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RESUMO

BARBOSA, B. R. P. Caracterizacdo e analise molecular dos genes codificadores das
proteinas nédo estruturais 2 e 5 (NSP2 e NSP5) de rotavirus suinos. [Characterization and
molecular analysis of genes coding for non-structural proteins 2 and 5 (NSP2 and NSP5) of
swine rotavirus]. 2013. 101 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo, 2013.

Os rotavirus sdo os responsaveis pela ocorréncia de diarreias em humanos e outras diversas
espécies animais. Estdo amplamente disseminados na suinocultura, inclusive no Brasil. As
proteinas ndo estruturais 2 e 5 (NSP2 e NSP5) dos rotavirus estdo envolvidas nas etapas de
replicacdo viral, sendo essenciais para a formagdo do viroplasma, uma estrutura
citoplasmatica no interior da qual ocorre a morfogénese das novas particulas virais.
Entretanto, sdo escassos 0s estudos sobre a diversidade genética destas proteinas em rotavirus
circulantes nas criagdes brasileiras. Até o presente momento, a NSP2 pode ser classificada em
nove genotipos (N1 ao N9) e a NSP5, 11 (H1 ao H11), sendo que em humanos foram
descritos os genotipos N1, N2, N3 e H1, H2 e H3, e em suinos N1 e H1. Este estudo teve o
objetivo de caracterizar as amostras circulantes de rotavirus em termos da diversidade da
NSP2 e NSP5. Para isso, um total de 63 amostras fecais provenientes de criagdes de suinos
localizadas em seis diferentes municipios do Estado de S&o Paulo, Brasil, foram previamente
triadas mediante a técnica de nested-PCR. Destas, nove tiveram 0s respectivos segmentos
genémicos amplificados pela reacdo de RT-PCR, sendo que em sete foi possivel o
sequenciamento nucleotidico parcial para NSP2 e, em seis, 0 sequenciamento total para
NSP5. Todas foram caracterizadas como genotipo N1 e H1. Considerando o gene NSP2, nas
amostras aqui definidas, a identidade nucleotidica variou de 100% a 86,4%, e em termos de
aminoéacidos, de 100% a 91,5%, enquanto que para NSP5 foi de 100% a 95,1%, e de 100% a
97,4% respectivamente para nucleotideos e aminoécidos. Conclui-se que 0s genotipos das
amostras circulantes na regido de estudo estdo em concordancia com aqueles descritos na
literatura para a espécie suina, e que ha a hipotese de interacdo entre rotavirus de origem
humana e animal. Estes dados sdo Uteis para uma vigilancia mais abrangente dos rotavirus
circulantes e contribuem para uma melhor compreensdo da patogenia, epidemiologia e

prevencao da doenca, inclusive no que diz respeito ao seu carater zoonotico.

Palavras-chave: Rotavirus. Suino. Diagndstico. PCR. Medicina Veterinaria Preventiva.



ABSTRACT

BARBOSA, B. R. P. Characterization and molecular analysis of genes coding for non-
structural proteins 2 and 5 (NSP2 and NSP5) of swine rotavirus. [Caracterizacdo e analise
molecular dos genes codificadores das proteinas ndo estruturais 2 e 5 (NSP2 e NSP5) de
rotavirus suinos]. 2013. 101 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Rotaviruses are responsible for the occurrence of diarrhea in humans and several other animal
species. They are widespread in pig farms, including in Brazil. The non-structural proteins 2
and 5 (NSP2 and NSP5) of rotavirus are involved in viral replication and they are essential for
the formation of viroplasm, a cytoplasmic structure within which occurs morphogenesis of
new viral particles. However, there are very few studies on the genetic diversity of those
proteins in circulating rotavirus in Brazilian swine raisings. So far, nine NSP2 genotypes have
been identified (N1 to N9) and eleven for NSP5 (H1 to H11). In humans, genotypes N1, N2,
N3 and H1, H2, H3 have been described, whereas in pigs, H1 and N1 have been described.
This study is aimed at characterizing circulating samples of rotavirus in terms of diversity of
NSP2 and NSP5. For this purpose, a total of 63 fecal samples from pig farms located in six
different cities in the state of Sdo Paulo, Brazil, were previously screened by nested-PCR
technique. Of those, nine had their genomic segments amplified by RT-PCR, and in seven it
was possible to obtain the partial nucleotide sequencing for NSP2, whereas in six, the total
sequencing for NSP5. All were characterized as genotype H1 and N1. Considering the gene
NSP2, the strains’ nucleotide identity, defined herein, ranged from 100% to 86.4% and in
terms of amino acids, from 100% to 91.5%. Whereas for NSP5, it was from 100% to 95.1 %,
and 100% to 97.4% for nucleotides and amino acids, respectively. It is concluded that the
genotypes of the strains circulating in the region of study are in agreement with those reported
in literature for swine, and that there is the possibility of interaction between human and
animal rotaviruses. These data are useful for a broader surveillance of circulating rotaviruses
and contribute to a better understanding of the pathogenesis, epidemiology and disease

prevention, especially in regard to its zoonotic aspect.

Keywords: Rotavirus. Swine. Diagnostic. PCR. Preventive Veterinary Medicine.
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1 INTRODUCAO

A diarreia € um dos maiores problemas enfrentados pelos produtores de suinos devido
aos prejuizos econémicos decorrentes desta enfermidade, no que diz respeito aos custos com
tratamento, morte e queda na produtividade. Neste contexto, os rotavirus do grupo A (RVA)
sdo considerados os principais agentes virais envolvidos nos quadros de diarreia, ndo s6 em
leitdes como em outras espécies animais (ALFIERI et al., 1999a; ESTES; KAPIKIAN, 2007).

Além disso, no ambito epidemioldgico o rotavirus merece destaque devido ao seu
carater zoonoético e capacidade de transmissdo interespécies. Inclusive em humanos, este
agente esta envolvido com a ocorréncia da gastroenterite infecciosa em criancas (PAHO,
2001; COOK et al., 2004; MARTELLA et al., 2005; TATE et al., 2012).

Trata-se de um enteropatdgeno pertencente a familia Reoviridae, com RNA de fita
dupla, ndo envelopado, e que possui elevada variabilidade antigénica e genética (ESTES;
KAPIKIAN, 2007). A principal forma de transmisséo é a via fecal-oral, ocorrendo ainda por

meio de adgua e alimentos contaminados (MARTELLA et al., 2010).

As proteinas virais VP4 e VP7 possuem um papel central na classificagdo e escolha de
estirpes vacinais de rotavirus, porém ha a necessidade de se associarem conhecimentos acerca
do papel das demais proteinas, dentre elas as ndo estruturais 2 e 5 (NSP2 e NSP5), pois
guardam diversas implicacbes quanto ao modo de parasitismo do agente ou mesmo para
servirem como marcadores adicionais visando o diagndstico, a caracterizacdo molecular e

relacGes zoonoticas.

Sabe-se que tais proteinas, NSP2 e NSP5, sdo essenciais para a replicacdo dos
rotavirus, uma vez que estdo envolvidas na formacao de estruturas citoplasmatica especificas
de “montagem”, chamadas viroplasmas, no interior das quais se inicia a morfogénese de

novas particulas virais (EICHWALD et al., 2004a; CARRENO-TORRES et al., 2010).

O segmento gendmico codificador da NSP5 contém uma segunda regido aberta de
leitura (ORF) que codifica outra proteina, a NSP6, cuja funcdo ainda € pouco conhecida, mas

que preliminarmente interage com a NSP5 nos processos de hiperfosforilagdo. No entanto,
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dados os seus baixos niveis de expressdo, sugere-se que ela ndo tenha um papel regulatério
essencial (SAMANIEGO-HERNANDEZ et al., 2006).

No tocante a caracterizagdo de amostras de rotavirus circulantes em diversas
localidades, ainda sdo muito escassos trabalhos no Brasil visando a caracterizagdo e analise da
NSP2 e NSP5, principalmente em suinos, uma vez que a maior parte dos trabalhos presentes
na literatura refere-se a amostras humanas. Desta forma, pretende-se com este estudo
contribuir para uma melhor compreensdo da patogenia, epidemiologia e prevencao da doenga,

inclusive no que diz respeito ao carater zoonético do agente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rotaviroses

2.1.1 Impacto na Suinocultura

A suinocultura desponta como um dos pilares do agronegécio no Brasil. O mercado
conta com 40 mil suinocultores, e uma producdo de aproximadamente 3,4 milhdes de
toneladas no ano de 2011, segundo o altimo relatorio da Associagdo Brasileira da Industria
Produtora e Exportadora de Carne Suina (ABIPECS). O tamanho do setor o qualifica como
um dos responsaveis pelo desenvolvimento econémico e social de varios municipios
brasileiros, gerando mais de 600 mil empregos no campo, na industria, no comércio e nos
servicos, e classifica o Brasil como o quarto maior exportador mundial, atras de Canada,
Estados Unidos e Unido Européia. Os principais compradores sdo Russia, Hong Kong,
Ucrania e Angola (RELATORIO ABIPECS, 2011).

Neste contexto, para que o mercado externo se mantenha em expansédo, oferecendo
produtos de elevada qualidade que garantam a salde do consumidor, é imprescindivel o
controle de doencas no ambiente de criacdo de suinos, o que representa um desafio ao
produtor, haja vista o potencial de transmissdo de algumas delas e porque geralmente
acarretam elevados prejuizos econémicos decorrentes de morte e refugo dos animais, perda de
uniformidade dos lotes, maior predisposicdo as demais infecgbes (principalmente
respiratdrias) e custos com tratamento de suporte (ALFIERI et al., 1999a; PAHO, 2001).

Com relagdo a estas enfermidades, a diarreia esta entre as mais frequentes na producéo
suinicola em todo o mundo (VANNUCCI; GUEDES, 2009). Trata-se de uma sindrome
multifatorial que pode estar relacionada a agentes etioldgicos como bactérias (Escherichia
coli, Clostridium perfringens tipo C), protozoarios e virus (rotavirus, coronavirus e
calicivirus) (ALFIERI et al., 1994; CALDERARO et al., 2001; WIELER et al., 2001) e ainda
a fatores nutricionais, fisioldgicos, alteracdes ambientais, imunidade e manejo, que cooperam
para 0 agravamento dos quadros (DEWEY et al., 2003; ESTES; KAPIKIAN, 2007). A
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semelhanga do quadro clinico ocasionado por quaisquer destes agentes torna impossivel a

definicdo precisa da etiologia com base apenas na sintomatologia.

Dentre os agentes virais, 0s RVA sdo 0s principais envolvidos nas enterites antes e pos
desmame em leitbes (SAIF et al. 1994) e sua ampla disseminagdo nas criagdes, inclusive no
Brasil, ja foi demonstrada em diversos estudos (ALFIERI et al., 1999a; ALFIERI et al.,
1999b; KHAMRIN et al., 2007; STEYER et al., 2007; GREGORI et al., 2009; LINARES et
al., 2009). Considerando a frequéncia de ocorréncia, 0s RVA desempenham um importante
papel na epidemiologia da rotavirose suina, porém os RV dos grupos B e C também ja foram
descritos ocasionando diarreia em leitdes nesta mesma etapa de criagdo, e ocorrem com maior
frequéncia nesta espécie animal em comparacao com outras (SAIF; JIANG, 1994; CHANG et
al., 1997).

Os sinais clinicos da enterite causada por este agente consistem em diarreia de curta
duracdo, geralmente dois a trés dias, amarelo-esbranquicada, de consisténcia pastosa a liquida,
perda de peso em graus varidveis e desidratacdo severa (ALFIERI et al., 1999a; VANNUCCI;
GUEDES, 2009). A excrecdo do virus prolonga-se por 7 a 8 dias pés-infeccdo (ALFIERI et
al., 1999a). A intensidade dos sinais, bem como as taxas de morbidade e mortalidade e a
disseminacdo da doenca, variam de acordo com alguns fatores tais como diferengas na
viruléncia e/ou dose da cepa infectante, ocorréncia de infec¢bes secundarias, idade e
condicBes imunitarias do hospedeiro, manejo da granja ou do ambiente onde o animal se
encontra no que diz respeito a limpeza, nimero de animais por lote, desinfec¢do, umidade e
ventilagéo, entre outras (MELIN et al., 2004).

2.1.2 Importancia em Saude Publica

Devido ao seu carater zoondético, 0s RVA causam grande impacto também na salde
publica, pois sdo os principais agentes virais envolvidos na gastroenterite infecciosa infantil
em todo o mundo, sobretudo em paises em desenvolvimento (PAHO, 2001; PARASHAR et
al., 2003). Para se ter ideia, um estudo recente realizado por Tate et al. (2012) estimou que

453.000 criancas menores de 5 anos morrem, a cada ano, em decorréncia de diarreia por
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rotavirus, o que representa 37% dos Obitos relacionados a diarreia e 5% de todas as mortes

nesta faixa etaria.

Com efeito, nos paises em desenvolvimento, as condi¢Bes precarias de higiene e
saneamento basico, bem como desnutricdo e incidéncia de demais infeccOes
imunossupressoras, contribuem para o agravamento da doenca (JAIN et al., 2001;
PARASHAR et al., 2003, 2006).

Ademais, destaca-se o papel que os animais desempenham como fontes de infeccédo
para a transmissdao do virus, o que implica na diversificacdo genética e antigénica dos
rotavirus humanos (COOK et al., 2004; MATTHIIJNSSENS et al., 2006; MARTELLA et al.,
2010).

2.2 Rotavirus

A primeira evidéncia da participacdo de rotavirus em quadros de diarreia foi descrita
por Mebus et al. (1969), que na ocasido reproduziram a doenca em bezerros inoculados
experimentalmente com um filtrado (livre de bactérias) oriundo de material fecal de bezerros
que apresentavam diarreia. Neste estudo, os autores identificaram particulas virais por meio
de ME, as quais foram denominadas NCDV (“Nabraska Calf Diarrhea Virus”) (MEBUS et
al., 1969).

Posteriormente, Bishop et al. (1973) detectaram os mesmos agentes, também por ME,
em biodpsias do epitélio duodenal de criancas com diarreia de natureza ndo bacteriana, e entdo
Flewet et al. (1974) verificaram que as particulas virais presentes no material fecal de
bezerros com quadro de diarreia, bem como de criangas com gastroenterite aguda eram

morfologicamente indistinguiveis a ME.

Por fim, no ano de 1978, o ICTV (International Comiteee on Taxonomy of Viruses)
propde a criacdo do género Rotavirus como pertencente a familia Reoviridae (MATTHEWS,
1979).
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2.2.1 Caracteristicas morfoldgicas e fisico-quimicas

Segundo o altimo relato do ICTV, os rotavirus sdo virus ndo envelopados de RNA de
fita dupla (dsRNA), pertencentes a familia Reoviridae, subfamilia Sedoreovirinae,
constituidos por uma tripla camada de proteinas, com um diametro total de aproximadamente
100 nm e simetria icosaédrica. As particulas completas assemelham-se a uma roda radiada,

dai a designagao “rotavirus” (do latim rota, que significa “roda”) (KING et al., 2012).

A camada mais interna (core) é constituida pelas proteinas VP1, VP2 e VP3, a
intermediaria pelo polipeptidio VP6, a qual serve de base para a classificacdo em grupos ou
espécies virais de A a G, sendo o grupo A 0 mais prevalente tanto em humanos quanto em
animais, e também em subgrupos (1, Il, I e Il, ndo-I e ndo-I1) mediante emprego de anticorpos
monoclonais. A camada mais externa € composta pelas proteinas VP4 e VP7, responsaveis
pela indugdo de anticorpos neutralizantes e que definem os genotipos virais P e G,
respectivamente, caracterizados pela técnica de RT-PCR (ESTES; KAPIKIAN, 2007; KING
etal., 2012).

Com relacéo a infectividade, esta permanece viavel em pH entre 3 e 9, é relativamente
termoestavel a 50°C e resistente a tratamentos com solventes como o éter e cloroférmio, ou
detergentes ndo ibnicos, o que reflete a auséncia de envelope lipidico na particula viral
madura (ESTES; KAPIKIAN, 2007). No entanto, a infectividade é afetada por ciclos
repetidos de congelamento e descongelamento, e o virion podem ser inativado por
desinfetantes tais como fenol, formalina, cloro e betapropiolona (KAPIKIAN et al., 1988;
CHEN et al., 1993), além do etanol a 95%, considerado como um dos desinfetantes mais

eficazes porque remove o capsideo externo (KING et al., 2012).

Como dito anteriormente, a auséncia de envelope lipidico confere ao rotavirus uma
elevada resisténcia as condi¢cGes ambientais, 0 que associada a grande quantidade de
particulas eliminadas pelos animais durante a fase aguda da diarreia — em torno de 10
particulas/mL de fezes (KOOPMANS,; DUIZER, 2004) — faz-nos discorrer acerca da
possibilidade de disseminacdo deste agente por meio de agua e alimentos contaminados
(HOPKINS et al., 1984) e efluentes ndo tratados, este ultimo inclusive demonstrado por

Nishida et al. (2009), que evidenciaram a eliminagdo de rotavirus no ambiente a partir dos
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efluentes de criagdes de suinos, cujo manejo envolvia o despejo das excretas em solo direto,
aterro e caixa de decantacdo com posterior destinagédo a agricultura. Segundo a WHO (2006),
0s rotavirus permanecem viaveis por aproximadamente 60 dias em esgoto comum, o0 que

corrobora o exposto.

2.2.2 Genoma viral

Os RVA possuem um genoma constituido por 11 segmentos de dsRNA. A maioria
destes codifica uma unica proteina (monocistrénicos), neste caso seis proteinas estruturais
(\VVPs) e seis proteinas ndo estruturais (NSPs). A excecdo é o segmento 11 (bicistrénico) que
possui uma segunda ORF, o que leva a expressdo de outra proteina (NSP6), juntamente a
NSP5 (ESTES; KAPIKIAN, 2007; MATTHIIJNSSENS et al., 2011).

As particulas virais contém suas proprias RNA-polimerases (RNA-dependente viral)
para transcreverem os segmentos individuais de RNA em mRNA. A transcrigdo e assimétrica,
sendo que cada segmento de RNA possui polaridade positiva, sintetizado a partir da fita
negativa do RNA genémico (ESTES, 2001).

O sitio exato da transcri¢cdo no citoplasma ndo é conhecido. Os segmentos de RNA
ndo apresentam sinal de poliadenilacdo e sdo ricos em adenina e uracila (58% a 67%). Eles
contém sequéncias comuns conservadas, denominadas consensuais, nas extremidades 5’ e 3,
ou seja, quase todos mMRNA comegcam com uma sSequéncia de consenso 5’-
(GGCUUUUAAA...)-3’ na extremidade 5’ e terminam com uma de consenso 5’-
(...AUGUGACC)-3’ na extremidade 3’. Observa-se, contigua a tais regides de ambas as
extremidades dos diferentes segmentos, uma segunda regido conservada, de pelo menos 30-40
nt, a qual é segmento-especifica. Essas duas regiGes de conservacdo constituem importantes
sinalizadores que desencadeiam o processo de transcrigdo, replicacéo e selecdo dos segmentos
para o “empacotamento” no genoma viral (PATTON; SPENCER, 2000; ESTES, 2001; KING
etal., 2012).
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2.2.3 Proteinas estruturais

O core viral, que envolve o dsRNA, é composto por trés proteinas, duas das quais
estdo diretamente associadas com o genoma (VP1 e VP3), enquanto a terceira (VP2) forma o
capsideo interno. Essas proteinas atuam no processo de transcricdo e replicacdo do RNA, mais
especificamente a VP1 desempenha a funcdo de RNA polimerase, atuando como transcriptase
e replicase viral, juntamente a VP2, sendo que apenas na presenga desta a VP1 é ativada
(KING et al., 2012). Com relagdo a VP3, estudos demonstraram que ela é responsavel por se
ligar as fitas de RNA de fita simples (ssSRNA) e transporta-las para que sirvam de molde para
a sintese das fitas de dsSRNA (PATTON et al., 2007; KING et al., 2012).

