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RESUMO
DISSERTACAQO DE MESTRADO

Sadia Abdul Remane Amade Ali

O sarampo é uma doenca exantematica viral, altamente infecciosa, causada por um virus
da familia Paramyxoviridae, género Morbillivirus que, apesar de estar disponivel uma
vacina, segura e eficaz contra a doenca, esta ainda constitui uma importante causa de
morbidade e mortalidade infantil em muitos paises em desenvolvimento. Embora exista
apenas um tipo antigénico do virus do sarampo, estudos de caracterizacdo genética dos
virus de tipo selvagem permitiram a identificacdo oito subtipos (A-H) e 24 geno6tipos. O
Brasil eliminou a transmissao autdctone do virus do sarampo a partir do ano 2000. A
partir de entdo foram confirmados varios casos de sarampo importados ou relacionados
a importagdes, principalmente do gen6tipo D4. A epidemiologia molecular dos virus do
sarampo baseada nas analises da regido C-terminal da nucleoproteina tem demonstrado
uma diversidade limitada entre as cepas circulantes, dificultando dessa forma a
determinacédo da origem dos virus usando apenas essa regido. O objetivo deste trabalho
foi caracterizar geneticamente os genoétipos D4 dos virus do sarampo detectados no
Brasil no periodo de 2003 a 2012, e para tal, as sequéncias da proteina H completa e do
gene Nparcial foram analisadas. Os casos positivos para o genétipo D4 foram
previamente identificados pela amplificacdo dos 450nt da regido C-terminal da proteina
N por RT-PCR, as sequéncias completas do gene H destas amostras foram diretamente
amplificadas por RT-PCR a partir das amostras clinicas e posteriormente sequenciado.
As analises filogenéticas da sequéncia de nucleotideos do gene N e do gene H completo
mostraram que 0s virus do sarampo genétipo D4 detectados no Brasil podem ser
resultado de varias importacdes de diferentes variantes do mesmo genotipo que
circulam na Europa. Foram identificadas mutagdes nas sequéncias de aminoacidos tanto
do gene N parcial como do gene H completo dos gendtipos D4 dos virus do sarampo
detectados no Brasil. Estas mutacGes parecem ndo alterar as propriedades antigénicas e
imunoldgicas do virus.

Palavras-chave: virus do sarampo; genétipo D4; Proteina N; Hemaglutinina
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ABSTRACT
DISSERTACAO DE MESTRADO

Sadia Abdul Remane Amade Ali

Measles is a highly infectious viral exanthem of the family Paramyxoviridae, genus
Morbillivirus. Despite the availability of a safe and effective vaccine, measles infection
continues to be an important cause of infantile morbidity and mortality in developing
countries. Although there is only one antigenic type of the measles virus, genetic
characterisation of the wild-type virus identified 8 subtypes (A-H), with a total of 24
genotypes being recognised. From 2000, the indigenous transmission of the measles
virus has been eliminated in Brazil. Since then, several cases of imported measles, or
cases associated with importations, were confirmed, principally of genotype D4. The
molecular epidemiology of the measles virus based on analyses of the C-terminal region
of the nucleoprotein has demonstrated a limited diversity between circulating strains,
making it difficult to determine the origin of the virus by this genomic region alone. The
objective of this study was to genetically characterise the D4 genotype of measles
viruses detected in Brazil from 2003 to 2012 by analysing sequences from the complete
H gene and partial N gene of the virus. Cases positive for measles genotype D4 were
previously identified by the amplification of a 450nt of the C-terminal region of the N
protein by RT-PCR. The complete H gene from these samples was amplified by RT-
PCR directly from clinical samples and subsequently sequenced. Phylogenetic analysis
of the nucleotide sequences of the N gene and the complete H gene demonstrated that
the measles D4 genotype detected in Brazil may have been a result of several
importations of different variants of the same genotype circulating in Europe. Mutations
were identified in the amino acid sequences of the N gene and complete H gene but they
do not appear to change the immunological and antigenic properties of the virus.

Keywords: measles virus; genotype D4; N protein; haemagglutinin
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1. INTRODUCAO
1.1.  Historico: A Doencga

A origem do sarampo é desconhecida, nos manuscritos da antiguidade esta doenca é
confundida com a variola. Hipdcrates ndo mencionou o0 sarampo entre as suas
descricdes as doencas infantis, e isso foi interpretado como evidéncia de que a doenca
ndo estava presente nas populacdes humanas primitivas, apesar de o sarampo ter sido
confundido com outras doencas. No tempo de Hipocrates, a populagdo humana era
provavelmente muito pequena e muito isolada para suportar epidemias do virus do
sarampo, que requer uma quantidade minima de 200-300.000 pessoas susceptiveis para
sustentar a infeccdo (Keeling, 1997; Keeling & Grenfell, 1997).

Apesar da pouca informagdo existente sabe-se que uma enfermidade com as
caracteristicas do sarampo, foi a causa de muitas mortes no império Romano nos anos
165-80 e 251-66 D.C.. Na China, as duas epidemias com maior taxa de mortalidade
ocorreram nos anos 161-162 e 310-312 D.C. O primeiro manuscrito cientifico que
descreveu o sarampo como uma sindrome, diferenciando-o de outras infec¢es como a
variola, data do ano 910 D.C. e foi escrito por Muhammad ibn Zakariya ar-Razi, médico
persa conhecido como Rhazes. Na sua obra chamada "Tratamento da Variola e do
Sarampo”, Rhazes considerou que o sarampo era uma patologia mais perigosa que a
variola. Por volta do ano 1000, Avicenna escreveu também sobre sarampo, introduzindo
o termo rubéola para a doenga. Na era medieval, o sarampo foi referido no termo em
latim: morbilli (“doengca menor”), 0 diminutivo de morbus ("doen¢a”). Também nesta
época, o sarampo foi chamado de rubéola, rossalia e rosagia. Epidemias identificadas
como sarampo foram reportadas no século X1 e XIl, tendo sido relatado como doenca
infantil pela primeira vez em 1224 (McNeil, 1976; Kiple, 1993; Black, 1997; Keeling &
Grenfell, 1997; Griffin, 2007).

As complicagdes associadas ao sarampo foram relatadas e descritas inicialmente no
século XVII. Em 1790, James Lucas, um cirurgido Inglés, descreveu o primeiro caso de
encefalomielite pos-sarampo em uma mulher jovem (Lucas, 1970). A Pan-Encefalite
Subaguda Esclerosante (PESE) foi primeiramente descrita em 1933 por Dawson, em um

menino com deterioracdo neuroldgica progressiva (Dawson, 1933).



No entanto, a maioria dos principios basicos de epidemiologia e infeccdo do sarampo
foi elucidada em 1939, por Peter Panum, um médico holandés, durante uma grande
epidemia nas Ilhas Faroe em 1846. Panum deduziu sobre a natureza altamente
contagiosa da doenca, tempo de incubacdo de 14 dias, imunidade duradoura presente em
residentes idosos e ainda postulou a transmissdo através da via respiratéria (Panum,
1939).

1.2.  Virus do Sarampo

O virus do sarampo pertence a familia Paramyxoviridae, ele ndo apresentar a enzima
neuraminidase associada ao virion, sendo por isso agrupado em um género separado,
Morbillivirus (Kingsbury et al., 1978). Fazem parte deste género outros virus,
incluindo: Peste-des-petits-ruminants virus (PPRV) que infecta carneiros e cabras,
Rinderpest virus (RPV) agente da peste bovina, Canine distemper virus (CDV) infecta
cdes, Phocine distemper virus (PDV) que infecta focas e ledes marinhos, Dolphin
Proprise morbillivirus infecta golfinhos e botos (Kingsbury et al., 1978; Lamb &
Kolakofsky, 2001; Barrett & Rima, 2002; Griffin, 2007).

O termo Morbillivirus, provém de um diminutivo Morbus, que significa doenca, além
disso, referia-se a doenca maior, a peste bubdnica (Carmichael, 1997). Segundo Wilson
(1962), a doenca era conhecida no continente Europeu como Morbilli, que seria a
doenca menor empregado para distingui-la da peste, porém Morbili incluia vérias

doencas exantematicas (Wilson, 1962).

Filogeneticamente, o virus do sarampo assemelha-se mais ao “rinderpest” virus
(patégeno do gato recentemente erradicado), e provavelmente tenha evoluido a partir de
um virus ancestral comum, um Morbillivirus animal, uma infeccdo zoondtica em
comunidades nas quais o gato e 0 homem viviam muito préximos (McNell, 1976).
Acredita-se que o virus do sarampo tenha se estabelecido na populacdo, a cerca de
5000-10000 anos atras, nas civilizacbes do Middle Eastern River Valley, quando a
populagdo humana alcangou uma densidade suficiente para manter a transmisséo do
virus (Black, 1966; Black, 1997). No entanto, andlises filogenéticas sugerem uma

recente divergéncia, a partir do virus rinderpest no século X1 e XII (Furuse et al., 2010).



A descricdo da etiologia viral da doenca foi possivel, em 1911, quando Goldberger e
Anderson demonstraram experimentalmente a transmissibilidade do agente do sarampo,
ao inocularem em um macaco o sangue humano de um caso agudo (Goldberger &
Anderson, 1911).

O virus do sarampo foi isolado pela primeira vez, em 1954, por John Enders e Thomas
Peebles, a partir do sangue de uma crianca infectada, que foi inoculado em células de
rim de macaco. A partir destes estudos foi possivel estabelecer testes de neutralizacdo
para avaliacdo da imunidade. Tendo sido observado, ainda, que a técnica de fixacdo de
complemento poderia ser util no diagnostico soroldgico da doenca (Enders et al., 1957;
Black, 1982).

A partir da atenuacdo do virus do sarampo em multiplas passagens em células
embrionarias de galinha em 1960, foi possivel produzir a primeira linhagem vacinal.
Possibilitando assim desenvolver a primeira vacina de virus atenuado, licenciada em
1963 nos Estados Unidos (Auwaerter et al., 1999).

1.2.1. Morfologia, caracteristicas fisico-quimicas e genoma viral

As particulas virais do sarampo sdo estruturas pleomorficas, envelopadas, medindo
aproximadamente 100 a 300 nandmetros (nm) de didmetro. Um envelope lipidico,
derivado da membrana plasmatica recobre o nucleocapsideo, e possui duas
glicoproteinas transmenbranosas: a hemaglutinina (H) e a proteina de fusdo (F). Ambas
possuem uma porcao projetada para o exterior do envelope. Associada a parte interna do
envelope, encontra-se a proteina de matriz (M). O nucleocapsideo composto pela
nucleoproteina (N) viral e associado ao genoma de RNA, possui simetria helicoidal de
21nm de diametro. As proteinas L e P formam o complexo transcricional e encontram-
se associadas com o RNA (Griffin, 2007). O virus do sarampo encontra-se
esquematicamente representado na figura 1-1A.

O virus do sarampo permanece infeccioso no ar ou sobre superficies infectadas por até
duas horas. Ele € muito sensivel ao calor e € inativado ap6s 30 minutos a 56 °C. O virus

é inativado por solventes, tais como éter, cloroférmio, acidos (pH<5), bases (Ph>10), e



pela UV, é também susceptivel a muitos desinfetantes, incluindo cloreto de sodio a 1%,
alcool a 70% e formalina (WHO, 2007).

O genoma ¢ formado por uma fita simples de RNA, ndo segmentado e polaridade
negativa com 15.894 nucleotideos. O genoma é composto por seis genes nao
sobrepostos que codificam para seis proteinas estruturais e duas proteinas nao
estruturais adicionais, que sdo codificadas na seguinte ordem N (nucleocapsédeo), P
(fosfoproteina)/C/V, M (proteina de matriz), F (proteina de fusédo), H (hemaglutinina), L
(polimerase). A figura 1-1B mostra de forma esquematica a organizacdo dos genes do
virus do sarampo, na sequéncia em que sdo sintetizados. Cada unidade transcricional é
separada por uma regido intragénica contendo um trinucleotideo conservado “GAA”
precedido por residuos “U”, que representam um sinal de poliadenilacdo, seguido por
um sinal de iniciacdo para o gene seguinte. A excecdo fica entre os genes H e L no
trinucleotideo GCA (Crowley et al., 1988)

A
< > Polimerase (L)
@ Nucleocapsideo (N)
' < O Fosfoproteina (P)
(}' () \
3 RNA
HO ) O Matrix (M)
( ) Proteina de Fus&o (F)
= Hemaglutinina (H)
B 3o T T T ™ T o 5
N P/ICIN M F H L

Figura 1-1: Representacao esquematica do virus do sarampo.

(A) Estrutura do virus do sarampo. (B) organizacdo do genoma do virus do sarampo. Os retangulos
coloridos representam a regido codificada, e os retdngulos brancos representam as regifes ndo
codificadas. As barras pretas verticais representam os trinucleotideos intragénicos.

Adaptado de Bankamp et al 2011 (Bankamp et al., 2011)

1.2.2. Proteina N

O RNA viral é envolto pela proteina N, a mais abundante das proteinas virais, constitui

0 nucleoapsideo. O nucleocapsideo juntamente com as proteinas P e L forma o
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complexo ribonucleoproteina (RNP) que serve de molde para a transcricao, replicacédo e
empacotamento da progénie viral (Lund et al., 1984; Sedlmeier & Neubert 1998; Marie
et al., 2004).

A sequéncia de aminodcidos (1-400 aa) da proteina N na regido amino terminal (NH2-
terminal) é bem conservada, por¢do necesséria para a montagem da prépria proteina em
particulas semelhantes a nucleocapsideos, isto quando ndo existem outras proteinas
virais (Liston et al., 1997; Myers et al., 1999; Lamb & Kolakofsky, 2001), e nesta
regido também observa-se a ligacdo com 0 RNA (Myers et al., 1997; Kouznetzoff et al.,
1998; Myers et al., 1999) (Figura 1-2). Entretanto, existe uma regido de variabilidade
entre os residuos de aminodcidos (aa) 130 e 150 da regido NHa-terminal, que ndo se
sabe o seu significado. Estas particulas semelhantes a nucleocapsideos migram para o
nucleo e sdo correlacionadas com os corpos de inclusdes, que sdo caracteristicos dos
Morbillivirus (Gombart et al., 1993; Bankamp et al., 1996; Karlin et al., 2002).

A regido carboxi-terminal (COOH) da proteina N (401-525 aa) é hipervariavel, e
contém um dos sitios de ligacdo com a proteina P (Bankamp et al., 1996) e M (lwasaki
et al., 2009). O residuo de aminoacido N522 esta relacionado com a interagdo com o
hsp72 (proteina do choque térmico - “70-KDa heat shock proteina™) (Zhang et al.,
2005) que promove a sintese de RNA e propagacéo do virus do sarampo (Carsillo et al.,
2006). A variacdo nos 125 aminoacidos (1216 aos 1625 nt) da regido carboxi-terminal
da proteina, localizados na por¢do mais externa do nucleocapsideo viral, reflete-se na
variacdo das cepas (Gombart et al., 1993; Griffin, 2007). A analise da sequéncia de
nucleotideos da regido COOH-terminal da proteina N tem sido Gtil na epidemiologia e
na identificacdo de gendtipos (Taylor et al., 1991; Baczko et al., 1992; Rota et al., 1994;
Longhi et al., 2003; Rota et al., 2009) (Figura 1-2).

Em um estudo realizado por, Buckland e colaboradores (1989) foram identificados na
nucleoproteina trés distintos sitios antigénicos. O sitio antigénico identificado em todas
as cepas do virus do sarampo estudadas foi designado por sitio | e encontra-se
localizado entre os aminoacidos 122-150. Os outros dois epitopos varidveis foram
localizados na regido COOH-terminal da proteina, sitio Il entre os aminoacidos 457-476
e o sitio 111 entre 519-525 aa. Entretanto, as implicacfes estruturais e biologicas desses

sitios antigénicos permanecem em discussdo (Buckland et al., 1989).
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Figura 1- 2: Organizacao da Proteina N.

A proteina N é dividida em duas regides: NH2-terminal (1-400 aa) e COOH-terminal (401-525 aa). Estdo
indicados os epitopos dos anticorpos monoclonais CI120 e CI25 e as regides de ligagdo com a proteina P
e 0 RNA.

Fonte: Karlin D et al, 2002 (Karlin et al., 2002)

1.2.3. Proteina P

O gene P codifica para trés produtos génicos, dois deles, a proteina P e a proteina
acessoria C, que sdo codificados pelo mesmo mRNA, mas traduzidos usando codons de
iniciacdo em diferentes fases de leitura. O AUG utilizado para o gene C localiza-se 19
nucleotideos abaixo do utilizado para o gene P (Bellini et al., 1985). A proteina C esta
ligada a infecciosidade viral (Devaux & Cattaneo 2004). Ela interfere com a capacidade
da célula de responder a sinaliza¢ao do interferon ao/f, prevenindo o estabelecimento do
estado antiviral (Shaffer et al., 2003; Yokota et al., 2003). Outra funcdo descrita é a
regulacdo da sintese de RNA (Reutter et al., 2001). A outra proteina acesséria V, o
terceiro produto do gene P, é codificada num mRNA que difere do mRNA do gene P
pela inser¢cdo de um residuo extra de guanosina (G) na posicdo 751, que torna a
extremidade carboxi-terminal rica em cisteina. A proteina V é fosforilada e distribuida
de maneira difusa no citoplasma de células infectadas (Wardrop & Briedis 1991;
Gombart et al., 1992; Liston & Briedis 1994). Apesar de ser dispensavel para a
replicacdo em cultura de células (Schneider et al., 1997), a proteina V é essencial para a
viruléncia (Kato et al., 1997). Sua principal funcdo parece ser a interferéncia com os
mecanismos de defesa do hospedeiro, em particular a modulacdo da ativacdo do
interferon e a regulagéo da expressdo génica (Palosaari et al., 2003; Witko et al., 2006).
Em estudos experimentais com macacos infectados a proteina V inibiu a resposta

inflamatdria em mondcitos infectados no sangue periférico (Devaux et al., 2008).



1.2.4. ProteinaM

A proteina M do virus do sarampo é uma proteina basica de 335 aminoacidos com
varias regides hidrofébicas ndo polares, conservadas que provavelmente interagem com
os lipideos da membrana celular. Nas células infectadas a proteina M esta associada
com o revestimento interno da membrana plasmética e com os nucleocapsideos (Hirano
et al., 1992). A delecdo da proteina M aumenta a fusdo célula-célula e diminui a
producdo de virus infeccioso (Cathomen et al., 1995). A proteina M dirige a montagem
viral e é responsavel pelo brotamento do virus (Lamb & Kolakofsky, 2001; Rima &
Duprex, 2006). A capacidade de se ligar ao nucleocapsideo e inibir a transcricdo sdo
frequentemente defeituosas nas proteinas M de virus que causam infecgdes persistentes,
0 que pode ser resultado do alto grau de hipermutacdes observadas na proteina M destas

infeccdes (Hirano et al., 1993).

1.2.5. ProteinaF

A proteina F é uma glicoproteina transmenbrana tipo | (533 aa) altamente conservada
(Richardson et al., 1986). Ela medeia a fuséo entre o virus e a célula infectada ou entre a
célula infectada e uma célula adjacente, cumprindo o papel essencial de espalhar o virus
pelo organismo. A proteina F é sintetizada como um precursor inativo Fo que é ativado
por uma clivagem proteolitica realizada no trans Golgi por proteases do tipo furina, em
subunidades F1 e F2 unidas por uma ponte dissulfidicas, o que confere a molécula fusao
ativa e infectividade viral, consequentemente, permitindo propagacdo do virus célula a
célula (Sato et al., 1988; Watanabe et al., 1995; Bolt & Pedersen 1998; Maisner et al.,
2000). As glicoproteinas F e H interagem entre si para formar o complexo de fuséo
ativo. A ligacdo da proteina H aos receptores celulares, provavelmente induz uma

alteracdo estrutural na proteina F ativando o processo de fusao (Wild et al., 1991).

1.2.6. Proteina H

A proteina H (hemaglutinina) localiza-se na superficie das células infectadas ou dos
virions, como homodimeros ligados por pontes dissulfeto (Alkhatib & Briedis, 1986). O
gene H abrange os nucleotideos 7271-9124 resultando numa glicoproteina de cerca de
80 kD (Alkhatib & Briedis, 1986). Ela € uma glicoproteina transmenbranosa tipo 1l (617

7



aa) que, compreende uma extremidade citoplasmatica N-terminal, um segmento
abrangendo a membrana e uma regido talk da membrana extracelular seguida de uma
grande cabeca em forma de cubo com seis estruturas em forma de laminas de B-hélices
que interagem com o receptor (Navaratnarajah et al., 2011) (Figura 1-3). Apds sintese e
glicosilacdo no reticulo endoplasmatico, a proteina H forma dimeros que s&o
transportados para o aparelho golgi para a modificagdo do oligossacarideo e, s6 dessa
forma, a proteina madura é transportada para a membrana (Ogura et al., 1991). Na
proteina H a glicosilacdo € necessaria para a conformacdo adequada, antigenicidade,
dimerizacdo e transporte da proteina atraves do Golgi (Hu et al., 1994). Os cincos sitios
potenciais de glicosilagcdo (N-X-S) sdo 169-171 aa, 188-190 aa, 200-202 aa, 215-218 aa,
e 238-240 aa (Alkhatib & Briedis, 1986). Os 34 aminoacidos que compdem a
extremidade citoplasmatica interagem com a proteina M e contém o sinal de ordem para

a localizacdo intracelular (Moll et al., 2001).

