2008; Nakagomi et al., 2008; Munford et al., 2009; Morillo et al., 2010;
Borges et al., 2011; Justino et al., 2011, Oliveira et al., 2012, Guerra et al., 2015). However,
the fact that this genotype also has a high occurrence in countries where there has been no
implementation of a vaccine against RVA, as well as where vaccine coverage was minimal,
may suggest a natural fluctuation of this genotype (Justino et al., 2011). Studies in northern
Brazil have identified the G2 genotype as the most frequent in the region since 2006 (de
Oliveira et al., 2010; Mascarenhas et al., 2010; Justino et al., 2011). An analysis of G2
genotype samples showed the occurrence of genetic rearrangements in the studied genes and
suggests that these rearrangements may have been caused by the introduction of the vaccine
in children (Gomez et al., 2011). The present study investigates the possible changes in the
genes that may be associated with the prevalence and maintenance of this genotype after
implantation of the vaccine, thus providing a better understanding of the genetic diversity of
the RVA G2 genotype and its behaviour over the last 20 years in the Amazon region. In
addition, this work will guide further studies, especially those related to vaccination strategies
against RVA.

2. Materials and Methods

2.1. Faecal samples, viral RNA extraction and PCR amplification

A total of 40 stool specimens were collected between 1992 and 2012 from children
with diarrhoea, previously genotyped as G2 strain. These specimens were obtained from five
states in the Northern Region of Brazil ( Acre [3 samples], Amapd [1 sample], Amazonas [10
samples], Pard [23 samples] and Roraima [ 3 samples |. Viral genome was extracted from
10% fecal suspensions using guanidinium isothiocyanate-silica (Boom et al., 1990). All
samples were subjected to reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR), using
consensus primers, as described previously (Varghese et al., 2006, Gentsch et al., 1992; Both
etal., 1984 Gouvea et al., 1994).

2.2. Nucleotide Sequencing and phylogenetic analysis: Genes of G2 RVA strains
were partially sequenced using the same primers as those used in PCR carried out with a Big
Dye Terminator cycle sequencing reaction kit v.3.1(Applied Biosystems, Foster City, CA).
The products were analysed using an automatic ABI Prism 3130x]1 DNA sequencer (Applied
Biosystems). The nucleotide sequences were aligned and edited using the BioEdit Sequence
Alignment Editor program (Version 7.0.5.2) and compared with the corresponding gene
fragments of RVA strains available in GenBank. Phylogenetic analysis was performed with
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MEGA software version 4.1.0 using the Neighbour-joining (NJ) method. For NJ, a distance
matrix calculated from the aligned sequences using the Kimura two-parameter formula was
used (Kimura, 1980). To determine the reliability of the tree topology, a bootstrap test of
2,000 replicates was performed. All rotavirus sequences obtained here from humans and
animals have been deposited in GenBank and assigned accession numbers KX397638-
KX397678,

3. Results

3.1. Phylogenetic analysis and amino acid composition of VP7 and VP8*proteins
Phylogenetic analysis revealed the existence of two lineages (II and III) and three sub-
lineages (Ila, IIc and IId) over a 20-year period.
Lineage III, which was detected in samples collected from 1997 to 1999 in Belém do Pard, is
very similar to samples from Italy and Brazil that circulated in 1996 and 2002, respectively,
and were also very similar (99.94% to 100%) to each other (data not shown). Lineage II
samples clustered with sub-lineages Ila, IIc and IId. Sub-lineage IIa circulated from 2006 to
2011 in the states of Pard, Amazonas and Roraima. These samples clustered with samples
from various parts of the world such as South Africa (1996), Taiwan (1994) and Brazil
(2006). The IIc sub-lineages were detected in samples that circulated from 2006 to 2012 in all
regions included in the study, and an RVA sample circulating in 1993 in Belém do Pard is
also part of this sub-lineage. The vast majority of the samples included in this lineage
circulated after the implementation of the RVA vaccine in Brazil. The IId sub-lineage
includes samples from 1993, 1994 and 1997 that circulated in Belém, Pard and are very
similar to samples from Kenya (1999), China (1996) and Brazil (1997).
Amino acid (aa) analysis of the VP7 protein showed changes in key regions. A substitution
was observed at aa 213, which belongs to the antigen C region (N—S in lineage III and N—D
in lineage II). The basic structural features may have been modified in some samples due to a
change in a proline site (aa 75). The cysteine sites and the other prolines remained preserved
in all samples. Lineage II encompasses most of the samples of this study, and in the IIc sub-
lineage, the most important amino acid changes were aa 44 (I — M) in the signal peptide; aa
87 (A — T) and aa 96 (D — N), both in antigenic region A; and aa 213 (N — D) in antigenic
region C. An amino acid substitution at position 96 (D — N) may induce changes in the
electrical charge. In addition, this group includes the 96877 / PA / 2007 sample, which
underwent a significant change in position aa 146 (N — S), the B antigenic region and the
glycosylation site.



™ RVA/Human-wt/BRA/RV44-AM/2012/G2P[4]
RVA/Human-wt/BR/IA1852/PA/2009/G2P[4]
RVA/Human-wt/BR/2A3463/PA/2010/G2P (4]
HWSAL1920-C/G2P4/PA/BR/2008
RVA/Human-wt/BRA/NSC206-PA/1993/G2P[4]
" RVA/Human-wt/BR/ RV97064-PA/2007/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/RV115156-AM/2011/G2P[4]
70 |HuDhaka26-08/G2P4/2006/BGD EF890795
" RVA/Human-wt/BRA/RV111823-AC/2009/G2P[4]
_I RVA/Human-wt/BRA/RVI8321-AM/2007/G2P[4]
91" RVA/Human-wt/BR/TA0808/PA/2008/G2P[4]7
RVA/Human-wt/BRA/RV100104-RR/2008/G2P[4]
_I RVA/Human-wt/BRA/RV105665-AP/2009/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/RV96895-PA/2006/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/1A0174-PA/2008/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/IA0028-PA/2008/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/RVI14215-PA/2010/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/RV115018-RR/2011/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/RV96877-PA2007/G2P[4]
99 | RVA/Human-wt/BRA/IA3158-PA/2010/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/RV99932-AM/2008/G2P[4]
RVA/Human-wt/BR/RVI7717/AM/2007/G2P (4]
RVA/Human-wt/BRA/RV105657-PA/2009/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/RV117236-AC/2012/G2P[4]
SRVA/Human-wt/BRA/RV113425-AC/2010/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/RV111830-AC/2009/G2P[4]

L— HU/PAK458/G2/Pakistan D50126

L— HWNG5113/G2P4P6/Nigeria/1999 AY261352
HWGH1803/G2P8/South Africa/1999 AY26135
H/4419SB/G2P4/South Africa/1987 AY26134
HWA4476PT/G2P4PE/South Africa/1997 AY261
Hu/TF85/G2/Taiwan/1994 AF106299
Hu/3958GR/G2P6/South Africa/1997 AY26134

)