O capsideo intermediario é formado pela VVP6, codificada pelo segmento 6, sendo ela
o principal componente estrutural dos virions, devido as suas interagdes com as proteinas do
capsideo externo (VP4 e VP7) e com a VP2. E hidrofébica, altamente antigénica e
imunogénica e, por conter epitopos comuns a todos os rotavirus dentro de um determinado
grupo, ela serve de base para a classificacdo deles em grupos ou espécies virais de A a G, e
também para a caracterizacdo dos subgrupos (I e I), os quais sdo marcadores epidemiolédgicos
importantes, ja que as amostras ou pertencem ao subgrupo | ou ao Il (ESTES; KAPIKIAN,
2007; MATTHIINSSENS et al., 2008). Recentemente, uma nova espécie de rotavirus,
denominada “new adult diarrhea rotavirus”, isolada de suinos, tem sido classificada como

grupo H, de acordo com Matthijnssens et al. (2012).

As proteinas VP4 e VP7 formam o capsideo externo (ESTES; KAPIKIAN, 2007). A
VP4, também chamada de proteina de espicula, é codificada pelo segmento gendmico 4 e
contém um sitio de clivagem que ao ser ativado pela tripsina origina dois produtos, VP5* e
VP8*, resultando no aumento da infectividade viral por aumentar a penetracdo do virus nas
células. Sabe-se ainda que esta proteina promova imunidade protetora tanto em humanos
guanto em animais, pois esta relacionada a inducdo de anticorpos neutralizantes (OFFIT;
BLAVAT, 1986; ESTES; KAPIKIAN, 2007; KING et al., 2012). Ja a VP7, uma glicoproteina
codificada pelo segmento 9, é a segunda proteina mais abundante na estrutura do virion,
constituindo 30% deste, e juntamente a VP4, também induz a neutraliza¢do da particula viral
(ESTES; KAPIKIAN, 2007).
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2.2.4 Proteinas nao estruturais

As proteinas ndo estruturais (NSPs) dos rotavirus desempenham fungGes relacionadas
a replicacdo e morfogénese de novas particulas virais e evasdo da resposta imune do
hospedeiro (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

A NSP1, codificada pelo segmento 5, é a mais variavel de todas as NSPs e €
considerada um fator de viruléncia (KING et al., 2012). Ela atua antagonizando a resposta
imune inata do hospedeiro por induzir a degradacdo de intérferons, o que facilita a

transmissdo do virus célula a célula (PATTON et al., 2007).

A NSP3 é codificada pelo segmento 7 e é responsavel pela iniciacdo da traducéo por
se ligar simultaneamente a porc¢éo final 3” do mMRNA viral e ao fator eucaridtico de iniciacdo
da traducéo (elF4G) (PIRON et al., 1999; VENDE et al., 2000).

A NSP4, codificada pelo segmento 10, desempenha um importante papel na
morfogénese viral, isso porque atua como receptor para que as particulas virais imaturas (de
dupla camada) passem do citoplasma para o reticulo endoplasmatico, onde adquirem um
envelope transitorio e a maturacao é posteriormente finalizada (LOPEZ et al., 2005a; KING et
al., 2012). Além disso, a NSP4 possui uma atividade de enterotoxina semelhante a observada

na Escherichia coli, sendo por isso denominada peptideo toxigénico (BALL et al., 2005).

2.2.5 NSP2, NSP5 e NSP6

A NSP2, codificada pelo segmento gendmico 8 (1059 pb), é uma proteina de estrutura
octamérica (Figura 1), expressa em altos niveis em células infectadas, composta por 317
aminoacidos e massa molecular de 35 kDa (SCHUCK et al., 2001). Ela desempenha
diferentes atividades na replicacdo viral, como a de ligacdo ndo especifica aos sSSRNA para
inicio da sintese de fitas de RNA (+), translocacdo do RNA viral durante o “empacotamento”,
atividade de helicase independente de ATP, atividade trifosfatase (NTPase), que remove 0

fosfato de qualquer NTP e, recentemente descrita, uma atividade NDP-quinase, ou seja,
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transfere esses fosfatos resultantes de sua atividade NTPase para um substrato NDP e
portanto, regenera os NTPs (TARAPOREWALA et al.,, 1999; SCHUCK et al., 2001,
TARAPOREWALA,; PATTON, 2001; BAR-MAGEN; SPENCER; PATTON, 2007; HU et
al., 2012).

A hidrdlise do NTP serve de fonte de energia para as atividades enzimaticas da NSP2
e para a translocacdo do ssRNA, a qual ocorre devido a mudangas conformacionais nos
octdmeros desta proteina ao interagirem com os nucleotideos, e na presenca de magnésio e
ATP, permitindo que ela “carregue” o RNA até o core. Por esse motivo, alguns autores
atribuem a NSP2 a fun¢do de “motor molecular”, ou seja, ela catalisa as demais reagdes

enzimaticas (TARAPOREWALA et al., 1999; SCHUCK et al., 2001; KUMAR et al., 2007).

De acordo com Patton et al. (1993) e Hu et al. (2012), o dominio relacionado a ligacao
com 0 RNA é composto por 37 aminoacidos, cujos residuos vao do 205 ao 241, enquanto as
cisteinas dos residuos 6, 8, 85 e 285 estdo envolvidas com as pontes dissulfidicas, que
garantem a estrutura octamérica da proteina. Segundo estes mesmos autores, as mudancgas
conformacionais que garantem a NSP2 a funcdo de translocacdo do ssRNA ocorrem numa
extensa regido conservada de 75 bases (b) que incluem 35b na 5”-regido ndo codificante-3” e

mais as primeiras 30b da ORF.

Adicionalmente, Kumar et al. (2007) comprovaram que a atividade NTPase da NSP2
esta relacionada ao aminodacido histidina na posicdo 225, altamente conservado, que funciona
como um residuo catalitico para esta fun¢do enzimatica. Estes autores demonstraram que a
mutacdo neste residuo impede a sintese de dsRNA, porém sem afetar a formacdo dos

viroplasmas.
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Figura 1 — Viroplasmas detectados no citoplasma de células infectadas mediante imunofluorescéncia com
antissoro especifico para NSP2 (esquerda). A forma funcional da NSP2 é um octadmero formado a partir

da interagdo entre dois tetrameros (direita).

Fonte: Adaptado de Patton et al. (2007).

A NSP5, codificada pelo segmento 11 (667 pb), é composta por 198 aminoacidos com
alta proporcao de serina (21%) e treonina (4,5%) e massa molecular de 21 kDa, formando
uma estrutura dimérica. A NSP5 se liga ao dsRNA (VENDE et al., 2002) e também interage
com a NSP2 e VP2, e sofre alteraces pos-translacionais que incluem O-glicosilacdo e um
complexo padrdo de hiperfosforilagdo (AFRIKANOVA et al., 1998; BEROIS et al., 2003;
EICHWALD et al., 2004b). Sotelo et al. (2010) identificaram nove locais de fosforilacdo
nesta proteina, todos relacionados a residuos de serina, nas seguintes posi¢des no gene: 2, 4,
30, 37, 42, 56, 67, 101, 127, 163.

O segmento 11 também contém a sequéncia codificadora da NSP6, numa segunda
ORF, cuja funcéo ainda é pouco conhecida, mas que preliminarmente interage com a NSP5
nos processos de dimerizacdo e hiperfosforilacdo. Porém, dados os baixos niveis de expressdo
da NSP6, sugere-se que ela ndo tenha um papel regulatorio essencial (SAMANIEGO-
HERNANDEZ et al., 2006).

Estas duas proteinas tém uma estreita interacdo e, curiosamente, Cao, Barro e Hoshino

(2008), ao realizarem passagens seriais de rotavirus suinos em células da linhagem MA-104
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conseguiram detectar trés subpopulacdes com diferentes rearranjos génicos. Numa delas, foi
possivel detectar, além de recombinacgdo intragénica do gene NSP3, a insercdo truncada do
gene NSP2 dentro da NSP5, levando a um comportamento defectivo-interferente, ou seja,
particulas virais que ndo possuem o genoma viral completo, mas que sdo capazes de infectar
células. Seu ciclo de replicagdo depende, entretanto, da coinfeccdo com outras particulas

completas.

Adicionalmente, sabe-se que NSP2 e NSP5 estdo envolvidas na formacdo dos
viroplasmas, que sdo estruturas citoplasmaticas de “montagem” formadas durante o ciclo de
replicacdo, no interior das quais ocorre a replicacdo do genoma e a morfogénese de novas
particulas virais (Figura 1). Neles estdo contidas quatro proteinas estruturais (VP1, VP2, VP3,
VVP6) e as duas ndo estruturais, NSP2 e NSP5 (EICHWALD et al., 2004a;, ESTES;
KAPIKIAN, 2007; CARRENO-TORRES et al., 2010).

De acordo com Fabbretti et al. (1999), o papel de NSP2 e NSP5 na formagéo dos
viroplasmas é essencial, uma vez que ao serem coexpressas em células ndo infectadas formam
estruturas semelhantes aos viroplasmas (VLS). Em contrapartida, Contin et al. (2010)
demonstraram a possibilidade da formacdo dos VLS sob a coexpressdo de NSP5 e VP2,
apesar da auséncia da NSP2, indicando um papel central da NSP5 neste processo. Campagna
et al. (2005) e Lopez et al. (2005b) corroboram com esta hipdtese ao comprovarem que a
inibicdo da expressdo da NSP5 mediante RNA de interferéncia resultou na formacéo de

viroplasmas defeituosos, reduzida sintese viral, e decréscimo nos titulos de rotavirus.

Muito embora o significado bioldgico da hiperfosforilagdo da NSP5 no ciclo
replicativo dos rotavirus ndo seja muito bem esclarecido ainda, alguns autores afirmam que a
NSP2 tem papel fundamental neste processo, por induzir mudangas conformacionais nos
dimeros de NSP5 de modo a expor seus alvos para a atividade da quinase celular 1 (CK1)
e/ou atividade de auto-quinase, mais especificamente relacionadas ao residuo de serina da
regido 67 (Ser67) (AFRIKANOVA et al., 1998; EICHWALD et al., 2002, 2004b). No
entanto, estudos posteriores confrontaram essa hipotese ao demonstrarem gue mesmo em
casos de mutagdo da Ser67 por outro aminoacido, por exemplo, alanina, a NSP5 mutante foi
capaz de sofrer fosforilagdo e ainda esclarecem que a NSP2, na verdade, atua como um
potencializador da fosforilacdo, devido a sua atividade triposfatase, mas que ndo se faz
imprescindivel para tal (SEN; AGRESTI; MACKOW, 2006; SEN; SEN; MACKOW, 2007;



31

BAR-MAGEN; SPENCER; PATTON, 2007). Nota-se que a fosforilacdo da NSP5 parece ndo
ter relacdo com a formacao dos viroplasmas (CARPIO et al., 2004).

2.2.6 Evolugéo viral

A diversidade genética observada nos rotavirus estd associada a diferentes
mecanismos de evolugcdo que consistem em mutacdes pontuais (“drifts”), rearranjos
("rearrangements"), reestruturacdes (“'shifts” ou "reassortants™) (TANIGUCHI; URASAWA,
1995) e recombinac6es intragénicas (PARRA et al., 2004).

Nas mutacOes pontuais ocorrem substituicbes de bases, as quais sdo detectadas por
meio de sequenciamento de nucleotideos (FLORES et al., 1988). O contato com o sistema
imune do hospedeiro promove uma pressdo de selegdo por parte dos rotavirus, ocasionando
tais mutacBes (TANIGUCHI; URASAWA, 1995). Por esse motivo, este mecanismo é
frequentemente observado nos genes codificadores das proteinas de superficie VP4 e VP7,
por estarem diretamente em contato com os anticorpos neutralizantes (TANIGUCHI,
URASAWA, 1995).

O rearranjo ou “rearrangement” caracteriza-se por alteracGes nos trechos de uma
sequéncia dentro de um anico segmento genémico, que podem ocorrer na forma de delecdes
ou, mais frequentemente, como duplicacGes. Ja foi observado nos segmentos (S) 5, 6, 8, 10 e
11 dos RVA, porém mais frequentemente nos S5 e S11 (TANIGUCHI; URASAWA, 1995).
A Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE), essas alteracdes mostram-se quando ha
auséncia de alguns segmentos a partir da sua posicdo normal ou bandas adicionais mais lentas
(TANIGUCHI; URASAWA, 1995).

Desselberger (1996) explica que os rearranjos ocorrem provavelmente devido a uma
falha da RNA polimerase no momento da transcri¢do, fazendo com que esta enzima retorne
aleatoriamente a fita molde, reiniciando a transcri¢cdo. De acordo com Patton et al. (2007), a
regido codificadora do gene ndo é afetada, pois geralmente as duplicacbes acontecem

imediatamente apds o codon terminal, o que faz com que a ORF seja mantida e, entdo, a
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proteina viral codificada pelo segmento rearranjado seja similar a produzida pelo segmento

normal.

Virus com tais rearranjos foram primeiramente detectados em criangas
imunossuprimidas e cronicamente infectadas (PEDLEY et al., 1984; HUNDLEY et al, 1987).
Em animais, ha casos relatados em suinos (MATTION et al., 1988), coelhos (GORZIGLIA et
al., 1989) e bovinos (HUNDLEY et al., 1985), este ultimo obtido in vitro apds varias

passagens em cultivo celular.

Outro mecanismo de evolucgdo € 0 “reassortment’ ou reestruturacado, restrito aos virus
que possuem 0 genoma segmentado, como é o caso dos rotavirus, e ocorre quando as células
sdo coinfectadas com diferentes cepas do virus, pertencentes ao mesmo grupo, o que leva ao
compartilhamento de segmentos entre eles e 0 consequente “empacotamento” de novas e
diversas combinagfes génicas (TANIGUCHI; URASAWA, 1995; SIMON-LORIERE;
HOLMES, 2011).

A vantagem do “reassortment” para 0s rotavirus tem a ver com o fato de eles néo
serem naturalmente capazes de atravessar a barreira interespécies e entdo infectar ou
disseminar-se eficientemente no hospedeiro heterdlogo (TANIGUCHI; URASAWA, 1995;
MARTELLA et al., 2010). Em outras palavras, 0 “reassortment” de amostras de animais com
as de humanos gera virus que compartilham segmentos de RNA de ambos, e desta forma,
possuem uma chance maior de se difundirem em uma nova populacdo (MARTELLA et al.,
2010).

Ha ainda a recombinacéo intragénica, que consiste na troca de fragmentos entre duas
sequéncias génicas pertencentes a um mesmo genotipo, diferentemente do “reassortant”, em
que todo o segmento é trocado. Foi relatada primeiramente por Parra e colaboradores, em
2004, segundo o0s quais tal evento geraria virus quiméricos, capazes de se esquivar do sistema

imune do hospedeiro, hipdtese também sugerida por Simon-Loriere e Holmes (2011).
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2.2.7 Replicacao viral

Os rotavirus infectam as células absortivas diferenciadas (enterdcitos maduros)
localizadas no terco apical das vilosidades do intestino delgado, e a replicagcdo ocorre no
citoplasma destas células (ESTES, 2001).

O ciclo se inicia com a adsorcao do virus a célula, o que envolve a clivagem da VP4,
por acdo da tripsina, em seus produtos VP8* e VP5*, 0s quais promovem uma penetracdo
mais rapida, embora ndo se saiba 0 mecanismo exato deste efeito. No entanto, ha evidéncias
que apontam uma interacdo destas proteinas virais com as de superficie celulares, mais
especificamente da VP5* e VP7 com as integrinas. H& duas formas possiveis pelas quais o
virion adentra a célula: penetracdo direta pela membrana plasmatica ou endocitose. Acredita-
se que a primeira seja mediada pela regido hidrofébica da VP5*, ou seja, virions cuja proteina
de espicula ndo tenha sido clivada, ndo serdo capazes de penetrar por este mecanismo
(CARTER; SAUNDERS, 2007; KING et al., 2012).

Ap0s entrada no citoplasma da célula, os virions perdem seu capsideo externo (VP4 e
VP7), transformando-se em particulas de dupla camada, a partir das quais se iniciam as etapas
de transcricdo, traducdo, replicacdo e maturacdo viral (CARTER; SAUNDERS, 2007).
Primeiramente, os RNA”s sdo transcritos pela RNA polimerase RNA-dependente (VP1),
levando a producdo de RNA (+) a partir da fita negativa (-). Destes RNA (+) recem-
sintetizados, uma parte atua como mRNA, dando inicio a sintese das proteinas virais e, em
seguida, a formacdo dos viroplasmas por acao da NSP2 e NSP5, com subsequente acimulo de
VP1, VP2 e VP3 no interior dos mesmos, formando entdo o core. Enquanto isso, 0s demais
RNA (+) adentram no core recém-formado para servirem de molde para a sintese dos
RNA (-), novamente por agdo da VP1 como RNA polimerase, levando assim & formagao das
fitas duplas de RNA no virion. Nesta fase, um rigoroso processo de sele¢do assegura que cada
core receba um de cada dos 11 segmentos de RNA. Em seguida, a VVP6 € adicionada ao core
para formar a segunda camada do capsideo, resultando numa estrutura de dupla camada
semelhante aquela derivada do virion infectante (KAPIKIAN et al., 2001; CARTER,;
SAUNDERS, 2007; PATTON et al., 2007).
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A fase final de replicagdo ocorre no interior das particulas de dupla camada recém-
formadas (PDC), porém, diferentemente dos transcritos iniciais, estes ndo possuem o “cap”
(CARTER; SAUNDERS, 2007).

As PDC deixam o viroplasma e se ligam a NSP4, que por sua vez é sintetizada no RE
juntamente com a VP7, onde permanecem localizadas na membrana. Neste interim, a NSP4
se liga também a VP4. O complexo PDC + NSP4 + VP4 adentra 0 RE por brotamento, onde
recebe um envelope temporario semelhante a uma vesicula, contendo a VP7. O processo de
maturacdo culmina com a formacdo do capsideo externo e desaparecimento deste envoltorio
lipidico. Por fim, os virions sdo liberados da célula por lise ou exocitose (CARTER;
SAUNDERS, 2007; PATTON et al., 2007).

2.2.8 Genotipos

Tradicionalmente, as amostras positivas para RVA sdo classificadas com base em suas
duas proteinas do capsideo externo (VP4 e VVP7), as quais induzem a formacao de anticorpos
neutralizantes (ESTES; KAPIKIAN, 2007; KING et al., 2012), sendo que a VP7 determina o
genotipo G, por se tratar de uma Glicoproteina, enquanto a VP4 determina o genotipo P, por
ser Protease-sensivel. Assim sendo, foram identificados até o momento 35 genotipos P e 27
genotipos G (MATTHIINSSENS et al., 2011). No entanto, recentemente foi proposta uma
nova classificacdo para os rotavirus que leva em consideracdo todos os 11 segmentos
gendmicos, permitindo uma melhor compreensdo das relagbes evolucionarias entre as
espécies (MATTHIINSSENS et al., 2011).