Figura 1- 3: Estrutura primaria da proteina H.
C, extremidade citoplasmatica; T, regido transmebranar; S, stalk; p1-f36, 1aminas 3 hélices 1-6.
Fonte: Adaptado de Navaratnarajah et al 2011 (Navaratnarajah et al., 2011)

A hemaglutinina é responsavel pela ligacdo inicial do virus com a superficie das células
e também responsavel pela hemaglutinacdo (Wild et al., 1991), tendo sido postulado
que o aminoacido 416 afeta a hemaglutinacdo (Saito et al., 1995). Esta proteina
aglutina somente hemacias de macaco em especial, hemacias de macaco verde africano
(Peries & Chany, 1962). A hemaglutinina possui pelo menos quatro sitios antigénicos e
até nove epitopos (Gly-49-Asp/Val e Phe-552-Val; Ser-313-Leu ou Gly-314-Arg; Ser-
189-Pro, Gly-211-ser, Gly-388-Asp e; Ser532Phe ou Arg533Gly) (Hu et al., 1993),
incluindo um epitopo das células B nos aminoacidos 188-199 e 309-318 (Makela et al.,
1989; Partidos et al., 1991; Hu et al., 1993). Os anticorpos direcionados contra esta
proteina tém tanto atividade de inibicdo de hemaglutinacdo (HI), quanto neutralizantes
(NT) para o virus. Também estdo presentes nesta proteina, 13 residuos conservados de

cisteina, em particular cisteinas 381, 386 e 396, que desempenham um papel critico na
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oligomerizacdo e transporte da proteina para a superficie. Sendo que alteracfes nestes
locais conhecidos por induzir neutralizacdo e anticorpos protetores, podem alterar o
reconhecimento imunoldgico da proteina viral (Hu & Norrby, 1994; Ziegler et al.,
1996).

A proteina H também estaria envolvida na determinacdo do tropismo viral (Ohgimoto
et al., 2001), sendo que a proteina do virus selvagem (e ndo a do vacinal) seria capaz de
ativar células via TLR-2 (receptores toll-like 2), contribuindo para a ativacdo imune e
para a disseminacdo viral pelo aumento na expressdo do seu receptor CD150, e
mondcitos (Bieback et al., 2002). A hemaglutinina colabora com o peptideo de fuséo
(proteina F), mediando a fusdo e entrada do virus na célula. Os residuos de 98 aa e a
regido entre os residuos de aminoacidos 244 a 250 da proteina estdo implicados na
cooperacdo funcional de H com F (Wild et al., 1991; Hummel & Bellini, 1995; Fournier
etal., 1997).

Apbs analises das sequéncias da hemaglutinina, foi possivel localizar maior superficie
antigénica entre dos residuos dos aminoécidos 368 e 396, que pode ser funcionalmente
importante para neuroviruléncia (Liebert et al., 1994).

1.2.7. Proteina L

A Proteina L ou polimerase viral é a maior proteina viral (2183 aa) a assume-se que
contenha todas as atividades enzimaticas necessarias para a transcricdo e replicacdo do
virus do sarampo (Horikami et al., 1994; Bankamp et al., 2002; Kingston et al., 2004).
A proteina L contém seis dominios altamente conservados que foram identificados por
comparacdo de sequéncias. O papel exato dos varios dominios ndo €é claro, mas
muta¢des em alguns destes dominios resultou em proteina L que embora seja capaz de
transcrever o mRNA viral, é defeituosa na replicacdo viral (Poch et al., 1990; Sidhu et
al., 1993). Os 408 aa NH»-terminal da proteina L contém o dominio de ligagdo com a
proteina P, esta interacdo confere estabilidade para a proteina L (Hamaguchi et al.,
1983; Horikami et al., 1992). Presume-se que este dominio seja importante para

formagéo do complexo RNA polimerase (Horikami et al., 1994).



1.3.  Caracteristicas antigénicas

O virus do sarampo tem sido considerado um virus antigenicamente estavel monotipico.
A capacidade de neutralizacdo do virus por anticorpos monoclonais especificos para a
proteina H tem sido mantida h& décadas, embora com uma eficacia variavel (Klingele et
al., 2000). No entanto, a variabilidade, principalmente nos genes N e H foi reconhecida
por analise da sequéncia de nucleotideos (Rota et al., 1992; Rima et al., 1997), e

reatividade do anticorpo monoclonal (Giraudon et al., 1988; Tamin et al., 1994).

A protecdo contra re-infecgcdo é mediada tanto pelos anticorpos especificos para o virus
do sarampo como pelas células T especificas para o virus do sarampo (Duke & Mgone,
2003). Os anticorpos neutralizantes sdo direcionados contra as duas glicoproteinas de
superficie, a hemaglutinina e a proteina de fusdo. Esses anticorpos bloqueiam a
interagcdo da proteina H com os seus receptores celulares e ainda a atividade de fuséo
(Bouche et al., 2002). Foi demonstrado que 0s anticorpos especificos contra a proteina
H representam o principal vinculo para a neutraliza¢do do virus do sarampo induzida
pela vacina (de Swart et al., 2005). E esses anticorpos sdo principalmente direcionados
contra epitopos conformacionais da proteina H (Bouche et al., 2002). No entanto os
anticorpos monoclonais derivados pelo virus vacinal (BH6 e BH216) neutralizam
eficientemente todos os genotipos do virus do sarampo pelo reconhecimento do epitopo
correspondente na hemaglutinina (HNE; aa 379-410) (Ziegler et al., 1996; Ertl et al.,
2003; Santibanez et al., 2005). E este dominio HNE, contem trés residuos cisteinas
(C381, C386 e C394) formando a por¢do exposta na superficie (Ziegler et al., 1996).

As sequéncias de nucleotideos dos genes L, M e F (Rota et al., 1994; Bankamp et al.,
1999) sdo muito menos variaveis do que as sequéncias dos genes N, P e H, que tém 7%-
10% de variabilidade (Rota et al., 1992; Rima et al., 1997; Bankamp et al., 2008). As
sequéncias de genes N e H sdo mais comumente usados para a caracterizacdo genética

do virus do sarampo (Rota et al., 2009).

A proteina N do virus do tipo selvagem apresentam heterogeneidade antigénica e 0s
genes N diferem por aproximadamente 12% na regido correspondente aos 450
nucleotideos, que codifica para os 150 aminoacidos da parte COOH terminal (Giraudon
et al., 1988; Buckland et al., 1989). A sequéncia de nucledtideos do gene H ¢
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completamente variavel, especialmente entre os residuos 167 e 241, onde estdo

localizados os cinco sitios potenciais de glicosilacdo ligados a N (Rota et al., 1992).

A OMS recomenda o sequenciamento dos 450 nucleotideos que codifica para os 150
aminoacidos da parte COOH terminal da proteina N, como sendo os dados mininos para
a genotipagem do virus do sarampo a partir de isolados ou direto de amostras clinicas.
A andlise filogenética da sequéncia do gene H completo fornece um suporte adicional
para a atribuicdo de um novo gendtipo, estabelecer a cadeia de transmissdo do virus, e
monitorar substituicbes de aminoacidos que possam afetar a antigenicidade (Rota et al.,
2009).

A anadlise da variacdo de nucleotideos entre as cepas do virus do sarampo do tipo
selvagem indicou a existéncia de oito grupos (A-H). E de 24 subgrupos referidos com
genotipos (A, B1-B3,C1, C2, D1-D11, E, F, G1-G2, H1, H2). No entanto, nem todos 0s
gendtipos reconhecidos ainda estdo em circulacdo, seis gendtipos ndo tém sido relatados
neste século apesar das melhorias da vigilancia epidemioldgica molecular (B1, C1, D1,
E, F e G1) e podem ser considerados como "inativos". Adicionalmente, cinco gendtipos
nédo tém sido detectados desde 2006 (D2, D3, D10, G2 e H2), sugerindo que eles podem
estar inativos, com a adverténcia de que ainda existem as falhas na vigilancia.
Praticamente todos os casos do gendtipo A recentemente identificados foram de
pacientes recentemente vacinados, isto pelo fato da vacina ser derivada de uma
linhagem do virus do sarampo genétipo A atenuada em cultura de células. Os ultimos
supostos virus do tipo selvagem do genétipo A foram relatados de dois casos
esporadicos em 2008 (WHO, 2012).

1.4. Receptores virais

A infeccdo de células pelo virus do sarampo ¢ iniciada pela ligacdo da hemaglutinina a
receptores celulares (Rima & Duprex, 2006). O primeiro receptor celular para o virus do
sarampo a ser identificado foi CD46 (membrana cofactor protein-MCP), uma
glicoproteina transmembranar que pertence a familia dos reguladores de ativagdo do
complemento e é expresso em células humanas nucleadas (Naniche et al., 1992; Dorig
et al., 1993; Naniche et al., 1993). Residuos de aminoacidos que interagem com a CD46
na proteina H foram identificados (F431, V451, Y481, P486, e 1487) (Masse et al.,
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2002; Santiago et al., 2002; Vongpunsawad et al., 2004). Entre eles, dois residuos de
aminoacidos (V451 e Y481) sdo cruciais para a determinacao da habilidade das estirpes
do virus do sarampo para causar hemadsorcdo, fusdo celular e baixa regulacdo do
receptor CD46 (Sato et al., 2012). No entanto, logo ap0s sua descoberta, tornou-se
evidente que somente a vacina e as linhagens do virus do sarampo adaptadas em
laboratorio poderia utilizar o CD46 como receptor (Buckland & Wild 1997).
Curiosamente, tem sido mostrado que as cepas do virus do sarampo que podem usar
CD46 in vitro dificilmente usam este receptor in vivo (de Vries et al., 2010; Takeuchi et
al., 2012).

Em 2000, a molécula sinalizadora de ativacdo de linfocitos (SLAM ou CD150), foi
identificada como sendo um receptor celular para virus do sarampo do tipo selvagem
(Tatsuo et al., 2000). O SLAM serve como um receptor comum que confere a adsorcao
do virus e formacéo de sincicio em varias estirpes do virus do sarampo, tais como, cepas
vacinais, cepas do tipo selvagem e varios virus recombinantes (Tatsuo et al., 2001). O
CD150 ¢ expresso principalmente em subconjuntos de linfocitos e células dendriticas
(DC) (Sidorenko & Clark, 1993; Cocks et al., 1995; Kruse et al., 2001; McQuaid &
Cosby, 2002; Veillette, 2006), mas também em células de Langerhans ativadas (LC),
macrdfagos (Cocks et al., 1995; van der Vlist et al., 2011), em as células B ativadas,
células T de memoria e ativadas, incluindo células T regulatorias ativadas (Browning et
al., 2004), e timocitos imaturo (Aversa et al., 1997). A mutagénese da proteina H
baseada na sua habilidade para induzir a fusdo célula-célula SLAM-dependente revelou
que os residuos importantes para a interacdo com SLAM sdo 1194, D505, D507, Y529,
D530, T531, R533, H536, Y553, e P554 (Masse et al., 2004; Vongpunsawad et al.,
2004; Navaratnarajah et al., 2008).

InfecgOes experimentais de macaco Rhesus (Macaca mulatta) e cynomolgus (Macaca
fascicularis) macacos com o virus do sarampo expressando EGFP (Green fluorescente
protein) demonstraram que linfocitos CD150* e as células dendriticas foram
predominantemente infectadas durante o pico da replicacdo do virus (de Swart et al.,
2007). No entanto, a infeccdo das células epiteliais CD46~ e CD150" pelo virus do

sarampo também tem sido observado in vitro e in vivo (Moench et al., 1988; Andres et
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al., 2003; Takeuchi et al., 2003; Takeda et al., 2007; Tahara et al., 2008; Ludlow et al.,
2010).

Em 2011, dois grupos de pesquisa identificaram independentemente a Nectin-4, uma
proteina de juncdo aderentes expressa pelas células epiteliais, como um receptor celular
para o virus do sarampo (Muhlebach et al., 2011; Noyce et al., 2011). Uma vez que a
Nectin-4 é exclusivamente localizada no lado basolateral das células epiteliais, a sua
identificacdo como receptor de virus do sarampo é compativel com a observacéo de que
as células epiteliais ndo podem ser infectadas apicalmente. Consequentemente, ndo sdo
susceptiveis de serem células alvo iniciais para a infecgdo pelo virus do sarampo (Sato
etal., 2012).

Além de receptores celulares de entrada, duas lectinas tipo-C lectinas DC-SIGN/CD209
e Langerhin, expressadas em subconjuntos de células dendriticas e células de
Langerhans, funcionam como receptores reconhecimento e apresentacdo do virus do
sarampo para as células (de Witte et al., 2006; van der Vlist et al., 2011). O DC-SIGN
desempenha um papel na transmissdo do virus do sarampo das células dendriticas para
linfocitos T, que pode ocorrer independentemente da infeccdo das células dendriticas
(de Witte et al., 2008; van der Vlist et al., 2011).

1.5. Replicagdo Viral

A infeccdo pelo virus do sarampo inicia no trato respiratdrio, onde as células epiteliais
respiratorias, 0s pneumdcitos tipo |, e macrofagos alveolares sdo infectados
(Moussallem et al., 2007), mas se alguma, ou qual, destas células € o local inicial de
replicacdo do virus ainda ndo foi determinado (de Swart, 2008).

A ligacdo do virus do sarampo ao receptor celular é feita via proteina H. Ap6s a ligacédo
da particula viral ao receptor e por intermédio da proteina F, a membrana viral se funde
com a membrana plasmatica permitindo a liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma. A
transcrigdo ocorre sequencialmente seguindo a ordem do genoma, com a sintese dos
mRNAs N, P/C/V, M, F, H e L. A RNA polimerase se liga as sequéncias promotoras
nos 100 primeiros nucleotideos da extremidade 3° do RNA genomico. A transcrigdo

termina imediatamente antes de um trinucleotideo intergénico, num sinal de terminacéo
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génica seguido da poliadenilacdo, e a transcricdo reinicia na posicdo da sequéncia de
consenso do proximo gene sem transcrever o trinucleotideo intragénico (3’-GAA-5"). A
frequéncia com a qual cada RNA polimerase viral reinicia a transcricdo do mRNA
seguinte ndo é perfeita, levando a um gradiente de expressdo génica decrescente do gene
N em direcdo ao gene L (Rima & Duprex, 2005). O ciclo de replicacdo do virus do

sarampo encontra-se esquematicamente representado na Figura 1-4.

O RNA viral parental (VRNA) de polaridade negativa, € copiado em uma fita de RNA
complementar (CRNA) de polaridade positiva, a qual serve como molde para a sintese
de novos RNA viraiss de polaridade negativa. O RNA viral é entdo copiado e metilado
na terminacdo 5’ e poliadenilado na terminacdo 3°. A sintese, tanto de RNA
antigenémico (+) quanto do RNA gendmico (-), esta relacionado ao empacotamento

concomitante de ambos pela proteina N (Lamb & Kolakofsky, 2001).

Apbs a traducdo dos transcritos primarios e o acimulo das proteinas virais inicia-se a
sintese do antigenoma. Durante a replicacdo a molécula nascente de RNA ¢é
imediatamente encapsidada pela proteina N e os sinais de terminacdo génica, 0s
trinucleotideos intergénicos e os sinais de iniciagdo séo ignorados, dando origem a uma
fita positiva de RNA antigenémico. A sintese do genoma viral a partir do antigenoma

ocorre de modo similar (Lamb & Kolakofsky, 2001).

A montagem viral acontece no citoplasma da célula infectada. Acredita-se que 0s
nucleocapsideos sejam montados em duas etapas. Primeiro, através da associacdo de
unidades livres de proteina N com o genoma para formar a estrutura helicoidal de
ribonucleoproteina e posteriormente com a associacdo do complexo P-L. A montagem
do envelope viral ocorre na superficie celular. As glicoproteinas de membrana H e F sdo
sintetizadas e glicosiladas no reticulo endoplasmatico e posteriormente passam por uma
maturacdo conformacional no aparelho de golgi, antes de serem transportadas para a
membrana citoplasmatica como oligdmeros para formar peplémeros H e F. Os
nucleocapsidoes séo transportados para a membrana celular, onde se associam com a
proteina M e as glicoproteinas, de onde brotam para formar novas particulas virais
(Lamb & Kolakofsky, 2001; Iwasaki et al., 2009)
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Figura 1- 4: Representacgéo esquematica do ciclo de replica¢do do virus do sarampo.

A parte superior da figura ilustra a entrada de um virion, fusdo do virion na membrana plasmatica celular,
seguida pela liberagdo do nucleocapsideo helicoidal no citoplasma.

Fonte: (Moss & Griffin, 2006).

1.6. Patogénese do sarampo

O virus do sarampo € transmitido pela via respiratéria. Durante o periodo de incubagdo
10-14 dias entre a infeccdo e o0 aparecimento dos sintomas e sinais clinicos, o virus do
sarampo replica e se propaga no hospedeiro infectado (Moss & Griffin, 2006). A
infeccdo inicia-se pela sua entrada nos macréfagos alveolares e células dendriticas no
trato respiratdrio mediado pelo receptor SLAM (de Witte et al., 2008; de Vries et al.,
2010). Essa infecgdo inicial permite que o virus do sarampo penetre no corpo humano e
alcance os tecidos ou orgdos linféides, onde as células que expressam SLAM sdo
abundantes (Corry et al., 1984; Lehmann et al., 2001). Apds a replicacdo inicial nos
tecidos ou orgéos linfdides, o virus do sarampo ou os linfdcitos infectados pelo virus
podem facilmente entrar na corrente sanguinea (Esolen et al., 1993). Subsequentemente
é observada uma dramatica infeccdo pelo virus em todos os orgdos, tais como epitélio
oral (Suringa et al., 1970), da pele (Suringa et al., 1970; Moench et al., 1988), dos
pulmdes (Moench et al., 1988) baco, figado, timo (White & Boyd, 1973), linfonodos,
conjuntivas e superficies mucosas dos tratos gastrointestinais, respiratério e urinario

(Moench et al., 1988; Kobune et al., 1996; de Swart et al., 2007; de Vries et al., 2010).
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A Figura 1-5 ilustra 0 modelo de infeccdo e transmissdo do virus do sarampo e, 0S

orgdos infectados dias ap6s a infeccdo inicial.
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Figura 1- 5: Principal modo d transmissdo do virus do sarampo no corpo infectado.

(a) o virus do sarampo entra por via respiratdria, e, em seguida, infecta as células dendriticas, macréfagos
e linfdcitos no epitélio respiratério, mediado pelo receptor SLAM. (b) o virus do sarampo é transportado
para os linfonodos, onde células do sistema imunolégico, predominantemente células T sdo infectadas,
seguido por uma viremia associada as células que distribui a infeccdo para outros 6rgdos. (c) células
imunes infectadas pelo virus do sarampo transmitem o virus para as células epiteliais em varios drgaos,
tais como pulmdo, bexiga, mediados pela molécula nectina-4. (d) os virus sdo liberados do hospedeiro
como aerossois respiratorios.

Fonte: (Sato et al., 2012)

Na corrente sanguinea, 0s mondcitos sdo as primeiras células a serem infectadas pelo
virus do sarampo (Esolen et al., 1993), mas experimentos in vitro mostraram que 0 virus
pode também se multiplicar em linfocitos T e B de sangue periférico (Joseph et al.,
1975; Hyypia et al., 1985), e em células dendriticas (Fugier-Vivier et al., 1997), sendo
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capaz inclusive de induzir infeccdo persistente em linfoblastos (Joseph et al., 1975) .
Outro papel importante das células dendriticas na patogénese da doenga seria 0 Seu uso,
pelo virus do sarampo, como “cavalo de Tro6ia”, transportando-0 do trato respiratorio
superior para os tecidos linfaticos onde, apdés um ciclo de replicacdo, o virus se

dissemina (Schneider-Schaulies et al., 2003).

O linfotropismo do virus e sua natureza imunossupressora seriam em parte explicados
pela expressao frequente do receptor CD150 na superficie dessas células (Yanagi et al.,
2006), sendo que as celulas ativadas apresentariam maior capacidade de suportarem a
multiplicacdo viral que as em repouso (Joseph et al., 1975; Hyypia et al., 1985; Fugier-
Vivier et al., 1997; Minagawa et al., 2001). O acometimento das células do estroma da
medula déssea também foi descrito, levando ao comprometimento do desenvolvimento
das células tronco hematopoiéticas (Manchester et al., 2002). Por outro lado, as células

polimorfonucleares, parecem néo ser susceptiveis (Moench et al., 1988).

Apesar do virus ndo ter sido encontrado no cérebro de pacientes com sarampo agudo
(Moench et al., 1988) e de ser discutivel a sua presenca em pacientes com
encefalomielite pds-sarampo (Cherry & Shields, 1998), sua replicacdo estava
aumentada em neurbnios e em células da glia de pacientes com panencefalite
esclerosante subaguda (Moench et al., 1988). Acredita-se que uma mutacdo na cauda
citoplasmatica da proteina de fusdo viral seja talvez a responsavel pela propagacdo mais
eficiente do virus no cérebro desses pacientes, uma vez que a fusdo entre as células seria
a principal forma de disseminacéo viral no sistema nervoso central (SNC) (Cathomen et
al., 1998). Se por um lado a infeccdo viral do SNC parece ser de ocorréncia pouco
comum, foi notada pleocitose no liquor em cerca de 30% dos pacientes com sarampo
agudo, sendo que 15% também apresentavam anticorpos no liquor contra o virus do

sarampo (Hanninen et al., 1980).

1.7.  Resposta Imune

A resposta imune ao virus do sarampo, que é importante para o depuramento do virus e

recuperacdo da infeccdo, é também diretamente responsavel pela maioria das

manifestagdes clinicas (Griffin, 2007). O virus do sarampo estimula uma resposta imune

duradoura, apesar da imunossupressdo observada durante a doenca. Acredita-se que a
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infeccdo sistémica causada pelo virus, com consequente multiplicacdo viral disseminada
nos tecidos linféides, resultaria em uma estimulacéo antigénica eficaz, favorecendo essa
resposta permanente (McChesney et al., 1997). Assim, apesar da leucopenia e da
linfopenia observadas na fase aguda da doenca (Arneborn & Biberfeld, 1983), que
levariam a uma maior morbimortalidade, seria induzida, concomitantemente ao
exantema, uma resposta celular potente, que promoveria 0 depuramento viral
(Manchester et al., 2002). E sabido que, uma semana apds a erupgio cutanea, nio se
consegue mais isolar o virus em linfocitos de pacientes infectados (Whittle et al., 1978,

Pan et al., 2005) mas no entanto o RNA viral persiste por muitas semanas.

