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Resumo

Considerando o impacto que as diferentes variantes dos virus influenza causam a saude
publica, o presente estudo teve como objetivos detectar e caracterizar molecularmente
esses virus, em casos de doenca respiratdria aguda em criangas menores de cinco anos
de idade, atendidas em Uberlandia, MG. Foram analisados 605 aspirados de nasofaringe
coletados entre 2001 e 2010. Os virus influenza foram detectados em 40 (6,6%)
amostras, sendo 39 do tipo A e uma do tipo B, de casos que ocorreram entre fevereiro e
setembro. O percentual das criangas com gripe atendidas em ambulatérios foi maior do
que o das hospitalizadas, sendo que 0s casos que requereram internacdo apresentaram
mediana de quatro meses de idade. Por meio da RT-PCR, os virus do tipo A foram
caracterizados em subtipos, sendo que o subtipo H3N2 foi o mais prevalente. Os
subtipos HIN1 e HIN2 também foram detectados. Comparando-se as sequéncias
deduzidas de aminoécidos da hemaglutinina as sequéncias das cepas utilizadas nas
vacinas disponibilizadas, nos mesmos periodos, observou-se que os sitios de ligacéo
com o receptor foram preservados, apesar de terem sido observadas, em alguns casos,
substituicdes, porém, por aminoacidos similares. As sequéncias da neuraminidase nao
mostraram alteragdes importantes nos sitios antigénicos. O virus influenza B foi
caracterizado como sendo da linhagem Victoria, enquanto que a cepa vacinal utilizada
no mesmo ano (2002) foi a da linhagem Yamagata. Os virus do subtipo H3N2
mostraram importantes alteracfes nos sitios antigénicos e aqueles detectados entre 2001
e 2003 apresentaram menor identidade na sequéncia de nucleotideos em relagdo a cepa
vacinal. Esse resultado sugere que a circulacdo dessas variantes virais nao foi afetada
pela vacinacdo na época. Dessa forma, um monitoramento precoce sobre as variantes
em circulacdo no pais ou em uma regido pode fornecer informagdes importantes sobre a

eficacia da vacina que serd administrada naquela temporada.

Palavras-chave: Virus influenza. Criancas. RT-PCR. Sequenciamento. Hemaglutinina.

Neuraminidase.



Abstract

Influenza remains a major health problem due to the seasonal epidemics that occur
every year caused by the emergence of new virus strains. Therefore, this study aimed to
identify and to characterize molecularly the influenza viruses from cases of acute
respiratory disease in children less than five years of age in Uberlandia, MG. For this
purpose, 605 nasopharyngeal aspirates were collected between 2001 and 2010.
Influenza virus was detected in 40 (6.6%) samples, 39 were of type A and one of type
B, from cases that occurred between February and September. The percentage of
children with influenza attended at ambulatory pediatrics was higher than hospitalized,
and the cases that required hospitalization had a median of four months old. The type A
viruses were further characterized in subtypes by RT-PCR, and the H3N2 subtype was
the most prevalent. Deduced amino acid sequence analysis of partial hemagglutinin
sequence indicated that, compared to strains sequences used in the vaccines provided in
the same periods, the receptor binding sites were preserved, although substitutions with
similar amino acids in these sites were observed in few cases. The neuraminidase
sequences did not show significant changes, i.e., in the antigenic sites. The influenza B
virus was characterized as Victoria lineage, whereas the vaccine strain used in the same
year (2002) belonged to the Yamagata lineage. The subtype H3N2 viruses showed
substantial changes in antigenic sites and those detected between 2001 and 2003 also
presented lower identity in nucleotide sequences compared to the sequence of the
vaccine strain. These results suggest that viral variants that circulated in those seasons
were not affected by the vaccination. Thus, an early monitoring of variants circulating
in the country or in a region may provide important information about the probable

efficacy of the vaccine that will be administered in the season.

Keywords: Influenza virus. Children. RT-PCR. Sequencing. Hemagglutinin.

Neuraminidase.



ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

% - porcentagem

°c - graus Celcius

ul - microlitro (107 litro)

ANF - aspirado de nasofaringe

AS - &cido sialico

BAPA - benzylsulfonyl-d-arginine-proline-4-amidinobenzylamide

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool

CC - cultura de celulas

CDC - Centers for Disease Control and Prevention

cDNA - acido desoxirribonucleico complementar

DEPC - dietilpirocarbonato

DNA - 4cido dexoribonucleico

dNTP - deoxyribonucleotide triphosphates (desoxirribonucleotideos trifosfatos)
DMSO - dimetilsulféxido

DRA - doenca respiratéria aguda

DTT - ditiotreitol

EDTA - &cido etilenodiaminotetracético

EIA - ensaio imunoenzimatico

ENF-Ped - enfermaria de pediatria

HA - hemaglutinina

HPAI - Highly Pathogenic Avian Influenza (virus influenza de alta patogenicidade)
IFI - imunofluorescéncia indireta

LPAI — Low Pathogenic Avian Influenza (virus influenza de baixa patogenicidade)

M — molar



mL - mililitro (10°® litro)

uL - microlitro (107 litro)

mM - milimolar (10 molar)

M1 - proteina de matriz

M2 - proteina de canal de ions

NA - neuraminidase

ND - ndo determinado

nm - nanémetro

NP - nucleoproteina

NS1 e NS2 - proteinas ndo estruturais
nt - nucleotideos

OMS - Organizacdo Mundial da Saude
PAP - pronto atendimento pediatrico
pb - pares de base

PCR — polimerase chain reaction

pH - potencial hidrogenibnico

PM - peso molecular

pmol - picomol (10™? moles)

PA, PB1 e PB2 - polimerases

PBS - phosphate-buffered saline (solugcdo-tampao salina de fosfatos)
PS-Ped - pronto-socorro de pediatria
RNA - &cido ribonucleico

RNACc - RNA complementar

RNAmM - RNA mensageiro

RNAV - RNA viral

RNP - complexo da ribonucleoproteina



rpm - rotagdes por minutos

RT-PCR - reverse transcription of polymerase chain reaction (transcricdo reversa -
reacao em cadeia da polimerase)

SEBER - setor de bercario

SLN - sinais de localizagdo nuclear

U — unidade

UAI - Unidade de Atendimento Integrado

UFU - Universidade Federal de Uberlandia

UTI - Neo - unidade de terapia intensiva neonatal

UTI - Ped - unidade de terapia intensiva pediatrica

Aminoacidos

Nome Abreviacao
Alanina A
Arginina R
Asparagina N
Aspartato ou acido aspartico D
Cisteina C
Fenilalanina F
Glicina ou glicocola G
Glutamato ou &cido glutamico E
Glutamina Q

Histidina H



Isoleucina I

Leucina L
Lisina K
Metionina M
Prolina P
Serina S
Tirosina Y
Treonina T
Triptofano W
Valina \Y

Bases nitrogenadas dos nucleotideos

Nome Abreviacao
Adenina A
Citosina C
Guanina G

Timina T
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1. INTRODUCAO

1.1 Considerac0es gerais

Doencas respiratorias agudas (DRA) acometem individuos de ambos os géneros
e de diferentes idades em todo o mundo. Dentre 0s principais agentes responsaveis pelas
DRA, os virus influenza tém sido investigados devido a sua importancia em termos de
morbidade e também de mortalidade, particularmente em idosos, criangas e em
individuos com comprometimento cardiaco, pulmonar e da funcdo imune (COX;
SUBBARAO, 1999; BRINKHOF et al., 2006). A facilidade de transmissdo desses
virus, assim como as altas taxas de mutacéo nos antigenos de superficie - hemaglutinina
(HA) e neuraminidase (NA) - sdo responsaveis pelo aparecimento de surtos anuais, que
variam dependendo de fatores como a viruléncia da cepa, a presenca de imunidade
prévia, a intensidade da exposicdo ao virus e, provavelmente, fatores genéticos e
ambientais, que afetam a transmisséo de pessoa-pessoa (CARRAT; FLAHAULT, 2007;
MEMARZADEH, 2011).

A gripe, doenca causada por esse patdgeno, de carater agudo, febril e foi
responsavel por dizimar grande parte da populagdo, por muitos séculos. De acordo com
achados histdricos, as pandemias j& apareciam em intervalos, desde os tempos antigos
(SCHOLTISSEK, 1994; HORIMOTO; KAWAOKA, 2005). Estudos de
soroprevaléncia indicam que a maioria dos individuos até seis anos de idade ja teve pelo

menos uma infeccdo pelo virus influenza (SAUERBREI et al., 2009).

Em paises industrializados, a maioria das hospitalizacdes € de criancas mais
novas e de idosos (>65 anos), porém individuos de todas as idades séo afetados pela
doenga. As criangas desempenham um papel importante como disseminadoras,
transmitindo esses virus para os adultos e os idosos, que podem ser vulneraveis a
infeccdo devido a auséncia de imunidade contra novas cepas (LUI; KENDAL, 1987).

Apesar da disponibilidade anual de vacinas, a cada ano a gripe atinge até 15% da
populacdo mundial e responde por cerca de 250.000 a 500.000 mortes (OMS, 2003).
Considerando o absenteismo ao trabalho, a escola e as despesas médicas diretas, 0
impacto econdmico anual devido a gripe, em alguns paises, tem sido estimado na ordem
de 12-14 bilhdes de ddlares (SZUCS, 1999; MONTO, 2000; NEUZIL; HOHLBEIN;
ZHU, 2002).
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Um dos aspectos mais importantes desses virus refere-se a capacidade adaptativa
em decorréncia da elevada taxa de mutacdo, propiciando sua manutencdo em animais e
humanos, em razdo de pressdes imunoldgicas e, consequentemente, demandando uma
constante vigilancia epidemiolégica (LAVANCHY; GAVINIO, 2001; FERGUSON;
GALVANI; BUSH, 2003; HOLMES, 2003; MOYA et al., 2004). Questbes sobre
quando, como e até que ponto o virus ira se alterar e se propagar globalmente, ainda ndo
foram totalmente elucidadas, apesar do crescente avango nas pesquisas sobre a gripe.
Além disso, ndo se sabe exatamente se as epidemias acontecem em decorréncia de uma
persisténcia local ou ainda se sdo provenientes de outras regides (NELSON et al., 2007;
RUSSELL et al., 2008b).

Os programas de vacinagdo constituem a principal intervencdo preventiva em
salide publica contra as infec¢Bes por esses virus (ESPOSITO et al., 2003). Atualmente
0 publico alvo a ser vacinado no Brasil, inclui os maiores de 60 anos de idade, 0s
trabalhadores da salde, as criancgas entre seis meses e dois anos de idade, as gestantes,
0s povos indigenas, os pacientes com comorbidades e a populacdo presidiaria (BRASIL,
2012); consequentemente, os lactentes continuam sendo o grupo etario mais vulneravel.

Quanto a deteccdo dos virus influenza, um diagndstico rapido e adequado €
imprescindivel no contexto epidémico (DWYER et al., 2006, MACKAY et al., 2008).
Apesar de métodos de imunofluorescéncia indireta (IFI) serem aplicados de rotina,
métodos moleculares tém se mostrado mais efetivos na deteccdo desses patdgenos
(HERRMANN; LARSSON; ZWEYGBERG, 2001; ELLIS; ZAMBON, 2002; DWYER
et al., 2006). Neste sentido, com a aplicacdo da transcricdo reversa - reacdo em cadeia
da polimerase (RT-PCR), tem sido possivel detectar e subtipar os virus influenza a
partir de amostras clinicas (STOCKTON et al., 1998).

Diante do exposto, a identificacdo e a caracterizacdo de diferentes tipos e
subtipos, bem como o sequenciamento genético dos virus influenza circulantes na
regido de Uberlandia, constitui importante ferramenta epidemioldgica em termos de um
monitoramento desses agentes.

De 2001 a 2004, o Laboratério de Virologia da Universidade Federal de
Uberlandia investigou a presenca dos virus influenza em amostras de nasofaringe de
criancas, com doenga respiratoria aguda, atendidas em unidades de saude publica de
Uberlandia, MG, pela técnica de imunofluorescéncia indireta (COSTA et al., 2006).
Objetivando aprofundar a pesquisa sobre esses virus, acrescentou-se a tipagem e a
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subtipagem pela RT-PCR, além do sequenciamento nucleotidico das variantes virais

encontradas.
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1.2 Historico

A doenca respiratoria aguda conhecida como gripe, altamente contagiosa, parece
ter afligido os seres humanos desde os tempos antigos. A primeira descri¢do cientifica
de uma doenca identificada como influenza foi feita por Hipdcrates no ano 412 a.C.
(KAPLAN; WEBSTER, 1977 apud MURPHY; WEBSTER, 1996). Posteriormente,
durante a Idade Média, foram descritos véarios episodios de infecgbes compativeis com
as causadas pelo virus influenza. Na América, o primeiro relato de uma sindrome
respiratoria grave ocorreu em Texcoco (México) em 1552, que se denominou peste
catarral. Em 1580, na Italia, sucedeu-se a primeira pandemia reconhecida, descrita como
“influéncia planetaria”, pela associacdo entre os sinais clinicos dessa virose com
fendmenos astrais observados, e de onde se derivou o nome atual de influenza
(MURPHY; WEBSTER, 1996; VIESCA, 1996 apud GARCIA-GARCIA; RAMOS,
2006).

Em 1933, os pesquisadores Wilson Smith, Christopher Andrewes e Patrick
Laidlow isolaram o virus influenza humano e entdo, a partir desta data, a historia dessa
infeccdo pbde ser registrada e confirmada por diagnostico laboratorial. Posteriormente
este virus ficou conhecido como influenza A. A primeira vacina contra gripe foi
preparada a partir de virus inativado replicado em células pulmonares de camundongos
em 1936 e depois em ovos embrionados de galinha (KUSZEWSKI; BRYDAK, 2000).

Ja em 1940 foi encontrado um novo virus (B/Lee/40) com caracteristicas
estruturais semelhantes e antigenicamente diferente do influenza A, que denominou-se
influenza tipo B (FRANCIS, 1940).

Apl6s a observacdo de Hirst (1941), que os virus da gripe aglutinavam
hemécias de galinha, a técnica de hemaglutinacdo foi amplamente utilizada para

deteccdo de antigeno viral ou dosagem de anticorpos em soros de pacientes.

E em 1950 Taylor isolou o virus influenza tipo C (TAYLOR,1951 apud LAMB;
KRUG, 2001).

20



1.2.1 Pandemias

Dentre as pandemias que ocorreram nos Gltimos 400 anos, investigacGes tém
mostrado que a maioria delas teve inicio na Asia (KUSZEWSKI; BRYDAK, 2000).
Assim, surtos epidémicos e pandémicos ocasionados em especial pelos virus influenza
do tipo A tém sido relatados ao longo das décadas com constante alternancia de cepas,
dentre as quais se mencionam os subtipos originarios de cepas aviérias, tais como:
H1N1, causadora da gripe espanhola (1918-1919), responsavel mundialmente pela
morte de 20 a 40 milhdes de pessoas - cerca de 2 a 5% da populacdo mundial; H2N2,
responsavel pela gripe asiatica (1957); H3N2, causadora da gripe de Hong-Kong (1968-
1969). Ssupde-se que mudancas em pontos-estratégicos na sequéncia da H3 teriam
propiciado o surgimento de variantes emergentes que possibilitaram sua evasdo do
sistema imune (BOTH et al., 1983); H5N1 e HIN2, responsaveis por surtos de gripe
originado em aves em Hong-Kong (1997 e 1999, respectivamente), indicando um
possivel rearranjo entre cepas (KAWAOKA; KRAUSS; WEBSTER, 1989; GUAN et
al., 1999; STEVENS et al., 2004). Em 2003, novos surtos foram registrados, em Hong-
Kong, provocado pelas cepas H5N1 e HON2, e na Holanda pela cepa H7N7. Ja em
2004, foram registrados surtos pelas cepas H7N3 no Canada e H5N1 em alguns paises
do sudeste asiatico, onde se suspeitou que aves selvagens tivessem contribuido para a
manutencdo e disseminacdo do virus para humanos (LI et al., 2004). A disseminagdo da
infeccdo pelo HSN1 no homem se estendeu até 2007 causando grave epidemia na Asia e
na Africa (COUCEIRO; ALBUQUERQUE, 2008) e respondendo por mais de 370
mortes de 2003 até o momento (WHO, 2013a).

A relagdo de proximidade do homem com outros animais e a elevada taxa de
mutacdo e rearranjos do genoma viral entre cepas de diferentes animais tém sido a causa
do surgimento de cepas acentuadamente patogénicas para o0 homem (CLAAS et al.,
1998; WANG et al., 2008b). Em 2009, um novo subtipo de virus influenza A HIN1
pandémico (derivado de um triplo rearranjo entre cepas do virus tipo A de humanos,
suinos e aves da Eurasia), emergiu no hemisfério norte e se espalhou rapidamente entre
humanos em todo o mundo, respondendo por um elevado nimero de @bitos, inclusive
no Brasil (OLIVEIRA et al., 2009; SCALERA; MOSSAD, 2009).

Apesar do impacto causado pelas trés maiores pandemias (1918, 1957 e 1968)
foi estimado que as epidemias anuais causadas pelos virus influenza A HIN1, H3N2 e
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virus influenza B ao longo dos ultimos 100 anos tiveram um impacto acumulado, ainda
maior (WEBSTER et al., 1992; HAY et al., 2001).