Em humanos, os genotipos G e P mais importantes epidemiologicamente sdo G1 a G4
e P[4] ou P[8], sendo que seis combinacdes tém sido frequentemente relacionadas aos casos
de doenca, a saber, G1P[8], G2P[4], G3[P8], G4[P8], G9[P8] e G12[P8] (GENTSCH et al.,
1996; KHAMRIN et al., 2010; ZELLER et al., 2012), porém outras ja foram relatadas, tais
como G9P[6] na india (RAMACHANDRAN et al., 1996), G8P[6] em Malawi (CUNLIFFE et
al., 1999) e G5P[8] no Brasil (ALFIERI et al., 1996).
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Em bovinos, os genotipos mais comuns sdo G6, G8 e G10, associados com P[1], P[5]
ou P[11] (FUKAI et al. 1999; GHOSH et al. 2008), e também ja foram descritos genotipos
tipicamente humanos (G1, G2 e G3) e suinos (G11) (HUSSEIN et al., 1993; SILVA et al.,
2012).

No caso dos suinos, G3, G4, G5, G6 e G11 sdo os genotipos mais relatados,
associados com P[6] ou P[7] (GOUVEA et al., 1994; PARRA et al. 2008; GREGORI et al.,
2009). Cabe ressaltar que G3, G5, G6 e G8 sdo compartilhados por humanos e animais
(DESSELBERGER et al., 2001; MATTHIJNSSENS et al., 2006), por exemplo o G5 que ja
foi detectado em criancas com diarreia (ALFIERI et al., 1996; CARMONA et al., 2004), bem
como em suinos (BARREIROS et al., 2003).

No tocante as proteinas ndo estruturais 2 e 5, de acordo com a nova classificacao de
Matthijnssens et al. (2011), seus genotipos sdo representados pelas letras N e H,
respectivamente. Desta forma, a NSP2 possui nove genotipos (N1 ao N9) e a NSP5, 11 (H1
ao H11), sendo que em humanos j& foram descritos os genotipos N1, N2, N3 e H1, H2 e H3, e
em suinos N1 e H1 (MARTELLA et al., 2010; MATTHIINSSENS et al., 2011). Como
observado para VP4 e VP7, essas proteinas também compartilham genotipos entre humanos e
animais, tal como relatado por Matthijnssens et al. (2006), Tsugawa e Hoshino (2008),
Khamrin et al. (2010) e Martella et al. (2010).

Como exemplo, um estudo realizado por Esona et al. (2009) demonstrou que em seis
amostras africanas pertencentes ao genotipo G8, os genes VP7, NSP2, e NSP5 tiveram alta
identidade com amostras animais (entre 83-99% e 97-99%, nucleotidica e de aminoé&cidos,
respectivamente) (ESONA et al., 2009). Segundo estes mesmos autores, 0 estudo apresenta
evidéncias para a hipdtese de que ha uma interacdo dindmica entre os rotavirus de origem
humana e animal, onde provavelmente os genes NSP2 e NSP5 sejam oriundos de uma

introducédo zoondtica.

Ghosh et al. (2007) caracterizaram uma amostra bovina pertencente ao genotipo
G3P[3] proveniente da regido oriental da india, através do sequenciamento das regides
codificadoras da VP6, NSP4 e NSP5, e constataram que a mesma teria sido originada a partir

de multiplos eventos de reestruturacdes envolvendo rotavirus de origem bovina e simia. No
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que diz respeito a NSP5, ela apresentou 95% de identidade em termos de aminoacidos com a

amostra padrao bovina RF.

Ja em suinos, Ghosh et al. (2010) definiram a sequéncia nucleotidica dos genes
codificadores da VP1, VP2, VP3, e NSP1, NSP2 e NSP3 da amostra RU172 e, quanto a
NSP2, tal amostra agrupou-se num grupo predominantemente composto por rotavirus

humanos.

Khamrin et al. (2009) ao estudarem uma amostra ndo usual de rotavirus, G3P[10] de
uma crianca de 2 anos hospitalizada na Tailandia, observaram que o gene NSP5 desta amostra
estava filogeneticamente relacionado a uma outra amostra humana que havia circulado neste

mesmo pais ha 11 anos, com genotipo G12P[9].

No Brasil, merece destaque o estudo pioneiro de Medici et al. (2010) ao analisarem a
diversidade molecular do gene codificador da NSP2, no qual foi possivel concluir que houve a
segregacao num cluster unico de trés amostras suinas pertencentes ao grupo B dos rotavirus,

tendo os valores de identidade nucleotidica variado de 90.4% a 91.8% entre si.
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3 OBJETIVOS

Considerando o impacto econdmico das rotaviroses para a suinocultura e a
importancia do monitoramento deste agente infeccioso, 0s objetivos deste trabalho
consistiram em:

» Caracterizar os genes codificadores da NSP2 e NSP5 presentes em amostras fecais suinas
positivas para rotavirus mediante a técnica de RT-PCR e pela determinacdo de suas

sequéncias nucleotidicas.

* Analisar a diversidade génica encontrada, no escopo da epidemiologia da doenca em

animais e humanos, com base nas anélises filogenéticas.

* Contribuir para o entendimento e prevencdo das rotaviroses bem como suas possiveis

relagdes zoonoticas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

Foram testadas 63 amostras fecais de leitdes na fase de maternidade, com idade até 34
dias, com e sem diarreia, e colhidas durante os anos de 2011 e 2012. As amostras eram
provenientes de seis criacBes localizadas em municipios do Estado de Sdo Paulo, a saber,
Limeira, Pereiras, Holambra, Cunha, Fartura e Braganca Paulista. No momento da colheita,
apenas a granja localizada no municipio de Braganca Paulista utilizava vacinacdo contra o

rotavirus do grupo A como método de profilaxia.

Essas amostras foram submetidas a triagem quanto a presenca de rotavirus por meio

da técnica de nested-PCR, conforme descrito por Salem et al. (2010).

Utilizou-se a amostra NCDV de rotavirus como padrdo positivo nas reacdes de
deteccdo viral. Para controle negativo foi utilizada agua previamente tratada com DEPC, na

proporc¢do de um controle negativo intercalado a cada cinco amostras.

4.2 Diagndstico de rotavirus

O diagnostico de rotavirus suino foi realizado utilizando-se uma reacédo de transcricao
reversa seguida por reagGes em cadeia pela polimerase (RT-PCR) dirigidas a amplificagédo de
um segmento de 975 pb, codificador da NSP2 e outro de 667 pb, codificador tanto da NSP5
quanto da NSP6.

Com relagdo a amplificacdo da NSP2, os primers (oligonucleotideos iniciadores)
sugeridos por Matthijnssens et al. (2006) foram submetidos a uma andlise in silico para se
observar se havia identidade com os sitios de hibridizacdo. Para isso, varias sequéncias

nucleotidicas acerca do gene codificador da NSP2 de rotavirus suinos e bovinos foram
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recuperadas do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide), e

alinhadas mediante o uso do software Clustal W v. 1.8.3.

Ao se observar visualmente os alinhamentos nucleotidicos, junto ao programa Bioedit
v.7.0.9 (HALL, 1999), constatou-se que 0 primer senso apresentou identidade proxima ou
igual a 100% ao longo de todas as amostras (dados ndo mostrados), fato este que ndo ocorreu
com o primer antissenso. Com base nisto, optou-se pelo desenho de novos primers, mantendo,
porém, o primer senso, e ainda pela fragmentacdo do gene da NSP2 em duas partes, visando
otimizar o sequenciamento deste, posteriormente. Assim, trés novos primers foram
desenhados, levando-se em consideracdo o fato de assegurar compatibilidade com o senso,
mediante a definicdo de uma area consensual e também dos parametros de temperatura de
anelamento (Tm, % GC) ¢ analise de “hairpins”, dimeros ("self-dimer" e "cross-dimer"),
sequéncias palindromas e repeticdes de um mesmo nucleotideo (“runs"), avaliados por meio

do aplicativo on-line Netprimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html).

Com relacdo a amplificacdo de NSP5/6, o par de primers sugerido por Matthijnssens
et al. (2006) foi submetido ao mesmo processo de teste in silico, e ambos apresentaram

identidade préxima ou igual a 100% ao longo de todas as amostras (dados ndo mostrados).

Portanto, para amplificacdo da NSP2 foram utilizados os primers GEN-NSP2F
(MATTHIINSSENS et al., 2006) e NSP2RW707 para a primeira porcdo do gene, e
NSP2FW707 e NSP2RW975 para a segunda, contemplando uma regido de 975 pb, ao total.
J& para amplificacdo da NSP5/6 utilizou-se os primers GEN-NSP5F e GEN-NSP5R
(MATTHIINSSENS et al., 2006), para uma regido de 667 pb (Quadro 1).
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Quadro 1 — Descricéo dos primers utilizados no presente estudo, dirigidos aos genes da NSP2 e NSP5, para
deteccdo de rotavirus suino - S&o Paulo - 2013

Primer Sequéncia (5°—3) Amplicon (pb) Referéncia

GEN-NSP2F GGCTTTTAAAGCGTCTCAG Ma“h'lrz‘%sggs etal,

728
NSP2-RW707 GTACCATTTCCAGTGATRTCTC Desezg‘t‘ijdd%”e“e
NSP2-FW707 CATGGTAAAGGTCACTAYAGAG

247 Desenhados neste
NSP2-RW975 ACAGTTGACTATCTTTYTACCT estudo
GEN-NSP5F GGCTTTTAAAGCGCTACAG N

667 Matthijnssens et al.,
GEN-NSP5R GGTCACAAAACGGGAGT 2006

Fonte: Barbosa (2013)

4.3 Extracdo de RNA

A extracdo de RNA viral consistiu em preparar suspensdes das amostras fecais a 50%
(p/v) em agua tratada com DEPC (Invitrogen™) e posteriormente clarifica-las por

centrifugacdo a 12.000 g por 15 minutos a 4°C, tomando-se 0 sobrenadante como amostra.

Em seguida, homogeneizaram-se 750 pL de Trizol® e 250 pyL de suspensdo de
amostra, incubando-se por 5 minutos & temperatura ambiente. Depois, adicionaram-se 200 pL
de cloroférmio, homogeneizando em vortex, incubando-se por 10 minutos na centrifuga
refrigerada (4°C). Centrifugou-se a 12.000 g por 15 minutos a 4°C e transferiu-se a fase

aquosa para outro tubo previamente identificado, com uso de pipeta.

Na préxima etapa, adicionaram-se 500 uL de alcool isopropilico e incubou-se por 15
minutos em freezer a -20°C, homogeneizando com vortex em seguida, e centrifugou-se a
12.000 g por 15 minutos a 4°C. Feito isso, desprezou-se o sobrenadante, vertendo o tubo pelo
lado oposto ao que foi centrifugado. Apds, foram adicionados 950 pL de etanol a 75%,
homogeneizando manualmente. Centrifugou-se a 12000 g por 10 minutos a 4°C e o

sobrenadante foi desprezado. O sedimento foi seco mantendo-se o tubo em banho-maria seco
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a 56°C, adicionando-se, em seguida, 25 uL de &gua ultrapura previamente tratada com DEPC

(Invitrogen™).

Por fim, o tubo foi incubado a 56°C por 10 minutos e conservado a -20°C até o

momento do uso.

44 RT-PCR

A partir do RNA extraido, procedeu-se a reacdo de transcricdo reversa (RT) para
sintese de DNA complementar (¢cDNA), utilizando-se primers randdmicos (Invitrogen™ Cat.
No. 48190-011).

Para tal, 7 pL do RNA extraido (item 4.3) foram submetidos a 95°C durante 5 minutos
para desnaturagéo e, em seguida, mantidos 10 minutos em gelo. Ao mesmo foi adicionado o
mix de RT, que por sua vez era composto por 1x First Strand Buffer (Invitrogen™), 1 mM de
cada dNTP, 10 mM DTT, 1 pL de Random Hexamers (50 ng/pL - Invitrogen™ Cat. No.
48190-011), 200 U MMLYV Reverse Transcriptase (Invitrogen™) e 4gua previamente tratada
com DEPC qg.s.p. 20 pL. A RT foi realizada a 37°C por 1 hora e a 70°C por 15 minutos em
termociclador.

A seguir, para realizacdo da PCR, um volume de 5 pL de cDNA foi adicionado ao mix
de PCR, que por sua vez era composto por 1 x PCR Buffer (Invitrogen™), 0,2 mM de cada
dNTP, 0,2 uM de cada primer GEN-NSP2F, NSP2RW707, NSP2FW707 e NSP2-RW975
(para NSP2) ou GEN-NSP5F e GEN-NSP5R (para NSP5/6) (Quadro 1), 2 mM MgCl,, 5U de
Taq DNA Polymerase (Invitrogen™) e 4gua ultrapura previamente tratada com DEPC q.s.p.
25uL, submetendo-os aos seguintes ciclos de temperatura/tempo: um ciclo de 94°C/3
minutos, 40 ciclos de amplificagdo (94°C/45 segundos, 45°C/45 segundos, e 70°C/2,5

minutos) seguidos por uma extensdo final de 70°C por 7 minutos.

Por fim, 10 pL de cada produto amplificado foram analisados mediante eletroforese
em gel de agarose a 1,5 % (p/v) em tampéao TRIS-borato 0,045M; EDTA 0,001M pH 8,0, e

corados com brometo de etidio a 0,5 pg/mL, sendo consideradas positivas as amostras que
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apresentaram fragmento de 975 pb para NSP2 e 667 pb para NSP5/6, tendo como referéncia
DNA ladder de 100 pb (Invitrogen™).

4.5 Sequenciamento de DNA

Os amplicons com fragmentos de tamanho compativel (item 4.4) foram purificados

com ExoSAP-IT™, de acordo com as instrugdes do fabricante (GE Heathcare).

Em seguida, procedeu-se a reacdo de sequenciamento bidirecional de DNA em
sequenciador automatico ABI-3500 (Applied Biosystems™). A rea¢do para cada amostra
consistiu em dois diferentes tubos, contendo cada um deles 2 pL de BigDye 3.1 (Applied
Biosystems™), 1,5 puL de tampao de sequenciamento, 5 uM de cada primer senso ou
antisenso e 6,0 uL do DNA alvo para uma reacdo final com volume de 10 pL, sendo
submetidos a 40 ciclos de 96°C por 1 minuto, 50 °C por 15 segundos, 60°C por 4 minutos,
com rampa de 1°C por segundo em todas as etapas.

A seguir, com o intuito de se removerem os terminadores ndo incorporados ao DNA,
utilizou-se BigDye XTerminator™, segundo o protocolo fornecido pelo fabricante. Por fim,
as amostras foram levadas ao sequenciador de nucleotideos para processamento de acordo

com as instrucdes do fabricante.

4.6 Analise das sequéncias

De posse dos cromatogramas, foi feita uma inspecdo visual das sequéncias geradas
para cada fita senso e antissenso por meio do aplicativo FinchTv v. 1.4.0 (©2011, Geospiza).
Ap0s isso, elas foram editadas com o programa Bioedit v.7.0.9 (HALL, 1999) para uma busca
por discrepancias entre cada uma das fitas sequenciadas e, em seguida foram alinhadas entre
si e com outras homdlogas recuperadas do Genbank, utilizando-se o software Clustal W

versdo 1.8.3 no mesmo programa (THOMPSON et al., 1994), visando a andlise filogenética.
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As sequéncias de NSP2, NSP5 e NSP6 recuperadas do Genbank utilizadas nesta etapa
estdo apresentadas nos quadros 2a, 2b e 2c, respectivamente. Buscou-se contemplar
representantes de todos o0s genotipos descritos para tais proteinas, de acordo com
Matthijnssens et al. (2011).

Quadro 2a — Sequéncias do gene NSP2 de rotavirus recuperadas do GenBank utilizadas para a reconstrucdo da
genealogia, segundo nimero de acesso, genotipo da amostra e hospedeiro - Sdo Paulo - 2013

continua
NUmero de acesso | Genotipo | Hospedeiro

EF560709 N1 humano
EF672587 N1 humano
GU296412 N1 humano
EF672615 N1 humano
JQ713649 N1 humano
GU199489 N1 suino
EF990688 N1 suino
GU199195 N1 suino
EF990696 N1 suino
GU199517 N1 suino
DQ494401 N1 bovino
DQ494402 N1 bovino
GU827413 N1 felino
AY787648 N2 humano
DQO005107 N2 humano
EF554111 N2 humano
HQ650123 N2 humano
EF990704 N2 bovino
EF990700 N2 bovino
FJ347118 N2 bovino
JF693044 N2 bovino
EF554155 N2 ovino
JF712584 N2 cavalo
EU708952 N2 felino
DQ490534 N3 humano
DQ146703 N3 humano
AB009625 N4 ave
DQ838615 N5 simio
DQ838613 N5 simio
DQ838614 N5 simio
DQ838612 N5 simio
DQ838611 N5 simio
FJ169860 N6 ave
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Quadro 2a — Sequéncias do gene NSP2 de rotavirus recuperadas do GenBank utilizadas para a reconstrucdo da

genealogia, segundo nimero de acesso, genotipo da amostra e hospedeiro - S&o Paulo - 2013

conclusdo
Numero de acesso | Genotipo | Hospedeiro
GQA479954 N7 rato
GU983677 N8 morcego
JF712562 N9 equino

Quadro 2b — Sequéncias do gene NSP5 de rotavirus recuperadas do GenBank utilizadas para a reconstrucdo da

genealogia, segundo nimero de acesso, genotipo da amostra e hospedeiro - Sdo Paulo - 2013

continua
NUmero de acesso Genotipo | Hospedeiro

EF672618 H1 humano
EF560712 H1 humano
EF672590 H1 humano
DQ146698 H1 humano
DQ146681 H1 humano
GU199491 H1 suino
DQ916134 H1 suino
EF990690 H1 suino
EF990698 H1 suino
DQ204739 H1 suino
DQ494399 H1 bovino
DQ494400 H1 bovino
AY787651 H2 humano
EF554092 H2 humano
DQO005104 H2 humano
EF672562 H2 humano
HM467919 H2 humano
AB091727 H2 bovino
EF185863 H2 bovino
EF554114 H3 humano
EF554103 H3 humano
EF554136 H3 humano
EF990706 H3 bovino
AF188126 H3 bovino
EF990702 H3 bovino
GU384198 H3 bovino
EF554158 H3 ovino
GU937887 H3 caprino
AB009628 H4 ave
EU486980 H4 ave




45

Quadro 2b — Sequéncias do gene NSP5 de rotavirus recuperadas do GenBank utilizadas para a reconstrucéo da

genealogia, segundo nimero de acesso, genotipo da amostra e hospedeiro - S&o Paulo — 2013

Numero de acesso

HM627563
DQ838627
DQ838628
DQ838629
DQ146706
EU636934
EU708955
EU708922
JF712587
JF712576
EU486984
FJ169863
GU983680

concluséao
Genotipo | Hospedeiro

H5 humano
H5 simio

H5 simio

H5 simio

H6 humano
H6 simio

H6 felino
H6 canino
H7 equino
H7 equino
H8 ave

H8 ave
H10 morcego

Quadro 2c — Sequéncias do gene NSP6 de rotavirus recuperadas do GenBank utilizadas para a determinacéo da

identidade nucleotidica e de aminoacidos, segundo nimero de acesso e hospedeiro - Sdo Paulo - 2013

continua
NUmero de acesso Hospedeiro

HM773820 humano
HM773798 humano
HM773776 humano
HM773754 humano
HM773732 humano
HM773710 humano
JN258837 humano
EF672618 humano
JF796722 suino
JF796700 suino
JF796733 suino
DQ916134 suino
AY769694 humano
AY787651 humano
EF185863 humano
EF672569 humano
EF672611 humano
DQ838627 simio
DQ838628 simio
DQ838629 simio
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Quadro 2c — Sequéncias do gene NSP6 de rotavirus recuperadas do GenBank utilizadas para a determinacéo da
identidade nucleotidica e de aminoacidos, segundo nimero de acesso e hospedeiro - Sdo Paulo — 2013

conclusdo
Namero de acesso Hospedeiro
JF791805 simio
AF306493 simio
DQ146706 humano

Foi definido um bloco consensual de analise para serem feitas as matrizes de
identidade nucleotidica e de aminoacidos entre as amostras, mediante o software Bioedit
v.7.0.9 (HALL, 1999).