£

Hu/4372JB/G2P4/South Africa/1998 AY28134

HW356PT/G2P4PE/South Africa/1996 AY2613

RVA/Human-wt/BRA/RV96876-RR/2007/G2P[4]

RVA/Human-wt/BR/RVI15036/AC/2011/G2P[4]
/BRA/15782

141

RVA/Human-wt/BRA/RV105658-PA/2008/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/RV97707-RR/2006/G2P[4]

- | RVA/Human-wt/BRA/RVI14210-PA/2010/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/2A2300-PA/2009/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/RV109743-RR/2010/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/RV24751-PA/2006/G2P[4]

HWKY3303/G2P4/Kenya/1999 AY261350

HU/TA26/G2/Taiwan/1982 AF106284

Hu/TB-Chen/G2/China AY787646
RVA/Human-wt/BRA/NSC314-PA/1994/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/NSC082-PA/1993/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/NSC105-PA/1993/G2P (4]

HWRN-301/1997
HWRN-308/1997
HRN-162/1997

HWDS-1/G2P4
T‘__r Hu/1296GR/South Africa/1984 AY261334
ps Hw410GR/South Africa/1985 AY261335

HW/908SBIG2P6/South Africal1998 AY261347

Hu/B4SBIG2P4/South Africa/1996 AY261341

H/i5323/G2P4/Brazil’2002 DQ857953

Hu/H93-1996/G2/taly DQ172847

HW9SA/G2 U73955

HWHST-369/1999

RVA/Human-wt/BRA/HSTO01-PA/1998/G2P[4]

RVA/Human-wt/BRA/HST369-PA/1999/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/H 81-PA/1999/G2P([4]
RVA/Human-wt/BRA/HST030-PA/1998/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRA/HSP187-PA/1997/G2P (4]

[ Po/CMP034/G2/Thailand/DQ534015
L P0/34461-4/G2P23/Spain/AY 766085

3

90

96

135
136
137
138  Figure 1: Phylogenetic analysis based on the nucleotide sequence of the coding region of the VP7 protein from
139  RVA G2 genotype samples collected over a 20-year period in the Amazon region and on sequence prototypes
140  representative of samples of human and animal origin. Only 40 of the 101 samples are represented in the tree.

141  Bootstrap values (2,000 replicates) are indicated at the nodes of the tree.
142



143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157

158
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169

3.2. Spatial and temporal distribution of G2 strains

Samples of the RVA G2 genotype had certain peculiarities with regards to their distribution
over time, emerging in an explosive and dominant way at certain points and then disappearing
at others. According to local data, G2 genotypes had a high incidence of circulation between
1992 and 1994 (Study Nosocomial), between 1998 and 2000 (Sentinel Hospital) and between
2006 and 2012 [Rotavirus Network (Rede Rotavirus) and Rotavirus Control Case Project
(Projeto Rotavirus Caso Controle)]. Between 1993 and 1994, shifts in lineage II and two sub-
lineages (IIc and IId) were detected. IIc was detected in only one sample from 1993; IId was
the predominant sub-lineage in this period. From 1996-2000, the presence of two lineages
was observed: (IId) and III. From 2006-2010, lineage II and two sub-lineages, Ila and Ilc,
were present, and since 2012, IIc has been dominant.

Geographical distribution was only analysed from 2006-2012, and during this period, the
circulating strains were the same in all regions included in this study, revealing the absence of
geographical barriers for the dissemination of the G2 genotype.

25

20

= Linhagen 11l
33 = Linhagen Ild
% Linhagen lic
10 8

= Linhagen Iib

5 = Linhagen lla

o ==

&5

Figure 2: Temporal distribution of strains of the G2 genotype of rotavirus.

3.3. Whole-genome characterization of G2P[4] Brazilian strains

All analyzed strains showed a 12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2 genomic background (Table 1
). Although all strains displayed the same genotype constellation, different genetic variants of
circulating G2P[4] strains during the study period in Brazil were observed (Figs. and ). The
majority of the G2P[4] Brazilian strains analyzed in the current study) showed close
phylogenetic relationship with G2P[4] human strains detected mainly in Australia (1999,
2000, 2007), USA (2005, 2007), Italy (2006), China (2013) and Brazil (1998, 2008, 2009)
(Figs. 3 and ).
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Name of the strains Structural Protein Non-structural Protein
VP1 VP2 | VP3 | VP4 | VP6 | VP7 | NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5
RVA/Human-wt/BR/RV115036/AC/2011/G2P[4] R2 €] M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BR/1A1852/PA/2009/G2P[4] R2 c2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BR/2A3463/PA/2010/G2P[4] R2 C2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BR/ RV97064-PA/2007/G2P[4] R2 €2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV115156-AM/2011/G2P[4] R2 G2 M2 P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV44-AM/2012/G2P[4] R2 C2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV98321-AM/2007/G2P[4] R2 Cc2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BR/RV97717/AM/2007/G2P[4] R2 [&7] M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/1A3158-PA/2010/G2P[4] R2 Cc2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV99932-AM/2008/G2P|[4] R2 Cc2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BR/1A0808/PA/2008/G2P[4] R2 €2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV105657-PA/2009/G2P[4 R2 C2 M2 P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV105665-AP/2009/G2P[4 R2 C2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV114210-PA/2010/G2P[4 R2 c2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV105658-PA/2008/G2P[4 R2 Cc2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV111823-AC/2009/G2P[4 R2 C2 M2 P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/2A2300-PA/2009/G2P[4] R2 C2 M2 P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
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RVA/Human-wt/BRA/NSC206-PA/1993/G2P[4] R2 C2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV100104-RR/2008/G2P[4] R2 C2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV109743-RR/2010/G2P[4] R2 C2 M2 P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV96877-PA/2007/G2P[4] R2 C2 M2 P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/1A0174-PA/2008/G2P[4] R2 C2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/1A0028-PA/2008/G2P[4] R2 C2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV113425-AC/2010/G2P[4 R2 Cc2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV115018-RR/2011/G2P[4 R2 C2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV117236-AC/2012/G2P[4 R2 c2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV114215-PA/2010/G2P[4] R2 C2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV111830-AC/2009/G2P[4] R2 C2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV96876-RR/2007/G2P|[4 R2 C2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV96895-PA/2006/G2P[4 R2 C2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV97707-RR/2006/G2P[4] R2 Cc2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/RV24751-PA/2006/G2P[4] R2 C2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/NSC105-PA/1993/G2P[4 R2 c2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/NSC082-PA/1993/G2P[4 R2 C2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/NSC314-PA/1994/G2P[4 R2 C2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/HST030-PA/1998/G2P|[4 R2 C2 M2 P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/HST181-PA/1999/G2P[4 R2 C2 M2 P4 ] G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/HST369-PA/1999/G2P[4 R2 Cc2 M2 P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/HST001-PA/1998/G2P[4 R2 C2 M2 | P4 ] G2 A2 N2 T2 E2 H2
RVA/Human-wt/BRA/HSP187-PA/1997/G2P[4 R2 C2 M2 | P4 12 G2 A2 N2 T2 E2 H2

The samples tested for VP1 were classified in the R2 genotype (Figure 3), forming three
distinct groups. The samples circulating from 2006-2010 were 99% similarity to strains RJ,
MS, EC and MA that circulated from 2006 to 2008 and were also similar to other samples that
have circulated in the US and Bangladesh. Several samples that circulated from 2008 to 2011
were 98% similar to the VP1 gene of samples from RV G9 and G12. Sample
115156/2011/AM was similar to samples from a study that showed inter-genogroup
rearrangement for the G1 and G2 strains (Bdnyai et al., 2011).
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Figure 3: Phylogenetic analysis based on the nucleotide sequence coding for the VP1 protein of RVA from
studies conducted over 20 years in the Amazon region and on sequence prototypes representative of samples of
human and animal origin. Bootstrap values (2,000 replicates) are indicated at the nodes of the tree.