1.3 Classificacao, estrutura e replicacéao
1.3.1 Classificacéo

Os virus influenza pertencem a familia Orthomyxoviridae (orthos - original;
myxa - muco), composta por seis géneros: Influenzavirus A, B e C, Thogotovirus e
Isavirus, Quaranjavirus (ICTV, 2012). Os trés primeiros géneros correspondem as
espécies dos virus influenza tipos A, B e C, respectivamente, que apresentam
importancia clinica para os seres humanos. Esses agentes virais sdo classificados em A,
B e C baseando-se nas diferencas antigénicas de suas nucleoproteinas (NP) e proteinas
de matriz (M1) (MURPHY; WEBSTER, 1996). O virus do tipo A ainda é classificado
em subtipos de acordo com suas duas glicoproteinas de superficie - HA e NA. Este tipo
viral infecta humanos, cavalos, porcos e outros mamiferos e aves (de la BARRERA,;
REYES-TERAN, 2005). Os hospedeiros naturais dos virus influenza A sdo as aves
aquaticas, dos quais ja foram identificados 16 subtipos virais de HA (H1-H16) e nove
subtipos virais de NA (N1-N9), porém, dentre esses, apenas trés subtipos de HA (H1,
H2, H3) e dois de NA (N1 e N2) vém causando doenca sustentada em humanos desde o
século passado (FOUCHIER et al., 2005; L1 et al., 2007). Recentemente foi descrito o
17° subtipo viral em morcegos da Guatemala (TONG et al., 2012). Nas aves, 0s virus do
tipo A normalmente ndo provocam doenca e se replicam na maioria das vezes em
células do trato gastrointestinal e sdo excretados em altos niveis pelas fezes (WEBSTER
et al., 1978). Ndo obstante Esses podem virus ser divididos em dois grupos conforme
sua patogenicidade e viruléncia. Os mais virulentos, que causam gripe aviaria altamente
patogénica (HPAI - Highly Pathogenic Avian Influenza), com mortalidade proxima a
100%, tém sido restritos aos subtipos H5 e H7, embora nem todos os subtipos H5 e H7
do virus causam HPAI. Os outros subtipos virais causam uma doenga mais suave,
principalmente respiratoria, sendo pouco patogénicos para as aves (LPAI — Low
Pathogenic Avian Influenza). Até recentemente os virus HPAI foram raramente
encontrados em aves selvagens, mas, para 0s virus LPAI, taxas de deteccdo
extremamente altas foram registradas em estudos de vigilancia entre patos, gansos e

outras especies. Cepas de virus aviarios sdo geralmente transmitidas entre as aves
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através da via fecal-oral, mas acredita-se que a transmissdo para 0s seres humanos
ocorra, sobretudo através do contato direto de secrecbes de aves infectadas com a
mucosa respiratoria humana (CDC, 2005). Os virus LPAI dos subtipos H1 e H3 aviarios
tém sido encontrados também em suinos. Estes na sua maioria sdo recombinantes,
contendo genes de cepas aviarias, suinas e humanas. Isso suporta o classico conceito de
que 0s suinos sdo susceptiveis aos virus humanos e aos aviarios, atuando como
hospedeiros intermediarios para esses virus antes da emergéncia em humanos.
Entretanto, a transmissao entre espécies ndo humanas dos virus influenza A por si s
ndo é suficiente para iniciar uma pandemia de gripe humana e ainda os virus de origem
animal devem sofrer grandes mudancas genéticas para se estabelecer na populacdo
humana. (VAN REETH, 2007). Estudos sobre o virus influenza A tém demonstrado que
a prevaléncia de transmissao interespécies depende da espécie animal, sendo as aves

aquaticas a fonte principal desses virus (figura 1) (WEBSTER et al., 1992).

Figura 1 - llustragcdo esquematica da transmisséo entre espécies do virus influenza A.
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Fonte: adaptado de KALTHOFF; GLOBIG; BEER, 2010.

Diferentemente dos virus influenza A, os influenza B evoluem em ritmo mais
lento e ndo se tem informacdo da identificacdo de subtipos de HA e NA. Os virus
influenza B infectam os humanos causando epidemias moderadas e 0s sintomas Sao
geralmente pouco evidentes, tendo sido também encontrados em focas e cavalos
(OSTERHAUS et al., 2000; ACHA; SZYFRES; 2003). Os virus C sao relativamente
menos importantes para os humanos quando comparados aos tipos A e B. Também ja
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foram detectados em porcos (YUANJI et al., 1983). Possui genoma bastante estavel,
com baixa taxa de mutagdo e dificilmente causa sintomas ou, quando ocorrem, s&o
geralmente mais brandos - limitados ao trato superior (de la BARRERA; REYES-
TERAN, 2005; MATSUZAKIA et al., 2012).

As diferentes cepas virais sao denominadas de acordo com seu tipo, com a
espécie da qual foi isolada (omitida se humana), com a localizacdo geogréfica, o
namero e o ano de detec¢do, e, no caso dos influenza A, os subtipos de acordo com a
HA e a NA (PALESE; SHAW, 2007). Assim sendo, a denominagdo de uma amostra do
virus influenza A que possui HA3 e NA2, por exemplo, € comumente conhecida como
H3N2 (WRIGHT; WEBSTER, 2001).

1.3.2 Estrutura viral

Os virus influenza sdo pleomorficos em tamanho e morfologia (figura 2), com
didmetro variando entre 80-120 nm, apresentando grandes projecoes (espiculas) de HA
e NA na superficie viral, que também abriga a proteina M2. A respeito das espiculas,
tem sido estimado que as mesmas encontram-se numa proporcao de 5:1 (HA: NA) por
particula viral (RUIGROK et al., 1984), podendo ocorrer variacdo em algumas cepas
mutantes ou em rearranjos virais (KILBOURNE; JOHANSSON; GRAJOWER, 1990).

Figura 2 - Eletromicrografia do virus influenza

Fonte: MARTINS, 2001.

Logo abaixo do envelope, localiza-se a proteina de matriz M1 e na por¢cdo mais
interna encontra-se o core da particula viral, composto pelo complexo da
ribonucleoproteina (RNP), que contém os segmentos de &cido ribonucleico (RNA), as
polimerases PA, PB1 e PB2 e a nucleoproteina (NP) (figura 3). As proteinas NS1 e NS2
se localizam no ndcleo da célula infectada, onde a replicacdo do virus ocorre.
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Figura 3 - Representacdo esquematica de um virion com detalhe da

ribonucleoproteina do virus influenza.
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Fonte: adaptado de BOULO et al., 2007

Esses virus se apresentam de forma esférica, quando sdo cultivados repetidas
vezes em ovos e ou células, ou na forma filamentosa em isolados clinicos recentes
(CHOPPIN; MURPHY; TAMM, 1960). Tem sido especulado que as particulas
filamentosas sdo as responsaveis pela transferéncia viral entre células, enquanto que as
de forma esférica sdo incorporadas em goticulas de secre¢do dos aerossois respiratorios
e, portanto, responderiam pela transmisséo de pessoa-pessoa (ACHESON, 2007).

Por sua natureza quimica, esses agentes sdao sensiveis ao calor de 56°C por
30min, ao pH é&cido (3,0) e aos solventes lipidicos (COUCEIRO; ALBUQUERQUE,
2008).

Os virus influenza possuem o material genético composto por RNA de fita
simples, segmentado, de polaridade negativa. Os virus influenza A e B apresentam oito
segmentos, que codificam 11 proteinas virais: PB2 (segmento 1), PB1 e PB1-F2, para o
tipo A ou PB1, para o tipo B (segmento 2), PA (segmento 3), HA (segmento 4), NP
(segmento 5), NA, para o tipo A ou NA e NB, para o tipo B (segmento 6), M1 e M2
(segmento 7); NS1 e NS2 (segmento 8) (figura 4), enquanto que o virus C tem somente
sete RNAs, codificando para nove proteinas (PALESE; SHAW, 2007).
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Figura 4 - Diagrama esquematico da estrutura do virus influenza A
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Fonte: adaptado de LUDWIG et al., 2003.

O complexo polimerase, formado pelas proteinas PB2, PB1 e PA, age
sequencialmente na formacdo do RNA mensageiro (RNAm) e do RNA viral (RNAvV)
(COUCEIRO; ALBUQUERQUE, 2008). A proteina PB2 é requerida para a transcricao
do RNAV e se liga a estrutura de Cap-1 metilado do pré-RNAm para clivagem pela PB1
(LI; RAO; KRUG, 2001; FECHTER et al., 2003). A proteina PB1 contém regides
conservadas e bem caracterizadas de RNA polimerase dependente de RNA e é
fundamental para a atividade da RNA polimerase. Ela se liga as extremidades terminais
do RNAv e RNA complementar (RNAc) para iniciar a transcricdo e a replicacao,
respectivamente. A interagdo com a extremidade 3’ do RNAv ativa a sua atividade de
endonuclease que gera o oligonucleotideo com 5’ cap para sintese de RNAm (BISWAS;
NAYAK, 1994; CIANCI; TILEY; KRYSTAL, 1995). O segmento PB1 da maioria dos
virus influenza A contém uma segunda fase de leitura aberta, proxima a extremidade 5°,
que codifica a proteina PB1-F2. Esta Ultima tem atividade pro-apoptdtica e ndo foi
identificada nos virus influenza B nem C (CHEN et al., 2001). O papel da proteina PA
tem sido parcialmente descrito na replicacdo e na transcri¢do, assim como na clivagem
do capped primer do RNA (FODOR et al., 2003).

A NP, a maior proteina componente da RNP, é relativamente bem conservada e
se liga ao longo de todo o comprimento de cada segmento de RNA gendémico em
intervalo de 24 nucleotideos, formando a estrutura de dupla hélice encontrada em virus
maduros (COMPANS; CONTENT; DUESBERG, 1972; GORMAN et al., 1990;
BAUDIN et al., 1994) . E uma das proteinas mais abundantes em células infectadas e

participa de varios processos importantes, como trafico intracelular, replicacdo e
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empacotamento do RNA viral e montagem do virus (NEUMANN; CASTRUCCI;
KAWAOKA, 1997; LAMB; KRUG, 2001; TAO; YE, 2010).

O segmento do gene M codifica duas proteinas, M1 e M2. M1 é a mais
abundante do virion, enquanto que a M2 é o componente menor e tem atividade de
canal de ion (LAMB; KRUG, 1996). A proteina M1 encontra-se sob o envelope lipidico
e faz o contato com as glicoproteinas e com a RNP, formando uma ponte entre o interior
do core e as proteinas de membrana. Desempenha também um importante papel
recrutando componentes do virus para o sitio de montagem na membrana plasmatica,
além de participar do processo de brotamento da particula viral (MARTIN; HELENIUS,
1991; GOMEZ-PUERTAS et al., 2000; NAYAK; HUI; BARMAN, 2004). O papel da
M2 esté relacionado a acidificagdo de vesiculas, tanto no estagio inicial do ciclo viral,
quanto no tardio. Ja na entrada do virus a M2 participa da dissociacdo da matriz proteica
do complexo RNP. Depois da endocitose, essa proteina tem a funcdo de conduzir os
prétons através do envelope até o interior da particula viral. Também participa
equilibrando o pH &cido do complexo de Golgi durante o processo de maturacao,
prevenindo o rearranjo conformacional da HA (HAY et al., 1985).

O gene do segmento ndo estrutural (NS) codifica as proteinas NS1 e NS2/NEP
(nuclear export protein) por um processamento alternativo do RNAm (LAMB;
CHOPPIN, 1979). NS1 é uma proteina multifuncional implicada na inibicdo de
processos celulares responsaveis pela ativacdo da resposta antiviral por meio de
interferons, facilitando a replicacdo viral (KOCHS; SASTRE; SOBRIDO, 2007). A
proteina NS2 esta envolvida na exportacdo das RNPs para o citoplasma junto com a M1
(AKARSU et al., 2003; CROS; PALESE, 2003).

A HA é essencial nos primeiros estagios da replicacdo viral, sendo o principal
mediador para a entrada do virus na célula. E assim chamada por fazer com que as
hemaécias se aglutinem (WEBSTER et al., 1992). Ela é a responsavel pela ligacdo dos
virus aos receptores celulares de oligossacarideos contendo acido sialico, intercedendo
na entrada das particulas virais a célula hospedeira, sendo que para isso a molécula
precursora HA, precisa ser clivada por proteases celulares para formar os segmentos
HA; que contém todos os sitios antigénicos da HA, e HA,, necessario a infectividade
viral (LAZAROWITZ; CHOPPIN, 1975; WEBSTER et al.,, 1992) A HA madura
contém 328 residuos de amino&cidos na subunidade HA; e 221 residuos na subunidade
HA, (GARTEN; KLENK, 1983). Outra importante participacdo desta proteina é na
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fusdo da membrana do endossomo celular com o envelope viral, necessaria para a etapa
de desnudamento para que ocorra a replicagéo viral (SKEHEL; WILEY, 2000; EARP et
al., 2005). Essa proteina também tem um papel estrutural na fase de brotamento e na
formacéo das particulas, além de atuar como principal alvo de anticorpos neutralizantes
(KNOSSOW et al., 2002). Dessa forma, as propriedades antigénicas da HA séo de
fundamental importancia no nivel de protecdo das vacinas contra a gripe. Por anélise da
sequéncia de aminodcidos e através da constru¢cdo de mapas antigénicos, foi
demonstrado que a estrutura antigénica da HA; do subtipo H3 do virus influenza
apresenta cinco sitios antigénicos imunodominantes designados de A, B, C, D e E
(WILEY; WILSON; SKEHEL, 1981) e a HA; do subtipo H1, os sitios Sa, Sh, Cal, Ca2
e Cb (GERHARD et al., 1981; CATON et al.,, 1982), comparaveis aos do virus
influenza A H3N2 (figura 5). Importantes variacdes antigénicas também foram
observadas no gene da HA do virus influenza B, tendo sido reportado que os quatro
principais epitopos antigénicos estdo presentes no dominio distal da HA; e que se
encontram no al¢a 120 (HA; 116-137), no alga 150 (HA; 141-150), no alca 160 (HA;
162-167) e na regido da hélice 190 (HA; 194-202) (WANG et al., 2008a).

Figura 5 - Estrutura antigénica da HA dos virus influenza A (ilustragdes A e B) e

influenza B (ilustracéo C).
B

Fusion peptide

A) Os sitios antigénicos A e B estdo localizados na parte superior da HA de subtipo H3,
em torno da regido de ligacdo do receptor; B) Estrutura molecular de um monémero de HA de
subtipo H1 do virus influenza A HIN1 de 1918. A cabega contém o sitio de ligacdo do receptor
com o acido sialico, que esta envolto pelos cinco sitios antigénicos (Sa, Sbh, Cal, Ca2, e Ch). A
haste compreende as hélices A e B, e 0 peptideo de fusdo; C) O sitio antigénico com 0s
epitopos: alga 120 (azul claro), alca 150 (verde), alca 160 (azul escuro) e hélice 190 (vermelho).
Fonte: POPOVA et al., 2012; BOUVIER; PALESE, 2008; WANG et al., 2008a.
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A NA é a segunda maior glicoproteina de superficie do virus influenza e tem a
funcdo de catalisar a remocdo dos residuos de &cido siélico, liberando as novas
particulas sintetizadas apds a replicacdo (WRIGHT; WEBSTER, 2001). Tem sido
mostrado que a NA também desempenha um papel no inicio da infeccdo, possivelmente
facilitando a entrada do virus (MATROSOVICH et al., 2004a) e, que possui 0s sitios
ativos bem conservados, o que permite um largo espectro de atividade dos inibidores da
NA. Como a HA, a NA também possui determinantes antigénicos, sendo que a maior
parte dos anticorpos neutralizantes produzidos contra o virus é direcionada contra essas
regides (AIR; LAVER, 1989). Historicamente HA e NA sdo as proteinas mais
pesquisadas, pelos papéis que desempenham durante o ciclo replicativo do virus.