Diferentes componentes da resposta imunitaria sdo ativados durante a infec¢do pelo
virus do sarampo. A primeira resposta imune a ser ativada pela infeccdo pelo virus do
sarampo € a resposta imune inata, que contribui para o controle da replicacdo do virus
durante o periodo de incubacdo. Por outro lado, o inicio da doenca clinicamente
aparente coincide com o surgimento da resposta imune adaptativa especifica ao virus do
sarampo (Griffin, 2007). Durante a infeccdo pelo virus do sarampo foi notado um
aumento no numero e na ativacdo das células NK e ainda o aumento na expressdo de
IFN a e B (Okada et al., 2000; Okada et al., 2001; Moss & Griffin, 2006).

A resposta mune adaptativa consiste em resposta humoral e celular especifica ao virus
do sarampo (Moss & Griffin, 2006). Na resposta imunoldgica contra o sarampo, a
imunidade celular parece ter papel preponderante, sendo essencial para a superacdo da
doenga (Schneider-Schaulies & Dittmer, 2006). Consequentemente, pacientes com
imunodeficiéncias humorais geralmente se recuperam bem do sarampo, enquanto
aqueles com imunodeficiéncias celulares apresentam grandes riscos de complicacdes
fatais (Bouchel et al., 2002).

O virus seria eliminado das células mononucleares de sangue periférico através de uma
resposta imune celular especifica e tanto os pacientes quanto os vacinados apresentam
respostas protetoras duradouras (Schneider-Schaulies & ter Meulen, 2002). Clones de
linfocitos T CD4" e T CD8" direcionados as proteinas hemaglutinina, fusdo, matriz e
nucleoproteina sdo detectados, ocorrendo predominancia das células T CD8" (Bouche et
al., 2002), indicando um papel primordial das mesmas na recuperacdo da doenca (de

Vries et al., 2010).
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Nos homens, os linfdcitos citotoxicos aumentaram mais rapidamente na circulacdao apos
a doenca e os niveis de CD8 sollvel eram maiores que os encontrados em mulheres,
sendo talvez uma das razbGes para a menor mortalidade em individuos do sexo
masculino (Ryon et al., 2002). Tanto os linfécitos T CD4" quanto os T CD8*

encontram-se ativados durante o exantema (Griffin & Ward, 1993; Griffin, 2007).

O surgimento da resposta imune contra 0 sarampo seria marcado pelo aparecimento de
linfécitos T especificos, pela infiltracdo de células mononucleares em areas de
multiplicacdo viral e pelo aparecimento de anticorpos contra o virus (Schneider-
Schaulies et al., 2003). A ativacao dos linfocitos T CD4" persiste por varias semanas
apos o desaparecimento do exantema (Griffin & Ward, 1993), promovendo auxilio aos
linfécitos B para a geracdo de anticorpos especificos contra o sarampo (Bouche et al.,
2002). O primeiro anticorpo detectado apos a infeccdo é do tipo IgM, ocorrendo depois
uma mudanca no isotipo para IgG (principalmente IgG1 e 1gG4) (Schneider-Schaulies
& ter Meulen, 2002). Apesar do anticorpo mais abundante ser aquele contra a proteina
N e apesar de serem produzidos anticorpos contra a maioria das proteinas virais
(Griffin, 2007), os Unicos anticorpos neutralizantes e protetores seriam agueles

direcionados contra as glicoproteinas de superficie H e F (Bouche et al., 2002).

A IgA sérica aumentaria nos dois primeiros dias depois do exantema, com pico apos
uma semana, permanecendo detectdvel por meses ap0s a recuperacdo da doenca.
Quanto a IgE, ndo seriam detectaveis anticorpos especificos contra o sarampo, apesar de
haver aumento policlonal que parece preceder a resposta imune especifica e que teria
seu pico uma semana ap0s o inicio do exantema (Bouche et al., 2002). Em pacientes
com encefalomielite pds-sarampo os niveis de IgE permaneceram persistentemente
elevados, comparados com os pacientes com complica¢es pulmonares ou com aqueles
sem complicacbes (Griffin et al.,, 1985). A Figura 1-6 ilustra a resposta imune,
infiltracdo das células T CD4* e T CD8* e a sintese dos anticorpos IgM e IgG dias apés

a infeccédo

Experimentos com macacos também evidenciaram a presenca de anticorpos
neutralizantes, que surgiram entre os dias 7 e 14 apds a infecgdo (Auwaerter et al.,
1999). Esses anticorpos neutralizantes seriam importantes na prevencdo da infeccdo

sistémica, mas seria a imunidade celular que estaria relacionada com a recuperagéo da
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infeccdo e que também preveniria 0 surgimento de doenca mais grave (Zhu et al.,
1997).
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5 10 15 20
Dias apés ainfeccéo

Figura 1- 6: Diagrama esquematico ilustrando uma visao geral da patogénese do sarampo desde o
momento da infeccéo pelo virus ate a recuperacao.

(A) Orgaos que séo infectados pelo virus do sarampo. (B) Os sintomas e sinais clinicos. (C) o curso da
resposta imune e imunossupressdo dias apés a infec¢do inicial. (D) Vaérios tipos distintos de citocinas e
quimiocinas, sdo produzidos durante a infecgdo.

Adaptado de Griffin et al 2010 (Griffin, 2010).

1.8.  Aimunossupressdo induzida pelo virus do sarampo

Hoje sabemos que a mortalidade associada ao sarampo estaria relacionada a capacidade
do virus em suprimir respostas imunes (Schneider-Schaulies et al., 2003), favorecendo
0 surgimento e agravando o curso de infeccBes secundarias, que sdo também
complicadas por fatores socioecondmicos como a desnutri¢do (Schneider-Schaulies &
ter Meulen, 2002). Essa imunossupressdo poderia causar infecgdes recorrentes até dois

anos apos a infecgdo aguda pelo sarampo (Bouche et al., 2002).
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A imunossupressao induzida pelo virus do sarampo é caracterizada pela: producédo
anormal de citocinas, com um desequilibrio na resposta Th2, resultando em uma
deficiente resposta imunologica celular aos antigenos (Griffin & Ward, 1993) descrita in
vitro; supressdo das respostas linfoproliferativas a mitdgenos e uma acentuada
linfopenia (Ward et al., 1991; Ryon et al., 2002) observada in vivo. A supressdo da
imunidade celular ocorreria durante semanas a meses apds o depuramento viral, sendo a
principal causa das infec¢fes secundérias e da mortalidade pelo sarampo (Manchester et
al., 2002). No entanto, acredita-se que a infeccdo dos linfécitos de memoria também
desempenha um papel importante no processo de imunossupressdo (Condack et al.,
2007; de Swart et al., 2007)

Mecanismos indiretos de imunossupressao tém sido relacionados com a natureza da
resposta imune durante a recuperacdo, particularmente distor¢cdo da producdo das
citocinas tipo 2 das células T CD4 + e a inducédo de células T regulatorias (Griffin &
Ward, 1993; Griffin et al., 1994).

A diminuicdo da expressdo da molécula CD46 pode aumentar a susceptibilidade da
célula infectada a lise mediada pelo complemento (Schneider-Schaulies et al., 1996).
Assim, a interacdo de virus do sarampo com CD46 poderia ser um fator importante a
conducéo da estimulacdo de citocinas de tipo 2 e células T regulatorias durante as fases
posteriores de recuperacdo do sarampo quando a imunossupressdo € proeminente. No
entanto, a importancia desta interacdo proteina H do virus do sarampo com o CD46
durante a infeccdo pelo virus do sarampo ndo € claro, porque as cepas do tipo selvagem
do virus do sarampo ndo interagem eficientemente com CD46 (Bartz et al., 1998; Ono
etal., 2001).

A predominancia de citocinas Th2 apos a resolucdo do exantema produz um ambiente
que favorece a maturacdo de células B, que facilitam o estabelecimento da memdria
humoral importante para protecdo a reinfecdo ao longo da vida, enquanto deprime a
ativacdo de macrofagos e inducdo da resposta tipo 1 que podem ser necessarias para

combater novos patégenos (Hoffman et al., 2003).

A internalizacdo do CD150, secundaria a sua ligacdo com a hemaglutinina viral (Tanaka
et al., 2002) e a destruicdo das células CD150*, observada nos pacientes infectados,
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poderiam favorecer resposta imune do tipo 2 prolongada observada nos pacientes
(Erlenhoefer et al., 2001; Hsu et al., 2001), que se exacerbada pode contribuir para o
estado de imunossupressdo causada pelo virus (Tatsuo et al., 2000). O processo de
apresentacdo antigénica poderia também estar comprometido, uma vez que células
dendriticas ativadas geralmente apresentam SLAM em sua superficie (Hsu et al., 2001),
levando a um maior efeito citopatico pelo virus (Murabayashi et al., 2002). Desta
forma, a infeccdo das células apresentadoras de antigeno levaria a interferéncia na
maturacao e na funcao das mesmas, afetando consequentemente a ativacdo das células T
(Schneider-Schaulies & ter Meulen, 2002). A infeccdo pelo sarampo parece também
contribuir para a disfuncdo de orgaos responsaveis pela producéo e maturacdo de células
imunes (Manchester et al., 2002).

Apesar da imunossupressdo causada pelo sarampo, acredita-se que a resposta imune
desenvolvida seria capaz de levar ao depuramento viral, por outro lado, estudos tém
demonstrado que a infeccdo persistente ndo s6 é possivel, como pode ser muito mais
comum do que se esperava, uma vez que foi detectado RNA viral em 20% espécimes
cerebrais em necropsias de pacientes adultos sem relato de doenca neuronal pelo
sarampo (Rall, 2003).

1.9.  Manifestacgdes clinicas

O sarampo € uma doenca exantematica viral, altamente contagiosa, transmitida por via
respiratoria. Os primeiros sinais clinicos do sarampo iniciam 10 a 12 dias apés a
exposicdo ao virus. O sarampo inicia com um periodo prodrémico que pode durar até
sete dias, caracterizado por febre, tosse, coriza e conjuntivite (Griffin, 2007). Nesta fase
surgem na mucosa oral, sinais de Koplik, pequenas lesdes brancas, que podem permitir
o diagnostico clinico do sarampo antes do inicio do surgimento da erup¢do cutanea
(Tierney, 2006). O aparecimento do exantema ocorre ap06s 3-4 dias do inicio do periodo
prodrémico, em média 14 dias ap6s a exposi¢cdo ao virus e vem acompanhado do pico
dos sintomas. A infectividade é maior nos 3-4 dias antes do aparecimento do exantema,
entretanto ha eliminacdo viral por até quatro dias apos o aparecimento do exantema
(Rall, 2003). Os primeiros sintomas pre-erupcdo séo semelhantes aos de outras doencas

respiratorias comuns (Perry & Halsey, 2004).
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O exantema do sarampo caracteriza-se por uma erupcdo maculopapular e eritematosa
que surge, inicialmente, na face e atras das orelhas, e em seguida se espalha de forma
centrifuga para o tronco e extremidades (Perry & Halsey, 2004). A figura 1-6 B ilustra a
sequencia do aparecimento dos sintomas ao longo dos dias ap6s a infeccdo. O exantema
dura cinco dias e desaparece na mesma ordem de seu aparecimento, da cabeca para as

extremidades.

Em casos de sarampo sem complicagdes, a recuperacdo clinica inicia logo apds o
aparecimento do exantema. As complicacfes podem ocorre em até 40% dos pacientes, e
o risco de complicagdo é maior, em criangas menores de cinco anos e adultos acima de
20 anos (WHO, 2012). As complicacdes causadas pelo sarampo foram observadas em
todos os orgdos e ocorrem devido a ruptura dos revestimentos epiteliais e a
imunossupressao, deficiéncia em vitamina A (Perry & Halsey, 2004; WHO, 2012). As
complicagdes pelo sarampo geralmente surgem nas primeiras quatro a seis semanas
apos a infeccdo e afeta principalmente o trato respiratério e intestinal (Schneider-
Schaulies & ter Meulen, 2002).

As complicacbes pelo sarampo mais frequentes ocorrem no trato respiratério. A
pneumonia é a complicacdo mais grave e € responsavel pela maioria das mortes (Hussey
& Clements, 1996). O risco de pneumonia é aumentado devido a imunossupressdo
induzida pelo virus, bem como disfuncdo imunoldgica local dentro dos pulmdes. A
pneumonia é causada por infec¢des bacterianas ou virais secundarias ou, em pessoas
imunocomprometidas, ou pelo virus do sarampo em si. Outras complicagdes incluem
laringotraqueobronquite (Crupe viral) e otite média (Schneider-Schaulies et al., 2003),
diarréias, mal nutricdo e encefalites (Rall, 2003; Perry & Halsey, 2004; WHO, 2012).

As complicac6es pelo sarampo envolvendo o sistema nervoso central (SNC) sdo muito
sérias. =~ O sarampo quando afeta o SNC, provoca encefalite,
uma inflamacéo do cérebro, em pelo menos, quatro paradigmas diferentes, cada um com
patogénese e aspetos patoldgicos diferentes, (Buchanan & Bonthius, 2012), embora
todos envolvam a interagdo do sistema imune-virus-cérebro que causa disfungdes serias
e permanentes ou até a morte (Bonthius & Karacay, 2002). Estes quatro paradigmas
incluem encefalite primaria (PME), encefalomielite pds-infecciosa aguda (APME),

encefalite por corpos de inclusdo (MIBE) e panencefalite subaguda esclerosante
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(SSPE). Duas destas doencas (PME e MIBE) envolvem uma infec¢do continua e ativa
com o virus do sarampo do tipo selvagem, enquanto, os outros dois (APME e SSPE)
nédo (Buchanan & Bonthius, 2012).

Os Anticorpos para o virus do sarampo podem desempenhar um papel no
estabelecimento das infeccGes persistentes no CNS, tanto atraveés da alteracdo da
inducdo da resposta imunitaria primaria, no momento da inicial da infeccdo ou através
da modulacdo da infeccdo uma vez que o virus esta no sistema nervoso (Endo et al.,
2001).

O sarampo pode infectar diretamente o cérebro no curso de uma infec¢do aguda, esta
infeccdo direta do cérebro numa pessoa anteriormente saudavel é referida como PME e
ocorre em 1-3 por 1000 individuos infectados (Hosoya, 2006). Nesta doenga, 0 virus
invade e replica-se dentro dos neurdnios. Esta infeccdo do cérebro ocorre tipicamente
durante a fase exantematica da doenca sistémica, mas raramente precede o aparecimento
do exantema (Johnson et al., 1984). A infeccdo intraparenquimatosa danifica
diretamente os neurdnios e desencadeia uma infiltragdo linfocitica no interior do
parénquima cerebral e das meninges. Na PME, o virus do sarampo pode ser isolado a
partir de cérebro e do liquido cefalorraquidiano (LCR). Destes pacientes, 10% -15%
chegam a morte, e adicional 25% tera sequelas neuroldgicas permanentes, incluindo

convulsdes e um retardo mental (Perry & Halsey, 2004; Ota et al., 2005).

A segunda forma de inflamacdo do cérebro associada ao sarampo € imune mediada e
ndo envolve a infeccdo viral direta do cérebro. Esta é referida como Encefalomielite pos
infecciosa aguda (APME) ou encefalomielite disseminada aguda. E uma doenca
desmielinizante inflamatdria aguda perivenular autoimune, que esta associada a uma
resposta a proteina basica da mielina, geralmente ndo se encontrando o virus no cérebro
desses pacientes. A AMPE é a complicacdo neurolégica mais comum apds sarampo,
ocorrendo em uma em cada 1000 criancas de dois anos (Kaneko et al., 2002; Rima &
Duprex, 2005) sendo a doenga desmielinizante mais comum em humanos (Johnson et
al., 1984; Chowdhary et al., 2009; Reuter & Schneider-Schaulies, 2010).

O prognostico para pacientes com APME é melhor do que aqueles com PME. A taxa de

mortalidade € de 10 a 20%, alguns tém uma recuperacdo completa (Johnson et al.,
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1984). No entanto, alguns pacientes com este transtorno pdés-infeccioso ficam com

sequelas neuroldgicas substanciais e permanentes (Buchanan & Bonthius, 2012).

O sarampo em criancas imunocomprometidas pode dar origem a uma infeccdo
progressiva do sistema nervoso central, denominada encefalite por corpos de inclusdo
(MBE) (Freeman et al., 2004). O MIBE é uma complicacdo rara, mas fatal, associada
com a deterioracd@o neuroldgica progressiva que afeta individuos com imunidade celular
defeituosa e geralmente ocorre entre 2 a 6meses apos a infeccdo aguda (Moss & Griffin,
2011). Esta complicacdo pode ocorrer em individuos que apresentaram infeccdo pelo
virus do tipo selvagem bem como ap6s vacinagdo (Hughes et al., 1993; Buchanan &
Bonthius, 2012). A idade média dos casos relatados é seis anos (Mustafa et al., 1993;
Perry & Halsey, 2004). A taxa de mortalidade associada a MIBE é aproximadamente
75%, com a morte ocorrendo geralmente poucas semanas ap0s o inicio da doenca.
Aqueles que sobrevivem a esta doenca sofrem considerdvel morbidade a partir de
anormalidades neuroldgicas (Buchanan & Bonthius, 2012).

A panencefalite esclerosante subaguda (SSPE) é causada pela persisténcia do virus do
sarampo no sistema nervoso central, ocorre em cerca de uma em 10.000 criangas (Mais
frequente em rapazes do que em meninas) (Takasu et al., 2003; Bellini et al,. 2005), e
caracteriza-se por convulsdes e deterioracdo progressiva das funcBes cognitivas e
motoras, seguida de morte. O tempo médio para 0 aparecimento do SSPE apds o
sarampo € de 6 a 10 anos (Campbell et al., 2007). A SSPE ocorre mais frequentemente
em pessoas infectadas com virus do sarampo antes dos dois anos de idade, quando o
sistema imunoldgico ainda é imaturo e os anticorpos maternos residuais podem estar
presentes (Bellini et al., 2005). Em paises em desenvolvimento com altas taxas de
natalidade, o sarampo frequentemente ocorre em criangas jovens (Grais et al., 2007;
Moss, Fisher et al. 2008) e nesses paises sdo registrados mais casos de SSPE (Takasu et
al., 2003). Estas altas taxas de SSPE sdo provavelmente mais exacerbadas quando existe
uma alta prevaléncia da infeccdo pelo HIV, porque as criancas de mées infectadas pelo
HIV tém maior risco de adquirir sarampo em uma idade precoce (Moss et al., 2002).
Modelos animais sugerem que uma infecgdo anterior com um virus imunossupressor

poderia aumentar a probabilidade de infecgdes persistentes no SNC (Oldstone et al.,
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2005).A SSPE estaria associada a infeccdo de células neurais e da macroglia
(Schneider-Schaulies, 2002).

As cepas do virus do sarampo diferem na habilidade para estabelecer a infeccdo
persistente na mesma célula hospedeira in vitro (Fernandez-Munoz & Celma, 1992),
mas ndo existe nenhum agrupamento dos casos de SSPE o que sugere que 0 virus do
tipo selvagem que causa a infeccdo inicial € diferente do virus que causa a doenga ndo
complicada (Griffin et al., 2012).

1.10. Diagndstico

As caracteristicas clinicas classicas de sarampo, febre, exantema maculopapular
eritematoso, tosse, coriza, conjuntivite e manchas de Koplik, geralmente s&o suficientes
para fazer o diagnostico clinico, especialmente quando em presenca de um surto na
comunidade. No entanto, nem todos estes sinais e sintomas podem estar presentes e
muitos destes, sdo compartilhados com outras patologias tais como: febre escarlatina,
rubéola, parvovirus B19, herpesvirus-6 humano herpesvirus-7, humanos,
meningococcemia, doenca de Kawasaki, sindrome do choque téxico, dengue, e outras
causas de erupcdo cutanea e febre (Griffin, 2007). Sendo assim, o diagnostico
laboratorial é fundamental na confirmacdo dos casos, principalmente em areas com

baixa incidéncia ou casos isolados sem vinculo epidemioldgico.

As amostras clinicas (5-10 mL de sangue total, secre¢fes nasofaringeas e,15-100ml de
urina) devem ser coletadas até o 5° dia a partir do aparecimento do exantema,
preferencialmente nos primeiros 3 dias, ndo devendo ultrapassar 5 dias apés o inicio do
exantema. Em casos esporadicos, para ndao perder a oportunidade de se obter amostras
de urina para o isolamento viral, o periodo pode ser estendido em até sete dias apos a
data do inicio do exantema. O diagndstico laboratorial pode ser iniciado por testes
soroldgicos para a deteccdo de anticorpos especificos, o que torna imprescindivel a
coleta de amostra do sangue para a sorologia no primeiro contacto com o paciente

(Secretaria de Vigilancia em Saude, 2009).

A deteccdo do virus pode ser feita por isolamento viral em cultura de células e a partir

de tecnicas moleculares. Apesar do isolamento viral em cultura de células ndo ser
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recomendado para diagnostico, por ser demorado e laborioso, ele é importante para a
vigilancia epidemioldgica, por permitir a caracterizacdo da cepa através de técnicas
moleculares. As técnicas moleculares usadas para a deteccdo do virus do sarampo, RT-
PCR, permitem a caracterizacdo genética, a fim de conhecer o genotipo do virus
circulante, detectar variacfes gendmicas, diferenciar um caso autoctone do importado e
diferenciar o virus selvagem do vacinal (WHO, 2007; Secretaria de Vigilancia em
Saude, 2009; WHO, 2012).