Para realizar a inferéncia filogenética, utilizou-se o programa Mega versdo 5.05
(TAMURA et al., 2011) e a arvore gerada a partir das sequéncias nucleotidicas foi construida
empregando-se o método de “neighbor-joining”, com modelo de substitui¢ao nucleotidica
“maximum composite likelihood”. Cada ramo foi aferido com procedimento estatistico de
‘Bootstrap’, utilizando-se 1000 repeticdes, sendo o0s valores maiores ou iguais a 70

apresentados proximos aos nas.
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5 RESULTADOS

5.1 ReacOes de RT-PCR visando os genes codificadores das NSP2, NSP5 e NSP6

Das 63 amostras fecais diarreicas de suinos, submetidas a triagem por meio de PCR
com os primers descritos por Salem et al. (2010), 17 delas (17/63 ou 27%) apresentaram-se

positivas para a presenca de rotavirus, provenientes de cinco municipios diferentes.

Destas, foi possivel amplificar o fragmento parcial do gene codificador da NSP2 e o
segmento completo do gene codificador da NSP5/6 em nove delas (9/17 ou 53%), com o0s

primers desenhados neste estudo e os descritos por Matthijnssens et al. (2006) (item 4.2).

Todas as nove amostras positivas, inclusive o padrdo de rotavirus NCDV,
apresentaram ao gel de agarose, nas condi¢des previamente descritas, uma Unica banda de 975
pb (NSP2) e 667 pb (NSP5/6). Os controles negativos empregados nas reacGes néo

evidenciaram quaisquer bandas a visualizacao do gel.

5.2 Reacdo de sequenciamento nucleotidico

Para a NSP2, foi possivel obter as sequéncias de apenas sete das nove amostras
positivas (amostras SWRV1 a SWRV7), para as quais o gene codificador desta proteina foi

definido parcialmente (97% do gene).

Ja para a NSP5/6, foram obtidas as sequéncias de seis das nove amostras positivas
(amostras SWRV1 a SWRV6), as quais tiveram o gene codificador desta proteina
completamente definido. A amostra SWRV7 ndo foi utilizada nas analises subsequentes para

NSP5/6 em funcéo de seu reduzido comprimento (157 pb) ao sequenciamento (Apéndice A).

A identificacdo das amostras, origem, tamanho dos fragmentos sequenciados e numero

de acesso GenBank encontram-se no quadro 3.
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Quadro 3 — Relagdo dos municipios de origem das amostras, tamanho dos fragmentos dos genes sequenciados
e nimero de acesso GenBank - Sdo Paulo - 2013

. [AEIED NUmero de Namero de
A Qg (Sl\?gggz\?s?gs) acesso (NSP2) acesso (NSP5)
SWRV1 Pereiras/SP 974/651 KC117140 KC117147
SWRV2 Pereiras/SP 965/619 KC117141 KC117148
SWRV3 Holambra/SP 965/645 KC117142 KC117149
SWRV4 Cunha/SP 955/664 KC117143 KC117150
SWRV5 Cunha/SP 965/664 KC117144 KC117151
SWRV6 Fartura/SP 971/664 KC117145 KC117152
SWRV7 Fartura/SP 964/157 KC117146 *

Nota: (*) dep6sito Genbank ndo realizado em func¢do do comprimento insuficiente do fragmento (157pb)

Fonte: Barbosa (2013)

5.3 Alinhamento das sequéncias geradas

Na figura 2 encontra-se representado o alinhamento de nucleotideos do gene

codificador da NSP2 referente as amostras geradas no presente estudo, identificadas de

SWRV1 a SWRV7, tomando-se como referéncia a amostra Gottfried (nUmero de acesso

GU199489).
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Figura 2 — Alinhamento do fragmento parcial (926 nt) do gene codificador da proteina NSP2 de rotavirus suinos
gerados no presente estudo - S&o Paulo - 2013
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Alinhamento do fragmento parcial (926 nt) do gene codificador da proteina NSP2 de rotavirus suinos

gerados no presente estudo - S&o Paulo - 2013
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Fonte: Barbosa (2013)

Na figura 3 esta o alinhamento das sequéncias traduzidas para aminoacidos do gene

codificador da NSP2 referente as amostras geradas no presente estudo, identificadas de

SWRV1 a SWRV7, tomando-se como referéncia a amostra Gottfried (nUmero de acesso
GU199489).
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Figura 3 — Alinhamento da sequéncia traduzida para aminoécidos do gene codificador da proteina NSP2 de
rotavirus suinos gerados no presente estudo. A area em destaque refere-se ao dominio de ligacdo ao
RNA (aa 205 a 241). As setas representam os residuos de cisteina envolvidos nas pontes dissulfidicas
(residuos 6, 8, 85 e 285) e de histidina relacionada & atividade NTPase (residuo 225) - S&o Paulo - 2013
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Fonte: Barbosa (2013)

Na figura 4 encontra-se representado o alinhamento de nucleotideos do gene
codificador da NSP5 referente as amostras geradas no presente estudo, identificadas de
SWRV1 a SWRV6, tomando-se como referéncia a amostra Gottfried (nUmero de acesso
GU199491).
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Figura 4 — Alinhamento do fragmento completo (619 nt) do gene codificador da proteina NSP5 de rotavirus
suinos gerados no presente estudo - S&o Paulo - 2013
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Fonte: Barbosa (2013)
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Na figura 5 esta o alinhamento das sequéncias traduzidas para aminoacidos do gene

codificador da NSP5 referente as amostras geradas no presente estudo, identificadas de

SWRV1 a SWRV6, tomando-se como referéncia a amostra Gottfried (nUmero de acesso

GU199491).

Figura 5 — Alinhamento da sequéncia traduzida para aminoacidos do gene codificador da proteina NSP5 de
rotavirus suinos gerados no presente estudo. As setas representam os locais de fosforilacdo (residuos 2,
4, 30, 37, 42, 56, 67, 101, 127, 163), com destaque para o residuo 37 (seta vermelha) onde houve
mudanca do aminodcido serina - Sdo Paulo - 2013
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Fonte: Barbosa (2013)

Na figura 6 encontra-se representado o alinhamento de nucleotideos do gene

codificador da NSP6 referente as amostras geradas no presente estudo, identificadas como

SWRV1 a SWRV6, tomando-se como referéncia a amostra CMP034 (nimero de acesso

DQ916134).
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Figura 6 — Alinhamento do fragmento completo (276 nt) do gene codificador da proteina NSP6 de rotavirus
suinos gerados no presente estudo - S&o Paulo - 2013
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Fonte: Barbosa (2013)

Na figura 7 estd o alinhamento das sequéncias traduzidas para aminoacidos do gene da
NSP6 referente as amostras geradas neste estudo, identificadas de SWRV1 a SWRVG6,
tomando-se como referéncia a amostra CMP034 (nimero de acesso DQ916134).
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Figura 7 — Alinhamento da sequéncia traduzida para aminoécidos do gene codificador da proteina NSP6 de
rotavirus suinos gerados no presente estudo - Sdo Paulo - 2013
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Fonte: Barbosa (2013)

5.4 Matrizes de identidade

A matriz de identidade para a NSP2 foi definida com base em uma &rea consensual de
926 nt de comprimento (Apéndice B). A regido corresponde aos residuos de nucleotideos 47 a
972 da regido codificadora da NSP2, tomando-se como referéncia a amostra Gottfried
(ndmero de acesso GU199489). Os valores de similaridade da regido consensual das
sequéncias de rotavirus geradas neste estudo (SWRV1 a SWRV7), bem como frente as
demais representativas do genotipo N1 de NSP2 depositadas no Genbank, estdo apresentadas

no quadro 4, apéndice E.

Com relacdo a NSP5, a matriz de identidade foi definida com base em uma area
consensual de 594 nt de comprimento (Apéndice C), a qual corresponde aos residuos de
nucleotideos 22 a 615 do gene codificador da NSP5, tomando-se como referéncia a amostra
Gottfried (nimero de acesso GU199491). Os valores de similaridade da regido consensual das
sequéncias de rotavirus geradas neste estudo (SWRV1 a SWRV6), e também frente as demais
representativas do genotipo H1 de NSP5 depositadas no Genbank, estdo apresentadas no

quadro 5, apéndice F.
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No caso da NSP6, foi definida uma area consensual de 279 nt de comprimento entre as
amostras aqui geradas e outras previamente depositadas no Genbank, correspondendo aos
residuos de nucleotideos 80 a 358 do gene codificador da NSP6, tomando-se como referéncia
a amostra CMP034 (numero de acesso DQ916134) (Apéndice D). Os valores de similaridade
da regido consensual das sequéncias de rotavirus geradas neste estudo (SWRV1 a SWRV6), e
também frente as demais depositadas no Genbank para NSP6, encontram-se no quadro 6,

apéndice G.

Quadro 4 — Valores de similaridade nucleotidica e de aminoacidos da regido consensual das sequéncias de
rotavirus geradas neste estudo (SWRV1 a SWRV7), bem como frente as demais representativas do
genotipo N1 de NSP2 depositadas no Genbank - S&o Paulo - 2013

Similaridade

Nucleotideos (max/min)

Aminoéacidos (max/min)

Entre as sequéncias

100%:
SWRV4 = SWRV5

100%:
SWRV4 = SWRV5;
SWRV6 = SWRV7

geradas neste estudo 86,4%:
SWRV1XSWRV4;SWRV5 91,5%:

SWRV4;SWRV5XSWRV6
SWRV4;SWRV5XSWRV7

Entre as sequéncias 95,4%: 98,3%:

geradas neste estudo SWRV2XGU199517 SWRV2XDQ494401;D0Q494402

frente as demais N1

selecionadas do 81,7%: 87%:

GenBank SWRV4;SWRV5XEF990688 SWRV5XEF990688

Fonte: Barbosa (2013)
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Quadro 5 — Valores de similaridade nucleotidica e de aminoacidos da regido consensual das sequéncias de
rotavirus geradas neste estudo (SWRV1 a SWRV6), bem como frente as demais representativas do
genotipo H1 de NSP5 depositadas no Genbank - Sdo Paulo - 2013

Similaridade Nucleotideos (max/min) Aminoacidos (max/min)
100%:
100%: _ _ .
SWRV1 = SWRV2; SWR\Q/\/_Rf/\QVE{\gN_Rﬁ/\éVRV&
Entre as sequéncias SWRV4 = SWRV5 -
geradas neste estudo 05 104 97.4%:
SWRV1:SWRV2XSWRV6 SWRV1;SWRV2;SWRV3XSWRV4;
SWRV5
A 99,4%:
Entre as sequéncias 97,1%: . - .
geradas neste estudo | SWRV4;SWRV5;SWRV6X SWRV4,SWR\6%S\1/\€§I1?3\’26XGU199491,
frente as demais H1 GU199491
selecionadas do O
GenBank 88,2%: SWRVl'SWRV%Q’SYVC)I-?VSXEF99069O
SWRV1;SWRV2XEF990690 ’ ’

Fonte: Barbosa (2013)

Quadro 6 — Valores de similaridade nucleotidica e de aminoacidos da regido consensual das sequéncias de
rotavirus geradas neste estudo (SWRV1 a SWRV6), bem como frente as demais sequéncias do gene
NSP6 depositadas no Genbank - Sdo Paulo - 2013

Similaridade Nucleotideos (max/min) Aminodacidos (max/min)
100%: 100%:
SWRV1 = SWRV2 = SWRV3; SWRV1 = SWRV2 = SWRV3;
N SWRV4 = SWRV5 SWRV4 = SWRV5
Entre as sequéncias
geradas neste estudo 97.4%: 93,4%:
SWRV1;SWRV2;SWRV3XSWRV4;S | SWRV1;SWRV2;SWRV3XSW
WRV5;SWRV6 RV4;SWRV5
Entre as sequéncias 98,9%: 100%:
g SWRV6XJF796722;JF796700 SWRV6 = JF796722
geradas neste estudo
GenBank SWRV4;SWRV5;SWRV6X SWRV4;SWRV5X
AY769694;EF185863 AY769694;EF185863

Fonte: Barbosa (2013)
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5.5 Alinhamento das sequéncias de aminoacidos

As sequéncias obtidas no item 5.3 foram traduzidas putativamente para aminoacidos,
sendo definida uma area consensual de 309 aminoacidos de comprimento entre as amostras
aqui geradas com outras previamente depositadas junto ao Genbank (Apéndice B). A regido
corresponde aos residuos de aminoacidos 16 a 324 do gene codificador da NSP2, tomando-se
como referéncia a amostra Gottfried (nUmero de acesso GU199489). Portanto, foi definida
neste estudo uma area que corresponde a 97,5% da porcéo codificadora da proteina NSP2

(309/317 aa) presente no segmento genémico 8 dos rotavirus.

No caso da NSP5, foi determinada uma é&rea consensual de 197 aminoacidos de
comprimento entre as amostras aqui geradas e outras previamente depositadas no Genbank,
sendo esta area correspondente aos residuos de aminoacidos 8 a 204 do gene codificador da
NSP5, tomando-se como referéncia a amostra Gottfried (nUmero de acesso GU199491)
(Apéndice C). Sendo assim, definiu-se neste estudo a &rea total correspondente a porcéo
codificadora da proteina NSP5 (204/204 aa) presente no segmento 11 do genoma dos

rotavirus.

J& para NSP6, a area consensual determinada foi correspondente a 92 aminoacidos de
comprimento entre as amostras do presente estudo e outras previamente depositadas no
Genbank. A regido corresponde aos residuos de aminoacidos 1 a 92 do gene codificador da
NSP6, tomando-se como referéncia a amostra CMP04 (nimero de acesso DQ916134)
(Apéndice D). Assim sendo, definiu-se também completamente a area correspondente a
porcdo codificadora da proteina NSP6 (92/92 aa) presente no segmento 11 do genoma dos

rotavirus.

5.6 Inferéncias filogenéticas a partir das sequéncias nucleotidicas

A éarvore genealOgica referente ao fragmento parcial (926 nt) dos nucleotideos
codificadores da proteina NSP2 dos rotavirus detectados no presente estudo juntamente com

sequéncias representativas dos demais genotipos N recuperadas do Genbank estdo
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apresentadas na figura 8. Portanto, foi contemplada na inferéncia filogenética uma area
equivalente a 97% da porcdo codificadora da NSP2 (926/954 nt), haja vista que a regido

completa corresponde aos residuos de nucleotideos 47 ao 1000 (954).

Da mesma forma, a arvore genealdgica referente ao fragmento completo (594 nt) dos
nucleotideos codificadores da proteina NSP5 dos rotavirus detectados no presente estudo
juntamente com as sequéncias representativas dos demais genotipos H (exceto H9 e H11)
recuperadas do Genbank estdo apresentadas na figura 9. Assim sendo, foi contemplada na

inferéncia filogenética toda a porcao codificadora da proteina NSP5 (594/594 nt).
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Figura 8 — Arvore filogenética construida com o método de neighbor-joining usando maximum composite
likelihood como modelo de substituicdo nucleotidica (Software Mega v. 5) para o fragmento parcial
(926 nt) do gene codificador da proteina NSP2 dos rotavirus. As amostras apresentam a identificacao
accession number / hospedeiro / amostra / genotipo NSP2. Os numeros proximos a cada no
representam os valores de 1000 repeti¢des de bootstrap, tendo sido demonstrados apenas aqueles
superiores a 70%. As amostras de suinos definidas neste estudo estdo marcadas com tridngulos pretos.
A escala representa o nimero de substitui¢@es por sitio - Sdo Paulo - 2013
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Fonte: Barbosa (2013)
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Figura 9 — Arvore filogenética construida com o método de neighbor-joining usando maximum composite
likelihood como modelo de substituicdo nucleotidica (Software Mega v. 5) para o fragmento
completo (594 nt) do gene codificador da proteina NSP5 dos rotavirus. As amostras apresentam a
identificacdo accession number/ hospedeiro / amostra / genotipo NSP5. Os nimeros préximos a cada
no representam os valores de 1000 repeticbes de bootstrap, tendo sido demonstrados apenas aqueles
superiores a 70%. As amostras de suinos definidas neste estudo estdo marcadas com triangulos pretos.
A escala representa o nimero de substituicBes por sitio - Sdo Paulo - 2013
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Fonte: Barbosa (2013)
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6 DISCUSSAO

Estudos realizados sobre a ocorréncia de RVA em suinos em diversas regides do
Brasil revelam uma distribuicdo relativamente ampla deste agente nas criagdes em todo o pais
(GREGORI et al., 2009; LINARES et al., 2009; MEDICI et al., 2011). Os resultados
demonstrados no presente estudo corroboram o exposto, considerando que cinco dos seis
municipios avaliados apresentaram amostras positivas para rotavirus, com uma frequéncia
total de 27% (17/63), muito similar a encontrada por Gregori et al. (2009) de 29,9%, em
trabalho realizado também com suinos no estado de S&o Paulo.

E interessante notar que no momento da colheita das amostras a granja proveniente do
municipio de Braganca Paulista, da qual todas as amostras foram negativas ao teste de triagem
por Nested-PCR, foi a Gnica em que nenhum dos animais apresentou quadro de diarreia e a
unica também a realizar a vacinagdo contra o rotavirus do grupo A, sistematicamente, 0 que
sugere a eficacia desta pratica para o controle das rotaviroses. No entanto, ainda sdo escassos
os trabalhos na literatura que correlacionem a vacinagdo de porcos com a auséncia da doenca.
Desta forma, estudos de coorte ou mesmo caso-controle poderiam trazer maior consisténcia a

esta suposicao.

Atualmente, a técnica de RT-PCR tem sido amplamente utilizada para o diagnostico
de rotavirus. A elevada sensibilidade e especificidade da mesma permite detectar a presenca
do agente mesmo quando em baixas concentragdes na amostra e, desta forma, contribui para
uma estimativa mais precisa quanto a prevaléncia da doenca nas criacdes de animais, bem
como a distribuicdo geografica e sazonal do agente, e ainda a definicdo dos genotipos
circulantes (DESSELBERGER et al., 2001).

Entretanto, no presente estudo, das 17 amostras fecais previamente triadas como
positivas para rotavirus, apenas nove apresentaram-se positivas a RT-PCR direcionada aos
segmentos gendmicos codificadores das proteinas NSP2 e NSP5/6 (item 5.1). Alguns fatores
podem ter colaborado para essa perda, tais como as condi¢des de armazenamento das
amostras e/ou congelamentos e descongelamentos sucessivos das mesmas, que levariam a
degradagdo do material genético, resultando em “falsos negativos”, ou ainda, erros durante o

processamento da técnica de RT-PCR. Porém, todas as amostras foram armazenadas e
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processadas de maneira idéntica, e o controle positivo comportou-se dentro do esperado em
todos 0s ensaios, 0 que contesta as hipdteses acima. Uma alternativa seria 0 uso de controles

internos exdgenos na reacdo da PCR, tal qual proposto por Asano et al. (2009).

Outra suposicdo seria uma baixa concentracdo viral nas amostras negativas, visto se
tratar de material clinico, e neste caso o isolamento do virus em células de cultivo poderia

alterar tais resultados.