1.3.3 Replicagdo

O ciclo de replicacdo do virus influenza inicia-se com a adsorcdo da particula
viral a célula hospedeira mediada pela ligacdo da HA aos receptores contendo acido
sidlico (AS) presentes na membrana celular. A interacdo dos virus com essas moléculas
é restrita, pelo fato de a HA produzida por células de diferentes espécies animais
apresentar especificidade para tipos de ligacdo especifica do AS. Virus humanos
preferencialmente se ligam ao AS ligado a galactose na posi¢do o2,6, enquanto que 0s
virus aviarios, ao AS a galactose na posi¢do a2,3. Entretanto, essa especificidade ndo é
absoluta, pois tanto as células aviarias, quanto as humanas podem conter as duas
ligagBes e uma Unica substituicdo de um aminoacido permite a HA reconhecer ligacGes
em células diferentes (CONNOR et al., 1994; GLASER et al., 2004; MATROSOVICH
et al., 2004b). Ap6s a adsorcdo, ocorre o processo de endocitose mediada
principalmente por clatrinas (MATLIN et al.,, 1981) e, posteriormente, a fusdo
(dependente de pH) da membrana viral com a membrana do endossomo. Esta atividade
de fusdo é induzida por alteracdo estrutural na HA, porém, primeiramente deve
acontecer a clivagem da HA, por proteases celulares, em HA; e HA,. A molécula de
HA clivada sofre uma alteragdo conformacional e expfe o peptideo de fusdo na porcéao
N-terminal da HA,, possibilitando a sua acdo junto a membrana do endossomo
(STEGMANN, 2000). A acidificacdo do endossomo ativa o canal idnico M2,
permitindo a interrupcdo da ligacdo M1-RNP e o subsequente desnudamento do virus
(RNPs) para o citoplasma. Os segmentos do genoma viral sdo entdo transportados para

dentro do nucleo através de sinais de localizacdo nuclear (SLN) carreados pela NP e a
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via mediada pela alfa beta importina (STEGMANN et al., 1987; O'NEILL et al., 1995).
Inicialmente, no ndcleo, o RNAv de polaridade negativa é transcrito em RNAm. Os
produtos do RNAm recebem um cap na extremidade 5’ e uma cauda de poli (A) na
extremidade 3’ (KRUG, 1981). Em seguida, a fita de RNAv é replicada em RNAc de
polaridade positiva, que serve como modelo para a sintese de novas copias de RNAv. A
sintese do RNAmM e do RNAc ocorre por dois mecanismos distintos. A transcri¢do é um
processo dependente de iniciador e o término ocorre pela sequéncia de residuos de U do
RNAVv, gerando uma cauda de poli (A). Por outro lado, a replicacdo do RNAv € uma
reacao independente de iniciador e uma fita completa de RNAc é sintetizada (FODOR,;
BROWNLEE, 2002; NEUMANN et al., 2004; NAGATA; KAWAGUCHI; NAITO,
2008). Apos a formacdo da RNP dentro do ndcleo, M1, NEP e NP catalisam o seu
transporte para o citoplasma através de uma via dependente de CRM1 (BUI et al., 2000;
ELTON et al., 2001; CROS; PALESE, 2003). Os complexos RNP-M1 sao dirigidos
para montagem na membrana plasmatica apical, juntamente com a HA e a NA. A
proteina M1 interage com as extremidades citoplasmaéticas das glicoproteinas, levando a
montagem e ao brotamento de particulas virais (BOULAN; PENDERGAST, 1980;
GOMEZ-PUERTAS et al., 2000). A liberacao da progénie viral na superficie da célula
depende da atividade de sialidase da NA (PALESE; SHAW, 2007) (figura 6).
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Figura 6 — Ciclo de replicacdo do virus influenza A.
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Apobs endocitose mediada por receptor, as RNP sdo liberadas no citoplasma e posteriormente
transportadas para o nucleo, onde a replicagdo e transcricdo ocorrem. Os RNAm séo exportados
para o citoplasma para a traducdo. Proteinas virais necessarias para a replicacdo e transcricao,
sdo transportadas de volta ao ndcleo. No final do ciclo, as proteinas NS2 e M1 auxiliam a
exportacdo nuclear de RNP recém-sintetizadas. A montagem e o brotamento da progénie viral
ocorrem na membrana plasmatica. Fonte: adaptado de ARIAS et al., 2009.

1.4 Variagéao antigénica

Os virus influenza utilizam dois mecanismos, referidos como drift e shift
antigénicos, para escapar da resposta imune (ZAMBON, 1999). As alteracdes menores e
pontuais — drifts — se referem as mutacdes nos segmentos do genoma viral e podem
resultar em mudancas de aminoacidos das glicoproteinas de superficie HA e NA. Essas
mutacBes podem ocorrer através de substituicdes, insercbes ou delecbes de
nucleotideos, tanto para os virus tipo A quanto os tipo B, embora os padrdes de
evolucdo observados variem dependendo da cepa (HAY et al., 2001). O gene da HA
sofre as mais elevadas taxas de muta¢do quando comparado com outros genes,
indicando que a selecdo imune desempenha um papel importante na evolugdo dessa
proteina (PLOTKIN; DUSHOFF, 2003). Sabe-se que a por¢cdo HA; do virus influenza
A estéd evoluindo a uma velocidade de 5,7 substitui¢fes de nucleotideos por ano (FITCH
et al., 1997), enquanto que para o0 gene da NP, essa taxa de mutacdo € de 3,3 e 1,15
substituicdes anuais para os virus do tipo A e B, respectivamente (GAMMELIN et al.,

1990). Devido a essas alteragdes, as novas cepas escapam do sistema imune, uma vez
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que nao sao devidamente neutralizadas por anticorpos produzidos contra cepas
anteriores (TREANOR, 2004). Uma unica infeccéo é suficiente para fornecer imunidade
permanente a cepa invasora, entretanto, a intensa pressdo exercida pelo sistema imune
resulta em selecdo de novas cepas antigénicas (FINKENSTADT; MORTON; RAND,
2005). Essas variagdes geralmente ocorrem a cada cinco ou seis anos para 0s virus do
tipo B e a cada dois ou trés anos para os subtipos do virus influenza A, sendo que 0s
virus H3N2 apresentam as mais altas taxas de evolucdo entre os subtipos circulantes
(NICHOLSON; WOOD; ZAMBON, 2003). Essa caracteristica dos virus influenza
constitui um grande obstaculo ao controle efetivo da gripe através da vacinagédo
(BERTON; NAEVE; WEBSTER, 1984). Sendo assim, a habilidade de se compreender
0 mecanismo do drift antigénico e as diferencas antigénicas entre cepas, pode vir a
melhorar a selecdo de cepas que compdem as vacinas (BUSH et al., 1999). Por isso, as
cepas vacinais sdo revisadas a cada estacdo de circulacdo do virus, tanto para o
hemisfério norte, quanto para o sul, com o objetivo de garantir que haja maior
similaridade entre as cepas circulantes e as cepas que serdo contempladas na vacina,
para desta forma, promover uma protecdo imunogénica eficaz (WOOD, 2002).

Uma variante drift de importancia epidemiologica geralmente requer alteracfes
em pelo menos quatro residuos de aminoacidos localizados entre dois ou mais sitios
antigénicos (WILSON; COX, 1990). Outros estudos indicam que novas variantes
antigénicas aparecem quando mais de duas varia¢cbes ocorrem em sitios antigénicos ou
qguando uma variacdo ocorre em um sitio antigénico e outra em um sitio de ligacdo do
receptor de acido sialico (SHIH et al., 2007). Raramente uma Unica substituicdo em um
sitio antigénico pode causar alteracdo antigénica relevante (SMITH et al., 2004)

Os shifts se caracterizam por alteragdes maiores, mediante processo de rearranjo
e resultam em um novo subtipo viral do influenza A ou em um virus com uma HA de
origem animal ou ainda com a HA e a NA, também de animal. Essa nova variante é
diferente do subtipo originario. E quanto a patogenicidade, esse virus pode ser atenuado,
ndo viavel, ou ser altamente virulento e, quando isso ocorre, ele apresenta um potencial
pandémico, pois além de ser patogénico, possui antigenos de superficie contra 0s quais
a populagdo ndo tem imunidade (ZAMBON, 1999). Depois de originada a cepa
pandémica, a mesma podera ter a sua viruléncia diminuida durante o processo
replicativo, através do mecanismo de drift, adaptando-se ao hospedeiro e continuando a

produzir epidemias em todo o mundo. Subtipos novos ou substancialmente diferentes
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do virus influenza A tém o potencial de causar uma pandemia quando séo capazes de
serem introduzidos na populacdo humana, produzindo doenca grave e demonstrando
eficiente transmisséo entre as pessoas, quando houver pouca ou nenhuma imunidade
pre-existente (CDC, 2013).

Com relacdo ao virus influenza B, as duas linhagens antigenicamente e
geneticamente distintas, representadas pelas cepas de referéncia B/Victoria/2/87 e
B/Yamagata/16/88 tém sido encontradas em humanos desde 1983 (ROTA et al., 1990).
Embora ndo se conhecam reservatorios ndo humanos, nem subtipos distintos, os virus
tipo B podem ser considerados até mais heterogéneos do que os do tipo A (HAY et al.,
2001; BARR et al., 2003). Estes agentes se modificam apenas pelo processo de drift,
sendo que nenhum shift antigénico fora observado (CDC, 2011).

1.5 Patogénese e caracteristicas clinicas

Os virus influenza sdo facilmente transmitidos de pessoa a pessoa por particulas
de aerossois geradas durante o ato de espirrar, falar ou tossir, ou pelas maos, que ap6s
contato com superficies recém-contaminadas por secrecdes respiratérias podem levar o
agente infeccioso direto a boca, aos olhos e ao nariz. A infeccdo acontece
principalmente nas células epiteliais colunares do trato respiratério, onde ocorre o
primeiro ciclo de replicacdo (entre 4-6 horas), causando perda do epitélio ciliado e
consequentemente da reducdo da funcionalidade desse tecido (HILLEMAN, 2002;
FORLEO-NETO et al., 2003). Altos titulos virais sdo eliminados nesta fase da infeccéo.
Além disso, a replicacdo induz a producgdo de interferons, citocinas e outros fatores,
levando as respostas inflamatorias locais e sistémicas e resultando nos sintomas que
definem a sindrome denominada influenza. A perda do epitélio ciliado facilita a entrada
de bactérias no trato respiratério inferior, podendo resultar em pneumonias bacterianas
secundarias, responsaveis por muitas das mortes atribuidas a infeccdo pelo virus
influenza (ZAMBON, 1999).

Apo6s um periodo de incubacdo de dois a trés dias, pode haver um inicio abrupto
com aparecimento de tremores, mal-estar, dor de cabeca, dores musculares, tosse, dor
de garganta, calafrios, febre (entre 38-40°C) e outros sintomas inespecificos. Os
sintomas causados por esses virus podem ainda diferir, dependendo do individuo e do
subtipo infeccioso (DOUGLAS, 1975; COLLIER; OXFORD, 2006). Subtipos pouco
patogénicos causam, na maioria das vezes, apenas sintomas respiratorios e conjuntivite,
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enguanto que os mais patogénicos podem causar, além dos sintomas gripais, diarreia
grave e convulsdes, podendo levar a morte (de la BARRERA; REYES-TERAN, 2005).

Criangas costumam apresentar febres mais altas, que podem ser acompanhadas
por otite média, laringotraqueobronquite, pneumonia e miosite e até convulsdes
(PRICE; POSTLETHWAITE; LONGSON, 1976; PELTOLA; ZIEGLER;
RUUSKANEN, 2003). Criangas com idade de até trés anos podem apresentar
manifestacdes gastrointestinais (PAISLEY et al., 1978, HU et al., 2004). Normalmente,
a gripe em pessoas jovens tem um periodo de curta duracdo. Em idosos e em individuos
que possuem fatores de risco como imunodeficiéncias, asma, doencgas cardiacas e
pulmonares (O'RIORDAN et al., 2010) a cura pode demorar muito mais, com
persistente fraqueza e prostracdo. Geralmente, a gravidade é proporcional a faixa etaria
e as criancas de tenra idade tém tanto risco de complica¢des quanto os idosos, sendo que
as cepas H3N2 sdo as responsaveis, na maioria das vezes, pelas maiores taxas de
hospitalizacdo e de mortalidade (THOMPSON et al., 2003; THOMPSON et al., 2004;
COLLIER; OXFORD, 2006).

De uma forma geral, ndo héa diferenca entre os sintomas clinicos causados pelos
virus influenza A e B, embora a chance de gravidade requerendo hospitalizacdo seja
quatro vezes maior para o virus influenza A (WRIGHT; NEUMANN; KAWAOKA,
2007).

1.6 Epidemiologia

O impacto da gripe é reconhecido em todo 0 mundo ha muitos anos, resultando
em consideravel sofrimento humano e perdas econémicas (COX; SUBBARAO, 2000;
MONTO, 2008). A sazonalidade do virus influenza no inverno em paises de clima
temperado é uma das caracteristicas mais amplamente conhecidas, com picos tipicos
entre dezembro e abril no hemisfério norte e de junho a setembro no hemisfério sul
(SIMONSEN, 1999; NELSON et al., 2007). Aspectos fisioldgicos e comportamentais
tém sido propostos para explicar o aumento dos casos de gripe humana durante os
meses mais frios nessas regides, pois coincide com a queda da temperatura, a populagéo
passa um maior tempo em ambientes fechados, aumentando, assim, a chance desses
virus se espalharem. Geralmente, as epidemias dominadas pelo virus influenza A H3N2
comegam mais cedo, seguidas pelo virus tipo B, fechando a estagdo (MONTO;
KIOUMEHR, 1975; FINKELMAN et al., 2007). Em outras partes do mundo,
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principalmente onde ndo ha uma estacdo de inverno definida, os padrdes de transmissao
sdo diferentes (MONTO, 2008). Regides tropicais e subtropicais com invernos
moderados também estdo sujeitas a oscilagcbes sazonais, no entanto, o padrdo é
geralmente menos pronunciado do que nas areas temperadas, inclusive com a circulacéo
do virus ocorrendo ao longo do ano (VIBOUD; ALONSO; SIMONSEN, 2006).

No Brasil, embora tenham sido relatados picos da gripe entre 0s meses de maio e
setembro na maioria dos estudos (FORLEO-NETO et al., 2003), os casos de influenza
comecam mais cedo nas zonas equatoriais (MELLO et al., 2009) e sdo detectados
progressivamente mais tarde nas zonas tropicais e subtropicais, com uma diferenca de
trés meses no pico de circulacdo entre as regides norte e sul (ALONSO et al., 2007). Em
estudos realizados em diferentes regides, os virus influenza foram responsaveis por
indices que variaram de 5,0% a 19,3% dentre as DRAs, evidenciando um papel
relevante na salde publica. (PAIVA et al., 2003; CARRARO et al., 2007;
THOMAZELLI et al., 2007; VIDAL et al., 2008; MOURA; PERDIGAOQ; SIQUEIRA,
2009).

O subtipo H3N2, que emergiu em 1968, continua circulando até hoje,
juntamente com os H1N1, que reapareceram em 1977. Desde entdo, esses dois subtipos
virais tém cocirculado com o virus influenza B (WEBSTER et al., 1992). A
cocirculagdo de mdltiplos subtipos, ou de linhagens facilita o rearranjo durante a
infeccdo de um Unico individuo por dois subtipos do virus influenza A ou por duas
linhagens do virus influenza B (YAMANE; ARIKAWA; ODAGIRI, 1978;
MCCULLERS et al., 1999).

Nos ultimos 50 anos, os virus influenza A foram relacionados a ocorréncia de
quatro shifts: em 1957 quando o virus H1IN1 foi substituido pelo H2N2, causando a
gripe asiatica; em 1968 quando o subtipo H3N2 substituiu 0 H2N2, ocasionando a gripe
de Hong Kong; em 1977 quando o H1N1 reapareceu causando a gripe russa (GLEZEN,
1996; ALEXANDER; BROWN, 2000; PALESE, 2004). Em 2009, a cepa H1IN1 causou
a primeira pandemia do novo século. Este novo virus da gripe de origem suina, A
(HIN1), foi identificado no México em marco de 2009 e se espalhou rapidamente em
todo o mundo entre os humanos (SCALERA; MOSSAD, 2009). Tendo em vista o
elevado numero de paises que reportaram casos humanos, a Organiza¢cdo Mundial da
Saude (OMS) elevou o alerta da pandemia para o nivel seis (mais elevado) em 11 de
junho de 2009. Como a caracteristica do virus era a de infectar principalmente criancas,
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adultos jovens, mulheres gravidas e individuos com doencas de base, e ainda por causa
do aumento consideravel das internagdes, a industria farmacéutica empenhou-se no
desenvolvimento de vacinas contra a gripe pandémica (COLLIN; RADIGUES, 2009;
WIWANITKIT, 2009).

As pandemias de 1957 e 1968 resultaram de rearranjos de cepas virais humanas
e aviarias, enquanto que estudos filogenéticos sugerem que a doenca de 1918 tenha sido
causada pela introducdo de um virus aviario primeiramente em porcos, e dai para o0s
seres humanos (SCHOLTISSEK, 1994; REID et al., 1999; REID et al., 2000;
BASLER et al., 2001). Estudo realizado por Trifonov e colaboradores (2009) indicou
que a cepa que provocou a pandemia pelo HIN1 de 2009 foi resultado do rearranjo dos
virus influenza humano, aviario e suino.

Durante as epidemias sazonais de gripe, a taxa de infec¢cdo atinge entre cinco e
15% da populacdo mundial, resultando em 3 a 5 milhdes de casos graves e até 500.000
mortes por ano (OMS, 2003). Os dois subtipos do virus influenza A, H3N2 e HIN1, e o
virus influenza B, produzem doenga com caracteristicas clinicas similares, entretanto,
em criancas mais velhas e em adultos saudaveis, o0 H3N2 estd associado a maior
gravidade, seguido pelo tipo B e HIN1 (SIMONSEN et al., 1997; HU et al., 2004). Em
idosos e outros grupos que possuem fatores de risco, as hospitalizacbes e mortes
relacionadas as complicacGes também estdo associadas ao subtipo H3N2 na maioria dos
casos (LUI; KENDAL, 1987).

Enquanto o maior indice de mortalidade entre as criancas de tenra idade tem sido
observado durante as pandemias (LUK; GROSS; THOMPSON, 2001; PEBODY et al.,
2010) para a gripe sazonal, esse aspecto ndo € notado nesta faixa etaria, exceto em anos
qguando ha altas taxas de casos de influenza, principalmente em regiBes restritas e em
um curto periodo de tempo (MONTO, 2008). Por outro lado, pelo menos em paises
desenvolvidos, as hospitalizagdes estdo associadas particularmente as criancas com até
dois anos de idade (NEUZIL et al., 2000; THOMPSON et al., 2004).

A vigilancia epidemioldgica dos casos de influenza vem sendo realizada pela
OMS desde 1952, envolvendo centros colaboradores em todo mundo. O objetivo desses
laboratdrios € monitorar os drifts e os shifts antigénicos e cepas emergentes do virus
influenza e recomendar quais cepas deverdo ser incorporadas anualmente na
composicao da vacina (CARRAT; FLAHAULT, 2007).
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Neste ano de 2013, j& foi observado que a atividade dos virus influenza esta
proxima do nivel sazonal em grande parte da América do Norte, Europa e norte da Asia,
embora baixo nivel de transmissdo persistente tenha sido associado aos virus influenza
B nesses paises. O subtipo H3N2 foi 0 mais encontrado na América do Norte e 0 HIN1
pdm na Europa, enquanto que proporc¢des variaveis dos dois subtipos foram observadas
nos paises do norte da Asia. Baixos niveis de atividade do virus influenza foram
relatados em todas as regides tropicais do mundo e nos paises do hemisfério sul. E
quase todos os virus influenza A e os B, da linhagem Yamagata foram antigenicamente
relacionados a vacina atual, embora um ndmero consideravel de virus da linhagem
Victoria também tenha sido detectado. Poucas cepas de virus resistentes ao oseltamivir
e ao zanamivir foram encontradas. E na China, desde abril deste ano, mais de 100 casos
do virus influenza A subtipo H7N9 em humanos foram relatados até o momento (WHO,
2013b).