Recentemente, amostras alternativas, tais como amostras de sangue seco em papel de
filtro (s&o amostras de sangue coletadas em papel de filtro) e fluidos orais, tém sido
utilizadas no diagnostico para a deteccao de anticorpos. Os fluidos orais também podem
ser usados para detectar o RNA viral e a sua utilizacdo € cada vez mais comum, pois as
amostras podem ser obtidas com seguranca e de forma ndo invasiva, sem 0S riscos
associados com a coleta de sangue, além de melhorar a adesdo do paciente, visto que o
procedimento é simples e indolor (Bellini & Helfand, 2003).

1.10.1. Testes soroldgicos

O diagnostico sorologico do sarampo consiste na demonstracao de anticorpos da classe
IgM especificos para o virus do sarampo no soro ou saliva. Para verificar infeccdo ativa
ou recente, usam-se amostras de soro pareadas da fase aguda e convalescente, no
sentido de demonstrar a elevagéo do IgG entre as duas fases. Anticorpo IgM aparecem
ao mesmo tempo que o exantema, e pode ser detectado por 3 dias e até 4 semanas apds
0 inicio do exantema na maioria dos individuos. Picos no titulo de IgG especifico para
sarampo aparecem cerca de duas semanas apds o0 inicio do exantema e aumenta
gradualmente em avidez (Bellini & Helfand, 2003; WHO, 2007; Secretaria de
Vigilancia em Saude, 2009).

O diagndstico sorologico do sarampo é em geral realizado através de ensaios
imunoenzimatico (EIE), porém, outros testes podem ser usados, como os testes de
inibicdo da hemaglutinacdo (HI), neutralizagdo por reducdo em placa (PRNT), inibic&o
da hemolisina (HLI), fixacdo de complemento (CF)(Bellini & Helfand, 2003). Os testes
de HI e PRNT medem os niveis de anticorpos contra duas glicoproteinas do virus do
sarampo, hemaglutinina e proteina de fuséo. As principais limita¢fes do teste de HI € a
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exigéncia de hemacias sensiveis de macacos, a dificuldade de produzir o antigeno
suficiente para um grande nimero de testes, e a possivel presenca no soro de inibidores
inespecificos da hemaglutinina. O PRNT é um método padronizado, padrdo ouro e é
usado para avaliar os demais testes, e € mais sensivel do que HI ou EIE, e fornece a
melhor correlacdo de protecdo contra a infeccdo (Duvdevani et al., 1996; Bellini &
Helfand, 2003).

O método soroldgico recomendado pela OMS para confirmacdo de casos de sarampo
diagnosticado clinicamente é a deteccdo de IgM por EIE. O EIE/ELISA é o teste mais
amplamente utilizado por sua objetividade na interpretagdo dos resultados. O EIE
apresenta uma grande vantagem, pois somente uma amostra de soro do paciente é
necessaria para se obter o resultado, estdo disponiveis em Kits comerciais, exibe uma
alta especificidade e sensibilidade, podendo ser realizados com o minimo de
treinamento. Estes testes também tém a capacidade detectar IgM, assim como respostas
IgG, e portanto, tém particular importancia no diagnéstico, bem como nos programas de
controle do sarampo (Bellini & Helfand, 2003; WHO, 2007).

O teste deteccdo de IgM por EIE tem sido positivo no primeiro dia do aparecimento do
exantema, no entanto nas primeiras 72 horas ap0s o exantema 20% dos testes para IgM
podem dar um resultado falso-negativo, e os testes sao mais sensiveis entre o dia 4 e 28

apos o aparecimento do exantema (Helfand et al. 1999; WHO, 2007).
1.10.2. Isolamento viral e deteccdo do RNA viral

A disponibilidade de linhagens celulares sensiveis para o isolamento do virus do
sarampo partir de amostras clinicas e o estabelecimento na rotina do RT-PCR
(Transcricdo Reversa seguida da Reacdo em Cadeia da Polimerase), bem como as
técnicas de sequenciamento tém permitido a caracterizacdo genética rapida de um
grande nimero de linhagens do virus do sarampo, representando uma ferramenta valiosa

para a vigilancia epidemiolégica do sarampo (WHO, 2007).

A falta de linhagens celulares sensiveis para o crescimento eficiente do virus do
sarampo faz com que o isolamento viral em cultura de céelulas seja de dificil execucéo.

O resultado depende do tempo e da forma como as amostras clinicas séo transportadas

28



para o laboratério e do periodo em que foram coletadas. Inicialmente a linhagem de
células B linfoblastbides de sagui, B95a, era a linhagem celular preferida para
isolamento primario do virus do sarampo. Estas células sdo até 10.000 vezes mais
sensivel para o isolamento do virus do sarampo a partir de amostras clinicas do que
outras linhagens de células comumente usadas. As células B95a sao relativamente faceis
de manter em laboratério e o efeito citopatico (CPE) da infec¢do por sarampo é
facilmente observado. No entanto, esta linhagem celular estd infectada com virus
Epstein-Barr, e isso representa um risco para os técnicos dos laboratdrios. Essas células
devem ser tratadas como material infeccioso em todos os momentos. Por esta razéo
B95a ndo é mais a linhagem celular preferida para o isolamento do virus do sarampo em
laboratdrios de referéncia (Kobune et al., 1990; WHO, 2007).

A Vero/SLAM, foi recentemente avaliada. Estas sdo células Vero, que sao
transfectadas com um plasmideo, SLAM (molécula de sinalizacdo da ativacdo do
linfocito, também conhecido como CD150), uma glicoproteina de membrana
recentemente descoberto expressa em algumas células T e B, que € um receptor celular
para o virus do sarampo (Tatsuo et al., 2000). A sensibilidade das células Vero / SLAM
para isolamento do virus do sarampo é equivalente ao das células B95a. A vantagem das
células Vero/SLAM é que elas ndo estdo infectadas com virus adventicios e, portanto,
apresentam menos risco do que as células biologicas B95a (Kouomou & Wild, 2002). A
atual desvantagem das células Vero/SLAM é que elas exigem meio de cultura contendo
Geneticina para reter a expressio SLAM. O efeito citopatico (EPC) desenvolve
geralmente entre 48 horas e 15 dias, e consistem em um sincicio amplo ou de uma
forma estrelada, sendo que ambos podem revelar corpos de inclusdo nuclear e
citoplasmatica (WHO, 2007; Keniscope et al., 2009).

O virus do sarampo pode ser detectado por RT-PCR usando iniciadores especificos para
amplificacdo do gene N (regido varidvel COOH terminal) e/ou H (completo) a partir de
uma ampla variedade de amostras de RNA, extraidos do soro, aspirado nasofaringeo e
células no sedimento urinario. Amostras de tecidos, incluindo pulmdo, rim, pele e
cérebro também sdo usados para o teste de RT-PCR apds o tratamento adequado e
extracdo de acidos nucléicos. As melhores amostras clinicas sdo de exsudados da

faringe e a urina, uma vez que o genoma viral é apenas detectavel no soro por PCR num
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tempo muito curto, e o rendimento é muito baixo (Jin et al., 1996; WHO, 2007; Rota et
al., 2009; WHO, 2012).

1.11. Dados epidemiologicos

A epidemiologia do sarampo no mundo pode ser dividida em trés situacOes: 1) paises de
alta renda, onde a transmissdo do sarampo foi interrompida através da vacinacdo em
massa, e 0 estado nutricional das criangas € geralmente bom; 2) paises de renda média,
onde a vacina¢do em massa contra o sarampo é generalizada e estado nutricional das
criangas é geralmente bom, mas ocorrem surtos ocasionais da doenca; e 3) 0s paises de
baixa renda onde a cobertura vacinal contra o sarampo ainda € insuficiente, o sarampo é
endémico, e a deficiéncia de vitamina A é um problema de salde publica. A primeira
situacdo inclui a América do Norte, onde o numero de casos de sarampo é bastante
reduzido, e a cegueira por sarampo é quase desconhecida. Surtos de sarampo ocorrem
ocasionalmente aqui entre as criancas mais velhas e, adultos que ndo foram imunizados
ou que tiveram falha primaria da vacina (Hussey, 2001). Na segunda situacdo, como na
América Latina, a interrup¢do da transmissdo do sarampo ocorreu, mas alguns paises da

regido tém surtos periddicos de sarampo (Oliveira et al., 2002).

Na terceira situacdo, o que inclui a maior parte da Africa subsaariana e partes do sul e
sudeste da Asia, 0 sarampo é endémico e epidemias periddicas sdo associadas com uma
proporcao relativamente elevada de criangas com pneumonia, diarréia e complicacdes
oculares como Ulceras de cornea e ceratomalacia. Estima-se que cerca 85% de todas as

criancas cegas no mundo sdo encontrados nessas regides (Gilbert, 1998).

O sarampo é uma doenga exantematica viral, altamente contagiosa, e podem ocorrer
epidemias em populacGes com menos do que 10% de individuos susceptiveis (Gay,
2004). O homem é o Unico hospedeiro natural, ndo existe nenhum reservatério animal,
embora macacos do velho mundo possam ser infectados experimentalmente (Rall,
2003). Antes do desenvolvimento e do uso difundido das vacinas contra sarampo a
estimativa anual de mortes causadas por esta doenga era de 5-8 milhGes por ano (Moss
& Griffin, 2006). Em 1980, antes da vacinacdo em massa, 0 sarampo causou uma

estimativa de 2.6 milhdes de mortes por ano (WHO, 2012).
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De 2001 a 2011, mais de um bilhdo de criangas dos nove meses aos 14 anos de idade
que vivem em paises de alto risco foram vacinadas contra a doenga. Com as intensas
atividades de imunizagdo, as mortes por sarampo reduziriam a 74%, de um total de
535.300 em 2000 para 139.300 em 2010 (WHO, 2012). Embora a incidéncia do
sarampo tenha diminuindo, a doenca continua a atingir Vvarios paises em
desenvolvimento, particularmente em partes da Africa e Asia. Por ano mais de 20
milhdes de pessoas séo afetadas pelo sarampo a cada ano. E a grande maioria (mais de
95%) das mortes por sarampo ocorre em paises com baixa renda per capita e

infraestruturas de satde precarias (WHO, 2012).

O virus do sarampo possui caracteristicas favoraveis para a sua eliminacéo, tais como,
ter o homem como Unico hospedeiro, ser monotipico e facilmente diagnosticavel apos o
aparecimento do exantema (Moss & Griffin, 2006). Entretanto as dificuldades com o
controle da doenca devem-se em parte, ao fato de o virus ser altamente infeccioso,
espalha-se facilmente pelos individuos susceptiveis e também as dificuldades em atingir
altas coberturas vacinais (95%). Em 2010, cerca de 85% das criancas em todo mundo
receberam uma dose da vacina contra sarampo nos primeiros dias de vida fornecida
pelos servicos de rotina em sadde, um aumento em relagcdo aos 72% registrados em
2000 (WHO, 2012). Os recém-nascidos torna-se susceptiveis a infeccdo quando

passivamente perde os anticorpos maternos adquiridos (Caceresl et al., 2000).

Quando endémico, a incidéncia do sarampo tem um padrdo temporal tipico
caracterizado pelas epidemias sazonais anuais, sobrepostas em longos ciclos epidémicos
de 2-5 anos. Esses ciclos resultam da acumulacdo de individuos susceptiveis entre
sucessivas coortes de recém-nascidos e o declinio subsequente no nimero de individuos
susceptiveis ap6s um surto. Em regides de clima temperado, os surtos de sarampo
anuais tipicamente ocorrem no inverno e inicio da primavera. Esses surtos sazonais
resultam em parte da facil transmissdo em lugares com um grande aglomerados de
pessoas susceptiveis a doenca (exemplo, em escolas) (Fine & Clarkson, 1982) e aos
fatores ambientais que favorecem a viabilidade e transmisséo do virus. Nos tropicos, 0s
surtos tém a variabilidade associada com as épocas chuvosas, que combinadas com altas
taxas de nascimento resultam em grandes surtos altamente irregulares (Ferrari et al.,
2008).
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1.11.1. Distribui¢cdo Mundial do sarampo

Em 2001, a Iniciativa do Sarampo (Measles Initiative), uma parceria da Cruz Vermelha
nas Ameéricas Cross (America Red Cross), Fundacdo das Nacdes Unidas (United
Nations Foundation), Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos
(United States Centers for Disease Control and Prevention - CDC), a Organizacgao
Mundial da Saude (OMS) e a Fundacdo das Nac¢des Unidas para a Infancia- UNICEF
(The United Nations Children’s Fund) desenvolveram o Plano estratégico Global para o
Sarampo com o0 objetivo de reduzir as mortes por essa enfermidade. Desde 0 seu
lancamento, a Measles Initiative tem apoiado a vacinacdo de mais de 700 milhdes de
criangas em 60 paises. Como resultado as mortes de criancas por sarampo tem
diminuindo, de 78% a partir da estimativa de 733.000 em 2000 para 164.000 em 2008.
Todas as regides da OMS exceto a regido Sudeste da Asia ndo atingiu as metas das
Nacdes Unidas para a reducdo da mortalidade por sarampo para 90% entre 2000 e 2010.
Em 2008 o maior nimero de mortes por sarampo (77%) ocorreu na regido Sudeste da
Asia (WHO, 2012). A Figura 1-7 ilustra os casos de sarampo distribuidos por més e por
regido da OMS no periodo de 2008-2012.
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Figura 1- 7: Distribuicdo dos casos de sarampo por més e por regides da OMS, 2008-2012
Fonte: (WHO, 2012)
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Para fazer qualquer incurséo na transmissdo de doengas altamente contagiosas, tais
como o sarampo, sdo necessarios altos niveis de cobertura vacinal, acima de 90%. A
cobertura vacinal nas regides monitoradas pela OMS da Africa e Sudeste da Asia em
2008 permanece abaixo de 80%. Durante o periodo de 2000-2008 as mortes devido ao
sarampo diminuiram para 569 000, representando 35.6% do total de mortes em criangas
no mundo (WHO, 2011)

O quarto objetivo do Desenvolvimento do Milénio (ODM 4) visa reduzir a taxa da
mortalidade de menores de cinco anos entre 1990 e 2015. Reconhecendo o potencial da
vacinacgdo contra o sarampo de reduzir a mortalidade infantil, e dado que a cobertura
vacinal contra sarampo pode ser considerada um marcador de avaliacdo dos servigos de
saude infantil, esta foi selecionada com um indicador dos progressos para alcancar o
ODM4 (WHO, 2012).

InGmeras evidéncias tém demonstrado o beneficio de garantir acesso universal a vacina
contra sarampo e rubéola. Mundialmente, cerca de 535.300 criangas morreram por
sarampo em 2000. Até 2010, o esforco global para melhorar a cobertura vacinal resultou
em uma reducdo de 74% nas mortes. Todos esses esforcos, apoiados pela Measles e
Rubella Initiative (MR Initiative), contribuiram para a reducdo global de 23% das
mortes em menores de cinco anos, entre 1990 e 2008, e estd impulsionando o0s
progressos no cumprimento da ODM4 (WHO, 2012).

Em Abril de 2012, a MR Initiative langou o0 novo Plano Estratégico Global para
Sarampo e Rubéola que cobre o periodo de 2012 a 2020. O Plano inclui novas metas
mundiais para 2015 e 2020 (WHO, 2012):

e Até o fim de 2015, reducdo mundial das mortes por sarampo em até pelo menos
95% comparando com o0s niveis de 2000. E alcancar as metas regionais de
eliminacdo do sarampo e rubéola/Sindrome da Rubéola congénita (SRC).

e Até o fim de 2020, alcancar a eliminacdo do sarampo e da rubéola em pelo

menos cinco regides controladas pela OMS.
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1.11.2. Distribuicao dos genotipos do virus do sarampo no Mundo

Em geral, tém sido descritos trés padres de distribuicdo dos gendtipos do virus do

sarampo (Rota et al., 2011):

e Em paises que ainda tém transmissdo endémica de sarampo, a maioria dos casos
sdo causados por um ou varios geno6tipos endémicos que estdo geograficamente
distribuidos. Nestes casos varias linhagens co-circulam juntamente com o
genotipo ou gendtipos endémicos presentes nessa area.

e Em paises que ja eliminaram o sarampo, 0 pequeno nimero de casos detectados
sdo causados por uma série de diferentes genotipos que refletem diversas fontes
do virus importado e sugerem a falta de transmissdo sustentada por genotipo
endémicos ou genotipos selvagens.

e O terceiro padrdo ocorre em paises ou regides que obtiveram um controle muito
bom de sarampo, mas estdo experimentando um aumento no numero de
individuos susceptiveis por causa da incapacidade de manter uma alta taxa de
cobertura vacinal. Nesta situagdo, uma reintroducdo do sarampo geralmente
pode resultar em surtos associados a um Unico genétipo do virus, com
sequéncias quase idénticas. Em paises que estdo préximos da eliminacdo do
sarampo, a introducdo de virus sarampo pode resultar no surgimento de
pequenos a moderados surtos que podem contribuir para o estabelecimento e

manutencdo das cadeias internacionais de transmiss&o.

A combinacdo da caracterizacdo molecular e a classificacdo epidemioldgica do caso
indice fornecem um meio muito sensivel para descrever as vias de transmissdo do
sarampo. A vigilancia epidemioldgica é especialmente vantajosa quando é possivel
monitorar 0s genotipos virais em um determinado pais ou regido ao longo do tempo,
porque essa informacdo pode ajudar a documentar a interrupcdo da transmissao
endémica do sarampo (Rota et al., 1996; Mulders et al., 2001; Rota & Bellini, 2003;
Riddell et al., 2005). Evidéncia da auséncia de um ou mais gendtipos endémicos é um
dos critérios para verificacdo da eliminagdo do sarampo em um pais ou regido (gendtipo
endémico sdo definidos como um ou mais genotipos associados a transmissao endémica
do sarampo numa determinada regido) (Rota et al.,, 2011). A Figura 1-8 ilustra a

distribuicdo mundial dos genotipos do virus do sarampo em 2011, onde podemos
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observar que o genétipo B3 encontra-se amplamente distribuido pela Africa. E na

Europa, 0 gen6tipo mais predominante foi o DA4.
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Figura 1- 8: Distribuicao dos genétipos do sarampo em 2011.
Fonte: Measles Surveillance data, 2012 (WHO, 2012).

O gendtipo A era o gendtipo mais frequente antes da vacinacdo, Este gendtipo
continuou circulando até a década de 90, tendo sido isolado em casos agudos de
sarampo nos Estados Unidos (Rota et al., 1998), Reino Unido (Outlaw & Pringle,
1995), Sul da América (Bellini & Rota, 1998), Russia (Santibanez et al., 1999), China
(Xu et al., 1998), Finlandia (Bellini & Rota, 1998), mas tendo mostrado varias
substituicdes de nucleotideos que os permitiu distinguir daquele gendtipo caracteristico

das vacinas (Rima et al., 1995).

O grupo B contém os gendtipos B1, B2, dois B3 e sdo endémicos na regido central e
ocidental da Africa Subsaariana. O B1 atualmente considerado como inativo. O
gendtipo B2 foi detectado em Angola (2003), Africa do Sul (2002) e, na Republica
Democratica do Congo (2005) (Smit et al., 2005), principalmente em associacdo com

casos e importacdo de Angola e na Republica Central Africana (Smit et al., 2005;
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Gouandjika-Vasilache et al., 2006), e, em 2004, durante um surto em Kinshasa
(Republica Democrética do Congo) houve uma mudanca repentina do genotipo B3 para
0 B2 (Kremer et al., 2010). Um Unico caso de gendtipo B2 foi encontrado na Namibia
em 2010, o que indica que o0 genotipo ainda esta circulando (Rota et al. 2011). E em
2011, casos de sarampo do genotipo B2 foram identificados em Angola e Namibia
(Figura 1-8). O gendtipo B3 foi dividido em dois grupos (Hanses et al., 1999). O virus
do Gendtipo B3, cluster 1, foi isolado no Camardes, Gana, e Nigéria e, também no
Quénia e na Tanzania, sugerindo que os virus do genétipo B3 estdo amplamente
distribuidos por toda a Africa (Hanses et al., 1999; El Mubarak et al., 2002). A
circulagdo do gendtipo B3 cluster 2 parece ser mais limitada a Africa Ocidental
(Kouomou et al., 2002; Mulders et al., 2003).

O genotipo C1 estd considerado inativo. A Transmissdo do genétipo C2 que era
inicialmente endémico em varios paises da Europa, ndo tem causado surtos desde 2004,
e ndo tendo sido detectado na Europa no periodo de 2007-2009 (Rota et al., 2011).

O grupo D contém 10 gendtipos amplamente distribuidos pelo mundo. O genétipo D1
foi endémico na Austrélia na era pré-vacinacdo e foi também detectado no Reino Unido
na era antes da vacinacdo, mas nao tém sido detectado desde 1986, atualmente
considerado como inativo. Os D2, D3 e D10 anteriormente endémicos na Africa e Asia
(Truong et al., 1999; Muwonge et al., 2005) nédo tém sido detectados desde 2006
(Baliraine et al., 2011)

O genotipo D4 encontra-se amplamente distribuido e associado com mdltiplos surtos no
Subcontinente Indiano, na Africa Oriental e Austral, num surto no Canada 1989, e
depois em 1997 na Africa do sul sendo predominante nesta area. O D4 tem sido
associado a importacdes nos EUA, e foi introduzido na Europa em 2007, resultando em
surtos em varios paises da Europa (200-2007) (Kreis et al., 1997; Bellini & Rota, 1998),
e em paises Asiaticos como a Siria e o Ird em 2003 (Djebbi et al., 2005) e nas ilhas do
oceano Indico (Waku-Kouomou et al., 2007). Este gendtipo tem sido amplamente

associado a varios surtos e casos esporadicos em varios paises do mundo.