Como ultimo argumento, tendo em vista 0s mecanismos de variabilidade genética dos
rotavirus (shifts, drifts, rearranjos e recombinaces), é possivel que tenham ocorrido falhas na
hibridizacdo dos primers desenvolvidos por Matthijnssens et al. (2006) e os desenhados por
nos para este estudo (item 4.2). Provavelmente, o desenho de outros primers que
contemplassem a diversidade genética dos rotavirus de acordo com as espécies hospedeiras
contornaria este inconveniente. Com efeito, observa-se dentro dos genotipos a coexisténcia de
diferentes clados (Figuras 8 e 9), denotando essa caracteristica de variabilidade, ainda que as

areas de hibridizacdo dos primers sejam mais conservadas.

Cabe ressaltar que a utilizacdo de primers randdmicos neste estudo proporcionou uma
economia de reagentes e tempo, possibilitando o estudo de diferentes genes (e outros agentes

virais, se fosse 0 caso) a partir de uma Unica reacao de transcri¢do reversa.

Com relacdo ao sequenciamento das amostras, das nove positivas, sete tiveram o gene
codificador da NSP2 sequenciado, e seis da NSP5/6 (item 5.2). Sup0e-se que esta perda esteja
relacionada principalmente a quantidade de DNA presente na amostra e/ou a purificacdo

insatisfatoria dos produtos submetidos a reacéo de sequenciamento.

Ao que refere a filogenia, as &rvores propostas (Figuras 8 e 9) guardaram
correspondéncia com as respectivas matrizes de identidade e também na segregacdo dos
genotipos anteriormente descritos na literatura para cada proteina (MATTHIINSSENS et al.,
2008b; MATTHIJNSSENS et al., 2011), inclusive amparadas por alto valor de bootstrap.

No que diz respeito a NSP2, as amostras deste estudo foram sequenciadas
parcialmente, num equivalente a 97% da porcdo codificadora deste gene, ficando ausente

apenas a porcdo final do segmento, que corresponde a 9 aminodcidos ou 27 nucleotideos. A
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saber, a regido completa do segmento 8 que codifica a NSP2 é composta por 317 aminoacidos
(954 nucleotideos) (SCHUCK et al., 2001). Sendo assim, a analise filogenética destas
amostras revelou a circulacdo do genotipo N1 nos municipios amostrados, sustentado por alto
valor de bootstrap (Figura 8), o qual para a espécie suina é o Unico relatado até 0 momento,
mas que também j& foi descrito em humanos, bovinos e felinos (MARTELLA et al., 2010;
MATTHIJNSSENS et al., 2008, 2011).

Observamos ainda que as amostras SWRV3, SWRV4 e SWRV5 segregaram-se em
um cluster isolado, cujo n6 contempla amostras predominantemente animais, pertencentes ao
genotipo N1, e mais proximamente relacionadas a amostra 1AL28 (Figura 8), a qual foi
isolada no Brasil em 1992 a partir de uma crianca com diarreia, e que foi classificada como
G5, outro genotipo comumente descrito em suinos (HEIMAN et al., 2008). As demais
SWRV1, SWRV2, SWRV6 e SWRV7, por outro lado, agruparam-se em um cluster que

contempla amostras de animais e de humanos.

Tais achados sugerem uma proximidade filogenética entre amostras humanas e
animais, levantando a hipotese de transmissdo interespécies, na qual 0s suinos podem atuar
como fonte de infeccdo para humanos (PAHO, 2001; COOK et al., 2004). Inclusive as
amostras SWRV3, SWRV4 e SWRV5 apresentaram um alto valor de similaridade com a
IAL28, como pode ser observado no apéndice E, com 94 a 95,1% de similaridade para

nucleotideos e 96,1% para aminoacidos, 0 que corrobora essa hipdtese.

A identidade nucleotidica variou de 86,4% (SWRV1 com ambas SWRV4 e SWRV5)
a 100% (SWRV4 = SWRV5). Quanto a identidade em termos de aminoé&cidos, ela variou de
91,5% (SWRV4 e SWRV5 com ambas SWRV6 e SWRV7) a 100% (SWRV4 = SWRVS5,
SWRV6 = SWRV7) (Quadro 4). Com relagdo as maiores identidades, cabe notar que as
amostras idénticas SWRV4 e SWRV5 sdo provenientes de uma mesma propriedade
localizada no municipio de Cunha, e colhidas num mesmo momento, assim como SWRV6 e
SWRV7, por sua vez provenientes do municipio de Fartura (Quadro 3). Assim sendo,
podemos inferir que ndo houve infecgdes mistas nas granjas dos municipios citados, ou seja,
em cada um deles as infecgOes foram ocasionadas pela mesma fonte viral. No entanto, casos
de infec¢Bes mistas para esse virus ja foram relatados previamente, por exemplo, por Gregori
et al. (2009) em amostras de suinos, e recentemente por Silva et al. (2012), em bovinos,

porém ambos os estudos relacionados aos genes da VP4 e VP7.
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Em contrapartida, as amostras com menor identidade nucleotidica e de aminoacidos
provém dos municipios de Pereiras (SWRV1), Cunha (SWRV4 e SWRV5) e Fartura
(SWRV6 e SWRVT7), 0 que apesar de ratificar a circulacdo do genotipo N1 nas criacdes de
suinos no estado de Sdo Paulo, como exposto anteriormente, tambeém sugere que estes virus
tenham sofrido uma variacdo intragenotipica que resultou nesta distancia filogenética
demonstrada pela diferenca de 13,6%, em termos de nucleotideos, e 8,5% em termos de

aminoéacidos (Figura 8, Quadro 4 e Apéndice E).

J& os valores de identidade entre as sequéncias geradas neste estudo e as de genotipo
N1 que ja foram depositadas no GenBank, com base no alinhamento nucleotidico e na matriz
de identidade (Apéndices B e E, Quadro 4), demonstraram uma similaridade de 95,4% entre
as amostras SWRV2 e YM, esta de origem suina (nimero de acesso GU199517), enquanto
que a maior diferenca observada (18,3%) foi entre as amostras SWRV4 e SWRV5 e a A131

(ndmero de acesso EF990688), também suina.

Em termos de aminodacidos, a maior identidade foi entre a amostra SWRV2 com as
amostras KJ44 e KJ75 (numeros de acesso DQ494401 e DQ494402, respectivamente), ambas
de origem bovina, isoladas na Coreia do Sul. Ja a menor similaridade continuou sendo entre
SWRV4 e SWRVS5 e a EF990688 (Quadro 4 e Apéndice E).

Patton et al. (1993) identificaram uma regido na NSP2, correspondente aos residuos de
aminoacidos 205 a 241, como sendo o dominio de ligacdo desta proteina com o RNA, e
verificaram se tratar de uma regido altamente conservada entre os rotavirus do grupo A. As
amostras do presente estudo apresentaram variabilidade nas posi¢fes R215K, S216F e 1218V
(Figura 3). Entretanto, tais mutacGes também sdo observadas nas amostras-padrdo OSU, UK,
NCDV, Wa e SA11l (DYALL-SMITH et al., 1983; RUSHLOW et al., 1988; PATTON et al.,
1993). Observou-se variabilidade também nas posi¢cdes A207S e 1218A (Figura 3), sendo que
para estas ndo ha relatos em literatura. No entanto, em nenhum dos casos podemos afirmar
que tais mutacgdes interferiram na funcédo da proteina em termos quantitativos, uma vez que
n&o foi realizada quantificacdo proteica. Por outro lado, porém, os resultados sugerem que ndo
houve prejuizo em termos qualitativos, j& que o virus estava viavel e a proteina foi expressa
normalmente. Assim sendo, um estudo de quantificacdo proteica seria interessante de modo a

elucidar se, e 0 quanto, as mutacdes citadas interferem na viruléncia do rotavirus.
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No mesmo estudo conduzido por Patton et al. (1993), foi também definido o dominio
relacionado a funcdo de “motor molecular” da NSP2, o qual se refere aos residuos 6, 8, 85 e
285 de cisteina e a uma extensa regido conservada de 75 bases (b) que incluem 35b na 5’-
regido ndo codificante-3’ e as primeiros 30b da ORF. Os residuos de cisteina estdo envolvidos
com as pontes dissulfidicas que unem a proteina em pontos especificos ao longo de seu
comprimento, conferindo a ela uma estrutura octamérica. Com base nisso, para que a NSP2
“carregue” o RNA até o local de “empacotamento”, ela precisa sofrer uma mudanca
conformacional em sua estrutura, mediante a quebra dessas pontes (PATTON et al., 1993;
SHUCK et al., 2001). Dado o exposto, ndo houve quaisquer alteracGes relacionadas a tais

dominios nas amostras do presente estudo (Figuras 2 e 3).

Ainda, Kumar et al. (2007) demonstraram que a atividade enzimatica da NSP2 como
trifosfatase esta relacionada ao aminoécido histidina na posicdo 225, altamente conservado,
que funciona como um residuo catalitico para esta funcdo, e que a mutacdo neste residuo
impede a sintese de dsSRNA. Em nosso trabalho, todas as amostras apresentaram histidina na

posicdo 225 (Figuras 2 e 3).

Ao que se refere a NSP5, a por¢do do segmento 11 que a codifica é composta por 198
aminoacidos (594 nucleotideos), ao passo que a porcao codificadora da NSP6 neste mesmo
gene possui 92 aminoacidos (279 nucleotideos) (ESTES; KAPIKIAN, 2007). No presente
trabalho, todas as sequéncias geradas abrangeram completamente a porcéo codificadora destas
proteinas, exceto a amostra SWRV7, que apresentou um reduzido comprimento ap6s o
sequenciamento (157 pb) e, portanto, ndo participou das analises subsequentes para NSP5/6
(Anexo A).

Wen et al. (2009) caracterizaram uma amostra de rotavirus do grupo A isolada na
China a partir de uma crianga apresentando gastroenterite e através de inferéncias
filogenéticas observaram que os rotavirus poderiam ser classificados em 7 genotipos
(denominados H1 a H7) ao se considerar a diversidade genética apresentada pelo gene
codificador da NSP5. No entanto, a nova classificacdo proposta por Matthijnssens et al.

(2011) descreve mais quatro, totalizando 11 genotipos.

Com base na anélise filogenética para este gene e na topologia da arvore gerada no

presente estudo, observou-se que as amostras suinas aqui avaliadas pertencem ao genotipo H1
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da NSP5, sustentado por alto valor de bootstrap (Figura 9). Sabe-se, até 0 momento, que
apenas este genotipo de NSP5 foi relatado nesta espécie animal, porém ja foi descrito também
em humanos e bovinos (MARTELLA et al., 2010; MATTHIIJNSSENS et al., 2011).

Ademais, as amostras SWRV1, SWRV2 e SWRV3 segregaram-se em um cluster
isolado, cujo n6 contemplou também a amostra humana IAL28, com a qual aguelas amostras
apresentaram elevadas identidades nucleotidica e de aminoacido variando de 94,1 a 94,6% e

94,3%, respectivamente (Figura 9 e Anexo F).

Convém notar que a literatura ndo definiu até o momento nenhuma classificacdo
genotipica para NSP6, uma vez que a porcao codificadora deste gene esta contida dentro da
NSP5. Desta forma, como sugerido por Matthijnssens et al. (2008), a analise filogenética em
termos de nucleotideos para a NSP6 seria quase idéntica a da NSP5.

Para NSP5, a identidade nucleotidica entre as amostras do presente estudo variou de
100% (SWRV1 = SWRV2; SWRV4 = SWRV5) a 95,1% (SWRV6 com SWRV1 e SWRV?2)
(Quadro 5). As amostras SWRV1 e SWRV2 sdo provenientes de uma mesma propriedade,
localizada no municipio de Pereiras, e colhidas no mesmo momento, assim como as amostras
SWRV4 e SWRV5, que sdo provenientes do municipio de Cunha. Fato semelhante foi
observado para NSP2 neste estudo, e tal como proposto para esta, deduzimos a possibilidade

de surto decorrente de uma fonte viral comum, nos respectivos municipios.

Entre as sequéncias geradas neste estudo e as de genotipo H1 ja depositadas no
GenBank, com base no alinhamento nucleotidico e na matriz de identidade (Apéndices C e F,
Quadro 5), verificou-se que as amostras SWRV4, SWRV5 e SWRV6 tiveram 97,1% de
semelhanga com a amostra suina Gottfried (GU199491), enquanto que a maior diferenca
observada (11,8%) foi das amostras SWRV1 e SWRV2 com a também suina, A131
(EF990690).

Ja em termos de aminoacidos, a identidade entre as amostras deste estudo variou de
100% (SWRV1 = SWRV2 = SWRV3; SWRV4 = SWRV5) a 97,4% (SWRV1, SWRV2 e
SWRV3 com ambas, SWRV4 e SWRV5) enquanto que frente as demais H1 do GenBank, a
maior identidade foi entre as SWRV4, 5, e 6 e as amostras suinas Gottfried (GU199491) e
CMPO034 (DQ916134) (Quadro 5).
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No caso da NSP6, em termos de nucleotideos constatou-se 100% de identidade para
SWRV1 = SWRV2 = SWRV3 e para SWRV4 = SWRVS5, enquanto que a maior diferenca
observada (2,6%) foi entre as amostras SWRV1, 2, 3 e as SWRV4, 5, 6. Em relacédo as demais
do GenBank, SWRV6 teve 98,9% de identidade com as amostras suinas PRG942 e PRG9235
(JF796722 e JF796700, respectivamente), ao passo que a menor similaridade (91,3%) foi para
as amostras SWRV4, 5 e 6 com AY769694 e EF185863, ambas de origem humana (Quadro
4).

A identidade em termos de aminoacidos para NSP6 variou de 100% (SWRV1 =
SWRV2 = SWRV3; SWRV4 = SWRV5) a 93,4% (SWRV1, SWRV2 e SWRV3 com ambas,
SWRV4 e SWRVS5), enquanto que entre as amostras aqui geradas e as demais do GenBank, a

amostra SWRV6 mostrou-se idéntica a JF796722, também de origem suina (Quadro 6).

Estudos conduzidos por Eichwald et al. (2002) e Sotelo et al. (2010) demonstraram a
existéncia de nove locais de fosforilagdo na NSP5, todos relacionados a residuos de serina,
nas posi¢oes 2, 4, 30, 37, 42, 56, 67, 101, 127 e 163 do gene. Jiang et al. (2006) afirmam que
a serina 163 ¢é fundamental para a interacdo com a NSP2, muito provavelmente por ser este o
local de maior nivel de fosforilagdo (SOTELO et al., 2010), o que aumentaria a afinidade da
NSP5 pela NSP2 por aumentar as cargas negativas entre elas. Considerando o exposto,
observou-se que os residuos de serina, inclusive da posi¢do 163, estdo conservados dentre as
amostras do presente estudo, exceto para a serina da posi¢do 37 (S37N) (Figura 5). Todavia,
segundo Sotelo et al. (2010), algumas isoformas da NSP5 podem néo apresentar os sitios de
fosforilagdo nos residuos 30 e/ou 37 e, consequentemente, a serina estara ausente nestes
locais, porém sem alterar o processo de fosforilacao.

Esona et al. (2009) ao analisarem amostras africanas pertencentes ao genotipo G8,
demonstraram que em seis delas os genes VP7, NSP2, e NSP5 tiveram alta identidade com

amostras animais (entre 83-99% e 97-99%, nucleotidica e de aminoacidos, respectivamente).

Mukherjee et al. (2009) caracterizaram uma amostra humana G9P[6] isolada de uma
crianca na India e verificaram identidade, em termos de aminoacido, de 94.9% com a amostra
suina YM, para o gene da NSP5. No caso da NSP2, a amostra em questdo apresentou
proximidade filogenética com outra humana (RMC321), mas derivada de suino, e ainda, em

ambos o0s casos foram definidos os genotipos N1 e H1, comumente descritos em suinos.
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Adicionalmente, outros estudos relatam a ocorréncia dos genotipos N1 e H1 em
amostras humanas (MATTHIINSSENS et al.,, 2006; MATTHIINSSENS et al., 2008;
MARTELLA et al., 2010; WAKUDA et al., 2011), e a deteccdo destes mesmos genotipos nas
amostras suinas do presente estudo sugere a hipotese de haver uma interagdo dindmica entre
0s rotavirus de origem humana e animal, em que provavelmente os genes NSP2 e NSP5 sejam
oriundos de uma introducdo zoondtica, o que deveria ser levado em conta ao se considerarem

estratégias vacinais em humanos.

Torna-se, portanto, necessario 0 monitoramento de rebanhos suinos e bovinos, bem
como das populagbes humanas, de modo a se detectarem e/ou prevenirem tais situacdes de
possivel infeccdo cruzada (STEYER et al., 2008), bem como eventos de reestruturacdo
(reassortants), pois estes estdo envolvidos com o surgimento de epidemias em criangas
(TANIGUCHI et al., 1989, 1990).

No tocante a conservacdo genotipica das amostras deste estudo, a baixa taxa de
variabilidade observada para a NSP2 e NSP5/6 reflete uma caracteristica intrinseca das
proteinas ndo estruturais de qualquer outro agente viral, ou seja, sdo geralmente muito
estaveis (conservadas), por conta de limitagdes funcionais e estruturais, e pela menor
exposicao ao sistema imunologico (TANIGUCHI; URASAWA, 1995). No entanto, um maior

numero de amostras neste estudo poderia evidenciar melhor este fato.

Por fim, considerando que as enterites virais representam um fator de desequilibrio
para saude publica e animal, aliado ao fato de que s&o escassos estudos visando a
caracterizacdo e analise da NSP2 e NSP5 em suinos no Brasil, justifica-se a importancia deste
trabalho como uma fonte de informacdes Uteis para o entendimento, prevencao e controle das
rotaviroses, proporcionando uma vigilancia mais abrangente dos rotavirus, especialmente
quanto ao seu carater zoon6tico, uma vez que 0s suinos sdo considerados como um dos
principais reservatorios para a diversidade genética dos virus humanos (MARTELLA et al.,
2010). Além disso, abre perspectivas para o desenvolvimento de estudos que correlacionem a
expressdo dessas proteinas com a resposta do sistema imune, bem como a evolugdo clinica
dos quadros de rotavirose, visando determinar se elas poderiam ser utilizadas nas formulagdes
vacinais, juntamente a VP4 e VVP7, 0 que aumentaria 0 espectro de acao e, consequentemente,

a eficacia dos programas de vacinacao.
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7 CONCLUSOES

As conclus6es deste trabalho sdo as seguintes:

Foi detectada a circulacdo dos genotipos N1 e H1 de NSP2 e NSP5, respectivamente,
nas amostras de rotavirus suinos no Estado de Sdo Paulo, em concordancia com

descri¢cOes prévias nesta espécie em diferentes regides do mundo.

As amostras circulantes apresentam elevada conservacdo nucleotidica (86,4 a 100%
para NSP2 e 95,1 a 100% para NSP5) e de aminoacidos (91,5 a 100% para NSP2 e
97,4 a 100% para NSP5).