1.7 Diagndéstico laboratorial

A infeccdo pelo virus influenza dificilmente pode ser diagnosticada apenas por
caracteristicas clinicas, pois essas podem ser confundidas com as infec¢fes causadas por
outros virus respiratérios (NICHOLSON, 1998).

O diagndstico laboratorial € importante para 0 monitoramento das infec¢des por
esses agentes, tanto nos surtos anuais, quanto nas pandemias (PETRIC; COMANOR;
PETTI, 2006). Testes rapidos e precisos auxiliam na conduta médica, pois permitem o
fornecimento oportuno da terapia antiviral e profilatica, assim como a implementacao
de estratégias apropriadas para o controle da infeccdo e a limitagdo do emprego
desnecessario de antibioticoterapia (PLAYFORD; DWYER, 2002; NICHOLSON;
WOOD; ZAMBON, 2003).

Os espécimes clinicos de escolha para a realizacdo dos testes de detec¢do desses
virus séo os aspirados de nasofaringe, lavados nasais e lavados bronco alveolares, por
conterem células epiteliais colunares. A coleta deve ser realizada na fase aguda da
doenca e a amostra clinica deve ser transportada ao laboratorio em baixa temperatura,
em torno de 4°C, para ser processada 0 mais rapidamente possivel (CRUZ et al., 1987,
DWYER et al., 2006).

As técnicas mais comumente utilizadas para a identificagdo dos virus influenza
sdo: i) o isolamento do virus em cultura de células (CC) ou em ovos embrionados de
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galinha; ii) deteccdo de antigenos pela imunofluorescéncia indireta (IFI) e por ensaios
imunoenzimaticos (EIA); e iii) moleculares, como a RT-PCR, que podem detectar a
presenca dos RNA virais em amostras respiratorias (HERRMANN; LARSSON;
ZWEYGBERG, 2001). A identificacdo do género e subtipos do virus também pode ser
realizada por reacdo de inibicdo da hemaglutinacdo, utilizando-se de antissoros
especificos (COMPANS, 1974).

O método tradicional para a recuperagdo do virus a partir de amostras clinicas é
o isolamento em CC. Este teste ainda permite o isolamento viral para caracterizacao e
analise de potenciais cepas vacinais. No entanto, esse procedimento é mais demorado do
que os testes moleculares ou de imunofluorescéncia (DWYER et al., 2006).

A técnica de IFI é uma boa alternativa para a deteccdo e tipagem inicial dos
virus e podem ser utilizados Kkits comerciais contendo anticorpos monoclonais
especificos. E o ensaio mais rapido quando os referidos anticorpos sdo aplicados
diretamente nas amostras clinicas, embora esteja sendo substituido por testes
moleculares (PLAYFORD; DWYER, 2002).

Atualmente a PCR é a técnica molecular melhor desenvolvida e com ampla
aplicabilidade no diagnostico viral, sendo a RT-PCR a melhor alternativa para tipar e
subtipar os virus influenza (ELLIS; FLEMING; ZAMBON, 1997). Embora o teste seja
sensivel e especifico, resultados negativos por RT-PCR nédo excluem o diagnostico da
doenca (CDC, 2012a). Alguns desses ensaios moleculares sdo capazes de detectar e
diferenciar a infeccdo pelo virus influenza A ou B (VAN ELDEN et al., 2001), outros
podem identificar subtipos especificos do virus influenza A (STOCKTON et al., 1998).
Oligonucleotideos especificos para diferentes genes do virus e diferentes métodos de
extracdo de acidos nucleicos e protocolos de amplificacdo, tém sido descritos. Além
disso, algumas dessas reacGes incluem a etapa de nested PCR, com o objetivo de
aumentar a sensibilidade e até a especificidade do teste (ATMAR et al., 1996; COIRAS
et al., 2003; YANG; ROTHMAN, 2004). Apesar do tempo deste ensaio ser considerado
curto, a maioria das reagOes para determinacdo dos subtipos virais requer passos
separados para a amplificacdo e detecgdo de genes virais. Para superar esta limitacdo,
técnicas mais aprimoradas, foram desenvolvidas, como a RT-PCR em tempo real
(BOIVIN et al., 2004).

O sequenciamento dos genes amplificados da HA e da NA é também um
importante método, pois permite a identificagdo de novas cepas, a analise de variagdes
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nos segmentos dos genes e pode também indicar o local de origem dos virus (ABED et
al., 2002).

1.8 Prevencao e tratamento

Até 0 momento, a vacinacdo é a melhor estratégia na preven¢do da morbidade e
da mortalidade causadas pela gripe, principalmente para os individuos com alto risco
para complicacdes (FIORE et al., 2008). As alteracfes que acontecem nos antigenos de
superficie dos virus influenza produzem novas cepas que evadem da imunidade dos
individuos e por isso a composicdo da vacina precisa ser atualizada anualmente
(CARRAT; FLAHAULT, 2007).

Ocasionalmente, um novo virus também pode emergir de um reservatorio animal
e tornar-se transmissivel entre 0os humanos, exigindo o desenvolvimento rapido de uma
nova vacina contra o virus, potencialmente pandémico (SMITH et al., 2004;
RICHARD; VIBOUD; MILLER, 2010). Porém, a vacinacdo so ¢é eficaz se as cepas
vacinais forem antigenicamente similares as cepas circulantes, fornecendo assim,
protecdo aos individuos vacinados (JIN et al., 2005), caso contrario, pode implicar em
consequéncias epidemioldgicas e econdmicas importantes.

Embora seja evidente que um drift antigénico possa reduzir a eficacia da vacina,
nem todas as cepas evadem da imunidade na populacdo (OHMIT et al., 2006).
Considerando-se o potencial epidémico dos drifts, a OMS desde 1973, prevé quais
cepas tém maior probabilidade de circular na temporada seguinte em um periodo de seis
meses de antecedéncia (tempo para produzir e distribuir a vacina), com base em estudos
dos virus mundialmente prevalentes em temporadas anteriores (KITLER; GAVINIO;
LAVANCHY, 2002; HAMPSON, 2008). Também se analisa a capacidade de producao
da cepa vacinal e a imunidade existente na populacdo (RUSSELL et al., 2008a).

Como referido atualmente, dois subtipos virais A (HIN1 e H3N2) e um tipo B
circulam na populagdo. Os antigenos HA de cada uma das cepas representativas séo
incluidos na vacina, que é composta por particulas inativadas de virus fracionados
(splits) (COUCH, 2008). Devido a ampla disseminacdo da cepa pandémica
AJ/California/07/2009 (H1IN1pdm) a partir de abril de 2009 e posterior cocirculagdo com
os virus influenza B e H3N2, a mesma foi incorporada junto a vacina anual, ao invés da
HIN1 sazonal (RICHARD; VIBOUD; MILLER, 2010). No Brasil essa é a vacina

39



utilizada e para criancas com idade entre seis meses e oito anos, que estdo sendo
vacinadas pela primeira vez, recomenda-se a administracdo de duas doses.

Além das vacinas trivalentes ora em vigéncia, vacinas quadrivalentes contendo
dois subtipos do virus influenza A e duas linhagens do virus influenza B (Victoria e
Yamagata) estdo em fase de desenvolvimento clinico (GREENBERG et al., 2013).
Também existem vacinas monovalentes para prevencdo da infeccdo pelo virus
H1N1pdm e pelo virus H5N1 (BEELER; EICHELBERGER, 2013).

Em geral, é esperado que a vacinacéo previna em torno de 80% dos casos de
gripe em pessoas saudaveis nos anos em que as cepas vacinais sdo antigenicamente
compativeis com as circulantes. Porém, essa eficacia diminui para 50% quando ha
incompatibilidades (JEFFERSON et al., 2007).

Em algumas situacfes nas gquais a vacinacdo nao € indicada, tais como criancas
menores de seis meses de idade, individuos alérgicos ao ovo, ou que tenham tido uma
reacdo alérgica grave a uma dose prévia da vacina, ou ainda por apresentarem alergia
grave a um dos componentes da vacina, recomenda-se 0 uso de drogas antivirais
eficazes (CDC, 2012b).

O tratamento com antivirais ainda € pouco utilizado no Brasil, devido ao seu alto
custo, nimero limitado de medicamentos e sua aplicacdo ainda carece de mais estudos,
pois se sabe que os tais medicamentos podem contribuir para a selecdo de cepas
resistentes e aparecimento de efeitos colaterais, especialmente nas categorias de risco,
como criancas e mulheres gravidas (CHENG et al., 2009; KITCHING et al., 2009). As
duas classes de drogas profilaticas ou terapéuticas utilizadas contra o virus influenza séo
0s blogueadores de canais M2 e os inibidores de neuraminidase.

Os bloqueadores de M2, amantadina e rimantadina, inibem a replicacédo do virus
influenza A. Entretanto, em um estudo, foi relatado que mutantes resistentes a essas
drogas estavam presentes em cerca de 30% dos pacientes tratados e que essas variantes
resistentes, além de serem geneticamente estaveis, tinham o potencial de serem
transmitidas de pessoa-pessoa (CHENG et al., 2009).

Os inibidores da neuraminidase - oseltamivir (oral), zanamivir (inalado) e
peramivir (intravenoso) — sdo as drogas ativas contra 0s virus tipos A e B, sendo que o
oseltamivir é a droga de escolha para o tratamento da gripe. Como acontece com outros
compostos antivirais (HAYDEN, 2001), mutantes resistentes a esses medicamentos ja
foram caracterizadas (KISO et al., 2004; FERRARIS; LINA, 2008).
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Recentemente, uma combinagdo de BAPA (benzylsulfonyl-d-arginine-proline-4-
amidinobenzylamide) com carboxilato de oseltamivir apresentou melhores resultados
em comparacdio com qualquer um dos inibidores em isolado (BOTTCHER-
FRIEBERTSHAUSERA et al., 2012).

O constante monitoramento das alteracGes antigénicas provocadas pelos drifts,
de cepas que causam infeccGes sazonais e shifts que podem levar ao surgimento de uma
cepa pandémica é de extrema importancia para a satde publica. Esse monitoramento é
realizado através da andlise das sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos dos
diferentes tipos e subtipos do virus, principalmente com relacdo aos sitios antigénicos.
Dessa forma, permite acompanhar a circulacdo, a evolucéo e a profilaxia desses agentes,
visto que a vigilancia global s6 é possivel mediante o desenvolvimento de estudos
individuais. Além disso, um diagndstico laboratorial rapido do subtipo viral que esta
causando determinada infeccdo pode orientar o médico sobre a conduta do tratamento e
pode constituir um indicador precoce do inicio da circula¢do dos virus influenza, na

comunidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Detectar e caracterizar os virus influenza em aspirados de nasofaringe (ANF) de
criangas menores de cinco anos de idade, com doenca respiratoria aguda (DRA),
atendidas na rede municipal de saude de Uberlandia, MG e no Hospital de
Clinicas da UFU, entre 2001 e 2010.

2.2 Objetivos especificos

Detectar os virus influenza tipos A e B em ANF de criangcas com DRA;
Identificar os subtipos do virus influenza tipo A nas amostras positivas;
Avaliar a identidade das sequéncias parciais de nucleotideos e de aminoacidos,
dos genes da hemaglutinina e da neuraminidase, dos virus influenza

investigados, em relacdo as cepas vacinais e outras que circularam

mundialmente durante o periodo de estudo;

Identificar as alteracbes nas sequéncias deduzidas de aminoacidos, a partir das

regides sequenciadas da HA e da NA,;

Conhecer aspectos epidemioldgicos dos virus influenza tipos A e B, circulantes

na regido de Uberlandia, MG.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Populagéo de estudo

A populacéo de estudo foi composta por uma amostra de conveniéncia de 605
criancas com idade até cinco anos, atendidas em unidades de salde publica de
Uberlandia, MG, entre 2001 e 2010. Como critério de inclusdo, a crianca tinha que
apresentar quadro clinico de DRA com o inicio dos sintomas de até cinco dias e com
manifestacOes de coriza, tosse, com ou sem presenca de febre, sibilos e dificuldade

respiratoria.

No Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC/UFU) os
pacientes foram atendidos nas quatro unidades de internacdo infantil: enfermaria de
pediatria (ENF-Ped), unidade de terapia intensiva pediatrica (UTI-Ped), bercario e
unidade de terapia intensiva neonatal (UTI-Neo), além de alguns casos atendidos no
pronto-socorro de pediatria (PS-Ped) e outros, no pronto atendimento pediatrico (PAP).
Também foram incluidos casos de ambulatérios das Unidades de Atendimento
Integrado (UAI) - Pampulha e Roosevelt e da enfermaria da Clinica Infantil Dom
Bosco.

O estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Uberlandia (n°326/08) (anexo 1) e um termo de consentimento
(anexo 1) foi obtido dos pais ou responsaveis pela crianca. Dados clinicos e
demogréaficos também foram colhidos, através de preenchimento da ficha clinica pelo

pediatra (anexo IlI).
3.2 Espécimes clinicos
3.2.1 Coleta

A coleta dos aspirados de nasofaringe (ANF) foi realizada conforme Oliveira e
colaboradores (2008), por enfermeiras do HC ou alunas dos cursos de Enfermagem ou
ainda da pos-graduacéo, pertencentes a equipe da Virologia/UFU. Para as primeiras 213
amostras também foi obtido o swab nasal, que foi misturado ao ANF durante o

processamento. Resumidamente, para a coleta do aspirado, 0,5 mL de PBS (phosphate-
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buffered saline; pH=7,2) foram instilados em cada narina da crianga e, utilizando-se de
um cateter conectado a um sistema a vacuo, a secrecao foi aspirada para um recipiente
estéril. Em seguida, o ANF foi acondicionado e transportado em gelo até o Laboratdrio
de Virologia da UFU, onde foi processado segundo Queir6z e colaboradores (2002) em
um periodo maximo de 4 horas. As amostras foram aliquotadas e estocadas em

nitrogénio liquido ou a -70°C.
3.2.2 Processamento

Os espécimes clinicos foram ressuspensos e homogeneizados com PBS e duas
aliquotas, das amostras in natura, foram armazenadas a -70°C. O restante da secre¢édo
foi centrifugado a 350 x g por 10 min a 4°C para a obtencdo do sobrenadante, que foi
estocado a -70°C. Finalmente o sedimento com as células foi ressuspenso e utilizado

para o teste de imunofluorescéncia indireta.
3.3 Teste de imunofluorescéncia indireta

As células ressuspensas foram depositadas nos orificios das laminas de
imunofluorescéncia, fixadas com acetona e estocadas a -20°C até a sua utilizacdo. Para
o teste de imunofluorescéncia indireta (IFI) foi utilizado o kit comercial Respiratory
Panel | Viral Screening and Identification Kit (Millipore/Chemicon International, Inc.,
Temecula, CA, EUA), conforme as instru¢es do fabricante, para detectar a presenca
dos virus influenza A e B, virus respiratdrio sincicial, virus parainfluenza tipos 1,2 e 3 e
adenovirus. A interpretacdo dos resultados seguiu conforme Queir6z e colaboradores
(2002): o especime foi considerado positivo quando mais de trés células tiveram
fluorescéncia especifica, negativo se nenhuma fluorescéncia foi observada em mais de
20 células epiteliais e suspeito se menos de trés células apresentaram fluorescéncia
especifica. Neste Ultimo caso, se depois de repetida a reacdo, a mesma ainda se

apresentava suspeita, o resultado era tido como inconclusivo.
3.4 Extracdo do RNA viral

O RNA foi extraido utilizando-se o kit comercial Viral RNA mini kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Alemanha) conforme recomendacgdes do fabricante. Resumidamente,
140 pL do ANF foram adicionados a 560 pL do tampdo de lise (AVL) e 5,6 uL de
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carreador de RNA do kit e a mistura foi incubada a temperatura ambiente por 10 min.
Em seguida, as particulas virais circulantes foram lisadas e 0 RNA foi precipitado com
560 uL de etanol (96-100%). Depois de centrifugacdo a 8000 rpm por 1 min, 0 RNA
foi adsorvido a uma membrana de silica. Um volume de 500 pL de cada um dos dois
tampdes de lavagem, AW1 e AW2, foi adicionado a coluna em sequéncia, seguido de
centrifugacgdo rapida (8000 rpm por 1 min e 14000 rpm por 3 min, para AW1 e AW2,
respectivamente). O RNA foi eluido da coluna com 60 pL de tampé&o de eluicdo (AVE)
e rapida centrifugacdo. O RNA foi entdo utilizado imediatamente para preparar o cDNA

ou armazenado a -70°C.
3.5 Reacéo de amplificagdo por RT-PCR

A RT-PCR para os virus influenza tipo A e B foi inicialmente realizada com
objetivo de amplificar parcialmente o dominio HA; do gene da hemaglutinina (HA),
utilizando-se oligonucleotideos especificos para o tipo B e subtipos A H1 e H3 (tabela 1
e figura 7). E a amplificagdo parcial do gene da neuraminidase (NA) para 0s virus
influenza tipo A foi realizada utilizando-se oligonucleotideos especificos para 0s
subtipos N1 e N2 (tabela 1 e figura 8), fornecidos pelo Laboratério de Virus

Respiratorios e Sarampo - Fiocruz/I0C-RJ.