Em 2003, Mbugua e cols descreveram presenca de quatro grupos distintos (Subgrupos)

de virus do sarampo gendtipo D4, e de forma e diferencia-los foi usada a designacao
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"like", tendo sido designado como “Montreal-like”, “Johannesburg-like”, “India-like”, e
“Ethiopia-like” (Mbugua et al., 2003). Esta designacdo "like"ndo encontra-se mais em
uso. A investigacdo das variacbes entre os subgrupos de um genotipo particular é
importante para diferenciar os surtos que ocorrem em areas geograficamente proximas e
no que diz respeito a uma melhor determinacdo das vias de transmissdo. Em 2005 a
2006, 4 sub-gendtipos do gendtipo D4 foram identificados na Europa (Mosquera et al.,
2010). Vérias variantes do geno6tipo D4 tém sido identificadas e associadas aos recentes
surtos na Europa e casos importados na América, onde pode se observar a circulacdo de
diversas variantes genotipo D4 sequéncia “Enfield” (WHO, 2011; WHO, 2012).

O gendtipo D5 foi detectado em pequenos surtos nas Maldivas em 2005 e foi
introduzido na Suica, presumivelmente a partir da Tailandia, no final de 2006. A partir
dos surtos subsequentes (Richard & Masserey, 2009), o virus espalhou-se para a
Australia, Franca, Dinamarca, e outros paises (Schmid et al., 2008; Waku-Kouomou et
al., 2010).

O gendtipo D6 circulava em muitos paises no Oeste da Europa, e foi associado a
maultiplas importacdes para os EUA. O gendtipo D6 espalhou-se pela América do sul, e
foi responsavel pela epidemia no Brasil em 1997 (Siqueira et al., 2001). Na Europa o
Gendtipo D6 foi detectado até 2007 (Shulga et al., 2009).

O gendtipo D7 parecia ser endémico na Alemanha e Espanha (Chibo et al., 2000), mas
ndo mais circular na Europa onde jd ndo é identificado desde 2004. Tendo sido
detectado em alguns casos esporadicos na india (Vaidya et al., 2008).

O gendtipo D8 foi primeiramente isolado no Reino Unido em 1994 (Truong et al.,
1999), este ainda co-circulou com o genétipo D4 no Subcontinente Indiano (Wairagkar
et al., 2002) e Etidpia (Nigatu et al., 2001). No periodo de 2007-2009 foram associados
a casos no Canad4, Argentina, Estados Unidos, e detectado em casos na india,
Bangladesh e, Marrocos (Rota et al., 2011). Em 2011 o genotipo D8 foi
maioritariamente detectado na Europa (Figura 1-8).

O gendtipo D9 foi inicialmente isolado na Indonésia em 1999, e foi responsavel por

surtos na Venezuela, e Coldmbia durante o periodo de 2001-2003 (Rota & Bellini,
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2003; Riddell et al., 2005). No periodo de 2007-2009, o gendtipo D9 foi detectado na
Camboja, Malésia, Filipinas, Singapura, Indonésia, Tailandia, Mianmar (Rota et al.,
2011). E em 2011 foi detectado maioritariamente em varias regides da Asia (Figura 1-
9). O genodtipo D10 foi descrito pela primeira vez num surto no Uganda no periodo de
2000-2002 (Muwonge et al., 2005). E mais recentemente o genétipo D11 detectado
durante um surto na provincia de Yunnan na China (Zhang et al., 2010; WHO, 2012)

O grupo G consiste em trés genotipos, dos quais o G1, que ndo tem sido detectado
desde 1983, e ou outros dois (G2 e G3) que foram associados com as cadeias de
transmissdao e importacfes a partir da Indonésia e Malasia (Rota et al., 2000). E foi
considerado endémico nas Filipinas e na Malasia no periodo de 2007-2009 (Rota et al.,
2011).

O grupo H, contem dois gendtipos H1 e H2 que predominaram na Asia. O gendtipo H1
continua sendo uma cepa indigena na China. As sequéncias do gendétipo H1 chinés tém
sido divididas em trés cluster H1a, H1b, H1lc (Zhang et al., 2007).

1.11.3. Sarampo na Regido das Américas

Embora os paises das Ameéricas tenham introduzido a vacina contra 0 sarampo ha
década de 1960, foi somente em 1977 com o estabelecimento do Programa Ampliado de
Imunizagdes (EPI) nas Américas, por uma resolucdo do Conselho Diretor da
Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS), que a regido definiu como meta a
reducdo da morbidade e mortalidade por sarampo e outras cinco doencas prevenieis por
vacina, fornecendo servicos de imunizacdo a todas as criancas menores de um ano
(Olive et al., 1995).

Antes do estabelecimento da EPI, de 1971-1977, cerca de 28 paises das Américas
haviam relatado uma media de 258 634 casos de sarampo por ano e periodos
interepidémicos de 2-3 anos (PAHO, 1979). Com o uso generalizado da vacina contra o
sarampo, observou se em varios paises, incluindo Canada, partes do Brasil, Chile, Costa
Rica, Cuba, México e Estados Unidos, um prolongamento dos periodos entre as

epidemias e também uma reducéo dréastica nos casos de sarampo (PAHO, 1983).
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A América Latina foi a pioneira na implementacdo das novas estratégias para
eliminacdo do sarampo, que incluem os trés componentes de vacinagdo: campanhas de
vacinacao indiscriminada (catch-up), entre criangas de 1 a 14 anos, independentemente
da histdria de vacinacdo ou relato de infeccdo pelo sarampo; manutencdo da vacinagéo
de rotina (Keep-up), por meio dos servicos de salde publica em pelo menos 95% de
criangas de 12 a 15 meses; campanhas de seguimento periodicas (Quadros, et al., 1999).
As primeiras campanhas de vacinagdo indiscriminada (catch-up) foram implantadas em
Cuba em 1887. Brasil e Chile seguiram com a campanha de vacinacdo indiscriminada
(catch-up) em 1992. Os esforgos dos paises pioneiros mostrou sucesso na interrup¢éo da

transmissao viral (Olive et al., 1995).

No periodo de 1988-1991, o sarampo ressurgiu em varios Paises das Américas (Santos
et al., 2004; Strebel et al., 2004). Para alcancar a erradicacdo do sarampo nas Américas,
a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), desenvolveu durante a Conferéncia
Sanitaria Pan-Americana em 1994, as estratégias de vacinacdo tendo por base a
epidemiologia da doenca antes e apds a introducéo a utilizacdo da vacina em 1963-1970
(prolongamento dos periodos entre as epidemias e deslocamento da faixa etaria) e a bem
sucedida erradicacdo regional da poliomielite (de Quadros et al., 1996; Castillo-
Solorzano & Ruiz-Matus, 2009).

No final de 2002, todos os paises da América, exceto os Estados Unidos, conduziram
campanhas de vacinacdo indiscriminada (catch-up), e muitos as complementaram com
campanhas de seguimento (follow-up), oferecendo uma segunda oportunidade para as
criancas receberem sua primeira dose da vacina contra 0 sarampo, engquanto gue as que
receberam uma dose prévia se beneficiariam com um reforco. Se em 1990 mais de 240
mil casos de sarampo foram relatados na Regido das Américas, em 1996 foi constatada
uma reducdo de 99% em relagdo aos niveis anteriores (Cutts et al., 1999).

Foi relatado o ressurgimento do sarampo, em 1997, no estado brasileiro de Sdo Paulo e
entre 2001-2002 na Venezuela e Colombia (de Quadros et al., 2008), e 11 casos
registrados em 2009 registrados na Argentina, Estados Unidos, Canada, todos foram
relacionados a casos importados. Estes dados indicam o0s perigos da ndo execucao

integral das estratégias de eliminagdo. A figura 1-9 ilustra a reducdo dos casos de
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sarampo confirmados nas Américas e também as estratégias adotadas para atingir a

interrupgéo da transmissdo do virus do sarampo na regido.

Desde a interrupcdo da transmissdo endémica do sarampo nas Américas, em 2002, as
importacOes registradas em paises da OPAS ndo tem gerado epidemias. Na maioria dos
casos 0s surtos de sarampo tém sido rapidamente controlados. O extraordinario
progresso na regido das Ameéricas na interrupcao da transmissdo autoctone indica que a
transmissdo pode ser interrompida e assim ser mantida por longo periodo de tempo, isto
se forem implementadas as estratégias adotadas pela OPAS. Os dados da vigilancia do
sarampo, combinados com os resultados dos estudos de caracterizagdo molecular,
indicam que os paises das Ameéricas estdo continuamente expostos ao virus do sarampo
proveniente de outras regides do mundo onde a doenca continua endémica. Desde 2003,
a maioria dos casos de sarampo registrados nas Ameéricas tem sido relacionados a

importagdes da Europa (de Quadros et al., 2008).

Dos 524 casos confirmados de sarampo relatados durante 2008-2010, 222 foram
importacfes de sarampo e 302 estavam ligados & importacdo. A fonte dos casos
importados foram identificadas apenas em 124 dos 222 casos, e 35% destes eram
importacdes da Europa. Os grandes eventos internacionais, nomeadamente os Jogos de
Inverno 2010 em Vancouver e a Copa do Mundo em 2010 na Africa do Sul, foram
associados com um grande numero de casos de sarampo relatados pelo Canada,

Argentina e Brasil em 2010 (Castillo-Solorzano et al., 2011).

40



Campanhas de

300.000 introdugédo da vacina r 100 4

=

3

250.000 Campanhas massivas L 80 5

o

o

200.000 5

¥ - 60 g
g £
g 150.000 Campanhas de seguimentd 1
E ES
&= - 40 Tg"
§ 100.000 =
@ Interrupgéo da =
2 transmissiao endémica Lag =
o 2
& 50.000 l =
=

o

E

0 — - - 0
BO 81 B2 83 B4 B5 BE 87 B8 89 90 91 92 93 94 95 96 97 38 93 00 01 02 03 O4 05 OB OF 08 09
-CasosT =—sd— Cobertura T
Resolucéo para a eliminagéo Resolucéo para documentar e
do sarampo na regido, 1994 certificar a eliminagéao, 2007

Figura 1- 9: Distribuicdo dos casos de sarampo e estratégias implementadas para o controle e
eliminacdo do sarampo nas Américas, no periodo de 1980-2009
Adaptado de Castilho-Solarzano et al., 2011(Castillo-Solorzano et al., 2011)

O gendtipo D6 foi considerado endémico nas Américas, e associado com o surto de
1997 no Brasil e surtos subsequentes na Argentina, Bolivia, Haiti e Republica
Dominicana (Rota et al., 2009). A auséncia de virus D6 apesar da identificacdo de
genotipos a partir de outras regides suporta a eliminacdo do genotipo D6 das Américas
(Hersh et al., 2000). No periodo de 2001-2002, um surto de um genoétipo previamente
desconhecido, D9, foi pela primeira vez identificado na Venezuela e, mais tarde, na
Colémbia. Investigacdes posteriores identificaram o genétipo - D9 sarampo na
Indonésia, 0 que sugere que 0 gendtipo D9 pode ter sido importado para a Venezuela a
partir de um caso indice ndo identificado (Anon, 2003). Na Figura 1-10 podemos

observar os diferentes genotipos que circularam nas Américas no periodo de 2001-2009.
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Figura 1- 10: Genotipos de sarampo identificados a partir de investigacdes de casos nas Américas,
2001-20009.
Adaptado de Castilho-Solorzano et al., 2011(Castillo-Solorzano et al., 2011)

1.11.4. Sarampo no Brasil

Em 1968, o sarampo passou a ser uma doenca de notificacdo compulséria, justamente
no ano em que foi registrado o maior numero de casos notificados (129.942). Na década
de 70 as epidemias chegaram a acometer 2-3 milhdes de criancas. As informacges sobre
as coberturas vacinais em menores de um ano indicaram indices médios em torno de
65% entre 1980 e 1989. No Brasil, a vacina contra o sarampo foi, efetivamente
implantada em todo pais a partir de 1973, quando foi criado o Programa nacional de
ImunizacBes (PNI). De 1973 a 1992 a recomendacéo era de aplicar-se uma Unica dose
de vacina monovalente. Inicialmente, a idade minima para receber a vacina era de oito
meses. Em 1976, a idade minima mudou para sete meses e em 1982, com base em um
estudo de imunogenecidade, passou a ser de nove meses (Waldman & Camargo, 1996;

Secretaria de Vigilancia em Salde, 2010).

Até inicio dos anos 90, os mais atingidos eram 0s menores de 15 anos de idade e o pais

enfrentou cerca de nove epidemias, a cada dois anos em média, em decorréncia,
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principalmente, da incipiente cobertura de vacinacdo. De 1992 em diante, a aplicacdo de
uma segunda dose de vacina de sarampo administrada dos 12 aos 15 meses foi
recomendada para todo o territdrio nacional. Até 1992, o Pais enfrentou dez grandes
epidemias, sendo em média, uma a cada dois anos, e o virus foi caracterizado como

sendo do gendtipo C2 (Secretéria de Vigilancia em Saude, 2010).

Essa situacdo epidemiologica motivou o governo Brasileiro a implantar, em 1992, o
Plano Nacional de Controle e Eliminacdo do Sarampo. O marco inicial do Plano de
eliminacdo foi a realizacdo da Campanha Nacional de Vacinacédo, durante a qual foram
vacinadas mais de 46 milhGes de criangas e adolescentes, na faixa etéria de nove meses
a 14 anos de idade, com cobertura vacinal de 96%. O impacto dessa campanha foi
imediato, verificando-se a reducdo de 81% no numero de casos notificados, que se
prolongou até o ano de 1996 (Brasil, 2001a; Brasil, 2001b).

Apesar dos esforcos realizados ap6s a implementacdo do programa, em 1996, foram
identificados trés casos importados de sarampo em dois surtos nas regides Sul e Sudeste
do pais. No ano seguinte, em 1997, ocorreu um surto de sarampo na cidade de Séo
Paulo, a uUnica unidade do Brasil que ndo implementou a campanha de seguimento
(follow-up) programada para 1995. E o gendtipo que circulou na epidemia de 1997 foi o
D6 (Siqueira et al., 2001). O surto, com cerca de 50.00 casos, provavelmente originado
por um virus do sarampo importado da Europa, propagou-se para outros estados
brasileiros, e o gendtipo D6 espalhou-se também para a Argentina, Chile, Caribe
(Republica Dominicana) e ainda Bolivia, Uruguai e Haiti (Hersh et al., 2000; de
Quadros et al., 2004).

Com o objetivo de fortalecer as estratégias necessarias a consolidacdo da meta de
erradicacdo, em 1999, o Ministério da Salde elaborou o Plano de A¢do Emergencial,
com a formacdo de um grupo tarefa nacional a fim de desencadear um conjunto de
acOes de vigilancia epidemioldgica, identificacdo de grupos de alto risco e treinamento
de profissionais de saude e controle em 27 estados da Federacdo (Brasil 2001b;
Secretaria de Vigilancia em Sadde 2010) . A vacina triplice viral (MMR — Measles,
Rubella, Mumps) foi implementada gradualmente no Brasil, iniciando 1992 em Sé&o
Paulo e finalizando em 2000 em todo o pais (OPAS/OMS, 2001).
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Em 2000, ocorreu o ultimo surto de sarampo no Estado do Acre com 36 casos
confirmados, o grupo de maior risco foi de menores de um ano de idade. No mesmo ano
foi detectado, no estado do Mato Grosso do Sul, o Gltimo caso autoctone de sarampo no
Brasil (OPS/OMS, 2001). A partir de 2002, foram confirmados apenas casos
importados no Brasil, um caso em 2002, onde foi identificado o genétipo D5 (registrado
em Sdo Paulo importado da Japdo) e dois em 2003, foi identificado o genédtipo D4
registrado em Santa Catarina e importado da Alemanha. Sugerindo assim a interrupcao

autoctone do sarampo no Brasil (Prevots et al., 2003).

Em julho de 2005 foram detectados novos casos de sarampo no Brasil, que resultaram
na reintruducdo do virus, a partir de um esportista brasileiro, ndo vacinado, que se
infectou durante um evento internacional nas ilhas Maldivas. O gen6tipo identificado
foi o D5, cepa que circulava em paises como o Japdo, Tailandia e Camboja. Apds a
identificacdo do geno6tipo, houve um alerta geral com o desencadeamento de atividades
intensivas de busca ativa de casos, durante o periodo de transmissibilidade da doenca.
(MS, 2010, Brasil, 2005).

Em 2006, foram confirmados 57 casos, no estado da Bahia onde foi identificado o
gendtipo D4, ndo foi possivel estabelecer vinculo entre os casos. Embora nesse periodo
tenham sido detectados estrangeiros na area, no entanto, nenhum dos casos relatou
contacto com pessoas oriundas de outros paises (Secretaria de Vigilancia em Salde,
2010).

Entre 2007 e 2009, ndo foram registrados casos de sarampo no pais, em 2010, trés casos
foram confirmados e o gendtipo identificado foi o D4, virus similar ao registrado e
associado a surtos que estavam ocorrendo na Inglaterra, Franca Italia e Holanda. E
através da caracterizacdo genética foi possivel demonstrar que se tratava de casos
relacionados a um virus importado (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2010). Ainda
em 2010, no estado do Rio Grande do Sul, foram confirmados outros dois casos de
sarampo no pais, um caso foi classificado como caso importado e o outro, relacionado
ao caso importado. A Figura 1-11 mostra graficamente a taxa de incidéncia do sarampo

e as estratégias adotadas para controle no periodo de 1968-2011, no Brasil.
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Figura 1- 11: Estratégias de controle e Incidéncia do Sarampo 1968-2011, Brasil.
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Os casos de sarampo, em 2011, ocorreram nos estados de S&o Paulo, Santa Catarina,

Bahia, Para, Rio Grande do Sul, Paraiba, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Piaui,

Minas Gerais e no Distrito Federal, a distribui¢do dos casos por faixa etéria variou entre

cinco meses e 43 anos. Os gendtipos identificados foram o D4 e G3 (Secretaria de

Vigilancia em Saude, 2011). A Figura 1.12 ilustra a distribuicdo por estado dos casos de

sarampo detectados em 2011 no Brasil, onde podemos observar que o genétipo D4 do

virus do sarampo foi 0 mais detectado no Brasil no ano de 2011.

A deteccdo de casos importados e de casos relacionados, em paises como o Brasil em

que a interrupcdo da transmissdo foi alcancada, e todos os paises das Ameéricas,

constitui um evento que, embora ndo seja raro, aponta para a necessidade da

manutencdo da Vigilancia epidemioldgica ativa e alerta para novas e eventuais

ocorréncias (Secretaria de Vigilancia em Salde, 2010; Secretaria de Vigilancia em

Saude, 2011).
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1.12. Prevencao e Terapéutica

1.12.1. Vacina

As principais estratégias de salde publica para a reducdo das mortes globais por
sarampo sdo a vacinacdo de rotina, juntamente com as campanhas de imunizacdo em
massa contra o sarampo (WHO, 2012). A vacina contra o sarampo tem sido usada ha
mais de 40 anos, e representa uma das intervencdes na area de salide de maior sucesso e
melhor custo-beneficio, ja realizadas. A vacina tem baixo custo de producdo, induz altos
indices de soroconversdo e foi capaz de interromper a transmissdo viral em extensas
areas geograficas, mostrando-se uma ferramenta crucial para a eliminacdo global da
doenca (Moss & Griffin, 2006).

Em 2010, cerca de 85% das criancas do mundo receberam uma dose da vacina contra
sarampo no seu primeiro ano de vida, através dos servicos de salde de rotina - um
aumento em relacdo a 72% registrados em 2000. A OMS recomenda duas doses da
vacina contra 0 sarampo para garantir a imunidade, sendo que cerca de 15% das
criangas vacinadas ndo conseguem desenvolver imunidade a partir da primeira dose
(WHO, 2012).
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A dificuldade em se manter altos niveis de imunidade na populagdo, por outro lado,
resulta na acumulagdo de individuos susceptiveis, criando condi¢fes que favorecem a

transmissao rapida de genotipos recentemente introduzidos (Riddell et al., 2005).

A cepa viral Edmonston, da qual a maior parte das vacinas se derivou, foi desenvolvida
apos o isolamento em cultura de tecido obtido por Enders e Peebles em 1954. E esta
cepa viral foi batizada de Edmosnton que € o nome do paciente de quem o virus foi
isolado (Enders et al., 1957). Esse virus foi posteriormente submetido a mdaltiplas
passagens em células amnioticas e de rim humano, adaptado a ovos e submetido a
maltiplas passagens em células embrionéarias de galinha para produzir a primeira
linhagem vacinal. A Vacina Edmonston B foi a primeira vacina de sarampo a ser
licenciada, em 1963. Apesar de estar associada a reacOes febris e exantema, seu

emprego foi bastante disseminado até 1975 (Strebel et al., 2004).

Entre 1963 e 1967, também se utilizou uma vacina derivada do isolado Edmonston,
inativada pelo formol ou éter (Hall & Hall, 1979). Esta vacina causava poucos efeitos
colaterais, mas sua utilizagéo foi descontinuada por induzir imunidade de curta duragéo
e, especialmente, por colocar seus usuarios sob-risco de produzir um sarampo atipico,
mais grave do que a infeccdo natural, quando exposto ao virus. Os pacientes que
desenvolviam este tipo de reacdo ndo produziam anticorpos contra a proteina F, mas
uma grande quantidade de anticorpos contra a proteina H (Norrby, 1975; Norrby &
Gollmar, 1975; Merz et al., 1980; Annunziato et al., 1982).