Fica proposta uma genealogia com base nas sequéncias nucleotidicas dos genes
codificadores da NSP2 e NSP5, com topologia compativel aos genotipos previamente

descritos na literatura.
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APENDICE A

As sequéncias nucleotidicas parciais do segmento 8 de rotavirus suinos geradas no

presente estudo encontram-se relacionadas abaixo:

>SWRV1 (nimero de acesso KC117140)
GGCTTTTAAAGCGTCTCAGTCGCCGTTTGAGCCTTGCGGTGTAGCCATGGCTGAGCTAGCT
TGCTTTTGTTATCCTCATTTGGAGAACGATAGCTATAAATTTATTCCTTTTAATAATTTGGC
AATAAAATGCATGTTGACAGCAAAAGTAGACAAAAAAGATCAAGATAAATTTTATAATT
CAATTGTTTATGGGATTGCGCCACCTCCACAGTTTAAGAAACGTTATAATACCAATGATA
ATTCAAGGGGTATGAATTTTGAGACATCCATGTTTAATAAGGTGGCTATGTTAATCTGCG
AAGCATTGAATTCAATTAAGGTTACTCAATCTGATGTTGCAAATGTTCTTTCGAGAGTAGT
TTCTGTTAGACATTTAGAAAATTTGGTGCTAAGGAAAGAGAATCATCAGGATGTACTTTT
TCATTCAAAAGAACTACTCTTAAAAGCTGTTTTAATAGCTATTGGTCAATCAAAAGAAAT
TGAAACTACTGCCACTGCTGAAGGAGGAGAGATAGTATTCCAAAATACTGCTTTTACTAT
GTGGAGACTAACATATCTAGATCATAAACTAATGCCCATTCTAGATCAAAACTTCATTGA
ATACAAGATTACTCTGAATGAAGATAAACCAATTTCAGATATGTGTGTCAAAGAGCTTGT
TGCTGAATTGAGATGGCAGTATAATAGATTTGCTGTGATAACACATGGTAAAGGTCACTA
TAGAGTTGTTAAATATTCATCAGTTGCAAATCACGCAGATAGAGTATTCGCCACATACAA
GAATAATGCTAAAAGCGGTAATATTACTGATTTTAATTTACTAGACCAAAGAATAATTTG
GCAAAATTGGTACGCATTTACATCCTCTATGAAACAAGGTAATACTCTTGACGTATGCAA
GAAACTACTCTTCCAAAAGATGAAACAAGAGAAGAACCCATTTAAAGGATTGTCAACTG
ATAGAAAAATGG

>SWRV2 (nimero de acesso KC117141)
AGCGTCTCAGTCGCCGTTTGAGCCTTGCGGTGTAGCCATGGCTGAGCTAGCTTGCTTTTGT
TATCCTCATTTGGAGAACGATAGCTATAAATTTATTCCTTTTAATAATTTGGCAATAAAAT
GCATGTTGACAGCAAAAGTAGACAAAAAAGATCAAGATAAATTTTATAATTCAATTGTTT
ATGGGATTGCGCCACCTCCACAGTTTAAGAAACGTTATAATACCAATGATAATTCAAGGG
GTATGAATTTTGAGACATCCATGTTTAATAAGGTGGCTATGTTAATCTGCGAAGCATTGA
ATTCAATTAAGGTTACTCAATCTGATGTTGCAAATGTTCTTTCGAGAGTAGTTTCTGTTAG
ACATTTAGAAAATTTGGTGCTAAGGAAAGAGAATCATCAGGATGTACTTTTTCATTCAAA
AGAACTACTCTTAAAAGCTGTTTTAATAGCTATTGGTCAATCAAAAGAAATTGAAACTAC
TGCCACTGCTGAAGGAGGAGAGATAGTATTCCAAAATACTGCTTTTACTATGTGGAAACT
AACATATCTAGATCATAAACTAATGCCTATTCTAGATCAAAACTTCATTGAATACAAGAT
TACTCTGAATGAAGATAAACCAATTTCAGATATGTGTGTCAAAGAGCTTGTTGCTGAATT
GAGATGGCAGTATAATAGATTTGCTGTGATAACACATGGTAAAGGTCACTACAGAGTTGT
TAAATATTCATCAGTTGCAAATCACGCAGATAGAGTATTCGCCACATACAAGAATAATGC
TAAAAGCGGTAATATTACTGATTTTAATTTACTAGACCAAAGAATAATTTGGCAAAATTG
GTACGCATTTACATCCTCTATGAAACAAGGTAATACTCTTGACGTATGCAAGAAACTACT
CTTCCAAAAGATGAAACAAGAGAAGAACCCATTTAAAGGATTGTCAACTGATAGAAAAA
TGG

>SWRV3 (nimero de acesso KC117142)
AGCGTCTCAGTCGCCGTTTGAGCCTTGCGGTGTAGCCATGGCTGAGCTAGCTTGCTTTTGT
TATCCTCATTTAGAGAACGATAGCTATAAATTTATTCCTTTTAATAGTTTAGCTATAAAAT
GTATGTTGACAGCAAAAGTGGATAAAAAAGATCAGGATAAATTTTATAACTCTATTATAT
ATGGAATTGCGCCGCCACCACAGTTTAAAAAACGTTATAATACTAATGACAATTCAAGAG
GTATGAATTATGAAACTCCAATGTTTAATAAGGTGGCAGCTCTAATTTGTGAAGCACTTA
ATTCAATAAAAATTACTCAATCTGATCTTGCTAACGTTCTTTCGAGAGTAGTTTCTGTTAG
ACATTTGGAAAATTTGGTGTTAAGAAAAGAGAATCATCAGGATGTGCTTTTCCATTCGAA
AGAACTATTATGGAAATCTGTTTTAATAGCTATTGGTCAGACAAAAGAAATTGAGACCAC
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TGCCACAGCTGAAGGAGGTGAAATAGTGTTTCAAAATGCTGCGTTTACTATGTGGAAATT
GACGTATTTAGATCATAAATTGATGCCTATTTTAGATCAGAATTTCATTGAATATAAAGTT
ACTGTAAATGAAGATAAACCAATTTCAGATGTACATGTTAAGGAGCTTGTTTCTGAACTA
AGATGGCAGTACAACAAATTTGCCGTAATAACACATGGTAAAGGTCACTACAGAGTTGTT
AAATATTCATCAGTTGCTAATCACGCTGATAGAGTATTCGCTACATTTAAAAATAATGCT
AAGAGTGGTAATATTACTGAATTTAATCTTTTAGACCAAAGAATTATTTGGCAAAATTGG
TACGCATTCACATCTTCAATGAAACAAGGTAACACTCTGGATATATGCAAGAGACTACTC
TTCCAAAAAATGAAACAAGAGAAAAATCCATTTAAAGGATTGTCAACTGATAGAAAAAT
GG

>SWRV4 (nimero de acesso KC117143)
GTCGCCGTTTGAGCCTTGCGGTGTAGCCATGGCTGAGCTAGCTTGCTTTTGTTATCCTCAT
TTAGAGAACGATAGCTATAAATTTATTCCTTTTAATAGTTTAGCTATAAAATGTATGTTGA
CAGCAAAAGTAGATAAAAAAGATCAGGATAAATTTTACAACTCTATTATATATGGAATTG
CGCCGCCACCACAGTTTAAAAAACGTTATAATACTAGTGACAATTCAAGAGGTATGAACT
ATGAAACTACAATGTTTAATAAGGTGGCAGCTCTAGTTTGTGAAGCACTTAATTCAGTTA
AGATTACCCAATCTGATCTTGCTAACGTTCTATCGAGAGTAGTTTCTGTTAGACATTTGGA
AAACTTAGTGTTGAGAAAAGAGAATCATCAGGATGTACTTTTCCATTCGAAAGAACTACT
ATTGAGATCTGTTTTAATAGCTATTGGTCAGATAAAAGAAATAGAAACAACTGCCACAGC
TGAAGGAGGTGAGATAGTGTTTCAAAATGCTGCATTTACTATGTGGAAATTGACGTATTT
AGATCACAAATTAATGCCTATTTTAGATCAGAATTTCATCGAGTATAAAATTACTGTAAA
TGAAGATAAGCCAATTTCAGATGTGCATATTAAAGAACTTGTTTCTGAATTAAGATGGCA
GTACAACAAATTTGCTGTAATAACACATGGTAAAGGTCACTATAGAGTTGTTAAATATTC
ATCAGTTGCTAATCACGCTGATAGAGTATTTGCTACATTTAAAAATAACGCCAAGAGTGG
TAATATTACTGAATTTAATCTTTTAGATCAAAGAATTATTTGGCAGAATTGGTATGCATTT
ACATCTTCAATGAAACAAGGTAACACTCTGGATGTATGTAAGAGACTACTCTTCCAAAAA
ATGAAACAAGAGAAAAATCCATTTAAAGGACTGTCAACTGATAGAAAAATGG

>SWRV5 (nlmero de acesso KC117144)
AGCGTCTCAGTCGCCGTTTGAGCCTTGCGGTGTAGCCATGGCTGAGCTAGCTTGCTTTTGT
TATCCTCATTTAGAGAACGATAGCTATAAATTTATTCCTTTTAATAGTTTAGCTATAAAAT
GTATGTTGACAGCAAAAGTAGATAAAAAAGATCAGGATAAATTTTACAACTCTATTATAT
ATGGAATTGCGCCGCCACCACAGTTTAAAAAACGTTATAATACTAGTGACAATTCAAGAG
GTATGAACTATGAAACTACAATGTTTAATAAGGTGGCAGCTCTAGTTTGTGAAGCACTTA
ATTCAGTTAAGATTACCCAATCTGATCTTGCTAACGTTCTATCGAGAGTAGTTTCTGTTAG
ACATTTGGAAAACTTAGTGTTGAGAAAAGAGAATCATCAGGATGTACTTTTCCATTCGAA
AGAACTACTATTGAGATCTGTTTTAATAGCTATTGGTCAGATAAAAGAAATAGAAACAAC
TGCCACAGCTGAAGGAGGTGAGATAGTGTTTCAAAATGCTGCATTTACTATGTGGAAATT
GACGTATTTAGATCACAAATTAATGCCTATTTTAGATCAGAATTTCATCGAGTATAAAATT
ACTGTAAATGAAGATAAGCCAATTTCAGATGTGCATATTAAAGAACTTGTTTCTGAATTA
AGATGGCAGTACAACAAATTTGCTGTAATAACACATGGTAAAGGTCACTATAGAGTTGTT
AAATATTCATCAGTTGCTAATCACGCTGATAGAGTATTTGCTACATTTAAAAATAACGCC
AAGAGTGGTAATATTACTGAATTTAATCTTTTAGATCAAAGAATTATTTGGCAGAATTGG
TATGCATTTACATCTTCAATGAAACAAGGTAACACTCTGGATGTATGTAAGAGACTACTC
TTCCAAAAAATGAAACAAGAGAAAAATCCATTTAAAGGACTGTCAACTGATAGAAAAAT
GG

>SWRV6 (nimero de acesso KC117145)
TTTTAAAGCGTCTCAGTCGCCGTTTGAGCCTTGCGGTGTAGCCATGGCTGAGCTAGCTTGC
TTTTGTTATCCTCATTTGGAGAACGATAGCTATAAATTTATTCCTTTCAATAATTTGGCAA
TAAAATGCATGTTGACAGCAAAAGTAGACAAAAAAGATCAAGATAAATTTTATAATTCA
ATTGTTTATGGAATTGCGCCACCTCCACAGTTTAAGAAACGTTACAATACTAATGATAATT
CAAGAGGTATGAACTTTGAAACATCCATGTTCAACAAGGTGGCTATGTTAATTTGCGAAG
CATTGAATTCAATTAAGGTTACTCAATCTGATGTTGCAAACGTTCTTTCAAGAGTAGTTTC
TGTTAGACATTTGGAAAATTTGGTGCTAAGGAAAGAGAATCATCAGGATGTACTTTTTCA
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TTCAAAAGAACTACTCTTAAAAGCTGTTTTAATAGCTATTGGTCAATCAAAAGAAATTGA
AACCACTGCCACTGCTGAAGGAGGAGAGATAGTATTCCAAAATACTGCTTTTACTATGTG
GAAATTGACATATCTAGAGCACAAACTAATGCCTATTTTGGATCAAAACTTCATTGAATA
CAAAATTACTCTGAATGAAGATAAGCCAATTTCAGATATGTGTGTTAAAGAACTTGTTGC
TGAATTGAGATGGCAGTATAATAGATTTGCTGCAATAACACATGGTAAAGGTCACTATAG
AGTTGTTAAATATTCATCAGTTGCAAATCACGCAGATAGAGTATTTGCTACATACAAGAA
TAATGCCAAAAGTGGTAATGTTACTGACTTTAATTTACTAGACCAAAGAATAATTTGGCA
GAATTGGTATGCATTTACATCTTCTATGAAACAAGGTAATACTCTTGATGTATGCAAGAA
ACTACTCTTCCAAAAGATGAAACAAGAGAAAAATCCATTTAAAGGATTGTCAACTGATAG
AAAAATGG

>SWRV7 (nimero de acesso KC117146)
GCGTCTCAGTCGCCGTTTGAGCCTTGCGGTGTAGCCATGGCTGAGCTAGCTTGCTTTTGTT
ATCCTCATTTGGAGAACGATAGCTATAAATTTATTCCTTTCAATAATTTGGCAATAAAATG
CATGTTGACAGCAAAAGTAGACAAAAAAGATCAAGATAAATTTTATAATTCAATTGTTTA
TGGAATTGCGCCACCTCCACAGTTTAAGAAACGTTATAATACTAATGATAATTCAAGAGG
TATGAACTTTGAAACATCCATGTTCAACAAGGTGGCTATGTTAATTTGCGAAGCATTGAA
TTCAATTAAGGTTACTCAATCTGATGTTGCAAACGTTCTTTCAAGAGTAGTTTCTGTTAGA
CATTTGGAAAATTTGGTGCTAAGGAAAGAGAATCATCAGGATGTACTTTTTCATTCAAAA
GAACTACTCTTAAAAGCTGTTTTAATAGCTATTGGTCAATCAAAAGAAATTGAAACCACT
GCCACTGCTGAAGGAGGAGAGATAGTATTCCAAAATACTGCTTTTACTATGTGGAAATTG
ACATATCTAGAGCATAAACTAATGCCTATTTTGGATCAAAACTTCATTGAATACAAAATT
ACTCTGAATGAAGATAAGCCAATTTCAGATATGTGTGTTAAAGAGCTTGTTGCTGAATTG
AGATGGCAGTATAATAGATTTGCTGCAATAACACATGGTAAAGGTCACTATAGAGTTGTT
AAATATTCATCAGTTGCAAATCACGCAGATAGAGTATTTGCTACATACAAGAATAATGCC
AAAAGTGGTAATGTTACTGACTTTAATTTACTAGACCAGAGAATAATTTGGCAGAATTGG
TATGCATTTACATCTTCTATGAAACAAGGTAATACTCTTGATGTATGCAAGAAACTACTCT
TCCAAAAGATGAAACAAGAGAAAAATCCATTTAAAGGATTGTCAACTGATAGAAAAATG
G

As sequéncias nucleotidicas completas do segmento 11 de rotavirus suinos geradas no

presente estudo encontram-se relacionadas abaixo:

>SWRV1 (nimero de acesso KC117147)
GGCTTTTAAAGCGCTACAGTGATGTCTCTCAGCATTGACGTAACGAGTCTTCCCTCAATTT
CTTCTAGTATTTTCAAAAATGAATCGTCTTCTACAACGTCAACTCTTTCTGGAAAATCTAT
TGGTAGGAACGAACAGTACATTTCACCAGATGCAGAAGCATTCAATAAATACATGTTGTC
GAAGTCTCCAGAGGATATTGGACCATCTGATTCTGCTTCAAACGATCCACTCACCAGCTTT
TCGATTAGATCGAATGCAGTTAAGACAAATGCAGATGCTGGCGTGTCTATGGATTCATCA
ACACAATCACGACCTTCAAGCAACGTTGGGTGCGATCAAGTGGATTTCTCCTTAACTAAA
GGTGTTAACATTAGTGCTAACCTTGATTCATGTTTATCAATCTCAACTGACCATAAGAAGG
AGAAATCCAAAAAAGACAAAAGTAGGAAACACTACCCAAGAATTGAAGCAGATTCCGAT
TCTGAAGATTACGTTTTAGATGATTCAGATAGTGATGACGGTAAATGTAAGAATTGTAAA
TACAAAAAGAAATATTTTGCATTAAGAATGAGGATGAAGCAAGTCGCAATGCAATTGAT
CGAAGATTTGTAAGGTCGACCTGAGAGCACACTAGGGAGCTCCCCACTC

>SWRV?2 (nimero de acesso KC117148)
GGCTTTTAAAGCGCTACAGTGATGTCTCTCAGCATTGACGTAACGAGTCTTCCCTCAATTT
CTTCTAGTATTTTCAAAAATGAATCGTCTTCTACAACGTCAACTCTTTCTGGAAAATCTAT
TGGTAGGAACGAACAGTACATTTCACCAGATGCAGAAGCATTCAATAAATACATGTTGTC
GAAGTCTCCAGAGGATATTGGACCATCTGATTCTGCTTCAAACGATCCACTCACCAGCTTT
TCGATTAGATCGAATGCAGTTAAGACAAATGCAGATGCTGGCGTGTCTATGGATTCATCA
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ACACAATCACGACCTTCAAGCAACGTTGGGTGCGATCAAGTGGATTTCTCCTTAACTAAA
GGTGTTAACATTAGTGCTAACCTTGATTCATGTTTATCAATCTCAACTGACCATAAGAAGG
AGAAATCCAAAAAAGACAAAAGTAGGAAACACTACCCAAGAATTGAAGCAGATTCCGAT
TCTGAAGATTACGTTTTAGATGATTCAGATAGTGATGACGGTAAATGTAAGAATTGTAAA
TACAAAAAGAAATATTTTGCATTAAGAATGAGGATGAAGCAAGTCGCAATGCAATTGAT
CGAAGATTTGTAAGGTC

>SWRV3 (nimero de acesso KC117149)
AGCGCTACAGTGATGTCTCTCAGCATTGACGTAACGAGTCTTCCCTCAATTTCTTCTAGTA
TTTTCAAAAATGAATCGTCTTCTACAACGTCAACTCTTTCTGGAAAATCTATTGGTAGGAA
CGAACAGTACATTTCACCAGATGCAGAAGCATTCAATAAATACATGTTGTCGAAGTCTCC
AGAGGATATTGGACCATCTGATTCTGCTTCAAACGATCCACTCACCAGCTTTTCGATTAGA
TCGAATGCAGTTAAGACAAATGCAGATGCTGGCGTGTCTATGGATTCATCAACACAATCA
CGACCTTCAAGCAACGTTGGGTGCGATCAAGTGGATTTCTCCTTAACTAAAGGTGTTAAC
ATTAGTGCTAATCTCGATTCATGTTTATCAATCTCAACTGATCATAAGAAGGAGAAATCC
AAAAAAGATAAAAGTAGGAAACACTACCCAAGAATTGAAGCAGATTCTGATTCTGAAGA
TTACGTTTTAGATGATTCAGATAGTGATGACGGTAAATGTAAGAATTGTAAATACAAAAA
GAAATATTTTGCATTAAGAATGAGGATGAAGCAAGTCGCAATGCAATTGATCGAAGATTT
GTAAGGTCGACCTGAGAGCACACTAGGGAGCTCCCCACTCCCG

>SWRV4 (nimero de acesso KC117150)
GGCTTTTAAAGCGCTACAGTGATGTCTCTCAGCATTGACGTAACGAGTCTTCCCTCAATTT
CTTCTAGTATTTTCAAAAATGAATCGTCTTCTACAACGTCAACTCTTTCTGGAAAATCTAT
TGGTAGGAGTGAACAGTACATTTCACCAGATGCAGAAGCATTCAATAAATACATGTTGTC
GAAGTCTCCAGAGGATATTGAACCATCTGATTCTGCTTCAAACGACCCACTCACCAGCTT
TTCGATTAGATCGAATGCAGTTAAGACAAATGCAGACGCTGGCGTGTCTATGGATTCATC
GACGCAATCACGACCTTCAAGCAACGTTGGGTGCGATCAAGTGGATTTCTCCTTAACTAA
AGGTATTAATGTTAGTGCTAATCTTGATTCATGCATATCAATATCAACTGATCATAAGAA
GGAGAAATCCAAAAAAGATAAAAGTAGGAAACACTACCCTAGAATTGAAGCAGATTCTG
ATTCTGAAGATTACGTTTTAGATGATTCAGATAGTGACGATGGTAAATGTAAGAATTGTA
AGTATAAGAAAAAGTATTTTGCACTAAGAATGAGGATGAAGCAAGTCGCAATGCAATTG
ATCGAAGATTTGTAATGTCAACCTGAGAGCACACTAGGGAGCTCCCCACTCCCGTTTTGT
GACC