As reacOes de transcricdo reversa e de amplificacdo foram baseadas nas
condicdes e oligonucleotideos descritos anteriormente por Stockton e colaboradores
(2008) e pelo Standard Operating Procedures V-5372/01-05 (Health and Protection
Agency, Londres, Reino Unido) para os genes da HA e NA, respectivamente (tabela 1 e
figuras 7 e 8). Controles negativos e positivos foram utilizados em todas as etapas do

processo de amplificacéo.
3.5.1 Sintese do DNA complementar (cDNA)

Para a transcricao reversa, um volume de 5 pL do RNA extraido foi adicionado a
mistura da primeira reacdo contendo 0,5 mM de cada desoxirribonucleotideo (dNTP) e
1 uM dos oligonucleotideos especificos AH1 A, AH3 A ou BHA A (tabela 1), para o
gene da hemaglutinina dos virus influenza H1, H3 e B, respectivamente, ou AN1/418F
ou AN2A/Multi, para o gene da neuraminidase dos virus influenza N1 e N2,

respectivamente, além de agua tratada com pirocarbonato de dietila para completar o
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Tabela 1- Relacdo dos oligonucleotideos utilizados na sintese dos DNAs
complementares e nas reagOes de amplificacdo por RT-PCR e de sequenciamento dos

virus influenza.

Etapas da -

amplificagdo e Pol. Sequéncia de nucleotideos 5°-3’ Gene Posigao no Genebank®
oligonucleotideo genoma
Primeirav
AH1A (+) CAG ATG CAG ACACAATATGT HA, 54-73 CY028724
AHLFII @ AAA CCG GCA ATG GCT CCA AA HA,  1049-1068 CY028724
AH3A (+) CAG ATT GAA GTG ACT AAT GC HA, 145-164 AB298687
AH3DII ) GTT TCT CTG GTACAT TCC GC HA, 1008-1024 AB298687
BHAA (+) GTG ACT GGT GTG ATACCACT HA, 132-151 CY030839
BHADII ) TGT TTT CAC CCATAT TGG GC HA, 1015-1034 CY030839
AN1/418F (+) TTCTGACCC AAGGTGCTCTA NA 406-425 CY125030
AN1/EI ) TACTTG TCA ATG GTG AAC GG NA 1411-1430 CY125030
AN2A/Multi (+) AAC ATT ACT GGATTT GCACC NA 277-296 CY116588
AN2DII/1082 ) CAA AGG CCCAGCCTTTCACT NA 1063-1082 CY116588
Segunda’
AH1B (+) ATA GGC TAC CAT GCG AAC AA HA, 74-93 CY028724
AH1EII ) CTT AGT CCT GTAACCATCCT HA, 998-1017 CY028724
AH3B (+) AGC AAAGCT TTC AGC AAC TG HA, 319-338 AB298687
TGT CAGAGGTTTTCACCGTCGCTT
H3.938.R° () CCATTT GGA GTG ATG C HA, 890-909 AB298687
BHARB (+) CAT TTT GCA AAT CTC AAAGC HA, 174-195 CY030855
BHACII ) TGG AGG CAATCT GCTTCACC HA, 930-946 CY030855
AN1/418F +) TTCTGACCC AAGGTGCTCTA NA 406-425 CY125030
AN1/1219R ) GAA ACTTCCGCT GTACCCTG NA 1207-1226 CY125030
AN2B +) GGT GAC GAG AGA ACCTTATG NA 364-383 CY116588
AN2DII/1082 ) CAA AGG CCCAGCCTTTCACT NA 1063-1082 CY116588
Oulras
H3.101.F (+) CAG CACGGC AACGCTG NA 101-116 DQ249261
3GSTRV ) TGT CAGAGGTTTTCACCGTC

AH3CII ) GCT TCC ATT TGG AGT GAT GC HA, 890-909 AB298687

%Cepas de virus influenza que foram utilizadas como molde para localizagdo dos
oligonucleotideos; "Segunda = nested-PCR; ‘O oligonucleotideo H3.938.R foi alterado com a
insercdo de uma sequéncia ndo relacionada ao gene da hemaglutinina; pol: polaridade.
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volume final de 9,5 pL. A mistura foi aquecida a 95°C por 3 min e colocada em gelo por
1 min. Em seguida, adicionou-se 4,5 uL da segunda mistura, preparada com 2 pL do
tampdo 5X First-Strand, 1 pL 0,1 M de ditiotreitol ¢ 100 U da SuperScript™ 111
Reverse Transcriptase (Life Technologies Corp, Grand Island, NY, EUA). A reacéo foi
incubada a 50°C por 60 min, seguida da inativacdo da enzima por incubacdo a 95°C por

3 min.
3.5.2 Reacdo de amplificacdo do gene HA

Para a primeira amplificacdo, 4 uL do cDNA foram adicionados a 16 uL da
mistura, contendo 0s componentes — numa concentracdo final — tampdo PCR 1x
(fornecido com a enzima), MgCl, 1 mM, dNTP 0,2 mM e 1 U de Platinum Taq DNA
polymerase (Life Technologies) e cada par de oligonucleotideo usado separadamente a
1 uM. A reacdo foi realizada nas seguintes condicdes: 94°C por 2 min, seguida por 35
ciclos de 94°C por 1 min, 50°C por 1 min, e 72°C por 1 min. O produto da primeira
PCR foi diluido na proporcdo 1:100 em agua ultra pura (Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, MO, EUA) e 0,8 pL desta diluicdo foi transferida para 19,2 puL da mistura da
segunda amplificacdo, contendo os ingredientes para concentragdo final de: tampéo
PCR 1x, MgCl, 1,5 mM, dNTP 0,2 mM, 1 U de Platinum® Taqg DNA polymerase e 0s
oligonucleotideos da nested-PCR separadamente a 0,125 uM. As condig¢des utilizadas
foram as seguintes: 94°C por 1 min, seguida por 37 ciclos de 94°C por 1 min, 52°C por
1 mine 72°C por 1 min e 30 s.

Alternativamente com o objetivo de se obter amplificacdo de um segmento de
tamanho maior para caracterizacdo dos sitios antigénicos do gene H3, foram elaborados
dois outros oligonucleotideos, um para a nested-PCR (H3.938.R) e outro para o
sequenciamento (H3.101F). Para a nested-PCR, os oligonucleotideos AH3B e H3.938.R
foram utilizados. Este ultimo foi elaborado com auxilio do programa SeqBuilder do
pacote Lasergene 10 version 10 (DNASTAR, Inc. Madison, W1, EUA), acrescentando-
se ao oligonucleotideo AH3CII, uma sequéncia ndo relacionada ao genoma do virus
(sublinhada).
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Figura 7 - Mapa da localizacdo aproximada dos oligonucleotideos utilizados nas

reacOes de amplificacdo do gene da hemaglutinina, subtipos H1 e H3 e tipo B.

Segmento 4 - hemaglutinina 1760
3 3
1068nt
74nt AHTE 1018nt
132nt 1034nt
946nt
145nt 883 pb — 1024nt

b; AL
319nt Mm AH3.938.R™] 93gnt

A 12 linha representa a fita alvo, com tamanho do gene em nucleotideos. As setas
coloridas representam os oligonucleotideos com a orientacéo e a posi¢cdo no genoma e
as linhas centrais representam os produtos da 12 PCR e nested-PCR, com os tamanhos
esperados dos fragmentos amplificados.

3.5.3 Reacdo de amplificacdo do gene NA

As condi¢bes da primeira amplificacdo foram as mesmas descritas para a
amplificacdo das sequéncias do gene da HA, exceto que a temperatura de anelamento
utilizada foi de 55°C e os oligonucleotideos utilizados separadamente a uma
concentracdo final de 0,25 uM. Para a segunda amplificacdo, as condigdes também
foram as mesmas da nested-PCR para o gene da HA, exceto os oligonucleotideos e a

temperatura de anelamento que foi de 57°C.
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Figura 8 - Mapa da localizagdo aproximada dos oligonucleotideos utilizados nas

reacOes de amplificacdo do gene da neuraminidase, subtipos N1 e N2.
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719 pb 1 < AN2DII/10827] 1082nt

A 12 linha representa a fita alvo, com tamanho do gene em nucleotideos. As setas
coloridas representam os oligonucleotideos com a orientacéo e a posi¢cdo no genoma e
as linhas centrais representam os produtos da 12 PCR e nested-PCR, com os tamanhos
esperados dos fragmentos amplificados.

3.6 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1% em tampdao tris-borato-EDTA 0,5 X (pH 8,0). Uma mistura contendo 1 pL do
produto amplificado ou do marcador de peso molecular de 100 pb (DNA Molecular
Weight Marker X1V — Roche), 1 pL de tampao da amostra 6 X (azul de bromofenol
0,25% + glicerina 30%) e 1 puL de GelRed TM (Biotium, Hayward, CA, EUA) diluido
1:2000 foi aplicada no gel e submetida a eletroforese horizontal. Os fragmentos foram
visualizados em transiluminador com luz ultravioleta. Os tamanhos esperados dos
fragmentos amplificados para H1, H3, B, N1 e N2 foram 944 pb, 591 pb, 767 pb, 821

pb e 719 pb, respectivamente.
3.7 Purificacéo dos produtos de PCR

Apos a amplificagdo, os produtos foram purificados utilizando-se o GenElute
PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich). Para isso, foram adicionados em um tubo, cinco
volumes de tampdo de ligacdo e um volume de produto de PCR. A solugdo foi
homogeneizada e transferida para a coluna previamente tratada com tampao de preparo.
A coluna foi centrifugada a 12.000 x g por 1 min e o eluato desprezado. Foi
acrescentado a coluna 0,5 mL de tampédo de lavagem e a mesma foi centrifugada a
12.000 x g por no méximo 1 min. Foram aplicados 50 pL de solucédo de elui¢cdo no
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centro de cada coluna, que apds incubacdo a temperatura ambiente por 1 min, foi
submetida a centrifugacdo. O produto purificado foi armazenado a -20°C até a sua
utilizagdo. A integridade do DNA foi analisada em eletroforese de gel de agarose.

3.8 Sequenciamento nucleotidico e analise

Os produtos purificados foram submetidos a reacdo de sequenciamento genémico
em ambos os sentidos, segundo descrito por Sanger e colaboradores (1977). O sistema
de reacdo consistiu do Kit DYEnamic™ ET Dye Terminator (GE Healthcare, UK
Limited, Amersham Place, Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino Unido), conforme
instrucdes do fabricante. Os oligonucleotideos especificos foram os mesmos utilizados
nas reacOes de nested-PCR (tabela 1). Brevemente, o sequenciamento foi realizado
utilizando-se 20 ng do produto de PCR purificado, diluido em 4 puL de PREMIX (kit), 5
pmol de cada oligonucleotideo e agua ultra pura, totalizando um volume de 10 uL de
reacao para cada amostra, submetida cada uma a duas reacdes. A reacdo foi realizada
em termociclador MegaBACE 1000 (GE Healthcare) nas seguintes condicées: 35 ciclos
de 95°C por 20 s, 60°C por 15 s e 50°C por 1 min. Finalizada a reagdo, as amostras

foram armazenadas a -20°C.

Para a reacdo de sequenciamento do gene H3, foi necessario elaborar outro
oligonucleotideo (H3.101.F) utilizando o programa SeqBuilder (DNASTAR), na
tentativa de se obter o sequenciamento dos cinco sitios antigénicos (A-E). Este foi

utilizado juntamente com o oligonucleotideo 3GSTRV.
3.9 Edicdo, alinhamento das sequéncias e analise de nucleotideos

A edicdo das sequéncias foi realizada com o auxilio do programa SegMan Pro
(DNASTAR). As sequéncias nucleotidicas dos genes H1, H3, N1 e N2 foram
comparadas com outras sequéncias do virus influenza utilizando o programa BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/blast.cgi). O alinhamento das sequéncias do gene da

hemaglutinina e da neuraminidase foi feito pelo método Clustalw,
modo FASTA, do programa MegAlign (DNASTAR), com sequéncias de cepas que
circularam em diferentes periodos e lugares do mundo e também com sequéncias
daquelas que compuseram as vacinas preconizadas para o hemisfério sul em cada ano

do estudo (tabela 2). As sequéncias nucleotidicas dos virus caracterizados neste estudo
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serdo submetidas ao GenBank. As cepas das sequéncias de referéncia utilizadas para o
alinhamento e seus respectivos numeros de acesso foram os seguintes: A/New
York/399/2003(H1IN1) - CY002808, A/Taiwan/30005/2004(H3N2) - DQ249261,
A/Taiwan/30017/2002(HIN1) - DQ249258, A/New York/396/2005(H3N2) -
CY002074 e B/Singapore/222/79 - X00897, para os genes H1, H3, N1, N2 e B,

respectivamente.

Tabela 2 — Cepas dos virus influenza subtipos A HIN1 e H3N2 e tipo B recomendadas
pela OMS para composicao das vacinas preconizadas para o hemisfério sul, entre 2001
e 2007.

Ano HINI H3N2 B
A/New B/Sichuan/379/99

2001 Caledonia/20/99 A/Moscow/10/99 (Yam)

2002 A/New A/Moscow/10/99 B/Sichuan/379/99

Caledonia/20/99

A/New B/Hong

2003 Caledonia/20/99 AIMoscow/10/99 . 14/330/2001 (Vi)
A/New . B/Hong

2004 Caledonia/2o/g9  AV/Fulian/al1/2002 Kong/330/2001
A/New . B/Shanghai/361/2002

2005 Caledonia/20/99 A/Wellington/1/2004 (Yam)
A/New e B/Malaysia/2506/2004

2006 Caledonia/20/99 A/California/7/2004 (Vic)

2007 A/New A/Wisconsin/67/2005  B/Malaysia/2506/2004

Caledonia/20/99

Yam = linhagem Yamagata; Vic = linhagem Victoria
3.9 Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados pelo programa Graphpad Prism 4.0
(Graphpad Software Inc. San Diego, CA, EUA) e os dados foram analisados utilizando-
se 0 teste exato de Fisher. Nas analises comparativas os resultados foram considerados

estatisticamente significantes quando p<0,05.
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4. RESULTADOS
4.1 Triagem dos virus influenza A e B

Um total de 605 amostras clinicas foi coletado de criancas com doenca
respiratoria aguda entre 2001 e 2010 nos servicos de saude publica de Uberlandia. Os
espécimes clinicos foram triados por IFI para deteccdo de sete virus respiratorios. Trinta
e sete amostras (6,1%) apresentaram resultado positivo para os virus influenza, sendo
36 do tipo A e uma do tipo B, e das 568 amostras restantes, 376 foram negativas ou

inconclusivas.
4.2 Caracterizagdo molecular dos virus influenza tipos A e B

Dentre as amostras negativas ou inconclusivas por IFI, 218 foram testadas pela
RT-PCR para amplificacdo dos segmentos dos genes da HA e da NA, tendo sido
possivel detectar mais trés amostras positivas para o virus influenza tipo A. Deste modo,
o0 indice de positividade para esses virus na populagdo foi de 6,6% (40/605). Assim,
entre as 40 amostras positivas, a amplificacdo para HA, foi possivel em 25 delas, sendo
que oito foram subtipadas como H1 (figura 9A), 16 como H3 (figura 9B) e uma foi
caracterizada como tipo B (figura 9C). Em relacdo ao gene da NA, sete espécimes
foram subtipados como N1 e 24 como N2 (figura 9D). Os resultados da tipagem e

subtipagem estéo apresentados na tabela 3.

Do total das amostras clinicas positivas, a maioria (33/40; 82,5%) foi obtida de
criancas ndo hospitalizadas, cuja mediana de idade foi de 14,5 meses, variando entre um
e 60 meses. Os sete casos hospitalizados tinham até trés anos de idade (mediana de
quatro meses), sendo que cinco deles ndo apresentavam doengca de base —
comprometimento da funcdo cardiaca, pulmonar ou imune (dados ndo mostrados). O
A/H3N2 foi o subtipo identificado em cinco desses sete pacientes. O maior nimero de
casos de influenza ocorreu em criangas com idade entre um e dois anos (17/40; 42,5%)

(figura 10) e pertencentes ao género masculino (26/40; 65%) (p=0,013).

Os casos de influenza em Uberlandia tiveram seus picos em julho e variaram de
fevereiro a setembro no periodo de estudo, sendo que a maioria deles foi encontrada no
ano de 2002 (figura 11).
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Tabela 3- Dados demograficos sobre 0s pacientes e 0s espécimes clinicos positivos para os virus influenza coletados em Uberlandia, MG e

isolados com maior identidade no segmento sequenciado da HA e da NA respectivamente, de 2001 a 2010.