All samples tested for the VP2 gene clustered in genotype C2, forming three groups (Figure
4). One of the groups encompasses samples from 1993-1999, and the other groups include
strains from other study periods, which originated from various states in northern Brazil.
These samples were 99% similar to other samples that circulated in Brazil and other countries,
including the United States, Kenya and Bangladesh, during that same period. The sample
RV44 / AM / 2012 was similar to samples found in Hungary during the same period and that
were similar to the VP2 sequences from G8 samples (MWI/QOP387/2007/G8P[4]) and those
of bovine origin.

70



185
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209

RVA/Human-wt/BR/N SC206-PA/1993'G2P[4]
RVA/HI 17-AW2 4]
RVA/Human-wt/BR/RV105665-AP/2009/G 2P[4]
| RVA/Human-wt/BR/RV114215-PA20°0/G2P[4]
RVA/Human-wt/BR/I1A1852-PA'2009 /G2P[4]

RVA/H:

10974: G2P[4]
RVA/Human-wt/BR/RV111830-AC/2009/G2P[4]
- RVAH 1G2P4]
RVA/Human-wt/BR/1A0808-PA'2008 /G2P[4]
RVA/Human-wt/BR/2A2300-PA'2009/52P[4]
RVA/Human-wt/BR/RV113425-AC/2010/G2P[4]

= RVAHU PA/2006/G2P[4]
FRVA/HU 77. 1G2P{4]
RVA/HI PA/2007 /G2P(4]

RVA/Human-wt/BRIRV44-AM/2012/G2P[4]
sl |RVA/Humar-wt/BRIRV 411823-AC/2009/G2P[4]
57|RVA/Humar-wt/BRIRV *1421(-PA/2010/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRIRV117236-AC/2012/G2P[4]
s RVAH 5657-PA/ ]
*—RVAH 4]
« | —D2490552 RV176-00 PEG12
M |RVA/Human. G2
RVA/Human-wt/BRIRV115036-AC/2011/G2P}4]
RVA/Human-wt/BR/“A03158-PA2010/G2P[4)
RVA/Human 932 G2P[4]

-RVA/H 115156-AM/2011/G2P[4]
L{RVA/Human-wt/BR/RV24751-PA2006/G2P[4]
“ |RVA/Human-wt/BR/2A3463-PA/ 2010/G2P[4]
= |RVA/H: 321 /G2P[4]
RVA/H 7707 2
{R‘INHMG"-WBW1A01T4—PARO0WGZP[‘
&

RVA/Human-wt/BR1A0028-PA/2008/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRIRV115018-RR/2011/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRRV111823-PA/2009/G2P[4]
~[‘WTE7652 HWTB-Chen C2

| |RVA/Human-wt/BRIN SC82-PA/1393/G2P[4]
+-{RVA/Human-wt/BRINSC105-PA/1993/G2P[4]
RVA/Human-wt/BRINSC374-PA/1994/G2P[4]
RYAM: ST181.PA o)
RVA/Human-wt/BR/H ST030-PA/1998/G2P[4]
—{RVAH 1SP1£7-PAM997/G2P(4]
VAR STOCH.PAISS7/G2P[4]
VAR 1ST369.PA

—DQ370505 HWDS-1C2

it DQ838635Si/SA11-H9%6 C5
EF583011 SITUCHZ3
£ GU199515 0SJ porcine USA-C1
" GU199519Dhaka6 Bargladesh01-C1

£7550616 3OWC3 &2

EF550613 PoARICD

—

Figure 4: Phylogenetic analysis based on the coding sequence nucleotides of the VP2 protein of RVA from
studies conducted over 20 years in the Amazon region and on sequence prototypes representative of samples of
human and animal origin. Bootstrap values (2,000 replicates) are indicated at the nodes of the tree.

The VP3 gene of samples in this study grouped with genotype M2; one sequence grouped
with M1 (Figure 5). Samples from 2006 to 2012 were 99% similar to other samples that
circulated in Brazil, Japan and the United States. Samples HSP 187/1997/PA and NSC
105/1993/PA were 99% similar to a recombinant VP3 of G2 and were also similar to the
samples that circulated during the same period in northern Brazil in which recombination was
evident between strains of human and animal origin. The sample HST181/1999 was 99%
similar to the VP3 of the G9 sample that circulated in 1997 in Brazil. The samples 1A0174
and 1A0028/PA from 2008 showed 99% similarity to strain GO34 /G6P1 from goats detected
in 2005.
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Figure 5: Phylogenetic analysis based on the nucleotide sequence coding for the VP3 protein of RVA from
studies conducted over 20 years in the Amazon region and on sequence prototypes representative of samples of
human and animal origin. Bootstrap values (2,000 replicates) are indicated at the nodes of the tree.

For the VP4 gene, the samples clustered into two lineages, P[4]-4 and P[4]-5 (Figure 6).
Lineage P[4]-4 comes exclusively from the sentinel hospital study conducted from 1998 to
2000 in Belém do Pard. Lineage P[4]-4 diverged 5.8% to 6.9% from P[4]-5. The lineage P [4]
-5 encompasses the other studied samples, which formed clusters that included samples from
different time periods (1993, 1994, 2006, 2007 and 2008) and various Brazilian states (PA,
AM and RR). Samples from 2006, 2007 and 2008 were distributed among three different
branches. These samples were similar to others from Russia, Bangladesh, Italy, Kenya and
Brazil. The samples 96877/2007 / PA, 1A0174 / PA / 2008 and 1A0028 / PA / 08 were 99%
similar to samples of human origin that showed similarity to samples of goat origin.
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Figure 6: Phylogenetic analysis based on the nucleotide sequence of the VP4 protein coding region of RVA
genotype G2 samples from studies conducted over 20 years in the Amazon region and on sequence prototypes
representative of samples of human and animal origin. Only 40 samples are represented in the tree. Bootstrap
values (2,000 replicates) are indicated at the nodes of the tree.