>SWRV5 (nimero de acesso KC117151)
GGCTTTTAAAGCGCTACAGTGATGTCTCTCAGCATTGACGTAACGAGTCTTCCCTCAATTT
CTTCTAGTATTTTCAAAAATGAATCGTCTTCTACAACGTCAACTCTTTCTGGAAAATCTAT
TGGTAGGAGTGAACAGTACATTTCACCAGATGCAGAAGCATTCAATAAATACATGTTGTC
GAAGTCTCCAGAGGATATTGAACCATCTGATTCTGCTTCAAACGACCCACTCACCAGCTT
TTCGATTAGATCGAATGCAGTTAAGACAAATGCAGACGCTGGCGTGTCTATGGATTCATC
GACGCAATCACGACCTTCAAGCAACGTTGGGTGCGATCAAGTGGATTTCTCCTTAACTAA
AGGTATTAATGTTAGTGCTAATCTTGATTCATGCATATCAATATCAACTGATCATAAGAA
GGAGAAATCCAAAAAAGATAAAAGTAGGAAACACTACCCTAGAATTGAAGCAGATTCTG
ATTCTGAAGATTACGTTTTAGATGATTCAGATAGTGACGATGGTAAATGTAAGAATTGTA
AGTATAAGAAAAAGTATTTTGCACTAAGAATGAGGATGAAGCAAGTCGCAATGCAATTG
ATCGAAGATTTGTAATGTCAACCTGAGAGCACACTAGGGAGCTCCCCACTCCCGTTTTTG
TGACCA

>SWRV6 (nimero de acesso KC117152)

GGCTTTTAAAGCGCTACAGTGATGTCTCTCAGCATTGACGTAACGAGTCTTCCCTCAATTT
CTTCTAGTATCTTTAAAAATGAATCGTCTTCTACAACGTCAACTCTTTCTGGAAAATCTAT
TGGTAGGAGTGAACAGTACATTTCACCAGATGCAGAAGCATTCAATAAATACATGTTGTC
GAAGTCTCCAGAGGATATTGGACCATCTGATTCTGCTTCAAACGACCCACTCACCAGCTT
TTCGATTAGATCGAATGCAGTTAAGACAAATGCAGACGCTGGCGTGTCTATGGATTCATC
GACGCAATCACGACCTTCAAGCAACGTTGGGTGCGATCAAGTGGATTTCTCCCTAACTAA
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AGGTATTAATGTTAGTGCCAATCTTGATTCATGCGTATCAATTTCAACTGACCATAAGAA
GGAGAAATCCAAGAAAGATAAAAGTAGGAAACACTACCCTAGAATTGAAGCAGATTCTG
ACTCCGAAGATTACGTTTTAGATGATTCAGATAGTGATGACGGTAAATGTAAGAATTGTA
AATATAAGAAAAAGTACTTTGCACTAAGAATGAGGATGAAGCAAGTCGCAATGCAATTG
ATCGAAGATTTGTAATGTCAACCTGAGAGCACACTAGGGAGCTCCCCACTCCCGTTTTGT
GACCA

>SWRV7
GGCTTTTAAAGCGCTACAGTGATGTCTCTCAGCATTGACGTAACGAGTCTTCCCTCAATTT
CTTCTAGTATCTTTAAAAATGAATCGTCTTCTACAACGTCAACTCTTTCTGGAAAATCTAT
TGGTAGGAGTGAACAGTACATTTCACCAGATGCAG
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APENDICE B

O alinhamento de um fragmento parcial de 926 nucleotideos do gene codificador da
NSP2 de rotavirus suinos, contemplando as amostras geradas neste estudo com as demais do

Genbank representativas dos genotipos N da NSP2, segue abaixo:

continua

10 Z0 30 40 &0 &0 70 a0 a0 100

T T T T T L T T T T T T T L
EF560700 Human Dhaka6 ATGGCTGAGCTAGCTTGCTTTTGTTATCCTCATTTGEAGALCGATAGC TATARATTTATTCCT TTTARTAATT TAGCAATARAATGCATGTTGACAGCAL
EF672587 Human IAL28
GU296412 Human PAH136
EF672615 Human ST3
70713649 Human K8
GU199489 Pig Gottfried
EF990688 Pig A131
GU199195 pig RU172
EF990696 Pig A253
GU199517 Pig WM
DQ494401 Bovine KJ44
DQ494402 Bovine KJ75
GUB27413 Cat BA222
KC117140 SWRV1
KC117141 SWRV2
KC117142 SWRV3
KC117143 SWRV4
KC117144 SWRVS
KC117145 SWEV6
KC117146 SWRV7

110 1z0 130 140 150 le0 170 1ls0 130 Z0no

B T T T T T e I L TR e o e |
EF560709 Human Dhaka6 AAGTAGATAARAANGATCAAGATAAATTTTATAATTCTATTGTTTATGGEATTGCGCCACCACCACARTT TAGAAAACGT TATAATACTAGTGATAATTC
EF672587 Human IAL28
GU296412 Human PAH136
EF672615 Human ST3
70713649 Human K8
GU199489 Pig Gottfried
EF990686 Pig A131
GU199195 pig RUL72
EF990696 Pig A253
GU199517 Pig WM
DQ494401 Bovine KJ44
DQ494402 Bovine KJ75
GUB27413 Cat BA222
KC117140 SWRV1
KC117141 SWRV?2
KC117142 SWRV3
KC117143 SWRV4
KC117144 SWRVS
KC117145 SWEV6
KC117146 SWRV7

Zlo ZZ0 Z30 Z40 Z50 Ze0 Z70 zs0 Z30 300
B T L L L T T e L I L L I I ol B |
EF560709 Human Dhaka6  GAGAGGAATGAATTACGAAACAATTATGTTTAATAAGETGGCTATCT TAATTTGTGAAGCACT CAATTCGAT TARAGT TACACAAT CTGARGT TGCARAT
EF672587 Human IAL28 A..... T..... C..T...
GU296412 HUMan PAHIZ6  .....uuvvenineennnnnn
EF672615 Human ST3 a
70713649 Human K8 A
GU199489 Pig Gottfried A
EF990688 Pig Al131 T
GU199195 pig RUL72 a
EF090696 Pig A253 a
GU199517 Pig WM a
DQ494401 Bovine K44 a .
DQ494402 Bovine KJ735 A..... | P TT...
a
A
a
a
a
a
a
a

=
=

GU827413 Cat BA222
KC117140 SWEV1
KC117141 SWRV2
KC117142 SWRV3
KC117143 SWRV4
KC117144 SWRVS
KC117145 SWRVG
KC117146 SWRV?

@
=
I
=
mFHooEaaaa

continua



EF560709
EF672587
GU296412
EF672615
JQ713649
GU199489
EF990688
GU199195
EF990696
GU199517
DQ494401
DQ494402
GUS27413
KC117140
KC117141
KC117142
KC117143
KC117144
KC117145
KC117146

EF560709
EF672587
GU296412
EF672615
JQ713649
GU199489
EF990688
GU199195
EF990696
GU199517
DQ494401
DQ494402
GUS27413
KC117140
KC117141
KC117142
KC117143
KC117144
KC117145
KC117146

EF560709
EF672587
GU296412
EF672615
JQ713649
GU199489
EF990688
GU199195
EF990696
GU199517
DQ494401
DQ494402
GUS27413
KC117140
KC117141
KC117142
KC117143
KC117144
KC117145
KC117146

EF560709
EF672587
GU296412
EF672615
JQ713649
GU199489
EF990688
GU199195
EF990696
GU199517
DQ494401
DQ494402
GUS27413
KC117140
KC117141
KC117142
KC117143
KC117144
KC117145
KC117146

Human
Human
Human
Human
Human

Dhaka6
IAL2&
PAH136
ST3

K8

Pig Gottfried
Pig A131

pig RUL72
Pig A253

Pig ¥YM
Bovine K44
Bovine EJ75
Cat BA222

SHRV1
SHRV2
SHRV3

Human

Dhaka6
IAL28
PAH136
ST3

K&

Pig Gottfried
Pig Al131

pig RUL72

Pig A253

Pig ¥YM

Bovine EJ44
Borine KJ75
Ccat BA222

SHWRV1
SHRV2
SHRV3
SHRV4
SHRV S
SHREVG
SHRV?

Dhakaé
InL28
PAH136
ST3

K8

Pig Gottfried
Pig A131

pig RU172
Pig A253

Pig ¥M
Borine KJd44
Bovine EKJ73
Cat BAZ222

SWRV1
SHRV2
SWRV3
SWRV4
SWRVS
SHRVE
SWRV7?

Human

Human

Dhakaf
IAL2&
PAH136
ST3

K8

Pig Gottfried
Pig A131

pig RUL72
Pig A253

Pig ¥YM

Bovine K44
Bovine EJ75
Cat BA222

SHRV1
SHRV2
SHRV3
SHRV4
SHRV S
SHRV 6
SHWRV?

210 320 230 240 350 260 370 280 290 400
GTTCTTTCARGAGTAGTTTCCGT TAGACATT TGGAARATCTAGTAT TAAGGARA TCATCAAGATGTACTTTTCCATTCGAAAGAACTACTCTTAR

410 4Z0 430 440 450 460 470 420 4390 £00
AATCTGTBTTGATAGCTATTGETCAGT CARALGARATCGARACTACTGCTACT GC CGAAGGA GBA TAGTATTTCAGAATGCAGCTTTTACTATGTG

........... T..A...........

i

-

.T

-

-

A

LA

A

-

Y T
i .
A..... T..B...........
A..... T..A...........
A...AT..............
A..AT..............

510 520 530 540 550 Se0 570 580 530 &00

EEEEN RN I IR IR IR IR I ISR IR ISP IR IS IR IREIRIEN IPIIPIEN IR IRIPY ISR I I
GARATTGACGTATTTAGAT CATAAAT TAATGCCTATTITTGGAT CAGRATTTCATTGAATATAARATTACGT T GAATGAAGATARACCARATTT CAGAT GTA
-G C..TG.A..C . -G

510 G20 &30 &40 650 660 670 680 630 700
B T L T O L O L I T I L e I L il (N
TATGTTABAGABATCGTTGCTGAAT TAAGATGGCAGTATAACAGATTTGCTGTAATAACACAT GETAAAGGTCAC TATAGAGT TGTTARATATTCAT CAG

conclusdo
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EF560709
EF672587
GU296412
EF672615
J0713649
GU199489
EF990688
GU199195
EF990696
GU199517
DQ494401
DQ494402
GU827413
KC117140
KC117141
KC117142
KC117143
K(117144
KC117145
KC117146

EF560709
EF672587
GU296412
EF672615
JQ713649
GU199489
EF990688
GU199195
EF990696
GU199517
DQ494401
DQ494402
GUS27413
KC117140
KC117141
K(117142
KC117143
KC117144
KC117145
K(C117146

EF560709
EF672587
GU296412
EF672615
JQ713649
GU199489
EF990688
GU199195
EF990696
GU199517
DQ494401
DQ494402
GU327413
KC117140
KC117141
KC117142
KC117143
KC117144
KC117145
KC117146

710 7z0 730 740 750 760 770 750 730 a00
B B L IR e I e E e B E e I I E e I B I e I I eI IR IR

Human Dhakat TTGCTAACCATGCAGATAGAGTATTIGCTACATATAAGRATAATGCTAAGAGT GETAATACTACTRATTTCAATTTGCTAGACCARAGAATTATT TRGCA
Human IAL2E ERY . T B ' T AT, CLTT. ... T
Human PAH136
Human 5T3
Human K8
Pig Gottfried
Pig A131
pig RU172
Pig A253
Pig YM
Borine KJ44
Bovrine KJ75
Cat BA222
SWRV1
SWRV2
SWERYV 3
SWRV4
SWRY 5
SWRYV G
SWRV7?

a10 gz0 230 240 250 260 870 280 290 500
B B L IR e I e E e B E e I I E e I B I e I I eI IR IR

Human Dhakab ARATTGGTATGCATTTACAT CTTCAATGAAA CAAGGTAATACAATTGATGTATGTARGARACTACT CTTT CAAALGATGAAA CADL GAGRAARATCCBTTC
Human IAL28
Human PAH136
Human ST3
Human K&
Pig Gottfried
Pig A131
pig RUL72
Pig A253
Pig ¥M
Borine KJ44
Borine KJ75
Cat BA222
SWRV1
SWRV2
SWRV3
SWRV4
SWRVS
SWRYVG6
SWRV7?

Human Dhakaé
Human IAL28
Human PAH136
Human ST3
Human K&
Pig Gottfried
Pig A131
pig RU172
Pig A253
Pig ¥M
Borine KJ44
Borine KJ75
Cat BA222
SWEV1

SWRV2

SWRV3

SWRV4

SWRVS

SWRVG6

SWRY'7
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Segue abaixo o alinhamento de uma é&rea consensual de 309 aminoécidos de
comprimento do gene codificador da NSP2 das amostras geradas neste estudo e as demais do

Genbank representativas dos genotipos N da NSP2:

continua

10 20 30 40 50 60 70 E 30
T T T T T T e T T e
EF560709 Human Dhaka6 MAELACFCYPHLENDSYKF IPFHHLATKCHML TAKVDKKD(DKF YHS IVY G LAPPP (FRKRYHT SDH SRGMHYET IMFHKVAIL I CEALHS
EF672587 Human IAL28 . .
GU296412 Human PAH136
EF672615 Human ST3
JQ713649 Human K8
GU199489 Pig Gottfried
EF990688 Pig A131
GU199195 pig RU172
EF990696 Pig A253
GU199517 Pig ™
DQ494401 Bovine K44
DQ494402 Bovine KJ75
GU827413 Cat BA222
KC117140 SWRV1
KC117141 SWRV2
KC117142 SWRV3
KC117143 SWRV4
KC117144 SWRVS
KC117145 SWRV6
KC117146 SWRV7

100 110 1zn 130 140 150 180 170 1s0

B I ICTRISIPT IR NPT IS IDTCRRIET IR ICIPIRI IR IEECERIRN NIRRT NIRRT IS IR ICTCIRITR TR IR |
EF560709 Human Dhakab IEVTQSEVAHVL SRVV SYVRHLENLVL REEHH)DVLEFHSKELLLESVLIATGQSKEIETTATAE GGEIVE QHAAF TMWEL TYLDHEKLMP TL
EF672587 Human IAL28
GU296412 Human PAH136
EF672615 Human S5T3
JQ713649 Human K&
GU199489 Pig Gottfried
EF990688 Pig A131
GU199195 pig RU172
EF990696 Pig A2353
GU199517 Pig TM
DQ494401 Borine KJ44
DQ494402 Borine KJ75
GU827413 Cat BA222
KC117140 SWRV1
KC117141 SWRV2
KC117142 SWRV3
KC117143 SWRV4
KC117144 SWRV]I
KC117145 SWRVG
KC117146 SWRV7?

130 pdali} Z10 Zz0 Z30 Z40 Z50 za0 parin}

T T T T T T e T ey
EF560709 Human Dhakaé  DQHFIEYKITLHEDKPISDVYVRKEIVAELRY(YHRFAVI THCKCHYRVVKY S SVANHADRVEATYRHHAKS GHT TDFHLLD QR TW QHWY
EF672587 Human IAL28
GU296412 Human PAH136
EF672615 Human ST3
0713649 Human K8
GU199489 Pig Gottfried
EF990688 Pig A131
GU199195 pig RU172
EF990696 Pig A253
GU199517 Pig ¥M
DQ494401 Bovine KJ44
D0494402 Borine KJ75
GUB27413 Cat BA222
KC117140 SWRV1
KC117141 SWRV2
KC117142 SWRV3
KC117143 SWRV4
KC117144 SWRVS
KC117145 SWRV6
KC117146 SWRV?




EF 360709
EF672587
GU296412
EF672615
JO0713649
GU199489
EF99068586
GU199195
EF9230696
GU199517
DQ494401
DQ494402
GU327413
KC117140
KC117141
KC117142
KC117143
KC117144
KC117145
KC117146

Human
Human
Human
Human
Human

Pig Gottfried
Pig A131

pig RU172

Pig A253

Pig YM

Borine EKJd44
Borine KJ75
Cat BA222

SWRV1
SWRV2
SWRV3
EWRV4
EWRVI
SWRVG
SWRV'7

conclusao

30 30 300
T T T T T T
DPhakaé  AFTSSMK(QGHTIDVCKKLLF QKMKQEKHPFKGLSTDRK
IAL2E
PAH136
ST3
K&
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APENDICE C

O alinhamento do fragmento completo de 594 nucleotideos do gene codificador da

NSP5 de rotavirus suinos, contemplando as amostras geradas neste estudo com as demais do

Genbank representativas dos genotipos H da NSP5, segue abaixo:

GU199491
EF990690
DpQ916134
EF990698
DQ204739
EF672618
EF672590
DQ146698
EF560712
DO146681
KC117147
KC117148
KC117149
KC117150
KC117151
KC117152

GU199491
EF930690
DQ916134
EF990698
DpQ204739
EF672618
EF672590
DQ146698
EF560712
DQ146681
KC117147
KC117148
KC117149
KC117150
KC117151
KC117152

GU199491
EF990690
DQ916134
EF930698
DQ204739
EF672618
EF672590
DO146698
EF560712
DQ146681
KC117147
KC117148
KC117149
KC117150
KC117151
KC117152

GU199491
EF990690
DpQ916134
EF990698
DQ204739
EF672618
EF672590
DQ146698
EF560712
DO146681
KC117147
KC117148
KC117149
KC117150
KC117151
KC117152

Pig Gottfried
Pig A131

Pig CMPO34
Pig A253

Pig RU172
Human ST3
Human IAL28
Human L26
Human Dhakat
Human Matlabhl3
SWRW1

SWRW2

SWRV3

SWRW4

SWRVS

SWRV 6

Pig Gottfried
Pig A131

Pig CMPO34
Pig A253

Pig RU172
Human ST3
Human TAL28
Human L26
Human Dhaka6
Human Matlabl3
SWRV1

SWRV2

SWRW3

SWRW4

SWRV S

SHRV G

Piy Gottfried
Pig A131

Pig CMPO34
Pig A253

Pig RU172
Human ST3

Human Matlabl3
SWRV1
SHRW2
SWRV3
SWRV4
SHRWS
SWRVG

Pig Gottfried
Pig A131

Pig CMPO34
Pig A253

Pig RU172
Human ST3
Human IAL28
Human L26
Human Dhakat
Human Matlabhl3
SWRW1

SWRW2

SWRV3

SWRW4

SWRVS

SWRV 6

continua

10 zo 30 40 s0 &0 70 a0 90 100

P L T e L L e B L T L r R e e
ATBTCTCTCAGCATTGACGTAACGABT CTTCCCTCAATTTCTTCTAGTATCT TTAAARATGAAT CGTCTTC CACAACGTCAACTCT CTCTREAARATCTA

110 1zo 130 140 1L0 le0 170 130 130 200
B I T T o L I B e T e L I B B D P
TTGGTAGGAGTGAACAGTACATTT CACCAGATGCAGRAGCATT CAATARATACATGCTGTCGRAAGTCTCCAGAGGATATTGGACCATCTGATTCTGCTTC

z10 ZZ0 Z30 Z40 zE0 ZE0 Z70 Z80 z30 200
B T T T T L T T T L o I TRl [y
AARCGACCCACTCACCAGCTTITCGAT TAGATCGAAT GCAGTTARBACARAT GCAGACGCT GECGTET CTATBEATT CATCGACGCAAT CACGACCTTCA