Isolado > identidade NA

Namero Data coleta Idade A A . . Isolado > identidade HA o . .o
amostra (dd-mm-aa) (meses) Genero Procedencia | Tipo/subtipo (% nucleotideos; % aminoacidos) (% nuf:leo,tlf:leos, /o
aminoacidos)
35 19/03/2001 12 F PAP A
76 14/05/2001 18 M PAP A
85 23/05/2001 7 M PAP A
86 24/05/2001 19 F PAP A
) A/RiodeJaneiro/465/01 (H3N2) A/Missouri/NHRC0001/2000(H3N2)
110 24/06/2001 23 M PS-Ped (hosp) A H3N2 (99,1; 97,9) (99,5; 99,5)
180 02/05/2002 4 M PAP A N2
185 09/05/2002 8 F PAP A N1
188 16/05/2002 14 M PAP A
191 21/05/2002 30 M PS-Ped A
193 24/05/2002 3 M ENF-Ped A N1
194 29/05/2002 15 M PS-Ped A N1
212 25/06/2002 14 F PAP A
A/New York/78/2002 (H1N2) A/Hawaii/10/2002(H1N2)
213 01/07/2002 24 F PAP A HIN2 (98,9; 97,8) (100,0; 100,0)
A/New York/78/2002 (H1N2) A/Hawaii/10/2002(H1N2)
214 02/07/2002 60 M PAP A HIN2 (99,8 100,0) (100,0; 100,0)
A/New York/78/2002 (H1N2) A/Hawaii/10/2002(H1N2)
215 03/07/2002 20 F PAP A HIN2 (99,8; 100,0) (100,0; 100,0)
A/Denmark/6/2002 (H3N2) A/Netherlands/120/2002(H3N2)
221 16/07/2002 3 M PAP A H3N2 (99.5: 98,9) (99.8; 99.4)
223 18/07/2002 22 M PAP A
A/1660/02/2002 (H1N2) A/Hawaii/10/2002(H1N2)
228 24/07/2002 34 M PAP A HIN2 (99.8: 100,0) (100,0; 100.0)
A/New York/78/2002 (H1N2) A/Hawaii/10/2002(H1N2)
232 01/08/2002 5 F PAP A HIN2 (99,6 99,5) (99,8: 100,0)
A/New York/78/2002 (H1N2) A/Hawaii/10/2002(H1N2)
235 12/08/2002 48 F PAP A HIN2 (99,5: 98,9) (100,0; 100,0)
B/RiodeJaneiro/209/02
237 26/08/2002 12 F PAP B (99.8: 100,0)
A/New York/78/2002 (H1N2) A/Hawaii/10/2002(H1N2)
241 17/09/2002 14 M PAP A HIN2 (99,8;100,0) (99,4: 98,8)
249 06/02/2003 9 M PAP A H3N2 A/EspiritoSanto/88/02 (H3N2) A/New York/409/2002(H3N2)

(99,7; 99,2)
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(99,3; 98,4)

A/Brazil/BR-IAL-2302/2005 (H3N2)

A/Denmark/4/2002(H3N2)

320 01/07/2003 36 F PAP A H3N2 (98,8; 98,2) (99,7: 99,2)
A/Texas/NHRC0001/2002 (H3N2) A/Denmark/4/2002(H3N2)
321 01/07/2003 18 M PAP A H3N2 (99.2; 98,3) (99,7: 99.2)
A/Dunedin/12/2002 (H3N2) A/New York/409/2002(H3N2)
322 03/07/2003 8 M PAP A H3N2 (99,1; 98,4) (100,0:100,0)
) A/Bangladesh/C5-16/2003 (H3N2) A/Netherlands/213/2003(H3N2)
323 09/07/2003 35 M PS-Ped (hosp) A H3N2 (99,6 100,0) (100,0: 100,0)
A/Brazil/BR-IAL-2302/2005 (H3N2) A/Finland/303/2003 (H3N2)
330 02/03/2004 17 F PAP A H3N2 (99,6; 99.5) (99,6 100,0)
) A/Paraguay/PY-697/2004 (H3N2) A/Scotland/81/2003(H3N2)
333 10/03/2004 8 M UTI-Ped A H3N2 (99,8; 100,0) (100,0; 100,0)
A/RiodeJaneiro/17/04 (H3N2) A/England/558/2003(H3N2)
339 24/03/2004 24 M PAP A H3N2 (99,5: 99.5) (99.6: 98,9)
A/Brazil/BR-1898-ORIGINAL/2006 (H3N2) A/SANTIAGO/9491/2006(H3N2)
341 29/03/2004 14 M PAP A H3N2 (99,7 99,5) (100,0; 100,0)
A/StaCatarina/380/04 (H3N2) A/England/558/2003(H3N2)
348 14/04/2004 35 F PAP A H3N2 (100.0; 100,0) (99,6 100,0)
363 27/05/2004 1 F Bergério A H3N2 A/Argentina/ /?S;,R; .28503)/ 2004 (H3N2) -
A/Texas/TX-VC4-775/2004 (H3N2) A/Niigata/494/2005(H3N2)
412 08/07/2005 6 F UAI Roosevelt A H3N2 (99,8; 100,0) (99,3: 98,7)
435 24/05/2006 55 M UAI Pampulha A N1
442 19/06/2006 24 M UAI Pampulha A N1
. A/Tennessee/UR06-
444 28/06/2006 2 M UTI-Ped A HIN1 Afluliaca/FLU3973/2006 (H1) 0236/2007(H1N1)
(99,8; 99,5) (99,1: 98,8)
A/Brazil/BR-1898-ORIGINAL/2006(H3N2) A/California/NHRC0007/2005(H3N2)
452 24/07/2006 27 M PAP A H3N2 (100,0; 100,0) (99,6; 99,4)
i A/Maracay/FLU7827/2007 (H3N2) A/Brazil/80/2007(H3N2)
490 06/07/2007 M UTI-Ped A H3N2 (100,0: 100,0) (100,0: 100,0)
531 27/04/2009 M UAI Pampulha A N1

F: feminino; M: masculino; hosp: hospitalizado; PAP: pronto atendimento pediatrico; PS-Ped: pronto-socorro de pediatria; ENF-Ped: enfermaria
de pediatria; UTI-Ped: unidade de terapia intensiva pediatrica; UAI: unidade de atendimento integrado.
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Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos da nested-PCR
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Raia 1: PM
Raia 2: amostra (- )

Raia 3, 4, 5 e 7: amostras n° 320,
321, 322 e 323 (+)

Raia 6: controle (- ) (agua)
Raia 8: controle N2 (+)

Raia 9: amostra n° 444 (+)

A) amplificagdo do segmento de 944 bp do gene HA; do virus influenza A H1; B) amplificacdo
do segmento de 591 bp do gene HA; do virus influenza A H3; C) amplificagcdo do segmento de
767 bp do gene HA; do virus influenza B; D) amplificacdo do segmento de 821 pb e 719 pb, dos
genes N1 e N2, respectivamente, do virus influenza A. PM: marcador de peso molecular 100pb.

Figura 10 - Distribuicdo dos casos de influenza em Uberlandia de 2001 a 2010,
conforme a faixa etéria.
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Figura 11 - Distribuicdo mensal dos casos de influenza em Uberlandia de 2001 a 2010.
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A subtipagem dos virus influenza revelou que 40% (16/40), 17,5% (7/40), 2,5%
(1/40) e 2,5% (1/40) das infec¢des foram atribuidas aos subtipos H3N2, HIN2, HIN1 e
ao tipo B, respectivamente (figura 12). Os virus influenza HIN2, H3N2 e B foram
encontrados simultaneamente em Uberlandia durante a temporada de 2002. Ainda
naquele ano, foram identificadas trés amostras com virus do subtipo N1 e uma do
subtipo N2. O subtipo viral N1 também circulou nos anos de 2006 e 2009. Os virus de
oito amostras ndo puderam ser subtipados por nenhum dos protocolos de amplificagédo

(HA e NA) utilizados neste estudo.

Figura 12 - Distribui¢do dos tipos/subtipos dos virus influenza identificados, conforme

0 ano de coleta.
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4.3 Andlise comparativa dos genes da hemaglutinina e da neuraminidase do virus
influenza

Para uma caracterizacdo mais aprofundada dos virus influenza encontrados na
regido de Uberlandia, produtos de PCR das 25 amostras subtipadas pela HA e 24 pela
NA foram purificados e sequenciados. As sequéncias nucleotidicas obtidas foram
submetidas a procura de sequéncias altamente similares através da ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool: http //blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi). Foi
observado que todas as sequéncias das cepas encontradas em Uberlandia apresentaram
altos valores de identidade com sequéncias que circularam em diferentes regides do

mundo, conforme Genbank.
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Dentre as oito amostras de virus influenza subtipo H1, foram obtidas sequéncias
nucleotidicas e de aminodcidos, de todas. Seis delas (213, 214, 215, 228, 232 e 241)
quando comparadas entre si, compartilharam sequéncias quase idénticas umas com as
outras. Realizando a busca pelo BLAST, foi possivel observar que as sequéncias
deduzidas de aminoacidos das amostras de 2002 (214, 215, 228 e 241) foram idénticas a
um isolado que circulou nos EUA no mesmo ano (tabela 3). Ao se comparar as
sequéncias dos virus H1 circulantes em Uberlandia, com a sequéncia da cepa vacinal,
A/New Caledonia/20/99, observou-se maior identidade de nucleotideos (98,5%) com a
amostra 214, sendo que a identidade de aminoacidos (98,2%) foi idéntica para todas as
obtidas no ano de 2002, exceto para a amostra 235. Por outro lado, a amostra 444 de
2006, apresentou a menor identidade (97,3 e 97,2%, respectivamente). Todas as
sequéncias de H1 continham alteracGes no sitio antigénico Ca;, enquanto que, apenas as

amostras de 2002 apresentaram uma alteracdo adicional no sitio Sh.

Das amostras de virus influenza identificadas como H3, foram obtidas sequéncias
nucleotidicas de 16. Porém, por meio do BLAST, somente trés amostras (348, 452 e
490) apresentaram sequéncias idénticas a isolados, caracterizados anteriormente na
América do Sul (tabela 3). Esses virus circularam nos mesmos anos das cepas
encontradas neste estudo. Outras trés amostras (323, 333 e 412) tiveram suas sequéncias
deduzidas de aminoacidos idénticas a isolados encontrados ho mesmo ano ou em ano

imediatamente anterior.

As sequéncias deduzidas de aminoacidos do dominio HA; dos virus influenza A
H3 foram comparadas a sequéncia da cepa H3N2 (A/Moscow/10/99), que compds a
vacina distribuida de 2001 a 2003 (figura 14). A maior identidade nas sequéncias de
nucleotideos e aminoacidos foi observada com a amostra 321 (96,7% e 93,2%,
respectivamente), enquanto que a menor identidade foi observada com a amostra 323
(94,5% e 89,0%, respectivamente). Todas as sequéncias de H3 dos virus encontrados
em Uberlandia durante o periodo 2001-2003 apresentaram substituicdes nos sitios
antigénicos B e E, o que também foi observado para alguns virus de outros continentes.
E algumas delas também exibiram trocas adicionais nos sitios antigénicos A, C e D.
Além disso, a maioria das sequéncias continha substituicdes em trés dos cinco sitios
antigénicos. As amostras 110 e 323 foram aquelas que mostraram maior numero de

substituicdes nos sitios antigénicos, enquanto que as amostras 221, 320 e 322,
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apresentaram trocas em quatro dos cinco sitios antigénicos. Alteracdes nas posi¢des 105
na sequéncia da amostra 221 (dados ndo apresentados), e 144 na sequéncia da amostra
323, conferiram possiveis sitios extras de N-glicosilacéo nesses virus.

As sequéncias nucleotidicas e de aminoécidos dos seis virus detectados em
Uberlandia em 2004 foram quase idénticas e quando comparadas a cepa da vacina
A/Fujian/411/2002, a amostra 330 mostrou a mais alta identidade (98,6% e 98,4%)
baseada nos nucleotideos e nos aminodacidos, respectivamente. Por outro lado, a amostra
341 apresentou a menor identidade (96,7% e 95,3%), também respectivamente.
Comparando-se a cepa vacinal, a maioria das cepas de Uberlandia (figura 15), exibiu
duas variacbes de aminoacidos no sitio B. Além disso, a cepa 341 apresentou uma
mudanga no sitio A e outra no sitio B e a troca do amino&cido valina por isoleucina no
sitio de ligagdo com o &cido sialico. Foi observada em todas as amostras uma

substituicdo no sitio de ligagdo com o receptor.

A sequéncia do virus influenza H3 (isolado 412) de 2005 apresentou alta
identidade de nucleotideos e de aminoacidos, respectivamente (99,1% e 98,9%) em
relacdo a cepa vacinal A/Wellington/1/2004, distribuida no mesmo ano. Também exibiu
um aminodcido diferente (figura 16) no sitio A. Outro aminoacido no sitio de ligacdo
com o 4cido sialico da amostra 412 também diferiu da cepa vacinal.

A comparacao entre as sequéncias da amostra 452 de 2006 com as sequéncias da
cepa vacinal A/California/7/2004, mostrou 97,8% e 97,3% de identidade dos
nucleotideos e aminoacidos, respectivamente. A amostra de Uberlandia apresentou trés
substituicdes no sitio antigénico B comparados a cepa vacinal (figura 17). O aminoacido
no sitio de ligagdo com o acido siélico terminal do virus foi 1-226, como ocorreu no ano

anterior, mas revelou similaridade com a cepa da vacina.

As sequéncias do virus influenza H3 (amostra 490) de 2007 foram comparadas as
sequéncias da vacina A/Wisconsin/67/2005, recomendada para aquele ano. A sequéncia
de Uberlandia apresentou alta identidade de nucleotideos e de aminoacidos (98,6% e
96,3%, respectivamente), mas exibiu duas substituicbes, uma no sitio A e outra no sitio
E (figura 18). Um sitio extra de N-glicosilacdo foi observado na posicdo 122 da
sequéncia. Além disso, o residuo de aminoacido 226 foi isoleucina, como os isolados
prévios.
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A Unica amostra de virus influenza do tipo B, caracterizada pela HA,, teve sua
sequéncia deduzida de amino&cidos idéntica a um isolado encontrado no mesmo ano, no
Brasil (tabela 3). As sequéncias deste virus foram comparadas as sequéncias da cepa
vacinal (B/Sichuan/379/99-linhagem Yamagata), utilizada no mesmo ano (figura 19) e
apresentaram diferencas em relacdo aos residuos da vacina (88,1% e 86,2%, de
nucleotideos e aminoacidos, respectivamente). Também se observou seis substituicdes
no alga 120, uma no alga 160 e quatro na regido da hélice 190. Além disso, nosso estudo
revelou que a sequéncia do virus influenza B aqui encontrado adquiriu um codon a mais
(AAC), que codifica para o aminoacido 162. Em adicdo, dois novos sitios de N-
glicosilacdo foram observados; um deles na regido da hélice 190 e outro na posicéo 230-
232, e 0 amino&cido de ligacdo ao &cido sialico terminal foi P-238 e S-240.

A sequéncia nucleotidica da amostra de virus influenza (444) caracterizada como
N1 apresentou a maior porcentagem de identidade com uma cepa que circulou no ano
posterior no hemisfério norte (tabela 3). A sequéncia de nucleotideos e a sequéncia
deduzida de aminoécidos deste virus quando comparadas a cepa vacinal A/New
Caledonia/20/99 (vacina liberada de 2000 a 2007) mostraram identidade de 98,3 e 98%,
respectivamente e os residuos de aminoacidos divergentes estdo representados na tabela
4,

Também um total de 22 sequéncias nucleotidicas da N2 dos virus H3N2 e HIN2
foram obtidas e analisadas pelo BLAST. Dessas amostras, 10 (213, 214, 215, 228, 235,
322, 323, 333, 341 e 490) apresentaram sequéncias idénticas a isolados encontrados no
mesmo ano ou em ano imediatamente anterior; exceto a sequéncia da amostra 341 que
foi idéntica a sequéncia de uma cepa que circulou dois anos depois, no hemisfério sul
(tabela 3).

Outras trés amostras (232, 330, 348) tiveram suas sequéncias deduzidas de
aminoacidos idénticas a isolados encontrados no mesmo ano ou em ano imediatamente

anterior.

Quando as sequéncias deduzidas de aminoacidos da N2 dos virus influenza A
foram comparadas as sequéncias das cepas vacinais, A/Moscow/10/99 (liberada de 2000
a 2003) e outras (distribuidas nos anos posteriores), observou-se maior identidade com a

amostra 452 (98,9% e 99,4%, respectivamente) de 2006, enquanto que as menores
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identidades foram observadas com as amostras 320 e 321 (97,7% e 96,9%,
respectivamente) obtidas em 2003. Os residuos de aminoacidos divergentes estdo
representados na tabela 5.