For the VP6 gene, samples clustered in the 12 genotype, forming three groups according to the
year in which they were detected. These samples were similar to others that have circulated
during the same period in Brazil, the United States and Australia, with similarities ranging
from 97% to 100%. With respect to the amino acid sequence, frequent changes were found at
positions 307 (A — N) and 344 (M — L).
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Figure 7: Phylogenetic analysis based on the nucleotide sequence of the coding region of the VP6 protein from
RVA genotype G2 samples collected over 20 years in the Amazon region and on sequence prototypes
representative of samples of human and animal origin. Bootstrap values (1000 replicates) are indicated at the

nodes of the tree.

Phylogenetic analysis of samples for NSP1 protein identified the A2 strain presenting
similarity of 99% with samples from Brazil, Bangladesh, USA, China, Australia that
circulated in the same period as ours (Fig. 8).
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Figure 8: Phylogenetic analysis based on the nucleotide sequence of the coding region of the NSP1 protein from

RVA genotype G2 samples collected over 20 years in the Amazon region and on sequence prototypes

representative of samples of human and animal origin. Bootstrap values (1000 replicates) are indicated at the

nodes of the tree.



201

262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272

76

RVA/Humas-wtBRRVI8321-AM20)7/G2P[4]
RVA/Humas-wtBRRVI7717-AN/20)6/C2P[4]
RVA/Humas-wtBRRVI0973-RR/ 2010/G2P 4]

3 |RVA/Humaa-wtBRRV11 3425-AC/ 2010/C2P 4]
RVA/Humaa-wtBR1A1852-PA/2008/C2P4]
RVA Humar-wtBGDMMC6/2005/G2PH]

., [RVA/Humas-w/BRRV114215PA/2010/G2P4]
RVA/Humas-wtBRRVI105658-PA/2008/C2 P[]

RVA/Humas-wtBR1A008PA2008 G2P{4]

RVA/Humas-wtBR 2423002 A/2009G2P{4]

RVA/Humax-wt BRRV#993:-AN/20)8/C2P[4]

2§ RVA/Human-wt/BR/RV96895-PA/2006 /C2P[¢]

RVA/Human-wt/ BR/RV96877-RR2(07/C2P[4]

RVA/Humas-wt BRRVI7064-PA2007/GIP 4]

RVA/Euman-vt BRRVO44AN2012/GPH]

RVA/Euman-vt/BRRVI11323-4C/1009 G2P[4]

7|RVA/Euman-wt/BRRV114210PA2010G2E(4]

RVA/Euman-vt/ BRRV11 7236-AC/1012G2P(4)

RVA/Human-wt/BRRV105657-PA 2009 C2B{4]

RVA/Human-wt/ BRRV105665.AP/2009/G2P[4]

|“oq4s0s52RVIZ5-00P6GI2

| RVAHuman-wtBREV100104RR/2008/C:P[4]

RVAHuman wt/BREVI1S036-AC201VG:P(4

RVAHuman-wt/BR/EV11183(-AC/2009/G2P{4]

RVAHuman-wt/BR/EV11501$RR201VG2P[4]

RVA/Human-wi/BRRV115136-AN/201VG2PH]

_IRVA Human-wt/BR/1400:8-PA/2008 FA/G2P[4]

.| ¥ [RVA Hunan wt/BR/243463-PA2010/C2P(4]

— [RVAHuman-wt/BR/EVI6876-RR2007/G2P[4]
RVAHuman wt/ BREVIT07-RR 2006/ G2P[4]
RVAHumar-wtBR/IA0I74PA 208 C2IP4]
RVA/Humar-wt BRHST369-PA/1999'G2P{4]

#|RVA/Humar-wt BR/RV24 751-PA2006 G2P[4]
RVA/Humar-wt BRIA3ISSPANI0CIP4]

— Aq\'f'fB'ﬁlHu'[ECbean

7| [EVAHuman wt/BR/INSCS2-PA1993/C2P[<]

:: |[EVAHuman-wt/BR/INSC105-PA/1993/C2P 4]
EVAHuman wt/BRINSC314-PA/1994/G2P 4]

RVA/Euman-wt/'BR/HST181-PA/1959/G2P[4]

RVA/Euman-wt/'BR/HST030-PA/1958/'G2P[4]

| RVA/Euman-wt/BR/HSP187-PA/1957/GIP[4]

RVA/Euman-wt/BRHST001-PA/1958/'GIP[4]

RVA/Euman-wt/'BR/NSC206-PA/1959/G2P[4]

DQ87030¢ HuDS-!

DQ838635SiSA11-H%

EF583011SVTUCE

GU19951503U porcine USA 1976 Al

GU179519 Dhaka’ Baagladesh-2001 G11-PI15-Al

i

EF550616 Bo/WC3

EF5€0619Po/Alll

Figure 9: Phylogenetic analysis based on the nucleotide sequence of the coding region of the NSP2 protein from
RVA genotype G2 samples collected over 20 years in the Amazon region and on sequence prototypes
representative of samples of human and animal origin. Bootstrap values (1000 replicates) are indicated at the
nodes of the tree.

Phylogenetic analysis of our samples identified T2 NSP3 line, with 99% similarity with
Brazilian samples, Bangladesh, and US, China, Australian that circulated in the same period
as ours. 2008 samples were 97% similar to strain MMC88 NSP2 gene is similar to goat.
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Figure 10: Phylogenetic analysis based on the nucleotide sequence of the coding region of the NSP3 protein
from RVA genotype G2 samples collected over 20 years in the Amazon region and on sequence prototypes
representative of samples of human and animal origin. Bootstrap values (1000 replicates) are indicated at the
nodes of the tree.

The NSP4 gene in the pooled samples E2 strain, showing Nucleotide identities of 85-100%
and is subdivided between clusters of lines VI, X and XII. Samples collected in 2008 and
2012 were similar (95-99%) of the samples quilombola origin and of indigenous origin. The
RV47 sample showed similarity of 98% to MMC6 sample caprine origin.
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Figure 11: Phylogenetic analysis based on the nucleotide sequence of the coding region of the NSP4 protein
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from RVA genotype G2 samples collected over 20 years in the Amazon region and on sequence prototypes
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Phylogenetic analysis of NSP5 protein identified the H2 strain showing 99% similarity with
Brazilian samples, Bangladesh, and US, China, Australian that circulated in the same period

as ours.
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Figure 12: Phylogenetic analysis based on the nucleotide sequence of the coding region of the NSP5 protein
from RVA genotype G2 samples collected over 20 years in the Amazon region and on sequence prototypes
representative of samples of human and animal origin. Bootstrap values (1000 replicates) are indicated at the

nodes of the tree.
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Little is known about the genetic diversity of the rotavirus G2 genotype and whether (or how)
its evolutionary mechanisms have influenced the effectiveness of currently marketed
vaccines. It is of fundamental importance to elucidate these mechanisms, especially given the
extended presence of this genotype in vaccinated and unvaccinated populations.