Diversas vacinas atenuadas contra o sarampo foram desenvolvidas no mundo e algumas
delas estdo em uso até os dias de hoje. Atualmente, a Gnica cepa vacinal empregada nos
Estados Unidos é a Moraten. A cepa vacinal Schawrz predomina na Europa; as cepas
AIK-C, Schwarz f-88, CAM-70 e TD-97 sdo utilizadas no Japdo e a principal cepa
utilizada no leste europeu é a L-16 (Okuno et al., 1971; Hirayama, 1983; Makino, 1983;
Peradze & Smorodintsev, 1983; Clements et al., 1988; Suzuki et al., 1990; Parks et al.,
2001). As cepas vacinais atenuadas contra o sarampo podem ser utilizadas como
vacinas monovalentes ou combinadas com outras vacinas virais, como caxumba e

rubéola, constituindo a vacina triplice viral ou MMR (Measles, Mumps, Rubella).
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Atualmente a linhagem vacinal em uso no Brasil € a Schwarz, e 0 sequenciamento desta
levou a conclusdo que essa linhagem era semelhante a outra linhagem vacinal — a
Moraten (Parks et al., 2001). Estudo comparativo entre essas linhagens e a Edmonston
levou a conclusdo que todas apresentavam altas taxas de soroconversdo — 98%. De
forma interessante, a linhagem Schwarz causou mais febre entre os vacinados que a
Moraten (diferenca estatisticamente significativa). A linhagem Edmoston, por outro
lado, ndo somente causou mais febre que as demais, mas também maior incidéncia de

exantema cutaneo (Auwaerter et al., 1999).

No Brasil, a vacinagdo contra o sarampo foi instituida no inicio da década de 1960 e
incluida no Programa Nacional de Imunizacéo (PNI), do Ministério da Satde, em 1973.
Inicialmente, era administrada em dose Unica aos oito meses de idade, em 1976 passou a
ser aos sete meses e em 1982 tornou-se obrigatorio aos nove meses, com reforgo aos 15
meses. O esquema atual que utiliza a vacina triplice viral- MMR administrada por via
subcutanea em duas doses (a primeira aos 12 meses e a segunda aos quatro - seis anos),
foi adotada em abril de 2004 (Secretéaria de Vigilancia em Saude, 2010).

Apesar de todas as vacinas disponiveis serem produzidas com virus do gendtipo A, 0s
anticorpos gerados pelos individuos vacinados mostraram-se capazes de neutralizar o
virus do sarampo de diferentes genotipos (apresentado diferencas na eficiéncia da

neutralizacao) (Riddell et al., 2005; Finsterbusch et al., 2009; CDC, 2012).

Na presenca de diferentes gendtipos endémicos, 0s programas de vacinacdo com
vacinas contra sarampo padronizadas tém sido bem sucedidas em todos 0s paises onde
foram realizadas de forma adequada (CDC, 2007; de Quadros et al., 2008; CDC, 2009).
A Soroconversao sub-otima ap0s a vacinacao é provavelmente o resultado da cobertura
inadequada; da ma administracdo, transporte ou armazenamento da vacina; ou a idade
dos destinatarios da vacina (Hayden, 1979; Agocs et al. 1992; Cutts & Markowitz,
1994).

Vacinas contra o sarampo tém um excelente historico de seguranca, com apenas um

pequeno ndmero de eventos adversos relatados. Os eventos adversos mais comuns sdo

febre e erupcdo cutdnea comecando 8-12 dias apds a vacinacdo. A maioria destas

reacOes é resolvida rapidamente, sem necessidade de intervencdo clinica (Naniche et al.,
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2000). A imunossupressao observada apos a doenca pdde, portanto, ser detectada apds a

vacinacao (Auwaerter et al., 1999), mas com menor intensidade (Okada et al., 2001).

Apesar de infrequentes e controversas, outras doencas tem sido associadas a vacinagdo
pelo sarampo, como o autismo (Bradstreet et al., 2004). A associagdo MMR e autismo,
por outro lado, nédo resistiu a estudos mais cuidadosos, que demonstraram ndo haver
associacdo comprovada entre a vacina e o autismo (Peltola et al., 1998; Madsen et al.,
2002).

As vacinas contra sarampo podem causar eventos adversos graves em individuos
imunocomprometidos cujos sistemas imunoldgicos séo incapazes de efetuar o clearence
do virus (Kaplan et al., 1992; Moss et al., 1999; Permar et al., 2006). As criancas
portadoras do virus da imunodeficiéncia humana, mas que ndo demonstraram
comprometimento do sistema imune podem ser seguramente vacinados com vacina
contra o sarampo, e nestes é gerada alguma protecdo contra virus do tipo selvagem
(Helfand et al., 2008; Nair et al., 2009).

Do ponto de vista neuroldgico, ndo ha evidéncia de que as vacinas contra sarampo Sao
responsaveis por casos de encefalomielite (SSPE) (Bellini et al., 2005), porque apenas

virus do tipo selvagem foram detectados nestes casos.
1.12.2. Tratamento

O sarampo por ser uma doenca aguda autolimitada, o tratamento € sintomatico, isto é,
visa ao alivio dos sintomas (Schneider-Schaulies & ter Meulen, 2009). Embora possam
surgir complicacOes graves e até mortais por sarampo, estas geralmente encontram-se
associada a desnutricdo e as infeccdes secundarias, tornando evidente que os pilares do
tratamento se baseiam no suporte nutricional, na re-hidratacdo com solugfes oral e no
tratamento das infec¢fes secundarias com antibidticos adequados (Kabra et al., 2008;
WHO, 2012).

Confirmado o diagnéstico de sarampo, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
recomenda que 0s pacientes com desnutricdo, e todas as criangas dos paises em
desenvolvimento devem receber suplementos de vitamina A (duas doses com intervalo

da 24horas), uma vez que poderia ajudar a prevenir lesdes oculares e cegueira,
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induzidos pela destruicdo da cornea, alem de reduzir o nimero de mortes por sarampo
em 50% (Barclay et al., 1987; WHO, 2012).

O tratamento com doses elevadas de vitamina A tem sido associado com a reducéo da
morbidade e mortalidade do sarampo (Barclay et al., 1987), mas este efeito & mais
pronunciado em criangas menores de 2 anos de idade (D'Souza & D'Souza, 2002). A
vitamina A seria fundamental na manutencdo da integridade do tecido epitelial, tecido
este que € infectado e danificado pelo virus do sarampo. Isto sugeri que a deficiéncia de
vitamina A esta associada a maior gravidade do sarampo, sendo o0 seu uso recomendado
na fase aguda da doenca (Esolen et al., 1995; Villamor & Fawzi, 2005), levando a
melhorar progndéstico (Hussey & Klein, 1990; Hussey & Klein, 1993).

Para profilaxia pds-exposicdo, a administracdo de imunoglobulinas especificas para
sarampo (lg) nos primeiros seis dias apds a exposicado inicial pode prevenir ou modificar
a doenca (Wyde, 1999). Este tratamento é recomendado para a protecdo temporaria de
imunocomprometidos, mulheres gravidas e criangas menores de um ano de idade. No
entanto, a terapia com Ig é relativamente cara, requer materiais estéreis e uma
ininterrupta cadeia de frio, e em geral ndo é recomendada ou viavel para o controlo de

grandes surtos de sarampo (Plemper & Snyder, 2009).

Atualmente, ndo esta disponivel nenhuma terapia antiviral especifica para o tratamento
do sarampo (Plemper & Snyder, 2009). A ribavirina (que estd aprovado para o
tratamento de algumas infeccbes por Paramixovirus) e as terapias com IFNa foram
testadas clinicamente contra o virus do sarampo, principalmente para o tratamento de

pacientes que se apresentaram SSPE (Panencefalite Esclerosa Sub-aguda).

Apesar de em alguns estudos ter sido observado um efeito benéfico do IFNa (Lecciones
et al., 1998; Gascon, 2003), a maioria parte dos relatorios foi documentada uma recaida
(Hara et al., 2003; Miyazaki et al., 2005; Hosoya, 2007) ou falta de eficacia (Gagnon &
Bouchard, 2003; Oshiro et al., 2004; Campbell et al., 2005; del Toro-Riera et al., 2006).
O tratamento com altas doses de ribavirina, sozinho ou em combinagdo com IFNa,
mostrou parecer ser mais eficaz contra o virus do sarampo, do que o tratamento com
IFNa sozinho (Fernandez et al., 1986; Gururangan et al., 1990; Stogner et al., 1993;
Forni et al., 1994; Tomoda et al., 2003; Hosoya, 2007; Pal et al., 2011).
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Embora alguns estudos tenham observado uma progressdo gradual do sarampo, apesar
da terapia antiviral (Hara et al., 2003; Campbell et al., 2005) ou a falta de eficécia dos
antivirais (del Toro-Riera et al., 2006), esses estudos, no entanto, sugerem que 0S
antivirais podem melhorar o quadro clinico e até evitar as complicacdes por sarampo,
mesmo quando estas sao administradas apds o inicio dos sintomas clinicos (Plamper &
Snyder, 2009).

Tem sido estudada uma variedade de diferentes estratégias antivirais para a inibicdo do
virus do sarampo, incluindo moléculas “antisense”, inibidores peptidicos, extratos
naturais, andlogos nucledsidicos e compostos de moléculas pequenas. Os inibidores
“antisense” (Koschel et al., 1995; Bell et al., 1997), oligbmeros morfolino peptideo
conjugado (Sleeman, Stein et al. 2009), apesar de eficazes contra o virus do sarampo em
modelos in vitro, estes tém alto custo de producédo, estabilidade de armazenamento

limitada.

Varios extratos naturais ou andlogos sintéticos derivados de produtos naturais tém sido
relatados, por possuir atividades antivirais contra o virus do sarampo (Huang et al.,
1997; Wachsman et al., 2002; Parker et al., 2007). No entanto, muitas destas
substancias apresentaram atividade moderada em cultura de células, citotoxicos,
inativos quando adicionados a células pos-exposicdo (Barnard, 2004; White et al.,
2007).

Uma classe recentemente desenvolvida de ndo-nucledsidos, inibidores alvo especificos
da atividade do complexo polimerase do virus do sarampo, demonstrou uma atividade
antiviral potente, na ordem nanomolar, quando testados contra um painel de isolados do
virus do sarampo do tipo selvagem, de gendtipos atualmente endémicos (White et al.,
2007).

2. JUSTIFICATIVA

Considerando o processo de certificacdo da eliminacdo do sarampo no Brasil, quando os
ultimos casos autdctones confirmados datam de 2000 e, a existéncia de varios paises

enfrentando surtos esporadicos ou com transmissdo endémica, torna-se necessario
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refinar as acGes de vigilancia frente ao surgimento de casos importados no intuito de

evitar as reintroduc@es virais (Secretéria de Vigilancia em Saude, 2010).

As investigacOes epidemioldgicas e a caracterizacdo molecular dos virus detectados
recentemente tém demonstrado que o gendétipo D4 encontra-se amplamente distribuido
em todos 0s continentes, e nos Gltimos anos tem sido relacionado a surtos e casos
esporadicos, na Europa e nas Américas (CDC, 2011; Mosquera et al., 2010). No Brasil,
0 genotipo D4 tem sido o mais frequentemente detectado em casos e surtos esporadicos
de sarampo em diversos estados brasileiros. Neste sentido, a analise dos dados
epidemioldgicos e a caracterizagcdo molecular do gene N tém sugerido importacGes de
virus do sarampo, principalmente da Europa (Secretaria de Vigilancia em Salde, 2011).
A genotipagem do virus do sarampo é um importante instrumento da vigilancia para
documentar as cadeias de transmissdo, discriminar entre virus importados ou indigenos
e monitorar os programas de eliminacdo (Rota et al. 2009; WHO, 2012). A anélise da
regido C-terminal da nucleoproteina tem demonstrado uma diversidade limitada entre as
cepas circulantes em regides onde um gendtipo especifico é detectado por um longo
periodo de tempo, exemplo do gendtipo D4. Isto tem dificultado a determinacdo da

origem dos virus usando apenas essa regiao (WHO, 2012).

A caracterizacdo genética do gene H do virus do sarampo, que é o principal alvo dos
anticorpos neutralizantes e que codifica para a glicoproteina responsavel pela liga¢do do
virus com a superficie das células, pode ajudar a determinar as cadeias de transmissao.
No entanto, até ao momento, poucas sequéncias do gene H completo encontram-se
disponiveis. Assim sendo, com o presente estudo, pretende-se analisar molecularmente
0 gene N e o0 gene H gerar, gerando assim conhecimento atualizado, como forma de
subsidiar a vigilancia do virus do sarampo no Brasil no periodo de 2003 a 2012,

atendendo recomendacdes da OMS.
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3. OBJETIVOS
3.1.  Objetivo geral

Analisar e caracterizar geneticamente amostras do virus do sarampo do genotipo D4

detectados em diferentes estados brasileiros no periodo de 2003-2011
3.2.  Objetivos especificos

o Realizar o isolamento virus do sarampo do genotipo D4 em culturas de células
Vero/SLAM.

o Estabelecer o protocolo de sequenciamento do gene H completo do virus do
sarampo.

o Realizar a caracterizagdo molecular do gene H.

« Analisar filogenéticamente o gene N parcial e 0 gene H completo do virus do

sarampo.
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4. METODOLOGIA E ESTRATEGIAS

4.1. Casuistica

O presente estudo € do tipo descritivo e foi conduzido no Laboratorio de Virus
Respiratdrios e do Sarampo (LVRS), na FIOCRZ, que atua como Centro de Referéncia
Nacional (Ministério da Saude) e Regional (Organizacdo Mindial da Saude) em

Sarampo.

O LVRS recebe continuamente amostras clinicas (soro, sangue total, aspirado ou
secrecdo de nasofaringe e urina) enviadas pelos Laboratdrios Centrais de Saude Publica
(LACENSs) visando o esclarecimento e confirmacdo de casos suspeitos e surtos
relacionados a quadros respiratérios e exantematicos. No ambito da vigilancia do
sarampo € realizado o diagnostico sorolégico por EIE onde sdo detectados IgM e 1gG
para sarampo, e ainda identificada a cepa do virus circulante, por meio de caracterizagdo
genética de isolados ou amostras clinicas, através de reacdo de RT-PCR e/ou RT-PCR

em tempo real seguido do sequenciamento.

Durante os surtos e casos esporadicos de 2003 a 2012, foram encaminhadas ao LVRS
amostras clinicas provenientes de varios estados do Brasil como Santa Catarina (SC),
Bahia (BA), Rio de Janeiro (RJ), Rio Grande do Sul (RS), Distrito Federal (DF), Sao
Paulo (SP), (PA), (PE) Minas gerais (MG). Estas amostras foram submetidas a testes
sorolégicos (EIE) para deteccdo de anticorpos IgM e IgG, e a técnica de RT-PCR e/ou
RT-PCR em tempo real do fragmento N do virus do sarampo para posterior
identificacdo do gendtipo. O LVRS recebi aliquotas separadas para a identificacdo viral
por RT-PCR e/ou isolamento viral em cultura de células. Ass amostras depois de

recebidas e tratadas foram conservadas no LVVRS a 70 °C.

Durante o periodo estudado, de 2003 a 2012, foram selecionadas 39 casos de sarampo
caracterizados como gendtipo D4 pela analise molecular do fragmento N, destes apenas
37 casos possuia material suficiente para o sequenciamento completo do gene H. Estes
37 casos possiam um total de 76 espécimes clinicos para serem analisadas por RT_PCR
para amplificacdo do gene H completo, com a seguinte distrinuicdo: 34 amostras de
secrecdo nasofaringea (SNF), 30 amostras de urina (URN), 11 amostras de sangue

total/linfocitos (LNF) e 1 RNA extraido . Das aliquotas recebidas para o isolamento

54



viral em cultura de células somente em 23 casos apresentavam volume suficiente para
estd metodologia. Na figura 4-1 eencontra-se representado de forma resumida a

distribuicao das amostras selecionadas para o estudo.

39 casos positivas genttipo D4 = 76 espécimes clinicos
e 34 amostras de SNF
e 30 amostras de URN
e 11 amostras de LNF
e 1 RNA estraido

| |
{ 16 casos com quantidade insuficiente para o} [ 2 casos com quantidade insuficiente para a }

isolamento viral em cultura celular amplificacdo do gene H completo por RT-PCR

23 casos isolados em cultura células: 37 casos:
e 19 amostras de SNF e 34 amostras de SNF
e 19 amostras de URN e 30 amostras de URN

e 10 amostras de LNF

Figura 4-1 Distribuicdo das amostras selecionadas para a realizacdo do presente estudo

Os casos estudados distribuidos segundo a Unidade da Federacdo encontram-se

descritos na Tabela 4-1.

Tabela 4- 1: Distribuicdo das 39 amostras positivas para o virus do sarampo, caracterizadas como
genotipo D4 pela analise do gene N incluidas no estudo, segundo o ano e a Unidade Federada.

Ano/UF SC BA PA SP RS MG DF MS PE RJ Total/Ano

2003 2 2
2006 7 7
2010 2 2
2011 13 6 1 1 1 5 27
2012 1 1
Total 2 7 2 13 6 1 1 1 1 5 39

Fonte: Laboratorio de Virus Respiratorios e do Sarampo, 10C, FIOCRUZ
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4.2.

Para a execucdo deste

Etapas do estudo

estudo, diferentes protocolos e técnicas foram utilizados. O

fluxograma contendo as etapas envolvidas no desenvolvimento do presente estudo

encontra-se ilustrado na

" w—

Leitura das s

pelo ABI 3130 XL e
Analise filogenética

Y

Amostra clinica:
SNF ou URN

Isolamento viral em
células VERO/SLAM

Figura 4-2.

&= Purificacéo P —

isopropanol
equéncias

g, -

Reacéo de
sequenciamento

v

Purificacdo do DNA
extraido do Gel

.

Eletroforese em gel de
agarose excisdo das

g 9.9

Protocolo de
sequenciamento

do Gene H

Transcrigao reversa
enzima SuperScript™ III

!

Extracédo do
RNA

v
g, -

1°PCR

Amplificacdo do produtos para
sequenciamento do gene H

g2

Protocolo da

Transcrigdo reversa 1°PCR 2° PCR RT_PCR do Gene N
enzima MMLV Amplificacdo do 552pb (confirmacgéo do
dogene N

isolamento)

Eletroforese em E-gel
de agarorese 2%

Figura 4-2: Fluxograma das etapas e técnicas utilizadas para a realiza¢do do presente estudo
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4.3. Isolamento viral em culturas celulares

A inoculacdo de 19 amostras de secrecBes nasofaringeas e 19 amostras de urina dos 23
casos de sarampo em cultura de células da linhagem Vero/SLAM foi feita utilizando o

método para o isolamento viral descrito por (WHO, 2007).
4.3.1. Meios utilizados para o isolamento Viral em cultura de células Vero/SLAM

Meio Modificado Eagle (DMEM) (Gibco, Invitroge, USA): com 4,500mg/L D-glucose
(high glucose), com L-glutamina, sem piruvato de sodio; a este era adicionado:

e Antibidticos (100X) (Gibco, Imvitrogen, USA): 10,000 units/mL penicilina e
10,000 pg/mL sulfato de estreptomicina em uma soluca salina a 0,85%

e Geneticina (G418), 50mg/mL, liquida (Invitrogen, USA)

e e Soro Fetal bovino (Gibco, Invitrogen, USA) nas concentracdes de 2% e
10%, conforme utilizado para manutencdo ou crescimento celular

respectivamente.

As células Vero/SLAM (celulas de rim de macaco verde africano expressando SLAM
humano), foram cultivadas em garrafas descartaveis de 75cm? e 25cm? (TPP,
Switzerland, Europe) com meio Eagle modificado por Dulbecco high glicose (DMEM)
com L-glutamina e sem piruvato de sédio, 10% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma,
USA), na presenca dos antibioticos Geneticin (G418) (Invitrogen) na concentracao final
de 400pg/mL, penicilina e estreptomicina, e incubadas a 37° C. A manutencao das
culturas foi feita através de passagens semanais na propor¢do de 1:5 em relacdo a
cultura da garrafa original. Para efetuar as passagens semanais, as monocamadas
celulares confluentes cultivadas em frascos de manutengdo eram lavadas uma vez com
uma solucdo de tripsina-EDTA a 0,05% pré-aquecida (Gibco, Invitrogen) e incubadas
com 5 mL da mesma solucdo pré-aquecida a 37°C por cerca de 4-5 minutos. Era
descartado o méximo possivel da tripsina e as células eram entdo, resuspensas com 5 a
10 mL de meio DMEM, em seguida era adicionado o meio DMEM com 10% de soro
fetal bovino dependendo do volume da garrafa usada (10 mL para garrafa de 25cm? e

para garrafa de 75cm? era completado para 30 mL).
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As amostras clinicas (secrecdo de nasofaringe e/ou urina) previamente tratadas com
antibioticos e antifungicos foram inoculados em garrafas de 25cm? contendo
monocamada celular com cerca de 75-90% de confluéncia e com pelo menos um dia
apos o cultivo. Para cada grupo de amostras inoculadas, foram incluidos controles de
virus (C+) e de células (C-). Para a inoculagdo era decantado o meio de crescimento e
adicionado 5 mL de DMEN com 2% de SFB e de 0,5 a 1 mL da amostra clinica
previamente filtrada. Apds inoculacdo os tubos foram incubados a temperatura de 37°C
e observados diariamente, por um periodo de 4-5 dias, em microscopio éptico invertido
(Leicca DMIL, Germany). Passados os 4-5 dias as células infectadas eram passadas por
tripsinizagdo numa proporgdo de 1:3 (considerada 2% passagem). Apos 4-5 dias da 22
passagem mesmo sem a observacao do efeito citopatico (ECP), as culturas celulares
eram testadas por RT-PCR para amplificacdo da regido dos 450pb do gene N. Na
presenca de efeito citopatico, as culturas seriam mantidas e se necessario seriam feita a
troca do meio, por um meio DMEN novo com 2% de SFB, até que o efeito citopatico
fosse visivel em pelo menos 50-70% da monocamada celular, condi¢cdo 6tima para a

preparacdo do estoque viral.