As analises da NA do HIN1 e H3N2 mostraram que os residuos de aminoacidos
dentro dos sitios cataliticos e framework foram conservados em todos os virus (a
composicao dos sitios cataliticos foi R118, D151, R152, R224, E276, R292, R371, e
Y406 e a composigdo do framework foi E119, R156, W178, S179, D/N198, 1222, E227,
H274, E277, N294 e E425. Nenhuma das cepas isoladas apresentou as conhecidas
mutacdes de resisténcia na NA, nas posic¢les 151, 152, 222, 224, 274, 276, 292 e 294.
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Figura 13 - Alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos do dominio HA; dos virus HIN2 e HIN1 detectados em Uberlandia em 2002
e 2006, respectivamente com a cepa vacinal A/New Caledonia/20/99 (numero de acesso AJ344014).
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Os sitios de glicosilagdo estdo marcados por caixas abertas; os residuos envolvidos na ligagdo com receptor estdo com sombreados escuros; os de ligacdo com
acido sidlico estdo grifados; e os sitios antigénicos aparecem com sombreados claros denominados de Ca;, Ca,, Ch, Sa e Sbh. Residuos idénticos aqueles da

sequéncia da vacina para a mesma posicao estdo representados por pontos; e aqueles divergentes estdo mostrados. A numeracdo acima do alinhamento
representa a posic¢éo dos residuos de aminoécidos da proteina H1 de acordo com a sequéncia de referéncia A/New York/399/2003(H1N1).
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Figura 14 - Alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos do dominio HA; dos virus H3N2 detectados em Uberlandia entre 2001 e

2003, com a cepa vacinal A/Moscow/10/99 (numero de acesso DQ487341).
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Os sitios de glicosilagdo estdo marcados por caixas abertas; o0s residuos envolvidos na ligagdo com receptor estdo com sombreados escuros; 0s de ligagdo com
acido sialico estdo grifados; e os sitios antigénicos aparecem com sombreados claros denominados de A-E. Residuos idénticos aqueles da sequéncia da vacina
para a mesma posicdo estdo representados por pontos; aqueles divergentes estdo mostrados; e regiGes ndo sequenciadas, representadas por tracos. A
numeracdo acima do alinhamento representa a posicdo dos residuos de aminoacidos da proteina H3 de acordo com a sequéncia de referéncia

A/Taiwan/30005/2004(H3N2).
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Figura 15 - Alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos do dominio HA; dos virus H3N2 detectados em Uberlandia em 2004, com a
cepa vacinal A/Fujian/411/2002 (nimero de acesso CY112933).
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Os sitios de glicosilagdo estdo marcados por caixas abertas; o0s residuos envolvidos na ligagdo com receptor estdo com sombreados escuros; 0s de ligagdo com
acido sialico estdo grifados; e os sitios antigénicos aparecem com sombreados claros denominados de A-E. Residuos idénticos aqueles da sequéncia da vacina
para a mesma posicdo estdo representados por pontos; aqueles divergentes estdo mostrados; e regifes ndo sequenciadas, representadas por tracos. A
numeracdo acima do alinhamento representa a posicdo dos residuos de aminoacidos da proteina H3 de acordo com a sequéncia de referéncia
A/Taiwan/30005/2004(H3N2).
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Figura 16 - Alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos do dominio HA; do virus H3N2 detectado em Uberlandia em 2005, com a
cepa vacinal A/Wellington/1/2004 (namero de acesso CY(012104).
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Os sitios de glicosilagdo estdo marcados por caixas abertas; os residuos envolvidos na ligacdo com receptor estdo com sombreados escuros; os de ligagdo com
acido sialico estdo grifados; e os sitios antigénicos aparecem com sombreados claros denominados de A-E. Residuos idénticos aqueles da sequéncia da vacina
para a mesma posicdo estdo representados por pontos; e aqueles divergentes estdo mostrados. A numeracdo acima do alinhamento representa a posi¢do dos
residuos de aminoéacidos da proteina H3 de acordo com a sequéncia de referéncia A/Taiwan/30005/2004(H3N2).

Figura 17 - Alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos do dominio HA; do virus H3N2 detectado em Uberlandia em 2006, com a
cepa vacinal A/California/7/2004 (nimero de acesso CY114373).
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Os sitios de glicosilagdo estdo marcados por caixas abertas; os residuos envolvidos na ligacdo com receptor estdo com sombreados escuros; os de ligacdo com
acido sialico estdo grifados; e os sitios antigénicos aparecem com sombreados claros denominados de A-E. Residuos idénticos aqueles da sequéncia da vacina
para a mesma posi¢do estdo representados por pontos; e aqueles divergentes estdo mostrados. A numeragdo acima do alinhamento representa a posicdo dos
residuos de aminoéacidos da proteina H3 de acordo com a sequéncia de referéncia A/Taiwan/30005/2004(H3N2).
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Figura 18 - Alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos do dominio HA; do virus H3N2 detectado em Uberlandia em 2007, com a
cepa vacinal A/Wisconsin/67/2005 (numero de acesso CY114381).
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Os sitios de glicosilagdo estdo marcados por caixas abertas; os residuos envolvidos na ligagdo com receptor estdo com sombreados escuros; os de ligacdo com
acido sialico estdo grifados; e os sitios antigénicos aparecem com sombreados claros denominados de A-E. Residuos idénticos agqueles da sequéncia da vacina
para a mesma posicdo estdo representados por pontos; e aqueles divergentes estdo mostrados. A numeracdo acima do alinhamento representa a posicao dos
residuos de aminoécidos da proteina H3 de acordo com a sequéncia de referéncia A/Taiwan/30005/2004(H3N2).

Figura 19 - Alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos do dominio HA; do virus influenza B detectado em Uberlandia em 2002 com
a cepa vacinal B/Sichuan/379/99 (nimero de acesso EF566113).
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Os sitios de glicosilagdo estdo marcados por caixas abertas; os residuos envolvidos na ligagdo com receptor estdo com letra marrom; os de ligacdo com &cido
sidlico estdo grifados; e os sitios antigénicos aparecem com sombreados claros denominados de alga e hélice. Residuos idénticos aqueles da sequéncia da
vacina para a mesma posicao estdo representados por pontos; e aqueles divergentes estdo mostrados. A numeragdo acima do alinhamento representa a posicao
dos residuos de aminoécidos da proteina HA de acordo com a sequéncia de referéncia B/Singapore/222/79.
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Tabela 4 — Comparacdo da sequéncia da neuraminidase de subtipo N1 do virus
encontrado em Uberlandia em 2006 com cepa vacinal A/New Caledonia/20/99 (numero
de acesso AJ518092).

Cepa viral Sitios de variacdo dos aminoacidos

187 286 331 374 377
A/New Caledonia/20/99 M T E W N
444/2006 K K K R Y

Tabela 5 — Comparacdo das sequéncias da neuraminidase de subtipo N2 dos virus
encontrados em Uberlandia entre 2001 e 2007 com cepas das vacinas disponibilizadas

nos anos/periodos correspondentes.

Cepa viral /ano Sitios de variacdo dos aminodacidos

133 141 150 160 167 172 194 199 216 221 250 254 265 267 271 285 298 307 310 332

A/Moscow/10/99% N M P K V E G K A 1 T P § P G V Y

110/2001 L
* /2002

221/2002
241/2002
249.322/2003 G K I
320.321/2003 G
323/2003 vV K T

2 Z 2 O
A

z
4 4 4 4r
wm
<

AJFujian/411/2002°

330.333/2004
341.348/2004
339/2004

-~ > > >
- - <
" »nu Twm

A/Wellington/1/2004° A K I Y

412/2005 G E \% w

AJCalifornia/7/2004° K

452/2006 R

A/Wisconsin/67/2005¢ H \Y L Y

490/2007 R | P H

*Amostras de Uberlandia (213, 214, 215, 228, 232, 235); °DQ487331; °CY112935;
°EF512573; ‘CY114375; °CY114383
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5. DISCUSSAO

O conhecimento de que epidemias anuais de gripe em regides tropicais sao
diferentes do observado em regides temperadas (COX; SUBBARAO, 2000), acrescido
da disponibilidade de parte das amostras clinicas resultantes de um estudo prévio, em
virus respiratorios, (COSTA et al., 2006) e ainda, o fato de que até o presente ndo se
conhecia o padrdo de cepas dos virus influenza circulantes em Uberlandia, despertou
para este estudo. Assim, sua circulacdo foi investigada pela analise de 605 amostras
clinicas provenientes de criancas apresentando doenca respiratoria aguda, durante um
periodo de dez anos em Uberlandia. Os virus encontrados foram caracterizados e

comparados com outras cepas.

Pelo teste de imunofluorescéncia indireta (IFI), 6,1% dos espécimes clinicos
foram positivos para os virus influenza, sendo que um percentual similar (6,3%)
também foi observado em um estudo no nordeste do Brasil empregando-se a mesma
técnica (MOURA; PERDIGAO; SIQUEIRA, 2009). Ainda no nosso pais, outros
trabalhos realizados com amostras clinicas de criancas, utilizando-se a IFI, o isolamento
em cultura celular e/ou a RT-PCR, relataram indices menores de infeccdo por esse
agente, variando de 1,2% a 5,0% (COELHO et al., 2007; MOURA et al., 2007;
THOMAZELLI et al., 2007; ALBUQUERQUE et al., 2009). Possivelmente, essas
frequéncias de doencas respiratérias provocadas pelo virus influenza estejam associadas
a faixa etaria, uma vez que, em estudos com individuos adultos, taxas maiores (17,6% -
40,0%) de casos de influenza foram relatadas (CARRARO et al., 2007; de MELLO
FREITAS, 2013). Ainda assim, apesar de frequéncias mais baixas, € importante
ressaltar o papel das criancas na disseminacdo do virus influenza na comunidade, pois
elas excretam o virus por mais tempo e em maior quantidade que os adultos (GLEZEN,
2008).

A gripe é considerada uma das principais doengas respiratorias febris em criangas
na comunidade e, em especial durante a fase de pico esta associada a um consideravel
aumento da taxa de morbidade. Com relacdo a hospitalizacdo, a maioria dos casos
(82,5%) deste estudo ndo requereu tal medida, ficando restrita ao atendimento
ambulatorial, 0 que estd em concordancia com outras pesquisas (TSAI et al., 2001;
MOURA; PERDIGAO; SIQUEIRA, 2009). Todos 0s casos que requereram internacio,

68



embora ndo estatisticamente significante, foram de criancas menores de trés anos de
idade, sendo que a maioria delas ndo tinha doenca de base. Este achado esta de acordo
com outros estudos que mostram que lactentes e criancas de tenra idade tém risco
aumentado de hospitalizacdo em infec¢fes causadas pelo virus influenza (PERROTTA;
DECKER; GLEZEN, 1985; SUGAYA et al., 2000). Além disso, a doenca também tem
um impacto significativo sobre as familias das criancas enfermas, podendo causar a
infecgdo de outros membros, aumentar os gastos com a saide e levar a auséncia no
trabalho por parte dos pais (NEUZIL; HOHLBEIN; ZHU, 2002; PRINCIPI et al.,
2003). Ainda, 0 uso desnecessario e excessivo de antibioticos, que pode contribuir para
resisténcia antimicrobiana € outro fator de impacto negativo em saude publica (KLEIN
et al., 2007).

Apesar de os dados da literatura descreverem que a PCR apresenta maior
sensibilidade do que a IFI (GILBERT et al.,, 1996; ELLIS; FLEMING; ZAMBON,
1997; HERRMANN; LARSSON; ZWEYGBERG, 2001), neste estudo, nem todas as
amostras que foram positivas para os virus influenza por IFI foram positivas por RT-
PCR. Um dos principais motivos da menor correspondéncia da RT-PCR,
provavelmente, foi a degradacdo do RNA pelo armazenamento das amostras por longo
periodo (STONE et al., 2004), principalmente daquelas armazenadas em freezer -70 °C
por cerca de 10 anos. Além disso, segundo o Centers for Disease Control and
Prevention (CDC, 2012a), os melhores espécimes do trato respiratorio superior para se
detectar 0 RNA desses agentes por ensaios moleculares sdo de swabs nasais de rayon,
lavados e principalmente aspirados de nasofaringe, sendo que os swabs com haste de
madeira contendo algoddo ndo sdo aconselhaveis para a coleta da amostra respiratoria,
pois podem interferir com a RT-PCR. Nos primeiros anos desta investigacdo, além do
aspirado de nasofaringe, também foram colhidos swabs nasais dos pacientes utilizando-
se hastes de madeira e algoddo, o que poderia ter contribuido para a falha na deteccéo

do RNA viral dessas amostras.

Os casos de influenza detectados nesta pesquisa ocorreram entre o final do veréo
(fevereiro) e o final do inverno (setembro) e este periodo foi semelhante aos dados
reportados por Carraro e colaboradores (2008) durante a temporada de influenza entre
2001 e 2003 na cidade de Sdo Paulo. Além disso, o numero de casos de gripe no

periodo entre 2001 e 2003 em Uberlandia foi maior do que em outros periodos,
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corroborando com as altas taxas de morbidade relacionadas a essa virose reportadas por
outros autores nesses anos (WILKENS et al., 2003; MILNE et al., 2004) e que retratam
a maior procura dos pais por unidades de assisténcia a salde para o tratamento das

criancas.

Geralmente, HIN1 e H3N2 s&o os subtipos do virus influenza A mais encontrados
em casos de infeccbes em humanos (BARR et al., 2010) e os H3N2 tém sido
dominantes na maioria dos anos, desde que emergiram em 1968 (FINKELMAN et al.,
2007; YANG et al., 2008; ZARAKET et al., 2009). Ainda, este subtipo vinha causando
infeccdes respiratdrias mais graves, até a emergéncia do novo virus influenza HIN1 de
origem suina em 2009, responsavel pela primeira pandemia do século XXI (ZIMMER e
BURKE, 2009). Em Uberlandia, 0 H3N2 também predominou — com 16 das amostras
caracterizadas - além de ter sido o responsavel pela maioria das internacdes, embora

este dado ndo tenha sido estatisticamente significante (p=0,094).

Héa referéncias de que os virus dos subtipos HIN1 e H3N2, desde 1977, tém
cocirculado com o virus influenza B (WEBSTER et al., 1992; KUSZEWSKI;
BRYDAK, 2000; PARIANI et al., 2008; NJOUOM et al., 2010). A cocirculacdo
também foi encontrada na temporada de 2002 deste estudo, porém com o subtipo H1N2,
ao inves do H1N1, sendo que o virus influenza B foi detectado em um Unico espécime
clinico. Chieochansin e colaboradores (2008) também encontraram apenas um caso
envolvendo o virus influenza B, quando analisaram 302 amostras coletadas de pacientes
pediatricos hospitalizados na Tailandia. E provavel que uma quarta variante viral, a
H1N1, também tenha circulado em 2002, pois, apesar de 0 RNA da HA ndo ter sido
detectado, as sequéncias da NA de trés amostras clinicas foram caracterizadas como

sendo do subtipo N1.

Com relacdo ao biénio 2001-2002, dados da Organizacdo Mundial da Salde
mostraram que a maioria dos casos em surtos e epidemias daquela temporada foi
causada pelo virus de subtipo H3N2 (XU et al., 2004). Entretanto, neste estudo, o
subtipo mais prevalente no mesmo periodo foi 0 HIN2. Esta variante originou-se do
rearranjo dos segmentos da HA e da NA e foi encontrada em diferentes partes do
mundo, préximos ao ano de 2000 (PHLS, 2002; BARR et al., 2003; ELLIS et al.,
2003). No Brasil, nas regides norte e nordeste, o subtipo HIN2 foi detectado entre os
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meses de marco e abril de 2003 (comunicacdo oral), enquanto que em Uberlandia,
regido sudeste, 0 mesmo ja havia circulado desde julho de 2002. Neste estudo, assim
como em outros (PAGET; MEERHOFF; GODDARD, 2002; GODDARD et al., 2004)
as infeccbes causadas por essa variante ndo mostraram estar associadas a gravidade
clinica, uma vez que ndo houve necessidade de hospitalizacdo dos pacientes. Além
disso, essa cepa ndo foi considerada como possuindo potencial pandémico, pois foi
referido que uma proporgdo considerével da populacdo apresentava imunidade a esses
antigenos devido as infeccGes prévias ou a vacinacdo (GREGORY et al., 2002;
GODDARD et al., 2004). Como a vacina disponibilizada no periodo era composta pelas
cepas A/New Caledonia/20/99 (H1IN1) e A/Moscow/10/99 (H3N2), cujas sequéncias da
HA e da NA, respectivamente, mostraram alta identidade com as sequéncias da variante
HIN2 circulante, as cepas foram mantidas na vacina para o biénio 2002-2003
(RICHARD; VIBOUD; MILLER, 2010). Apesar dos virus influenza contendo esses
rearranjos genéticos ndo circularem por um longo periodo de tempo (GREGORY et al.,
2002), foi sugerido que esse processo é um importante mecanismo para sua manutencdo
em humanos ou em outros animais (YAMANE; ARIKAWA; ODAGIRI, 1978;
MCCULLERS et al., 1999).

A analise das sequéncias dos subtipos HIN1, HIN2 e H3N2 e do virus influenza
B encontrados neste estudo mostrou alta identidade com as sequéncias de variantes que
ja haviam sido encontradas em outros continentes em anos anteriores, como na Asia,
principalmente, seguida pela Europa e América do Norte, sugerindo um padréo global
de origem das cepas, disseminadas para outros paises através da mobilidade da
populacdo humana (CHEN; WILSON, 2008; RUSSELL et al., 2008b). Por outro lado,
especialmente com relacdo aos virus do subtipo H3N2 detectados em Uberlandia,
variantes com diferencas antigénicas estiveram presentes durante uma mesma epidemia,
ou em epidemias de anos consecutivos. A comparacdo das sequéncias dos virus
encontrados neste estudo com as sequéncias das cepas vacinais mostrou uma menor
identidade dos casos dos trés primeiros anos, principalmente o subtipo H3N2, em
relacdo aos casos do periodo de 2004-2007.

No presente trabalho, no sitio A especificamente, a posicdo 144 da sequéncia da
HA dos virus H3N2 apresentou maior variabilidade, alterando de isoleucina, do virus

detectado em 2001, para acido aspartico, em 2002 e 2003, e para asparagina, a partir de

Comunicacéo oral de Dr. Wyller Mello, em Uberlandia/MG em 23/04/2013 (UFU).
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2004, corroborando com Bragstad, Nielsen e Fomsgaard (2008), que afirmaram
que depois do ano de 2002, esta foi uma das regides em que se detectou 0 maior numero
de substituicdes no virus de subtipo H3. Também, divergéncias simultaneas de nove a
onze residuos de aminoacidos, em trés ou até quatro sitios antigénicos, em comparacgéo
com a cepa vacinal e com os virus detectados no periodo de 2001-2003, podem ter
causado uma diminuic¢do na eficiéncia da protecdo vacinal, que foi aplicada no mesmo
periodo no pais — possivelmente configurando o mecanismo de evasdo da resposta
imune por essas variantes (SHIH et al., 2007). Ainda, enquanto alteraces nos sitios
antigénicos podem levar a evasdo da vigilancia imune, os sitios de ligacdo com o0s
receptores tendem a resistir a essas alteragdes (SAHINI; TEMPCZYK-RUSSELL;
AGARWAL, 2010).