This study showed that aa positions 75, 113, 125, 129, 178 and 213 of the VP7 protein were
frequently altered. A substitution in position 75, which is located in VR5 (proline region),
may have led to modifications of the basic structural characteristics of the protein (ZAO et al.,
1999). The aa at position 213 is located in the antigenic region C, and differences in this
residue can lead to loss of recognition of G2 specific Mab (monoclonal antibody) epitopes
(Coulson et al., 1996). Mutations in this region have often been associated with increased
resistance to neutralizing antibodies (Zade et al., 2008; Iturriza-Gomara et al., 2001). The
samples from VP7 of lineage III showed changes in three antigenic regions, A (aa 87), C (aa
213) and F (aa 241 and aa 242), being 98% similar to samples detected by Piec and Palombo
(1996) . These results are similar to those reported by Arista et al. (2005) in samples collected
from Italy in 1993 and from 1996-1997. This lineage was also detected in samples from
Belém, Pard in 1999 (Mascarenhas et al., 2007) and Rio de Janeiro in 2002 (Aradjo et al.,
2007).

A substitution at aa 96 (D—N), located in the antigenic region A and VRS, was present in
lineage II samples, specifically sub-lineages Ila and Ilc. Studies have reported that this
substitution leads to a modification of the electrical charge, which may result in a
conformational change of the epitopes recognized by neutralizing antibodies (Lazdins et al.,
1995; ZAO et al., 1999; Iturriza-Gomara et al., 2001). It has been proposed that antigenic
regions A and C, which are distant in the linear sequence of the molecule, interact closely by
folding of the VP7 protein (Iturriza-Gomara et al., 2001). Thus, substitution of aa 96 (D — N)
is likely the reason why these strains are not recognized by neutralizing antibodies. All
samples with a substitution at position 96 also had a substitution at position 87, a result
similar to that found by Iturriza-Gomara et al. (2001), Gomez et al. (2014) and Dennis (2014).
A substitution at position 96 of the VP7 gene was detected predominantly in samples
collected from 2006 to 2012. However, this substitution was also identified in sample
NSC206 collected in 1993. This suggests that this mutation likely arose in the early 1990s,
equipping sub-lineage IIc with a tool to escape host defences. It may not have been prevalent
in this period due to a G2 outbreak caused by the IId lineage. However, since 2006, under
conditions dominated by the introduction of the vaccine, which possibly triggered a selective
pressure among strains of RVA with changes in the virus ecology, the substitution at position
96 of VP7 became more frequent. These findings corroborate the analysis by Dennis et al.
(2014) in which they suggest that the IIc sub-lineage arose between 1985 and 1991, with the
most common ancestor circulating in 1999. The present study sample was detected in 1993,
thus becoming the oldest ancestor detected. The results presented here are similar to those
reported by Zao et al. (1999), Iturriza-Gomara et al. (2001), Arista et al. (2005), Mascarenhas
et al. (2010), Gomez et al. (2014) and Dennis et al. (2014). This substitution can therefore be
considered an escape mutation from antibodies that occurred independently of the
introduction of the vaccine and is geographically dispersed.

In VP7 of sublineage Ila, which occurred from 2006 to 2011 in all the states included in this
study, significant changes were detected in amino acids at positions 87 and 96 (antigenic
region A), 213 (antigenic region C) and 242 (antigenic region F). This sub-strain was detected
in samples from Italy between 2003 and 2004 (Arista et al., 2005) and in 2006 samples from
Brazil (Mascarenhas et al., 2010).

The analysis of the VP1 protein showed a circulating R2 genotype and samples of the G2
genotype with a profile similar to G9 and G12, as well as samples similar to others in which
inter-genogroup rearrangement could be detected (Bdnyai et al., 2011). This similarity was
observed in samples that circulated during a period when several cases of mixed infections



354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404

81

were detected in the region (Guerra et al., 2015), a fact that suggests a possible rearrangement
mechanism involving samples of different genotypes that co-circulated during the same
period and may have led to amino acid substitutions that influenced the transmissibility or
pathogenicity of the genotype.

The VP2 gene proved to be well preserved, with circulation of only the C2 genotype and
formation of distinct groups according to the circulation period of the samples. This feature
was also observed for other genes that were analysed. The samples in the present study were
similar to strains that circulated in Italy from 1996 to 2011 (Giammanco et al., 2014). Sample
RV44/AM/2012 was similar to samples found in Hungary during the same period and to
samples of bovine origin (Ddro et al., 2014), reinforcing the possibility that the samples
analysed here have ancestors of animal origin.

For the VP3 and VP4 genes, samples similar to those of human origin were detected, but with
a profile similar to those of goats, suggesting that the lineage of the studied samples is of
animal origin. The rearrangement between strains of human and animal hosts can suddenly
change the diversity by introducing a new constellation of genes (Matthijnssens et al., 2006;
McDonald et al., 2009; Martella et al., 2010). Dennis et al. (2014) reported results similar to
those of the present analysis.

The phylogenetic analysis of strains of G2P[4] revealed based on NSP1-5 showed that our
samples showed different patterns of grouping according to the year in which circulated
samples, which suggests the occurrence of recombination events between strains. Our results
are similar to those found by Gomez et al (2014). Strains NSP3 and NSP4 showed close
phylogenetic relationship with animal samples. Similar results were recently reported for
strains of RVA G2P[4] detected in the US and Italy.

The G2 genotype was isolated in Belém do Pard and circulated for over 20 years (from 1993
to 2012); it also circulated in other states in the Amazon region for over seven years (2006-
2012). During this time period, this genotype predominated discontinuously at three time
intervals (1992-1994, 1998-2000 and 2006-2012), followed by periods when it remained
undetected. This behaviour suggests that this genotype showed a characteristic cyclical
occurrence over time. However, it was observed that in the last seven years, this genotype was
no longer eliminated from circulation. Since 2006, G2 has become the most frequent genotype
in the region under study. However, in some periods, a decrease in its occurrence was
observed, and it persisted in the population for six years. Since then, coinciding with the
introduction of the RVA vaccine, this genotype stopped displaying a cyclical occurrence
pattern and became more frequently detected in the population. This pattern suggests that the
G2 genotype has been acquiring and incorporating changes within its proteins over time that
are favourable for maintaining RVA in the population.

A study in Brazil showed that the Rotarix” vaccine effectively protected against the G2P
strain [4] in children aged 6-11 months. However, the efficacy in children older than 12
months declined, suggesting decreased immunity among this group (Correa et al., 2010).
Another study conducted in Aracaju and Sergipe, Brazil showed that the RVA vaccine against
the genotype G2P [4] had 89% and 95% efficacy, respectively (Gurgel et al., 2009). In a
recent study performed in Belém do Pard on the effectiveness of the vaccine, it was
determined that the effectiveness of Rotarix” was higher in children aged 3-11 months
(Linhares et al., 2010).

When samples of RVA circulating in the states included in this study were compared, it was
observed that they were absolutely identical. Thus, there are no strain variations between
states, i.e., the strain that circulated in the state of Pard between 2006 and 2008 was identical
to the strain that circulated in the other states included in this study.