Para a preparacéo do estoque viral, 0 meio presente na garrafa seria descartado, restando
aproximadamente 1 mL do meio, em seguida as células seriam raspadas com ajuda de
um raspador de células ou de 1 pipeta de 1 mL, homogeneizadas e feitas aliquotas de
0,5 mL que seriam armazenadas a - 70°C N e uma das aligeoutas seria analisada pela
técnica molecular RT-PCR para amplificagdo da regido dos 450pb do gene N.

4.4. Extracdo do RNA

O RNA viral foi extraido diretamente da amostra clinica (Secrecdo de nasofaringea e/ou
urina) e/ou isolado viral em cultura celular, utilizando o Kit comercial QlAamp viral
Mini Kit (Qiagen, Alemanha) de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante, e
devidamente estabelecido pelo POP-LVRS-TC-006 (LVRS, 2010d).

Em um tubo eppendorf de 1,5 mL contendo 140uL da amostra original foi adicionado
560uL de solucéo desnaturante (tampdo AVL+5,6uL de carrier/AVE) capaz de inativar
RNAses e assegurar a liberacdo do RNA. A suspensdo foi homogeneizada e mantida a

temperatura ambiente por 10 minutos. Foram adicionados 560uL de alcool etilico a
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100% para permitir a ligacdo do RNA a membrana de silica em gel “QIlAamp” e a
suspensdo foi homogeneizada. Em seguida 630 pL da mistura foram transferidos para
uma coluna previamente numerada. Apds centrifugacdo por 1 minuto a 8000rpm o
eluido do tubo coletor foi desprezado. Novo tubo coletor foi colocado na coluna e os
630uL restantes da suspensdo foram transferidos para a coluna e novamente foi
centrifugado por 1 minuto a 800 rpm, o eluido foi descartado e a coluna foi transferida
para um novo tubo coletor. Os contaminantes foram eliminados em duas etapas de
lavagem sucessivas, primeiro foi adicionado 500uL do Tampéao de lavagem AWL1 e
apos centrifugacdo por 1 minuto a 800 rpm o eluido descartado. E na segunda etapa
adicionou-se 500 pL do tampéo de lavagem AW?2, cetrifugado por 3 minutos a 13000
rpm, e o eluido foi descartado. A coluna foi transferida para um eppendorf de 1,5 mL
previamente identificado e 0 RNA foi eluido em 60uL de tampéo de eluicdo (AVE) e
apos centrifugacdo por 1 minuto a 8000 rpm o RNA foi estocado a -80°C até ao

momento de uso.

45. Transcricdo Reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase (RT-
PCR) aplicada ao Gene N

A transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela Polimerase (RT-PCR) aplicada
ao gene N foi utilizada para a confirmacao do resultado do isolamento viral, e realizada
baseada na metodologia descrita por Jin L et al, 1996 e ainda o protocolo e 0s
iniciadores recomendados pela WHO, 2004. A reacdo de transcricdo reversa para a
sintese de DNA complementar foi feita utilizando a enzima MMLYV, estabelecido pelo
POP-LVRS-TE-011 (LVRS, 2010f). Em um tubo de 500uL foram adicionados 40ul do
RNA extraido do isolados a 60uL da mistura de cDNA, conforme a Tabela 4.2 e
homogenizou-se. Posteriormente colocou-se os tubos no termociclador submetidos a
37°C/60 minutos, com um ciclo final de desnaturacdo de 95°C/5 minutos, para a sintese
do DNACc.
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Tabela 4- 2: Reagentes da reacdo de transcri¢ao reversa

Reagentes Volume
Tampéo para PCR 10X 10 uL
MgCl2 50mM 3uL
Desoxiribonucleotideos (ANTP) 10mM 2 uL
Enzima Myeloblastosis Virus Reverse Transcriptase 2 uL
(M-MLV) 200U/uL (Invtrogen, USA)

RNAsin 40U/uL 1pL
Iniciadores randdmicos 3ug/puL (Random hexamer 1pL

primer, Invitrogen, USA)
Agua livre de DNAses e RNAses 41 pL

Fonte: POP-LVRS-TE-011 (LVRS, 2010f)

A partir do cDNA, realizou-se duas etapas consecutivas de PCR para a amplificacdo de
um fragmento de 450pb do gene N, nas quais foram utilizados os iniciadores descritos
na Tabela 4.3.E a metodologia encontra-se padronizada e estabelecida no LVRS pelo
POP-LVRS-TE-018 (LVRS, 2010g).

Tabela 4- 3: Sequéncias dos Iniciadores utilizados na amplificacdo do gene N

Iniciadores Sequencia 5’ -3’ Posicdo dos  Tamanho do fragmento

nucloetideos  (em pares de bases [pb]

12 nl GCT ATG CCA TGG GAG TAG GA
PCR n2R GGC CTC TCGCACCTAGTCTA
28 n3 CCATGG GAG TAG GAG TGG

PCR n4R CTCTCG CACCTAGTCTAG3

Fonte: POP-LVRS-TE-018 (LVRS, 2010g)

Na primeira PCR, 20pL do produto da transcrigdo reversa (cDNA) era acrescentado a
um volume d 30uL da mistura do 1° PCR (Tabela 4-2) em tubos de 0,2mL previamente
identificados. As condicGes de termociclagem consistiram de 95°C/3minutos para
desnaturacdo inicial, seguidos de 10 ciclos de 95°C/30segundos, 57°C/30segundos,
72°C/60segundos, seguidos por 20 ciclos de 95°C/30 segundos, 57°C/ 30 segundos,
72°C/1minuto e 5segundos, e a extensao final a 72°C/7minutos.

Na segundo etapa da amplificacdo (Nested PCR), utilizamos 10uL do produto do 1°
PCR que eram acrescentados a 40uL da mistura do segundo PCR (tabela 4-4). As
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condicdes de amplificacdo destes produtos foram idénticas as descritas para a primeira
PCR.

Tabela 4- 4: Reagentes utilizados para PCR aplicada ao gene N

Volume

Reagentes

1°PCR 2° PCR (Nested)
Tampao para PCR SpuL 5uL
MgCl2 50 mM 1,5puL 1,5puL
Desoxiribonucleotideos (dNTP) 10mM 1pL 1puL
Iniciador n1 (10pmol) 1L -
Iniciador n2R (10pmol) 1L -
Iniciador n3 (25pmol) - 1pL
Iniciador n4R (25pmol) - 1puL
Enzima Taq Platinum polimerase a 5U/uL 1pL 1uL
(Invitrogen, USA)
Agua livre de DNAses e RNAses 20,5 pL 30,5 uL
Volume final 30 pL 40 pL

Fonte: POP-LVRS-TE-018 (LVRS, 2010g)

Para a andlise dos produtos amplificados, 5uL do produto do segundo PCR + 15uL de
agua foram submetidos a eletroforese em E-gel de agarose a 2% (Invitrogen, USA),
vizualizados em um traniluminador com luz ultravioleta (UV), conforme descrito no
POP-LVRS-TC-001 (LVRS, 2010a)

4.6. Amplificacdo do fragmento génico H para sequenciamento

A reacdo de RT-PCR do fragmento génico H completo foi realizada conforme a
metodologia descrita por Kessler e colaboradores em 2011 (Kessler et al., 2011).

4.6.1. Sintese de cDNA

A mistura 1 contendo: 1uL de agua livre de nucleases, 1pL dos desoxirribonucleotideos
dNTP ( dATP, dGTP, dCTP and dTTP) a 10mM, 5pL de iniciadores randémicos a
0.03ug/pL (Random hexamer primer — Invitrogen, USA), foi adicionado a 5uL do RNA

extraido diretamente da amostra clinica (descrito no ponto 4-4.), perfazendo um volume
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total de 12uL que foi aquecida a 65°C por 5 minutos e posteriormente foi mantido em
banho de gelo. Em seguida, adicionou-se 8uL da mistura 2 contendo: 0,5uL RNAsin
40U/uL (invitrogen, USA), 0,5uL de agua livre de DNAses e RNAses, 4uL de 5X
First-Strand Buffer 5x, 2uL de Dithiothreitol (DTT) e 1uL da enzima SuperScript™ [II
reverse transcriptase a 200 U/uL (Invitrogen, USA). A mistura final (mistura
1+RNA+mistura 2) foi submetida a 25°C/5 minutos; 50°C/80 minutos e por fim a
72C°/15 minutos para extensdo. O cDNA sintetizado foi estocado a -20°C, ou

imediatamente usado para a reacao em cadeia da polimerase (PCR).
4.6.2. Padronizacdo da reacdo de sintese de cDNA

Para as amostras mais antigas, do ano de 2003 e 2006, foi feita uma padronizacdo da
reacdo de sintese do cDNA, onde primeiramente testamos a concentracdo dos
iniciadores randémicos (Random hexamer primer — Invitrogen, USA), a 0.03ug/ulL e a
3ug/uL. E na segunda fase testamos os iniciadores reversos especificos (H6 e H2) a

25pmol/uL, descritos por Kessler et al., 2011 (Figura 4-2).

Padronizamos o ensaio com os iniciadores reversos especificos (H6 e H2) a 25pmol/uL,

com o0s seguintes componentes da mistura 1: 1uL de agua livre de nucleases, 1uL dos
desoxirribonucleotideos dNTP ( dATP, dGTP, dCTP e dTTP) a 10mM, 1pL iniciadores
reversos especificos (H6 e H2) a 25pmol/puL, foi adicionado a 5uL do RNA extraido
diretamente da amostra clinica (descrito no ponto 4.4), perfazendo um volume total de
12uL que foi aquecida a 65°C por 5 minutos e posteriormente foi mantido em banho de
gelo. Em seguida, adicionou-se 8uL da mistura 2 contendo: 0,5uL RNAsin 40U/uL
(invitrogen, USA), 0,5uL de 4gua livre de DNAses e RNAses, 4pL de 5X First-Strand
Buffer 5x, 2uL de Dithiothreitol (DTT) e 1pL da enzima SuperScript™ III reverse
transcriptase a 200 U/ul (Invitrogen, USA). A mistura final (mistura 1+RNA+mistura 2)
foi submetida a 25°C/5 minutos; 50°C/80 minutos e uma extensdo final a 72C°/15
minutos. O cDNA sintetizado foi estocado a -20°C, ou imediatamente usado para a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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4.6.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR)

A partir do cDNA, realizamos duas etapas consecutivas de PCR, em um procedimento

“semi-nested” nas quais utilizamos as estratégias ilustradas na Figura 4-2.

Gene H

878nt
1 I H6 I
-

lE

1134nt
H5 | { H2
434nt
[ru] 4]
— —
530nt
| H3 I { H6 |
—_— <«

541nt
H5 H8
641nt
H7 | H2

Figura 4- 1: llustracdo da estratégia utilizada para a amplificacdo e sequenciamento da gene H
completo.

Na primeira PCR, foram amplificados dois fragmentos, um de aproximadamente 878 e
1134 pares de base (pb) utilizando os iniciadores H1-H6 e H5-H2 respectivamente. Na
segunda PCR procurou-se gerar produtos menores para 0 sequenciamento: em 4 reagdes
combinamos os iniciadores diferentes, uma com o iniciador H1 D (direto) com o
iniciador H4 R (reverso) (que gera um produto de cerca de 434 pb), em outra reacdo, 0
iniciador H3 D com o0 H6 R (530 pb), outra reagdo com o iniciador H5 D com o0 H8 R
(541 pb) e outra reacdo com o iniciador H7 D e 0 H2 R (641 pb). As sequéncias
caracteristicas de cada iniciador utilizado encontram-se descritas na Tabela 4-5. Os

63



iniciadores reversos H4 e H8 foram cedidos por Kessler J (as sequéncias dos iniciadores

foram enviadas por e-mail).

Tabela 4- 5: Informac®es gerais dos iniciadores para o Gene H

Iniciadores Sequéncia (5°-3) Posicao do Tamanho do
nucleotideos fragmento (em
pares de bases[pb])

H1 TTAAAACTTAGGGTGCAAGATCATCCACA 7242-7270 H1-H6, 878
H6 GACCATTACTGACTGGTTGCTCAA 8097-8120
H5 GTACCGAGTGTTTGAAGTAGGTGTTA 8023-8048 H5-H2, 1134
H2 GGGTGACATCATGTGATTGGTTCA 9134-9157
H4 TATCCCTCATGCTGAAGTCTCTAG 7653-7676 H1-H4, 434
H3 CACCTCAGAGATTCACTGACCTAGT 7590-7614 H3-H6, 530
H8 TAACTAGTGTGTGCCGAGTCC 8569-8589 H5-H8, 541
H7 GATCTGAGTCTGACAGTTGAGCTTA 8516-8540 H7-H2, 641

Fonte: Kessler et al., 2011(Kessler et al., 2011); Kessler, por e-mail.

4.6.3.1. Primeira reacdo de PCR:

Para a realizacdo da primeira PCR, utilizamos os seguintes componentes: 1uL dos
iniciadores a 25pmol/uL; 1uL de MgCl, (50mM); 18,9uL de agua livre de DNAses e
RNAses; 0,5uL de desoxinucleotideos (dNTPs) a 10mM; e 0,1uL de enzima Taq
Platinum polimerase a 5U/uL (Invitrogen, USA). A esta mistura foram adicionados 1pL
de DNACc, gerados na reacdo de RT, perfazendo um volume final de 25uL. Apos a
mistura os componentes foram submetidos & amplificacdo com o auxilio de um
termociclador Mastercycler gradiente (Eppendorf), equipamento que permite variar
automaticamente as condic¢Oes de temperatura e tempo. Para a desnaturacdo inicial das
moléculas, utilizamos a temperatura de 94°C/1,5min. A seguir, programamos 35 ciclos
para amplificacdo de 94°C/30seg para desnaturacdo, 53°C/1min anelamento, 72°C/1min

para extensdo e 1 ciclo final de 72°C/5min.
4.6.3.2. Segunda reacdo de PCR:

Na segunda reacgéo (semi-nested PCR), adicionou-se em microtubos de 200uL, 5 pL do

produto amplificado na primeira PCR diluido (1:50) a mistura contendo: 13,9uL agua

livre de DNAses e RNAses; 1uL de MgClz a 50 mM; 0,5 de dNTP a 10mM; 1uL de

iniciadores, direto e reverso; e 1uL da Tag Platinum Polimerase 5U/uL (Invitrogen,
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USA), perfazendo um volume total de 25uL. Colocou-se 0s microtubos no
termociclador previamente programado para 94°C/90seg para a desnaturacdo inicial,
seguido de 35 ciclos para a amplificagdo de 94°C/30seg para desnaturagdo, 58°C/1min

para hibridizacdo, 72°C/1min para extensao e 1 ciclo final de 72°C/5min.

Para a analise dos amplicons, foi realizada eletroforese em E-Gel agarose 2%
(Invitrogen, USA), visualizados em um transiluminador com luz, conforme descrito no
POP-LVRS-TC-001 (LVRS, 2010a).

4.7.  Purificacdo dos produtos da reacdo de RT-PCR

Todo o volume dos amplicons gerados apds a segundo PCR, foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% para a verificagcdo e excisdo dos produtos
amplificados. Aplicou-se todo o produto resultante da segunda PCR, mais 2uL de azul
de bromofenol e procedeu-se a eletroforese a 60V-50mA/ 2horas. Os produtos de
interesse foram cortados do gel com uma lamina de bisturi e armazenados em tubos de
1,5mL (Eppendorf). Apoés a excisdo, os produtos foram purificados a fim de remover
dNTPs e iniciadores residuais da reacdo de RT-PCR, utilizando o kit comercial
QlAquick Gel Extraction (GIAGEN, Alemanha) conforme o POP-LVRS-TC-004
(LVRS, 2010b). Adicionou-se 500uL de tampdo QG as bandas cortadas no gel de
agarose. Os tubos foram homogeneizados e incubados por 10 minutos com agitacdo em
vortex a cada 2-3minutos. Apds a completa dissolucdo do gel, a coloracdo da mistura
foi observada, tendo que estar com uma coloracdo amarela. Caso a mistura estivesse
laranja ou violeta, 10uL de 3M acetato de sodio era adicionado. As misturas foram
transferidas para as colunas e centrifugada por 1 minuto a 13000 rpm em
microcentrifuga. O eluido do tubo coletor foi descartado e 500uL de tampédo QG foram
acrescentados na coluna. Apés centrifugacdo por 1 minuto a 13000 rpm, foi realizada a
lavagem com 750 pL do tampdo PE. Apos incubacao de 2 a 5 minutos, foi efetuada uma
nova centrifugagdo por 1 minuto a 13000 rpm e o eluido foi descartado. A coluna foi
transferida para um tubo eppendorf de 1,5mL previamente identificado, e 0 DNA
purificado foi eluido pela adicdo de 30uL de eluente EB, incubado por 1 minuto a
temperatura ambiente e a seguir centrifugado por 1 minuto a 13000 rpm. O DNA ja

purificado foi estocado a -20°C ate ao momento da utilizacao.
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4.8. Quantificacdo do DNA

A quantificacdo de DNA, foi realizada conforme estabelecido no POP-LVRS-TC-003
(LVRS, 2010c) e, baseou-se na comparacdo da intensidade de brilho do marcador Low
Mass DNA Ladder (Invitrogen, USA) com a intensidade de brilho das bandas dos
produtos purificados, ap0s a eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Na eletroforese em
gel de agarose a 2% ou em E-Gel agarose 2% (Invitrogen, USA) foi aplicado 4pL do
DNA purificado e do marcador molecular Low Mass DNA Ladder (Invitrogen, USA) e
2uL do tampdo de solubilizacdo de amostra (azul de bromofenol a 0,05% e Xxileno
cianol a 0,05%). Apds a coloracdo do gel em solucéo de Brometo de Etideo (10mg/mL)
a visualizagéo das bandas foi realizada em transiluminador com luz Ultravioleta (UV).
Dessa forma foi possivel comparar a intensidade de brilho dos produtos e quantificar as
amostras que apresentarem 40 a 80ng de DNA, quantidade ideal para a realizacdo do

sequenciamento.

4.9. Reacdo de sequenciamento para o Gene H completo

Apo6s quantificacdo dos fragmentos de DNA amplificados foram sequenciados em
ambos os sentidos utilizando o Kit ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing
5.0v (Applied Biosystems, EUA), seguindo a metodologia descrita no POP-LVRS-TC-
007 (LVRS, 2010e). A reacdo de sequenciamento foi composta por 2uL de BigDye,
3uL de tampéo de diluicdo 5X, 1pL do iniciador com 1-2pL do produto do RT-PCR
purificado (dependente da concentracdo), completando com agua para um volume final
de 20uL. Cada um dos iniciadores estava na concentracdo de 3,2pmol. As condi¢des de
termociclagem consistiram de 30 ciclos de 96 °C/10seg, 50°C por 5 segundos e 60°C por

4 minutos.

4.10. Purificacdo do DNA

Apos a reacdo de sequenciamento o DNA foi precipitado e purificado utilizando
isopropanol com o objetivo de remover o excesso de “dideoxinucleotideos”
terminadores da reacdo de sequenciamento ndo incorporados e precipitar o DNA, esta
técnica encontra-se estabelecida no LVRS pelo POP-LVRS-TC-018 (LVRS, 2012). Foi
adicionado 80ul de isopropanol a 75% em cada reacdo de sequenciamento de 20ul, em
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seguida agitado no vortex e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Apos ter sido centrifugado durante 45 minutos a 4000 rpm, a temperatura
ambiente, o isopropanol foi cuidadosamente removido invertendo a placa em papel
absorvente. A placa foi seca no termobloco a 75°C por 5 minutos. No final o DNA ja
purificado foi ressuspenso em 20ul de formamida HiDi (Applied Biosystems, EUA)

para posterior sequenciamento.
4.11. Sequenciamento dos nucleotideos e alinhamento das sequéncias

O sequenciamento foi realizado em plataforma capilar, automatizada ABI 3130XL
(Applied Biosystem EUA), de 16 capilares, através de injecdo eletrocinética. O
polimero utilizado foi o POP-7 (Applied Biosystem, EUA) nas condi¢bes padrbes do
equipamento. Os electroferogramas gerados pelo sequenciador foram analisados
utilizando-se o programa Sequencher 5.0.

4.12. Analise filogenética

As sequéncias foram alinhadas no programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011), onde
também foram realizadas as andlises filogenéticas. As arvores filogenéticas foram
construidas com o uso do método de Maxima verossimilhanca (Strimmer & Moulton
2000) com re-amostragem — “bootstap”, 1000 repiticGes (Felssenstein, 1985). De formar
a determinar o melhor modelo a ser usado para calcular as distancias evolucionarias foi
usada a ferramenta “Modeltest” do programa MEGA 5.0, que determinou que o modelo
kimura-2-parametros (Kimura, 1980) seria 0 melhor a ser utilizado neste estudo. A taxa
de variacdo entre as posicdes foi modelada com a distribuicdo gamma e todas as
posicBes que continham lacunas de alinhamento e dados perdidos foram eliminados

apenas coma utilizacdo da opcdo Pairwise deletion.

Para confirmar o gendétipo das amostras, foram utilizadas as sequencias referéncia do
gene N parcial e do gene H completo para os diferentes gen6tipos do virus do sarampo
publicadas no GenBank e previamente estabelecidos pela OMS e CDC. As sequéncias
para 0 gene N dos 39 casos de sarampo genotipo D4 analisadas neste trabalho, foram
obtidas no momento da coleta. As mesmas foram obtidas no banco de dados do LVRS e

a maior parte delas ja encontram disponiveis no GenBank, descritas na tabela com o
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respectivo numero de acesso.

correspondentes ao gene H completo, estas foram depositadas no GenBank e os

ndmeros de acesso encontram-se descritos na Tabela 4-6 .