A respeito da ligagdo da HA ao &cido sialico, os aminoacidos leucina e serina nas
posicBes 226 e 228, respectivamente, tém sido reportados como tendo papel importante
para a especificidade no reconhecimento dos virus influenza de humanos do subtipo H3
ao receptor celular (VINES et al., 1998). Todavia, nos virus H3N2, detectados entre
2001 e 2004 em Uberlandia, foi encontrada a substituicdo L226V e, entre 2005 a 2007,
a L2261. Devido a semelhanca estrutural desses trés aminoacidos, que sdo neutros e ndo
polares, essas substituicbes ndo devem ter refletido em mudancas conformacionais
importantes e, assim, as propriedades de ligacdo da HA ao acido sialico devem ter sido
preservadas, como proposto anteriormente (ROGERS et al., 1983; BUSH et al., 1999).
Além disso, a mutagdo V2261 identificada na proteina HA foi associada previamente

com a multiplicacdo do virus em ovos embrionados de galinha (WIDJAJA et al., 2006).

Para o subtipo H1, as alteracGes importantes de residuos de aminoacidos nas
sequéncias da HA sdo aquelas que ocorrem nos sitios antigénicos Sa, Sh, Ca;, Ca; e Cb,
localizados em torno dos sitios de ligagdo com o receptor (CATON et al., 1982; DEEM,;
PAN, 2009). No presente estudo, foi possivel detectar um pequeno nimero de variagoes
nos sitios Ca e Sb das sequéncias da H1 dos virus detectados em 2002 e 2006 com

relacdo a cepa vacinal.

Nas posicOes 226 e 228 dos virus influenza do subtipo H1, sdo encontrados,
respectivamente, os residuos de glutamina e de glicina, nos virus procedentes tanto de
humanos, quanto de aves e os determinantes de especificidade de ligacdo deste subtipo
viral ao receptor de célula humana sdo D190 e D225. Logo, a observacdo desses
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residuos de aminoacidos nas respectivas posicOes, reafirma tratar-se de um hospedeiro

humano, neste estudo.

Os virus influenza B sdo classificados em linhagens Yamagata e Victoria,
baseados na sequéncia do gene da HA (ROTA et al., 1990), sendo que esta Gltima
linhagem, apos ter circulado mundialmente na década de 80 e no leste da Asia na
década de 90, reapareceu em muitos paises a partir de 2001 (BARR et al., 2003).
Anélises genéticas e antigénicas de cepas da epidemia de 2002 deste pais indicaram que
os virus influenza B detectados foram identificados como sendo da linhagem Victoria
(MOTTA et al., 2006). Em Uberlandia, o virus influenza B encontrado (amostra 237)
nesse mesmo ano também foi identificado com sendo da linhagem Victoria e sua
sequéncia do gene da HA apresentou alta identidade com as sequéncias dos virus
detectados nos estados do Rio de Janeiro e de Santa Catarina (MOTTA et al., 2006).
Estes foram estreitamente relacionados a cepa B/NewYork/1/02 e, portanto, divergentes
do virus influenza B (proto6tipo B/Sichuan/379/99-like, linhagem Yamagata) presente na
vacina utilizada no pais naquela temporada. Logo, devido a falta de reatividade cruzada
de anticorpos produzidos contra os virus da linhagem Yamagata pelos individuos
vacinados ou por aqueles anteriormente infectados por estes virus, assim como a
auséncia da circulacdo de virus da linhagem Victoria no pais, por longo periodo de
tempo, este virus que re-emergiu, representou um risco potencial a saude publica. Sendo
assim, com a disseminacao global da linhagem Victoria a partir de 2001, a mesma foi

incluida na vacina da temporada seguinte (XU et al., 2004).

A andlise da sequéncia do gene da HA do virus influenza B da amostra de
Uberlandia mostrou que os trés principais epitopos antigénicos da linhagem Victoria
(alcas 120, 160 e 190) apresentaram alteracdes. O alca 120 (posicdes 73, 75 e de 116 a
137 da sequéncia de aminoacidos) apresentou troca de seis residuos, corroborando com
Verhoeyen e colaboradores (1983), que sugeriram ser essa uma das regifes mais
frequentemente alteradas em isolados desse virus. Além disso, foi detectado um cddon
(AAC) a mais, que codifica para asparagina na posi¢do 162 (al¢a 160). InsercOes desse
tipo séo geralmente localizadas em regides ricas em U + G do RNA viral, causadas por
falha da polimerase viral (BLOK; AIR, 1982) e foram inicialmente observadas quando
as sequéncias nucleotidicas de duas cepas do influenza A foram comparadas,
A/Victoria/3/75 e A/Aichi/2/68 (VERHOEYEN et al., 1980; VERHOEYEN et al.,

1983). Substituicbes e delecdes, além de insercOes, nessa regido, que € distinta para o
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virus influenza B, podem funcionar como um mecanismo de manutengdo desses agentes
na populacdo (NEROME et al., 1998; MCCULLERS et al., 1999). Os residuos dos
sitios de ligacdo com os receptores para esse tipo viral, geralmente sdo P238 e S240,
que sao posicdes equivalentes aos residuos L226 e S228 do subtipo H3, respectivamente
(WANG et al., 2007). A sequéncia do virus da amostra 237 de 2002 apresentou esses
residuos, tal como a cepa da vacina, apesar de serem de linhagens distintas (Victoria e
Yamagata, respectivamente).

O numero aumentado de sitios de N-glicosilacdo tem mostrado estar associado
com atenuacdo dos virus influenza subtipo H3N2 em camundongos (VIGERUST et al.,
2007). Em contrapartida, a adicdo ou remoc¢édo de um sitio de glicosilacdo pode ser um
mecanismo do virus de evasdo do sistema imune, inclusive da resposta gerada pela
vacinacao, e para ter sua circulacdo sustentada dentro da populacdo humana (ZHANG et
al., 2004). Neste estudo, sequéncias de virus de duas amostras, de um caso que ocorreu
em 2002 (amostra 221) e de outro de 2003 (amostra 323), apresentaram um sitio
adicional de glicosilagéo, nas posi¢des 105 e 144, respectivamente, quando comparadas
as sequéncias das cepas vacinais correspondentes. Além disso, na sequéncia da amostra
de 2003, a substituicdo ocorreu no sitio antigénico A. Ja a sequéncia do virus influenza
B de 2002, apresentou dois sitios a mais de glicosilacdo na HA, do que a cepa vacinal,
sendo que um deles estava localizado na hélice 190, podendo ai ter tido um papel
importante, ao cobrir esse sitio antigénico com residuos de carboidratos, como proposto
anteriormente (BERTON; NAEVE; WEBSTER, 1984), além das diferencas nas
sequéncias de aminoacidos entre essas duas linhagens virais, sugerindo, portanto, uma
interferéncia ainda maior na sensibilidade dos anticorpos produzidos pela vacina em
relacdo a HA;. Assim, tal como ocorre com o virus influenza A, a adigdo ou remocéo de
sitios de glicosilacdo pode ser um mecanismo que altera a antigenicidade do dominio

HA; e permite a evasdo do sistema imune.

A respeito da neuraminidase (NA), as variagdes antigénicas normalmente ocorrem
nos sitios cataliticos da proteina ou em locais (framework) que fornecam suporte a esses
sitios ativos (COLMAN; VARGHESE; LAVER, 1983). As substitui¢cdes nas sequéncias
da NA dos virus detectados em Uberlandia, em comparacdo com as sequéncias das
cepas vacinais de cada ano correspondente, ndo estavam localizadas nem nos sitios
cataliticos, nem nos frameworks e, portanto, podem ndo ter sido responsaveis por

mudangas antigénicas significativas.
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A circulagdo de variantes dos virus HIN1 naturalmente resistentes ao oseltamivir
tem sido reportada, mesmo na auséncia de presséo seletiva exercida pelo emprego desse
antiviral (CHENG et al., 2009). Porém, com o0 aumento do seu uso, especialmente
depois da emergéncia do virus pandémico H1IN1, em 2009, sugeriu-se a ocorréncia de
selecdo e aumento da frequéncia de infeccbes causadas por essas variantes (FRY;
GUBAREVA, 2012; WU et al., 2012). Neste estudo, porém, virus com marcadores de
resisténcia ao oseltamivir nio foram detectados. E importante ressaltar, no entanto, que
0 sequenciamento foi realizado com produtos da RT-PCR, utilizando-se RNA extraido
da secrecédo de nasofaringe. Este ensaio ndo revela a presenca concomitante de variantes

virais resistentes e ndo resistentes a esse antiviral em uma mesma amostra.

Estes achados constituem o primeiro estudo epidemiolégico molecular do virus
influenza no Tridngulo Mineiro e podera ser utilizado como referéncia para estudos
futuros. As alteracfes genéticas encontradas, particularmente agquelas caracterizadas em
importantes sitios antigénicos, justificam os constantes esforcos para acompanhar a
evolucdo dos virus influenza na tentativa de reduzir o impacto em salde publica das
infeccbes causadas por esse agente. Sugere-se ainda a caracterizagdo desses virus em
mais regides do pais, principalmente no inicio da temporada de gripe, com 0s objetivos
de determinar as variantes em circulacao, avaliar a eficiéncia da vacina disponibilizada
para a mesma temporada - pela comparacdo das sequéncias da hemaglutinina e da
neuraminidase — e fornecer dados que possam contribuir para a composi¢éo da vacina
para 0s anos seguintes, além de mostrar a sazonalidade de cada regido. Aliado a esses
esforcos, ha a necessidade de um melhor trabalho de divulgacdo do conhecimento sobre
a gripe e as suas formas de prevencéo, incluindo a vacinacao, para reduzir o 6nus que

essa doenga causa a comunidade.
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6. CONCLUSOES

- Das 605 amostras testadas, 40 foram positivas para os virus influenza, sendo 39 do

tipo A e uma do tipo B;

- Foram identificados os virus influenza A H3N2, HIN2 e, possivelmente o HIN1, e o
virus influenza B, durante os anos de estudo. Verificou-se a cocirculacdo dos virus

H3N2, HIN2 e B e, provavelmente, HIN1 no mesmo periodo epidémico de 2002;

- A comparacdo das sequéncias dos virus detectados em Uberlandia com as sequéncias
das cepas vacinais, disponibilizadas nos respectivos anos, revelou menor identidade
com os virus que circularam entre 2001 e 2003, especialmente o subtipo H3N2. O virus
influenza tipo B detectado em 2002 foi da linhagem Victoria, enquanto que a cepa da

vacina preconizada para aquele ano continha o virus da linhagem Yamagata;

- N&do foram detectadas alterages em sitios antigénicos nas sequéncias da
neuraminidase. Alguns virus caracterizados mostraram importantes alteracfes nos sitios
antigénicos, cuja circulacao possivelmente deveu-se a uma menor eficiéncia de protecdo

da vacina, disponibilizada no periodo correspondente contra essas variantes;

- O percentual das criangas com gripe atendidas em ambulatorios foi maior do que o das
hospitalizadas, sendo que 0s casos que requereram internacdo apresentaram mediana de

quatro meses de idade.

- No periodo de estudo os virus influenza foram detectados entre fevereiro e setembro,

com predominio do subtipo H3N2.
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Anexo |

0} Univarsidada Fadaral da Ubarlandia

Pra-Raitoria da Pasquisa a Pas-Graduagio
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Avanida Joda Naves da Avila, n® 2180 - Bloco J - Campus Santa Manica - Ubardandia-MG —
CEF 38400-089 - FONEFAX [34) 3239-4531/4173; a-mait cap@propp.ufu.br;
WwWW.comissoas propp.ufu.br

AMALISE FINAL N°. 742/08 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO
REGISTRO CEP/UFU 32608

Prajata Pasquisa: Pasquisa da Influanzavirus am sacmgdo da nasofaringa da criangas com
doanga raspirataria aguda, atandidas am Ubarlandia - MG.

Pasquisadar Rasponsaval: Divina Aparacida Olivaira Quainoz

Ca acarda com as atribuigdas dafinidas na Rasalugda CNS 18588, o CEP manifasta-sa pala
goravagia da prajata da pasquisa prapasta.

O pratacala n3o aprasanta problamas da tica nas cordutas da pasquisa com saras humanas,
ros limitas da radagdo & da matodologia aprasantadas.

O CEFJ/UFU lambra qua:

8 sagundo a Rasolugdo 196/96, o pasquisador davard arguivar par § anos o ralatario da
mequisa a o Tarmas da Consantimanta Liveea @ Esclamcido, assinados palo sujaita da
mEEquiss.

b- podard, por escolha aleataria, visitar o pasguisador para confardncia do ralatdrio &
drcumantagio parinanta ao prajata.

& a apravagio da protocala da pasquisa pala CEP/UFU da-sa am dacarrdncia do atandimanta
aRasalugdo 196/88/CNS, ndo implicanda na qualidada ciantifica do masma.

Cats para antraga do ralatario parcial: agosta da 2008,

Cats para antraga do ralatario parcial: agosto da 2010.

Cata para antraga dao ralatario final: dazambro da 2011.

SITUACAD: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER
INFORMADA IMEDIATAMENTE ACQ CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA
NMESMA.
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Anexo 1l

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisa de virus respiratorios e aspectos da resposta imune em espécimes clinicos obtidos
de criancas de 0-5 anos de idade de regifes do Triangulo Mineiro, MG

Srs. Pais/Responsaveis,

O seu filho estd sendo convidado para participar da pesquisa de virus respiratérios em
espécimes clinicos obtidos de criangas de 0-5 anos de idade com doenca respiratéria aguda, sob
responsabilidade dos professores pesquisadores Dra. Divina A. O. Queir6z e Dr. Hélio L.
Silveira e colaboracdo de Thelma F.M.S. Oliveira, Lourenco F. Costa, Nayhanne T. de Paula,
Tatiany Calegari, Cynthia de Carvalho Silva e Poliana C. R. Bonati e Cecilia F. Quirino.

Os virus respiratérios sdo os principais agentes causadores de doenca respiratoria aguda em
criancas. Sendo assim, a deteccdo do agente que pode estar causando a infecgdo em seu filho,
além de auxiliar o médico a trata-lo, ird fornecer informacdes para trabalhos sobre mecanismos
de infeccdo e sobre a circulagdo dos principais virus respiratorios em nossa regido. Para isso,
precisamos colher aproximadamente 1mL de secrecdo de nasofaringe, através da instilagdo de
soro fisiolégico na narina da crianga e 2mL de sangue, por pungao venosa.

Essas amostras serdo coletadas pelas enfermeiras Tatiany ou Poliana, também responsaveis pela
aplicacdo do T.C.L.E., utilizando equipamento estéril para ndo haver risco para a crianga, e
serdo processadas no Laboratério de Virologia da Universidade Federal de Uberlandia, para o
diagnostico viral, a ser realizado pela equipe acima referida.

O preenchimento da ficha clinica sera realizado pelo pediatra mediante informacdes obtidas dos
pais ou responsaveis pela crianga e da avaliacéo clinica. Todos os dados serdo confidenciais e 0s
resultados da pesquisa serdo publicados sem a identificacdo do paciente. A participacdo na
pesquisa € voluntaria, sem qualquer 6nus ou beneficio para a crianga, podendo ser encerrada a
qualquer momento.

Os beneficios serdo relativos a descoberta do agente causador da doenga, que auxiliard o0 médico
no tratamento e também para a obtencdo conhecimento cientifico.

Em caso de dlvida a respeito da pesquisa, entre em contato com qualquer um dos membros da
equipe do Laboratério de Virologia acima referidos.

Instituto de Ciéncias Biomédicas — Laboratério de Virologia
Endereco: Av. Amazonas, Bloco 4C, andar superior; C.Umuarama; Uberlandia, MG

Fone: (034) 3218-2664
Uberlandia: /[

Nome do pai/mée ou responsavel Assinatura

Enfermeira responsével pela coleta Profa. Dra. Divina A.O. Queir6z

Comité de Etica em Pesquisa da UFU - (34) 3239-4531
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Anexo Il

FICHA CLINICA - PROJETO VIRUS RESPIRATORIOS

Prontuério:
Local atendimento: /[ Data: / /
Datado nascimento: _ / /  dade Géneroo M F
Duracéo da gestacéo: semanas (definir se é pré-termo ou ndo) Cor:
Aleitamento materno: ndo___ sim (duracao: )
Pais fumantes: sim ndo Pais atdpicos: sim néo
Doenca de base presente (descrever qual patologia apresenta):
Cardiopatia sim néo

Displasia broncopulmonar sim  ndo

Imunodeficiéncia sim ndo

Outras (definir qual) sim nao

Descricdo do quadro clinico:

o Inicio dos sintomas: dias

o Febre: dias

o Coriza: dias

o Tosse: dias

o Espirros: dias

o Outros:

o Dor de garganta: nédo sim

o Dor no corpo: néo sim

o Mal estar: néo sim

o Secrecdo ocular: ndo  sim

o Hiperemia ocular: ndo sim
Freqliéncia respiratéria: irpm
Murmurio vesicular: Chiado (sibilos): nédo

Retracdes toracicas (tiragens): sim  nao
Apnéia ao atendimento (maior que 20 seg com cianose ou bradicardia): ndo
Medicagdo em uso:

sim

sim

RX detérax  Hiperinsuflagcdo néo sim
Consolidacéo nédo sim
Atelectasia nédo sim
Gasometria arterial: pH= Pa CO2= Pa 02=
HCO3 = Sat. 02= BE=
Diagndstico Nosologico:
Admissdo: /[ Local:
Ventilacdo artificial: ndo  sim (ndmero de dias:___ )
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