In conclusion, the temporal analysis suggests that over the years, there have been alterations
in the cyclical behaviour of the G2 genotype, with the virus constantly evolving over time to
become more persistent in the population in recent years. Because many of the amino acid
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substitutions have not been reported in the literature to date, there are no studies that estimate
the impact of these changes. Thus, further research on the effects of these changes is needed,
especially in poorly studied, mutated regions of the G2 genotype, taking into account their
changes at the biological level and the association of these changes with possible clinical
implications.
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7 Discussao

7.1 Distribuicdo de sorotipos de Rotavirus circulantes na regido Norte no

periodo pré e pos vacina (artigo 1).

Os RVA apresentam ao longo de sua histdria variagdes na circulagdo de
genotipos, muitas desses genotipos também exibem peculiaridades com relagéo a regido
geografica em que circulam. Essas variacbes se devem a diversidade genética
apresentada por esse virus, originando um nimero grande de gendtipos o que facilita a
transmissdo e resisténcia do virus, tanto em humanos como em animais
(MATTHIINSSENS et al.,, 2012). O monitoramento da circulagdo dos diferentes
gendtipos circulantes na populacdo é de fundamental importancia para elaborar padrdes
de flutuacdo temporal e geografica de cada gendtipo, permitindo assim detectar
possiveis ameacas as estratégias vacinais implantadas em muitos paises.

A realizagdo de vérios estudos e ensaios de vacina durante quase trés
décadas, permitiu uma avaliacdo da diversidade de cepas de rotavirus que circularam ao
longo do tempo na regido norte do Brasil.

Nossos resultados com relacdo a diversidade de RVA circulantes mostram
uma expressiva variacdo de cepas que circularam no norte do Brasil ao longo de 27
anos, particularmente quando se considera os dados dos estudos realizados entre 1981 e
2005. Nosso estudo mostrou que o sorotipo G1 foi a de maior deteccao (42,9%) em todo
0 estudo e esteve presente durante todo o periodo de anélise, resultado que é semelhante
aos detectados em outras regifes do Brasil e a nivel mundial (SANTOS et al., 2005;
GURGEL et al., 2008; LEITE et al., 2008).

Para o tipo G2 de RVA foi identificado um padrédo ciclico de ocorréncia,
padrdo este também detectado em outras regides do Brasil e em outros paises
(GUSMAO et al., 1999; LINHARES 2000; PAGE, STEELE 2004 ). Um importante
resultado encontrado em nosso estudo foi a reemergéncia do tipo G2 no periodo de
2006 a 2008, onde sua deteccédo atingiu taxas de 91%, fato este que refletiu em toda
América Latina, mesmo em paises que nao haviam introduzido a vacina contra RVA em
seu territorio (AMARILLA et al., 2007; LINHARES et al., 2011), tornando-se ainda um
fendmeno mundial (PATEL et al., 2008, ESTEBAM et al., 2010).

Isto sugere que a predominancia do G2 na regido Norte do Brasil e em

outras partes do pais, provavelmente, refletem uma flutuagdo devido a variagdo natural
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ao longo do tempo. Variacdo essa que podemos demonstrar neste artigo, onde este
genotipo foi detectado em surtos, se mostrando prevalente por aproximadamente um ou
dois anos e passando entdo mais de cinco anos sem ser detectado para posterior resurgir
novamente.

Pouco ainda se sabe sobre a diversidade genética de cepas de rotavirus G2 e
de que forma seus mecanismos de evolucdo podem estar ou ndo envolvidos na eficacia
das vacinas atualmente comercializadas, sendo de fundamental importancia estudos que
tentem elucidar esses mecanismos, principalmente apdés um periodo de grande

ocorréncia deste gendtipo na populagdo vacinada e nao vacinada.

7.2 Analise molecular de Rotavirus G2 no periodo pré e pds vacina
(ARTIGO 2).

Apos a introducdo da vacinacdo contra o0 RVA passou-se a detectar o
genotipo G2 de forma crescente no Brasil e em outros paises que também implantaram a
vacina monovalente em seu calendario de vacinacdo (GURGEL et al., 2007,
MASCARENHAS et al., 2007; NAKAGOMI et al., 2008; LEITE et al., 2008;
MUNFORD et al., 2009; KIRKWOOD et al., 2009; PATEL et al., 2009; JUSTINO et
al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012; GUERRA et al., 2015). Vale ressaltar que o gendtipo
G2 é o Unico representante da constelacdo DS-1-like. Os demais gendtipos sdo sdo Wa-
like (G1P[8], G3P[8], G4P[8], GOP[8], e G12P[8]) (MATTHIINSSENS, VAN RANST,
2012). O surgimento deste gen6tipo em cenério de pos implantacdo da vacina e o fato
da protecdo conferida contra o tipo G2 ser menor (RUIZ-PALACIOS et al., 2006;
VESIKARI et al., 2007; LINHARES et al., 2008; JUSTINO et al., 2011), levantou
postulacdes que sugeriam haver uma pressdo vacinal a qual selecionou a cepa G2P[4].

Nossos resultados (artigo 1 e 2) ratificam uma maior circulagdo do tipo
G2P[4] no periodo de pds implantagdo da vacina na regido Norte. A andlise das cepas
circulantes ao longo do periodo investigado permite observar para a proteina VP7 que
as amostras se agrupam em linhagens e sublinhagens distintas de acordo com o periodo
de deteccdo, existindo uma estreita relacéo entre as cepas circulantes em outros paises
no mesmo periodo.

A deducdo de aminoacidos para o gene VP7 mostrou que nas posic¢oes 75,
113, 125, 129 178 e 213 ha frequentes mutacdes. A alteragdo na posicdo aa 75, a qual

pertence a VR5 (regido de prolina) pode acarretar modificacbes das caracteristicas
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estruturais basicas (ZAO et al., 1999). O aa 213 esta localizado na regido antigénica C, e
diferencgas neste residuo estdo relacionadas com perda de reconhecimento de epitopos
especificos por monotipos especificos G2 Mabs (COULSON et al., 1996). A
substituicdo de aa 96 (Asp—Asn), localizada na regido antigénica A e VRS, esteve
presente em amostras da linhagem |1, sub-linhagem Ila e llc. Estudos tém relatado que
essa alteracdo induz a uma mudanga na carga elétrica, podendo resultar em uma
alteracdo conformacional dos epitopos reconhecidos por anticorpos neutralizantes
(LAZDINS et al., 1995; ZAO et al., 1999; ITURRIZA-GOMARA et al., 2001). Foi
proposto que as regides antigénicas A e C, que estdo distantes na molécula linear
interagem estreitamente dobrando na forma da molécula VP7 (ITURRIZA-GOMARA
et al., 2001). Assim, a substituicdo de aa 96 (Asp—Asn) ¢ a provavel responsavel por
um escape destas cepas a anticorpos de neutralizacdo. Todas as amostras com alteracao
na posicdo aa 96, também tiveram alteracdo na posicdo aa 87, resultado semelhante ao
encontrado por lturriza-Gomara et al (2001), Gomez et al (2014) Dennis (2014).