210 3z0 330 340 350 360 370 380 390 400
P T T T T L B T I L e L e By
ABCAACGTTGGETGCBAT CAAGTEGATTTCTCCTTAACTAAAGGTAT TAATETTAGTGCTAATC T TBAT TCATETATATCAAT CTCGACTGAT CATAAAR
L.T B - T PP : U S S

Toooaooaoaaq-



GU199491
EF990690
DO916134
EF990698
Q204739
EF672618
EF672590
DO146698
EF560712
DO146681
KC117147
KC117148
KC117149
KC117150
KC117151
KC117152

GU199491
EF990690
DO916134
EF990698
DO204739
EF672618
EF672590
DO146698
EF560712
DO146681
KC117147
KC117148
KC117149
KC117150
KC117151
KC117152
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conclusédo

410 4z0 4320 440 450 460 470 420 430 £00
| I I | | | | | | | | | | | | | |

Piy Gottfried AGGAGABRATCCAMGAAAGATAAALGTAGGARACACTACCCGAGAATTGAAGCAGATTCTGATTCTGAAGAT TATGTTTTAGATGAT T CAGATAGT GATGA

Pig A131

Pig CMPD34
Pig A253

Pig RU172
Human ST3
Human TAL28
Human L26&
Human Dhakaé
Human Matlabl3

Pig Gottfried CEGTAAATGTAAGAATTGTAAATATAAGAAAAAGTATTTCGCACTARGAAT GAGGAT GAAGCARGTCOCAATGCAATTGAT CRAAGATTTGTAL

Pig A131
Piy (MPO34
Pig A253

Pig RU172
Human ST3
Human TAL2S8
Human L26
Human Dhakab
Human Matlabl3

Segue abaixo o alinhamento de uma area consensual de 197 aminoacidos de

comprimento do gene codificador da NSP5 das amostras geradas neste estudo e as demais do

Genbank representativas dos genotipos H da NSP5:

GU199491 Pig Gottfried
EF990690 Pig A131
DPQ9216134 Pig CMPO34
EF9906968 Pig A253
DPQ204739 Pig RU172
EF672618 Human ST3
EF672590 Human IAL28
DPQ146698 Human L26
EF560712 Human Dhaka6
DPQ146681 Human Matlahl3
KC117147 SWRV1
KC117148 SWRV2
KC117149 SWRV3
KC117150 SWRV4
KC117151 SWRVS
KC117152 SWRVG

GU199491 Pig Gottfried
EF990690 Pig Al131
DP0916134 Pig CMPO34
EF990698 Pig A253
DPQ204739 Pig RU172
EF672618 Human ST3
EF672590 Human TAL28
DQ146698 Human L26
EF560712 Human Dhaka6
DPQ146681 Human Matlabl3
KC117147 SWRV1
KC117148 SWRV2
KC117149 SWRV3
KC117150 SWRV4
KC117151 SWRVS
KC117152 SWRVG

10 20 20 40 0 &0 70 a0 20 loa
R T o T T T e L Lo L o L e e ey
MSLSIDVTSLPSISSSIFRHESSSTTSTLSCKS I GRSEQ YT SPDAEAFNKYML SKSPEDIGPSD5SASHDPLTSF S IRSHAVKTHADAGY SMDSSTOSRPS

110 130 130
e T P N T T R
SHYGCDOVDE SLTKEINV. KYKKKYFALRMRMEQVAMOLIEDL
FRPP T S .R. B
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APENDICE D

O alinhamento do fragmento completo de 279 nucleotideos do gene codificador da
NSP6 de rotavirus suinos, contemplando as amostras geradas neste estudo com as demais do

Genbank, segue abaixo:

10 Z0 20 40 EO &0 70 a0 a0 100
B e B I NN ICTEIRI IRICIPIET IPICICIP IR IR ISP IR ICUPIPI IRICIRIT IRICIRIR IR IIPICIET IR IR ICURIPEN IR |
DQ916134 Pig ATGRATCGTCTTCTACAACGT CAACTCTTT CTGEAAALTCTAT TGGTAGGAGT GAACAGTACATTTCACCAGAT GCAGRAGCAT TCAATAAATACATGTT
JE796722 Pig
JET96700 Pig
HM7736820 Human
HM773798 Human
HM773776 Human
HM773710 Human
AY769694 Human
EF185863 Human
DQ838628 Simio
JE7916805 Simio
SWRV1
SWRYV2
SWRY3
SWRV4
EWRV I
SHWRVG

110 120 130 l40 150 10 170 1an 120 Zon
T T T T T T T TP T (P L
DQ916134 Pig GTCBAAGTCTCCAGAGGATAT TGGACCATCTGATTCTECTTCAAACGAT CCACTCACCAGCTTTTCGATTAGAT CGAAT GCAGT TAAGA CARAT GCAGAC
JF796722 Pig
JF796700 Pig
HM773820 Human
HM773798 Human
HM773776 Human
HM773710 Human
AY769694 Human
EF185863 Human
DOB838628 Simio
JF791805 Simio

Zl0 ZEz0 zz0 z40 ZED ZE0 £70
B e L IEEIE TRl ICTRIPIEN ICEEIRI IRICIPIET IPICTCIPT IR INPIRETN IR IR ICURIPI IRICIRI IRICIRIET IR IR
DQ916134 Pig GCTGGCGTETCTATGGAT TCATCGACGCAAT CACGACCTT CAAGTAACGTTGGETGCRAT CARGTGGATTTCTCCT TGA
JE796722 Pig
JET96700 Pig
HM7736820 Human
HM773798 Human
HM773776 Human
HM773710 Human
AY769694 Human
EF185863 Human
DQ838628 Simio
JE791805 Simio
SWRV1
SWRYV2
SWRY3
SWRV4
EWRV I
SHWRVG

IS

2233333444
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Segue abaixo o alinhamento de uma area consensual de 92 aminoacidos de
comprimento do gene codificador da NSP6 das amostras geradas neste estudo e as demais do
Genbank:

1o z0 =0 40 Lo &0 70 20 S0

T T T T T P O
DQ916134 Pig MHRLL(QR)LFLENLLVGVHS TFHQMQKHS IHTCCRSLQRILDHL ILLQTTHSPAFRLDRM(LROM)TLA CL¥ THRRNHDL V¥ TL GATKW ISP
TETO6TZ2 PAU oo it ee et ettt e e e e e e e e e T Bo..ooooo..
TETOETO0 PAfg oot em e e et e e e e e e e e e e e e T o et e ettt A......... s
HM773820 HUMAN . ......ovovnnn.. O T - Tt M....... OH..... F-
HM773798 Human  ................ S T S - Veeeiiiiiann M....... OH..... Bo..ooooo..
HM773776 Human  ................ S T S -3 Vit M....... OH..... Bo..ooooo..
HM773710 HUMAN . .vvvneennnnneennnn.. R...... - H..... A..D..H....
AYT69694 Human  ...FQ..........ooueemnnnn.. L..S...0H. . K...L...HR.......uuuurrnnnnn M....... QH...HLA..DT......
EF185863 Human  ...FQ...................... L..S...0H. . K...L...HR.......uuuerrnnnnn M....... QH...HLA..DT......
DOB3BE2E SAMA0 ool et ettt et et e e e e e e e e Vot OH...... MSD.......
TETOLBOS SEMIO ool e e et e et ettt et ettt e a et et e ae et mae e aneaas Vevriininnn | OH...... MSD.......
SHRV1 e Tttt e e et e e e e e e e, M....... OH..... Bo..ooooo..
SHRVZ i T e e e e e e e et e e e e e, M....... OH..... Ao.........
SHRWE e Tttt e ettt e e e e e e e e e a e, M....... OH..... F-
SHRWA e e e H....... T Bo..ooooo..
SHBNS e e e H....... T o et e ettt Bo..ooooo..
o4 T Biviiinnan.



APENDICE E

Apéndice E — Valores de similaridade nucleotidica e de aminoacidos da regido consensual das sequéncias de rotavirus geradas neste estudo (SWRV1

a SWRV?7) frente as demais representativas do genotipo N1 de NSP2 depositadas no GenBank. As areas em branco representam as

identidades nucleotidicas, e as cinzas, as identidades de aminoacidos - Sdo Paulo - 2013

EF560709 | EF672587 |GU296412| EF672615 |JQ713649 | GU199489 EF990688 | GU199195{ EF990696 | GU199517) DQ494401| DQ494403 GU827413f SWRV1 | SWRV2 | SWRV3 [ SWRV4 | SWRV5 | SWRV6 [ SWRV7
EF560709 1D 0,925 0,957, 0,948 0,967, 0,957 0,902 0,922 0,922 0,961 0,961 0,961 0,906 0,954 0,957 0,925 0,925 0,925 0,951 0,951
EF672587 0,882 1D 0,925 0,938 0,938 0,935 0,88} 0,961 0,899 0,938 0,938 0,938 0,944 0,925 0,928 0,961 0,961 0,961 0,925 0,925
GU296412 0,942 0,885 1D 0,944] 0,964 0,954 0,902 0,915] 0,922] 0,954 0,957 0,957 0,906 0,951 0,954 0,925 0,925] 0,925] 0,944 0,944
EF672615 0,911 0,871 0,906 1D 0,957 0,954 0,899 0,935 0,919 0,961 0,957 0,957, 0,902 0,951 0,954 0,925 0,922 0,922 0,951 0,951
1Q713649 0,923 0,876 0,912 0,899 1D 0,977 0,919 0,928 0,938 0,97 0,977 0,977, 0,925 0,961 0,964 0,935 0,938 0,938 0,967 0,967
GU199489 0,9 0,89 0,891 0,886 0,897 1D 0,932 0,928 0,951 0,974 0,99, 0,99 0,909 0,974 0,977 0,932 0,925 0,925 0,977, 0,977
EF990688 0,842 0,831 0,835 0,821 0,841 0,898 ID| 0,88 0,977 0,919 0,941 0,941 0,854 0,922 0,925 0,88] 0,87 0,87 0,922 0,922
GU199195 0,881 0,914 0,87 0,868 0,865 0,875 0,822 1D 0,896 0,932 0,935 0,935 0,925 0,928 0,932 0,954 0,954 0,954 0,928 0,928
EF990696 0,865 0,857 0,854 0,844 0,866 0,927 0,966 0,846 1D 0,938 0,961 0,961 0,873 0,941 0,944 0,899 0,889 0,889 0,941 0,941
GU199517 0,899 0,883 0,89 0,889 0,904 0,938 0,868 0,872 0,895 1D 0,977 0,977, 0,912 0,974 0,977 0,935 0,925 0,925 0,974 0,974
DQ494401 0,9 0,886 0,386 0,884 0,897 0,974 0,92 0,88 0,949 0,934 1D 1 0,912 0,98 0,983 0,935 0,928 0,928 0,98 0,98]
DQ494402 0,9 0,886 0,386 0,884 0,897 0,974 0,92 0,88 0,949 0,934 1 ID| 0,912 0,98 0,983 0,935 0,928 0,928 0,98 0,98]
GU827413 0,858 0,911 0,863 0,857 0,867 0,858 0,812 0,878 0,834 0,857 0,855 0,855 1D 0,899 0,902 0,944 0,938 0,938 0,899 0,899
SWRV1 0,893 0,869 0,881 0,883 0,892 0,931 0,873 0,865 0,895 0,953 0,931 0,931 0,849 1D 0,996 0,928 0,922 0,922 0,987 0,987
SWRV2 0,894 0,872 0,384 0,884 0,893 0,934 0,877 0,866 0,898 0,954 0,934 0,934 0,848 0,996 1D 0,932 0,925 0,925 0,99 0,99,
SWRV3 0,886 0,951 0,387 0,878 0,877 0,891 0,832 0,911 0,859 0,88 0,885 0,885 0,906 0,875 0,878 ID 0,967 0,967 0,922 0,922
SWRV4 0,885 0,94 0,875 0,873 0,873 0,879 0,817 0,907 0,843 0,868 0,876 0,876 0,909 0,864 0,865 0,949 1D 1 0,915 0,915
SWRV5 0,885 0,94 0,875 0,873 0,873 0,879 0,817 0,907 0,843 0,868 0,876 0,876 0,909 0,864 0,865 0,949 1 1D 0,915 0,915
SWRV6 0,901 0,877 0,387 0,386 0,895 0,946 0,369 0,879 0,897 0,947 0,935 0,935 0,854 0,956 0,957 0,88 0,385 0,885 1D 1
SWRV7 0,901 0,879 0,89 0,889 0,895 0,946 0,869 0,877 0,897 0,949 0,935 0,935 0,856 0,959 0,96 0,882 0,383 0,883 0,995 1D

66



APENDICE F

Apéndice F — Valores de similaridade nucleotidica e de aminoacidos da regido consensual das sequéncias de rotavirus geradas neste estudo (SWRV1 a
SWRV6) frente as demais representativas do genotipo H1 de NSP5 depositadas no GenBank. As areas em branco representam as
identidades nucleotidicas, e as cinzas, as identidades de aminoacidos - Sdo Paulo - 2013

GU199491|EF990690 |DQ916134 EF990698 |DQ204739 EF672618 |EF672590 | DQ146698 EF560712 [DQ146681] SWRV1 | SWRV2 | SWRV3 | SWRV4 [ SWRV5 | SWRV6
GU199491 ID 0,917 1 0,932 0,989 0,979 0,948 0,969 0,989 0,989 0,979 0,979 0,979 0,994 0,994 0,994
EF990690 0,909 ID 0,917 0,984 0,907 0,896 0,881 0,886 0,907 0,907 0,907 0,907 0,907 0,912 0,912 0,922
DQY16134 0,979 0,914 ID 0,932 0,989 0,979 0,948 0,969 0,989 0,989 0,979 0,979 0,979 0,9% 0,994 0,994
EF990698 0,924 0,976 0,929 ID 0,922 0,912 0,896 0,902 0,922 0,922 0,922 0,922 0,922 0,927 0,927 0,938
DQ204739 0,978 0,904 0,978 0,919 ID 0,969 0,938 0,969 0,979 0,979 0,969 0,969 0,969 0,984 0,984 0,984
EF672618 0,969 0,898 0,966 0,91 0,968 ID 0,943 0,958 0,979 0,979 0,958 0,958 0,958 0,974 0,974 0,974
EF672590 0,936 0,872 0,936 0,887 0,937 0,941 ID 0,922 0,943 0,943 0,943 0,943 0,943 0,943 0,943 0,953
DQ146698 0,968 0,9 0,964 0,909 0,973 0,974 0,936 ID 0,979 0,979 0,948 0,948 0,948 0,963 0,963 0,963
EF560712 0,976 0,905 0,973 0,917 0,974 0,986 0,944 0,984 ID 1 0,969 0,969 0,969 0,984 0,984 0,984
DQ146681 0,973 0,907 0,973 0,919 0,971 0,983 0,947 0,981 0,993 ID 0,969 0,969 0,969 0,984 0,984 0,984
SWRV1 0,949 0,882 0,949 0,898 0,954 0,942 0,941 0,944 0,952 0,949 ID 1 1 0,974 0,974 0,979
SWRV2 0,949 0,882 0,949 0,898 0,954 0,942 0,941 0,944 0,952 0,949 1 ID 1 0,974 0,974 0,979
SWRV3 0,954 0,887 0,954 0,902 0,959 0,947 0,946 0,949 0,957 0,954 0,991 0,991 ID 0,974 0,974 0,979
SWRV4 0,971 0,895 0,968 0,91 0,969 0,959 0,936 0,962 0,966 0,962 0,956 0,956 0,961 ID 1 0,989
SWRV5 0,971 0,895 0,968 0,91 0,969 0,959 0,936 0,962 0,966 0,962 0,956 0,956 0,961 1 ID 0,989
SWRV6 0,971 0,904 0,968 0,922 0,966 0,961 0,937 0,956 0,968 0,964 0,951 0,951 0,952 0,974 0,974 ID

(0[0)



APENDICE G

Apéndice A — Valores de similaridade nucleotidica e de aminoacidos da regido consensual das sequéncias de rotavirus geradas neste estudo (SWRV1 a
SWRV6) frente as demais representativas de NSP6 depositadas no GenBank. As areas em branco representam as identidades nucleotidicas,
e as cinzas, as identidades de aminoacidos - Sdo Paulo - 2013

DQ9Y16134| JF796722 | JF796700 HM773820HM773798 HM773776HM773710]AY769694 |[EF185863 |DQ838628| JF791805| SWRV1 [ SWRV2 | SWRV3 | SWRV4 | SWRV5 [ SWRV6

DQ916134 1D 0,978 0,967 0,902 0,902 0,902 0,934 0,804 0,804 0,923 0,913 0,945 0,945 0,945 0,967 0,967 0,978
JF796722 0,982 ID 0,989 0,902 0,902 0,902 0,934 0,804 0,804 0,902 0,891 0,945 0,945 0,945 0,989 0,989 1
JF796700 0,982 0,992 ID 0,891 0,891 0,891 0,923 0,793 0,793 0,891 0,88 0,934 0,934 0,934 0,978 0,978 0,989
HM773820 0,946 0,935 0,935 ID 1 1 0,88 0,793 0,793 0,891 0,88 0,956 0,956 0,956 0,891 0,891 0,902
HM773798 0,946 0,935 0,935 1 ID 1 0,88 0,793 0,793 0,891 0,88 0,956 0,956 0,956 0,891 0,891 0,902
HM773776 0,946 0,935 0,935 1 1 ID 0,88 0,793 0,793 0,891 0,88 0,956 0,956 0,956 0,891 0,891 0,902
HM773710 0,978 0,967 0,967 0,942 0,942 0,942 ID 0,826 0,826 0,902 0,891 0,923 0,923 0,923 0,923 0,923 0,934
AY769694 0,913 0,903 0,903 0,903 0,903 0,903 0,924 ID 1 0,815 0,804 0,836 0,836 0,836 0,793 0,793 0,804
EF185863 0,913 0,903 0,903 0,903 0,903 0,903 0,924 1 ID 0,815 0,804 0,836 0,836 0,836 0,793 0,793 0,804
DQ838628 0,964 0,946 0,946 0,939 0,939 0,939 0,956 0,921 0,921 ID 0,989 0,913 0,913 0,913 0,891 0,891 0,902
JF791805 0,96 0,942 0,942 0,935 0,935 0,935 0,953 0,917 0,917 0,996 ID 0,902 0,902 0,902 0,88 0,88 0,891
SWRV1 0,974 0,964 0,964 0,971 0,971 0,971 0,967 0,924 0,924 0,96 0,956 1D 1 1 0,934 0,934 0,945
SWRV2 0,974 0,964 0,964 0,971 0,971 0,971 0,967 0,924 0,924 0,96 0,956 1 ID 1 0,934 0,934 0,945
SWRV3 0,974 0,964 0,964 0,971 0,971 0,971 0,967 0,924 0,924 0,96 0,956 1 1 ID 0,934 0,934 0,945
SWRV4 0,985 0,982 0,982 0,946 0,946 0,946 0,971 0,913 0,913 0,956 0,953 0,974 0,974 0,974 ID 1 0,989
SWRV5 0,985 0,982 0,982 0,946 0,946 0,946 0,971 0,913 0,913 0,956 0,953 0,974 0,974 0,974 1 ID 0,989
SWRV6 0,985 0,989 0,989 0,946 0,946 0,946 0,971 0,913 0,913 0,956 0,953 0,974 0,974 0,974 0,992 0,992 1D

TOT