A alteragdo na posicdo aa 96 do gene VP7 foi detectada
predominantemente em amostras de 2006 a 2012. Entretanto, essa alteracdo foi
identificada em uma amostra proveniente do ano de 1993 (NSC206). Esse fato sugere
que esta mutacdo provavelmente surgiu no inicio da década de 90, conferindo a
sublinhagem llc uma ferramenta de escape as defesas do hospedeiro e que talvez ndo
tenha sido prevalente nesse periodo devido a um surto de G2 causado pela linhagem Ild
neste mesmo periodo, mas a partir de 2006, essa alteracdo tornou-se permanente neste
genotipo ocasionando mudancga na ecologia do virus que favoreceram a manutencao
deste tipo na populacdo. Esses achados corroboram com a analise feita por Dennis et al.,
2014 no qual ele sugere que a sublinhagem llc tenha surgido entre 0s anos de 1985 a
1991, onde 0 mesmo encontrou um ancestral mais comum circulando em 1999, sendo
que nossa amostra foi detectada em 1993, tornando-se entdo o ancestral mais antigo
detectado. Nossos resultados sdo semelhantes aos encontrados por Zao et al (1999),
Iturriza-Gomara et al (2001), Arista et al (2005). Mascarenhas et al (2010), Gomez et al
(2014), Dennis et al (2014). Essa alteracdo pode, portanto, ser considerada como uma
mutacdo de escape a anticorpos que ocorreu independente da introdugdo da vacina e
encontra-se dispersa geograficamente.

A comparagdo das sequéncias de aminoacidos dos sitios antigénicos das

proteinas VP7 e VP4 da cepa vacinal de Rotarix® e as amostras G2P[4] deste estudo,
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revelou que a maioria das mudancas observadas foram mantidas nas nossas amostras ao
longo dos anos, estando todas presentes antes da introducdo da vacina Rotarix®.

Nossos resultados reforcam a tese defendida de que fatores ligados a
evolucdo genética do virus que ndo estdo relacionados a introducdo da vacina seriam
responsaveis pelo aumento na prevaléncia de G2P[4] no Brasil e em outros paises que
também introduziram a vacina em seus calendarios oficiais de vacinagdo. Apoiando
assim a proposta de que o tipo G2 reemerge em ciclos periodicos (BISHOP et al.,
1991) que sdo favorecidos por acumulacdo de individuos imunologicamente
susceptiveis (CARVALHO-COSTA et al., 2009; ASSIS et al., 2013).

A andlise das proteinas estruturais e ndo estruturais revelou a existéncia de
um padrdo comum de circulagdo para nossas amostras apesar de diversas variantes
virais terem circulado no periodo estudado, e de algumas apresentarem semelhanga com
amostras que possuiram ancestralidade animal. De acordo com o padrdo de
agrupamento apresentado pelas amostras para 0S genes estruturais e ndo estruturais
podemos perceber que algumas amostras permanecem nos mesmos clusters
independente do gene analisado, sugerindo um baixo indice de reagrupamento.

O alinhamento de aa para a NSP4 revelou a ocorréncia de susbtituicdoes de aa
nos trés sitios antigénicos descritos (BORGAN et al. 2003), e na regido variavel inter-
espécie (aa 135 — 141) (MOHAN, ATREYA. 2000). Algumas destas substituicbes se
localizaram no dominio citoplasmatico da proteina, onde encontram-se 0s sitios de
unido a VP4 e VP6.

Nossos dados evidenciam um grau de variabilidade genética do RVA tipo G2.
Os RV-A apresentam um alta taxa de variacdo genética que tendem a se acumular ao
longo dos anos, propiciando o surgimento de novas linhagens e sublinhagens o que
favorece a manutencéo deste virus na populacao.

Nosso estudo mostrou perfis de segregagdo independente para 0s genes que
codificam para as proteinas VP7, VP4, VP6 e NSP4. Esses dados também foram
encontrados em varios estudos a nivel mundial. Os dados obtidos revelaram que a
variabilidade do gendtipo G2P[4] no Brasil esta altamente influenciada pela ocorréncia
de mutagdoes pontuais e reassortment, tanto entre amostras humanas quanto entre
amostras humanas e amostras animais. Como pode ser observado nas arvores de VP4 e
VVP7, as amostras que circularam no Brasil no periodo de 1993 a 2012 n&o formaram um
grupo monofilético, e sim agruparam-se em separado, formando varias linhagens e

sublinhagens, mostrando relagGes filogenéticas proximas com amostras que circularam
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em diferentes regides do Brasil e do mundo e que foram detectadas em diferentes anos.
Este padrdo filogenético indica o fluxo de variantes virais que ocorre em nivel global,
mostrando a entrada e saida de variantes de RV-A genotipo G2P[4] no Brasil.

Quando analisamos comparativamente amostras circulantes entres 0s
Estados participantes, podemos notar que essas amostras sdo absolutamente idénticas

entre si, ndo havendo, portanto, variacao de cepas entre estados envolvidos no estudo.
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8 CONCLUSAO

e A analise temporal sugere que este gendtipo vem apresentando
modificacbes em seu comportamento ciclico ao longo dos anos em estudo,
demonstrando que ele vem sofrendo constante evolugdo que o tornou mais persistente
na populagéo nos ultimos anos.

e Todas as amostras G2P[4] para as quais foram analisados 0s onze
segmentos génicos apresentaram uma constelacdo génica DS-1-like: 12-R2-C2-M2-A2-
N2-T2-E2-H2, apesar de que diversas variantes virais circularam no periodo estudado.

¢ Nao foram observadas diferencas significativas nos sitios antigénicos das
proteinas VP8* e VP7 entre criangas vacinadas e ndo vacinadas.

e Muitas alteracbes ao nivel de aminoacidos ndo foram, até o momento,
relatados pela literatura, ndo possuindo estudos que possam estimar o valor dessas
mudangas.

e HA& necessidade de investigacbes mais apuradas sobre alteracfes em
regibes de mutacdo pouco conhecidas, suas alteracdes a nivel bioldgico associados a

possiveis implicacdes clinicas.
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APENDICES



APENDICE A: Anélise de aminoacidos para os genes estudados.

Al: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina VP7 das amostras da
regido Norte do Brasil. Os aminoacidos estdo indicados pelo cédigo de abreviacdo de
uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoacido com o prot6tipo DS-1.
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A2: Alinhamento das sequéncias de amino&cidos da proteina VP4 das amostras da
regido Norte do Brasil. Os aminoacidos estdo indicados pelo cédigo de abreviagdo de
uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de amino&cido com o prototipo DS-1.
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A3: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina VP1 das amostras da
regido Norte do Brasil. Os aminoacidos estdo indicados pelo cddigo de abreviacdo de
uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoacido com o prot6tipo DS-1.
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A4: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina VP2 das amostras da
regido Norte do Brasil. Os aminoacidos estdo indicados pelo cddigo de abreviacdo de
uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de amino&cido com o prototipo DS-1.
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A5: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina VP3 das amostras da
regido Norte do Brasil. Os aminoacidos estdo indicados pelo cddigo de abreviacdo de
uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoacido com o proto6tipo DS-1.
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A6: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina VP6 das amostras da
regido Norte do Brasil. Os aminoacidos estdo indicados pelo cddigo de abreviacdo de
uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoacido com o protétipo DS-1.
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BT2E8835 - Teeaeaaas e T eeeeeean T...H. e
BET377L7 R J I < T e oo T...H. ...
BTi15156 T g R < T e a - - T...HM. ...
BT27707 - Teeaeaaas e T eeeeeean T...H. e
1A3158 R J I < T e oo T...H. ...
BVTZ24751 T g R < T e a - - T...HM. ...
1ADB08 = J I L T e oo T...H. ...
HEC-206 T g R < S T...HM. ...
BTi15018 T g R < T e a - - T...HM. ...
BEVD424 R J I L T e oo T...H. ...
BT3&877 T g R < S T...HM. ...
BTi15036 T g R < T e a - - T...HM. ...
1A1852 R J I . T e oo T...H. ...
2A3463 R g R < S T...H. ...
BT2T064 - Teeaeaaas e T eeeeeean T...H. e
BEV333121 R J I . T e oo T...H. ...
2ZAR2300 R g R < S T...H. ...
BTi11830 - Teeaeaaas e T eeeeeean T...H. e
BEvTioDnins R J I < T e oo T...H. ...
1A0028 R - g R < T e a - - T...HM. ...
1ADLT4 R T . S J I L T e oo T...H. ...
BTi14215 R N J I < T e oo T...H. ...
BT3E687E R S N g R < T e a - - T...HM. ...
BV117236 R T . S J I L T e oo T...H. ...
BTi13425 R . N g R < S T...HM. ...
BETi09743 R S N g R < T e a - - T...HM. ...
RV111823 R T . S J I L T e oo T...H. ...
BTi05658 R . N g R < S T...HM. ...
BETii£210 R S N g R < T e a - - T...HM. ...
EVT33332 R R S J I . T e oo T...H. ...
BTi05865 R S . S g R < S T...H. ...
BYT105857 R - B Teeaeaaas e T eeeeeean T...H. e
H3C-105 L T e oo T...H. ...
HaC-314 - S T...H. ...
wasC-082 g T eeeeeean T...H. e

AT7: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos da proteina NSP1 das amostras da
regido Norte do Brasil. Os aminoacidos estdo indicados pelo cddigo de abreviacdo de
uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoacido com o protétipo DS-1.
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Hu/DS-1/1976/USA AB118025 WLLISSHTHEVVYESTHNRDEWT EVI AVEFHVSOTHROYT LECENFDF NVENH SDEWEFF EMFEC SS0CHFSNRRTLTSS
HSTOOL1
HEP363
HET121
HSTO20
HEP18T
EV3T707
EV115036
Ev111223
1A3E5E
EV100104
1A0174
EV3T064
1R0E08
2h3463
EV368TE
EVD44
1A0174
1A0028
2R2300
EV11515¢&
EV114210
EV3T7717
EV105657
EV105665
EV117236
EV339332
EV103742
EV115018
EV111230
NsSC-314
NEC-Z06
NEC-108
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AT7: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina NSP2 das amostras da
regido Norte do Brasil. Os aminoacidos estdo indicados pelo cddigo de abreviacdo de
uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoacido com o prot6tipo DS-1.



150 1&0 170 180 150 200 210
RN PN L ETT M RE PE F FT  E Fee e ree

Hu/DS-1 TECEPFLTETLCLY YFRERARHE I SDDENEN TLEQLE LTECWR IC ST EF KDY HD INT F SVHPCOLYCINHTY
HET-030 T B T e i e e ee e e
HET-001 T T e e e e T e i e ee e e
HET-181 T o T e e e e e e
HET-363 T B T e e e e ee e e
HSP-187 T T e e e e T e i e ee e e
BT3&5835 - T e - - - T e e e e e e
BET377L7 e i Tee e e - - T e e e e ee e e
BWii15156 T T - - Moo - T e i e ee e e
BT37707 - T e - - - T e e e e e e
1A3158 e i Tee e e - - T e e e e ee e e
BV24751 T T - - Moo - T e i e ee e e
1A0DB08 e p - T e i e ee e e
HsC-206 - Teeeenans Her e e e ieee e T i cm e cemeacecemnamnnnnn
BTi15018 T T - - < T e i e ee e e
BT024 T p - T e i e ee e e
BY2E877 - Teeeenans Her e e e ieee e T i cm e cemeacecemnamnnnnn
BTi15038 T T - - < T e i e ee e e
1A31852 e i Tee e e - - T e e e e ee e e
2A3463 T T - - Mo e e - T e i e ee e e
BET37052 - T e - - - T e e e e e e
BET383121 e i Tee e e - - T e e e e ee e e
2ZR2300 T T - - Mo e e - T e i e ee e e
BTiL1i830 - T e - - - T e e e e e e
BETi00i04 e i Tee e e - - T e e e e ee e e
1R0028 T T - - Moo - T e i e ee e e
1ADL74 e p - T e i e ee e e
BTi14215 e e Tee e e - - T e e e e ee e e
BWT36876 T T - - Moo - T e i e ee e e
BTii7236 e p - T e i e ee e e
BYi113425 - Teeeenans Her e e e ieee e T i cm e cemeacecemnamnnnnn
BTi08743 T T - - Mo e e e e e aea e mma——aaaa
RTi1i1823 e p Ho e e em e e aea e me e
BT1056858 - Teeeenans o
BTi14210 T T - - Mo e e e em e e aea e me e
ET33332 e e Tee e e - Ho e e e e e eemm e e e aae e mm e
BV105865 T T - - H o e e e e e eaa e e
BT105657 - T e - - H o e e e e em e e aea e me e
HEC-105 e e e e e e e e e em e eeeeeeeemaemeeeeeeeeem e am ..
HSC-314 <
H=C-032 e e e e e e e e e em e eme e s emaemeeeeeeeeem e e

A8: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos da proteina NSP3 das amostras da
regido Norte do Brasil. Os aminoacidos estdo indicados pelo cddigo de abreviagdo de
uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoacido com o proto6tipo DS-1.
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Bviiszio L T e e e e e ee e cemsemacscscmeececameamam e ——a
Bwa8332 L T o e i e e e e e emeemecscscmeeacecemeamam .-
BY1058653 ... .iaaa... T e i ei i meccaccccamsamecsssamesmecamsamammeanmnnnnen
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A9: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina NSP4 das amostras da
regido Norte do Brasil. Os aminoacidos estdo indicados pelo cddigo de abreviacdo de
uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoacido com o prot6tipo DS-1.



Hu/DE-1
HST-030
HET-001
HET-181
HET-369
HEP-187
RV36835
RV97717
EVi115158
REV37707
123158
V24751
1R0B0E
HSC-206
V115043
RVO44
RVIE87T
EV115036
1R1852
2A3463
EV37064
RV383121
2AI300
RVi111830
RV100104
120028
1A0174
RVi14215
RV36876
V117236
EVi113425
V103743
RV111823
RVi05658
RV114210
EV39332
RVi05665
REV105657
HSC-105
HSC-314
HSC-082
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