Tabela 4- 6: NUmero de acesso das sequéncias dos genes N parcial e H completo* do virus do

sarampo depositadas no GenBank

E para as sequencias geradas neste trabalho

Identificacio Acesso no GenBank
Gene N Gene H
MVs/SantaCatarina.BRA/48.03 KC291531 -
MVs/SantaCatarina.BRA/50.03 GU269275 KC291539
MVs/Bahia.BRA/43.06 KC291534 -
MVs/Bahia.BRA/45.06 GU269278 -
MVs/Bahia.BRA/45.06/2 KC291535 -
MVs/Bahia.BRA/46.06 KC291536 -
MVs/Bahia.BRA/46.06/2 KC291532 Aguarda liberacdo**
MVs/Bahia.BRA/46.06/3 KC291533 -
MVs/Bahia.BRA/51.06 GU269279 -
MVs/Para.BRA/30.10 HQ234915 -
MVs/Para.BRA/30.10/2 HG891120 Aguarda liberacdo**
MVs/SaoPaulo.BRA/5.11 JN248793 -
MVs/MataGrossdoSul. BRA/10.11 JN248789 KC291549
MVs/RioGrandedoSul.BRA/13.11 JN248794 KC291543
MVs/RioGrandedoSul.BRA/14.11 JN248795 KC291542
MVs/RioGrandedoSul.BRA/16.11 JN248796 KC291541
MVs/RiodeJaneiro.BRA/17.11 JN248790 KC291546
MVs/RioGrandedoSul.BRA/17.11 JQ2464504 -
MVs/DistritoFederal. BRA/18.11 JQ246499 -
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11 JQ2464500 KC291544
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11/1 JN248791 KC291545
MVs/RioGrandedoSul.BRA/19.11 JQ2464503 -
MVs/RioGrandedoSul.BRA/20.11 JN248797 -
MVs/SaoPaulo.BRA/21.11 JQ246490 -
MVs/SaoPaulo.BRA/21.11/1 JQ246489 -
MVs/RiodeJaneiro.BRA/22.11 JQ2464501 -
MVs/RioGrandedoSul/23.11 JQ2464505 KC291540
MVs/SaoPaulo.BRA/32.11 JQ246491 -
MVs/SaoPaulo.BRA/34.11 JQ246492 -
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11 JQ246493 -
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11/1 JQ246494 -
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11/2 KC291537 -
MVs/SaoPaulo.BRA/39.11 JQ246298 -
MVs/SaoPaulo.BRA/40.11 JQ246495 -
MVs/SaoPaulo.BRA/41.11 JQ246497 -
MVs/MinasGerais.BRA/41.11 JQ2464502 KC291548
MVs/SaoPaulo.BRA/42.11 JQ246496 KC291538
MVs/SaoPaulo.BRA/51.11 JQ699289 -
MVs/Pernambuco.BRA/2.12 JQ699290 KC291547

*As sequéncias do gene H completo foram obtidas neste trabalho.

** j& foram enviadas para publicacdo no GenBank, aguardando liberacéo e envio dos
respectivos nimeros de acesso.

- ndo foram obtidas as respectivas sequéncias neste trabalho
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A variabilidade das sequencias obtidas neste trabalho foram analisadas utilizando o
fragmento do gene N parcial e do gene H completo em relacdo a referéncia para o
gendtipo D4, Mvi/Montreal. CAN/89 (AF079554 e U01976) e as sequéncias disponiveis
no GenBank para esse gene. E para a anélise das substituicdes no gene H completo foi

utilizada a amostra da sequéncia vacinal - Schwarz (U03667 e AF266291).
4.13. Consideracdes Eticas

As amostras de secrecdo de nasofaringe e urina que foram utilizadas neste estudo
provém da demanda espontanea do Laboratorio de Virus Respiratorios e do Sarampo,
IOC, FIOCRUZ. Essas amostras foram coletadas no ambito do Programa de Vigilancia
Epidemioldgica do Sarampo do Ministério da Saude do Brasil para investigagdo de
surto, identificacdo do virus e/ou caracterizacdo do virus do sarampo no Brasil.

Portanto, sem necessidade de aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa.

Neste trabalho, a identidade de todos os pacientes foi preservada, uma vez que as
amostras foram identificadas apenas pelo nimero de registro de entrada no banco de
dados do LVRS.

69



5. RESULTADOS

5.1.  Isolamento do virus do sarampo em culturas celulares Vero/SLAM

Do banco de dados do LVRS, foi possivel selecionar 39 casos positivos para o virus do
sarampo, genoétipo D4, previamente identificados pela amplificacdo parcial do gene N
através do ensaio de RT-PCR, quando da andlise inicial a partir da chegada das
amostras bioldgicas ao LVRS. Destes 39 casos de sarampo genétipo D4, 16 néo
apresentaram material bioldgico suficiente para os ensaios de isolamento em cultura de
células. As 38 amostras pertencentes aos 23 casos com volume suficiente para o
isolamento viral, foram entdo inoculadas em cultura de células Vero/SLAM (Figura 5-
1). Esse ensaio deveria ter resultado em um efeito citopatico (formagdo de pequenos

sincicios) caracteristico para o virus do sarampo, como ilustrado na Figura 5-2.

39 casos positivos genotipo D4:
*34 amostras de SNF
+30 amostras de URN
11 amostras de LNF
*1 RNA extraido

v v
16 casos com quantidade 2 casos com quantidade de amostra
de amostra insuficiente insuficiente para amplificagdo do
para o isolamento viral gene H completo por RT-PCR
em cultura J’
‘lf 37 casos:
23 casos inoculados: *34 amostras de SNF
+19 amostras de SNF +30 amostras de URN
+19 amostras de URN 10 amostras de LNF

A 4
O Isolados com resultado positivo
para o virus do sarampo
*Confirmados por RT-PCR, gene N
parcial

A 4
17 casos positivos RT-PCR, gene H completo:
*13 amostras de SNF
10 amostras de URN
1 amostra de LNF

*SNF - Secre¢do nasofaringea

“URN - Urina 14 casos = 14 sequencias do gene H completo

*LNF - Linfécito

Figura 5-1: Fluxograma de sele¢do das amostras para o ensaio realizado.
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Figura 5-2: llustra o efeito citopatico (CPE) em células Vero/hSLAM causado pelo virus do
sarampo.
Fonte: (WHO 2007)

Entretanto, em nenhuma das 38 amostras (19 amostras de SNF e 19 amostras URN)
inoculadas em cultura, observou-se efeito citopatico, mesmo apds repeticdo do ensaio.
Este resultado negativo foi confirmado pela realizacdo do ensaio de RT-PCR do
sobrenadante das culturas para amplificacdo do fragmento génico N de 552pb mostrado

na Figura 5-3.

1 2 3 4 56 7 8 9 101112

O C— —C— — — C— — — — —

L ——— Aproximadamente 552pb

Figura 5-3: Gel de agarose a 2% apds eletroforese apresentando os produtos da amplificacdo do
gene da proteina n, obtidos na reacéo de RT-PCR.

Poco 1: controle negativo da reacdo de RT-PCR. Nos pogos 2-8 amostras isoladas obtidas apds
inoculacdo em células Vero/SLAM foram negativas apds a reacdo de RT-PCR para amplificacdo do
fragmento génico N. Pogo 9: controle positivo da reagdo de RT-PCR. Poco 10: 4gua. Poco 11: marcador
molecular de 100pb. Poco 12: 4gua

5.2. Analise filogenética do gene N parcial (450 nucleotideos)

A OMS recomenda o sequenciamento dos 450 nucleotideos que codificam os 150
aminoéacidos da parte COOH terminal da proteina N, como sendo o fragmento minimo

para a genotipagem do virus do sarampo a partir de isolados ou diretamente de amostras
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clinicas (WHO, 2012). Realizamos o alinhamento das sequéncias parciais do gene N
previamente obtidas durante a rotina do laboratdrio- LVRS e disponiveis no GenBank,
referentes aos 39 casos de sarampo, gendtipo D4.

As relacdes filogenéticas entre as sequéncias brasileiras de virus do sarampo e as
diferentes cepas referéncia para os gendtipos definidos e reconhecidos pela OMS podem
ser visualizadas na arvore filogenética ilustrada na Figura 5-4. Demonstra-se que as

amostras brasileiras pertencem ao genétipo DA4.

As sequéncias do ano de 2003, coletadas no estado de Santa Catarina, quando
comparadas com a sequéncia referéncia (gene N parcial) para o gendtipo D4,
MVi/Montreal. CAN/89, apresentaram um percentual de divergéncia de nucleotideos de
2,0%, e para as sequéncias de 2006 coletadas no estado da Bahia os percentuais de
divergéncia variaram de 2,5% a 2,9%.

As sequéncias parciais do gene N dos anos de 2010 e 2011 quando comparadas entre si,
mostraram-se idénticas, a excecdo das sequéncias MVs/SaoPaulo.BRA/51.11,
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11/2 e MVs/MinasGerais.BRA/41.11 que ao serem comparadas
com as demais sequéncias brasileiras dos mesmos anos apresentaram um percentual de
divergéncia de 0,2%. Por outro lado, as amostras dos anos de 2010 e 2011, quando
comparadas com a sequéncia referéncia MVi/Montreal. CAN/89, apresentaram uma
divergéncia de 2,5 % a 2,8%.

Para a sequéncia MVs/Pernanbuco.BRA/2.12, o percentual de divergéncia de
nucleotideos foi de 3,0% quando comparada com a sequéncia referéncia para o genétipo
D4 (MVi/Montreal. CAN/89).
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MVs/SaoPaulo.BRA/42.11
MVs/SaoPaulo.BRA/41.11
MVs/SaoPaulo.BRA/40.11
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11/1
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11
MVs/SaoPaulo.BRA/34.11
MVs/SaoPaulo.BRA/32.11
MVs/RioGrandedoSul.BRA/23.11
MVs/RioGrandedoSul.BRA/17.11
MVs/RiodeJdaneiro.BRA/22.11
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23 MVs/RioGrandedoSul .BRA/13.11

MVs/RioGrandedoSul.BRA/14.11
MVs/RiodeJdaneiro.BRA/17.11
MVs/RioGrandedoSul.BRA/16.11

— MVs/Pernambuco.BRA/2.12
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Figura 5-1: Relagdo filogenética das amostras do virus do sarampo (regido C-terminal da proteina
N) do gendtipo D4 circulantes no Brasil em 2003, 2006, 2010, 2011 e 2012 e as cepas referéncia dos
principais genétipos.

Arvore filogenética inferida pelo método de Méaxima verossimilhanga. Os valores de bootstrap, acima de
80% encontram-se indicados proximos aos ramos. As distancias evolucionarias foram calculadas com
base no modelo kimura-2-pardmetros. A taxa de variagdo entre as posi¢des foi modelada com a
distribuicdo gamma. Os anos das coletas das amostras deste estudo estdo evidenciados em cores
diferentes, 2003 cor verde, 2006 cor purpura, 2010 cor vermelha e 2012 cor lilas. Sequéncias das cepas
referéncia dos principais gendtipos ja descritos para o virus do sarampo e reconhecidos pela OMS.
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5.3.  Andlise da variabilidade da sequéncia do gene N parcial

Para a melhor caracterizacdo das nossas amostras, construimos uma arvore filogenética
com as sequencias brasileiras do gendtipo D4 analisadas neste estudo e as sequéncias do

mesmo genatipo circulantes no mundo. A arvore filogenética se encontra na Figura 5-5.

Em 2003, as amostras MVs/SantaCatarina.BRA/48.03 e MVs/SantaCatarina.BRA/50.03
coletadas no estado de Santa Catarina se agruparam no mesmo ramo com a sequéncia
MVs/Zagreb.HRV.48.03.

As amostras de 2006 que foram coletadas no estado da Bahia se agruparam no mesmo
ramo com as amostras do Canadd  (Mvi/Quebec/38.7), da India
(MVs/VALSAD.IND/17.10/7) e da Polonia (Mvi/warsaw.POL/28.06.

Em 2010, as amostras MVs/Para.BRA/30.10 e MVs/Para.BRA/30.10/2, coletadas no
Pard, se agruparam com as amostras de 2011 coletadas nos estados de Séo Paulo,
Minas Gerais, Distrito Federal, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul e Rio de
Janeiro, que por sua vez se agruparam no mesmo ramo com as amostras de Varios paises
da Europa do anos 2009, 2010 e 2011 e dos Estados Unidos coletadas em 2009.

Em 2011, as sequéncias MVs/SdoPaulo.BRA/37.11/2, MVs/MinasGerais.BRA/41.11 e
MVs/SdoPaulo.BRA/51.11 agruparam-se entre si no mesmo ramo, nestas identificamos
a alteracdo V4751, o que provavelmente as distanciou das demais amostras do mesmo
ano. A sequéncia MVs/Pernambuco.BRA/2.12 e as demais sequéncias da Europa e
EUA que se agruparam entre si no mesmo ramo apresentaram a alteracdo P472L, o que
as distanciou das demais amostras na arvore. Esta alteracdo somente foi identificada

nessas sequéncias em relacdo as demais sequéncias analisadas e descritas na arvore.

A anélise das sequéncias brasileiras da regido C-terminal do gene do N pertencentes ao
gendtipo D4 mostrou a circulacdo de diferentes linhagens, indicando que estes casos de
sarampo resultam de importacdes e/ou de casos relacionados & importacéo de paises da
Europa. Neste continente o gendtipo D4 tem sido relacionado a varios surtos e casos

esporadicos.
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Figura 5-2: Relacdo filogenética das amostras do virus do sarampo (regido terminal dos 450
nucleotideos variaveis do gene N) do gendtipo D4 circulantes no Brasil em 2003, 2006, 2010, 2011 e
2012 e as cepas circulantes no mundo.

Arvore filogenética inferida pelo método de Maxima verossimilhanga. Os valores de bootstrap, acima de
65% encontram-se indicados préximos aos ramos. As distancias evolucionarias foram calculadas com
base no modelo kimura-2-parametros. A taxa de variagdo entre as posi¢des foi modelada com a
distribuicdo gamma. Os anos das coletas das amostras deste estudo estdo evidenciados em cores
diferentes, 2003 cor verde, 2006 cor parpura, 2010 cor vermelha e 2012 cor lilas.
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Todas as amostras brasileiras dos anos de 2012, 2011 e 2012 dos virus do sarampo
genotipo D4 analisadas neste estudo agrupam-se em um ramo muito proximo da
amostra MVs/Enfield. GBR714.07, que apresentou muitas variantes em circulacdo na
Europa em 2011 (WHO 2011). Ao fazermos uma comparacgéo entre elas, foi obtido um
percentual de divergéncia de nucleotideos de 0,2 e 0,4%, como podemos observar na
arvore filogenética apresentada na Figura 5-5. Estes resultados ilustram claramente a

diferentes introduc¢des do genétipo D4 no Brasil.

O alinhamento das sequéncias de aminodcidos das amostras brasileiras dos anos de
2003, 2006, 2010, 2011 e 2012 dos virus do sarampo genotipo D4 analisadas neste

trabalho com a amostra padrdo Schwarz encontram-se na Tabela 5-1.

Tabela 5- 1: Alinhamento de amino&cidos das 39 sequéncias do gene N (regido C-terminal da
proteina N) do virus do sarampo, com a cepa vacinal Schwarz e a cepa Montreal referéncia para o
gendtipo D4.

375 385 395 405 415 425 435 445

Schwarz_vaccine KVSSTLASEL GITAEDARLV SEIAMHTTED KISRAVGPRQ AQVSFLHGDQ SENELPRLGG KEDRRVKQSR GEARESYRET
MVi/Montreal .CAN/0.89/ .......... ..ii.iiiiie ceiaaaaa.. 2 Io... oo, Gt i
MVs/SantaCatarina.BRA/50.03  .......iiit thiiiiniinn tuennanann 2 Toeee cinnnn G..S ..in.nn Ge viviiiann
MVs/SantaCatarina.BRA/48.03  .......... tiiiiiinnn tiininaannn Revvnnnnn e Toooe connn. G..S ... Ge v
MVs/Bahia.BRA/43.06 L e e 2 Toeer e Gevr vieneann G. ... H..

MVs/Bahia.BRA/45.06 L. i e 2 Toeer e Gevr e G. ... H..

MVs/Bahia.BRA/45.06/2 i i e Roooooin oo I.... ..., Gov vl G. ...... H...
MVs/Bahia.BRA/46.06 L. e e 2 Toeer e Gevr e G. ... H..

MVs/Bahia.BRA/46.06/2 i e e Rooooooon oo Ioo.. oo, Gevw it G. ..., H...
MVs/Bahia.BRA/46.06/3 L..i.iiii. i e 2 Toeer e Gevr e G. ... H..

MVs/Bahia.BRA/51.06 i e e Rooooooon oo Ioo.. oo, Goeve i G. ..., H...
MVs/Para.BRA/30.10 i e e 2 Toeee cinnnn [ [
MVs/Para.BRA/30.10/2 i e e Revoviion o I.o... oo Gove i G. i
MVs/SaoPaulo.BRA/5.11 ... e e Rivevnnnnn vvnnn Tovee cinnnn [ [
MVs/Matogrossodosul .BRA/LI0.11 .....uiiit tiiiinnnnn tueenennnn Revivvnnnn vunnn ITooee ceeenn Geve v G v
MVs/RioGrandedoSul.BRA/I3.11 .....iiiin tuiniinnnn vnennnnnnn Rivevnnnnn vvnnn Tovee cinnnn [ [
MVs/RioGrandedoSul.BRA/14.11 ........it tiiniiiinnn tunnnennnn Revvnnnnn e Tooee oo Gove viiienn Go v
MVs/RiodeJaneiro.BRA/17.11  .....iiiin tiiiiinnnn e 2 Toeee cennnn [ [
MVs/RioGrandedoSul.BRA/16.11 .......... tiiniiiinnn tunnnennnn Revvnnnnn e Tooee oo Gove viiienn Go i
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11  .....iiiit tiiiiinitnn cuenaanaan Rivennnn vennn Tovee cinnnn [ [
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11/1 ......iiin tiiiiiinnn tiniann Revvnnnne e Tooee oo Gove viiienn Go v
MVs/DistritoFederal .BRA/18.11 .....iiiit thiniinnnn vnvnnnnnnn 2 N [ [
MVs/RioGrandedoSul.BRA/20.11 .......... tiiniininnn tunnnennnn Revvnnnne e Tooee oo Gove viiienn Go v
MVs/SaoPaulo.BRA/21.11/1 ...iiiiiin ittt i 2 Tooee e Gevr viiiannn [
MVs/SaoPaulo.BRA/21.11 ...ttt i e Revvnnnne e Tooee oo Gove viiienn Go v
MVs/RioGrandedoSul.BRA/19.11 ...ttt tiiniiinnnn vuennnennnn Rivevnnnnn vvnnn Tovee cinnn [ [
MVs/RiodeJaneiro.BRA/22.11 ...ttt tiiiiiiiis e Revvnnnne e Tooee oo Gove viiienn Go v
MVs/RioGrandedoSul.BRA/17.11 .....iiiin thiiiinnnn cuennnnnnn Rivevnnnnn vvnnn Tovee cinnnn [ [
MVs/RioGrandedoSul.BRA/23.11 ........i. tiiiiiinnn tunnnennnn Revvnnnne e Tooee oo Gove viiienn Go v
MVs/SaoPaulo.BRA/32.11 L ..iiiiiit ieiiieiae e 2 Toeet e Gevr viiieann G v
MVs/SaoPaulo.BRA/34.11 ...ttt i e Revivnnnnn vunnn Toeer veinnn Gove viinnenn Ge v
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11 ...ttt i e Revevvnnnn e Ioeee oennnn Gove veiienn Go i
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11/1 .. iiiiiit ittt et Revrvnnnnn vunnn Toeer vennn Gove viiieenn G. il
MVs/SaoPaulo.BRA/40.11 ... ...t i i Revevvnnnn e Ioeee oennnn Gove veiienn Go i
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11/2 ...ttt ittt et Rovivnnnnn vunnn Toooe cinnn. Gove vvinnenn G. vl
MVs/MinasGerais.BRA/41.11 ... ...ttt ittt i Revevvnnnn e Ioeee oennnn Gove veiienn Go i
MVs/SaoPaulo.BRA/42.11 .. ...ttt it e Revivnnnnn vnnn Toooe cinnnn Geve vvinnenn Ge veiiiann
MVs/SaoPaulo.BRA/41.11 .. ...t i e Revevvnnnn e Ioeee oennnn Gove veiienn Go i
MVs/SaoPaulo.BRA/39.11 ... ...t it caeaaeaaa Rovivnvnnn vunnn Tovee cinnnn Gove vvinnann Ge viiinann



MVs/SaoPaulo.BRA/51.11
MVs/Pernambuco.BRA/2.12

Schwarz_vaccine

MVi/Montreal .CAN/0.89/
MVs/SantaCatarina.BRA/50.03
MVs/SantaCatarina.BRA/48.03
MVs/Bahia.BRA/43.06
MVs/Bahia.BRA/45.06
MVs/Bahia.BRA/45.06/2
MVs/Bahia.BRA/46.06
MVs/Bahia.BRA/46.06/2
MVs/Bahia.BRA/46.06/3
MVs/Bahia.BRA/51.06
MVs/Para.BRA/30.10
MVs/Para.BRA/30.10/2
MVs/SaoPaulo.BRA/5.11
MVs/Matogrossodosul .BRA/10.11
MVs/RioGrandedoSul.BRA/13.11
MVs/RioGrandedoSul.BRA/14.11
MVs/RiodeJaneiro.BRA/17.11
MVs/RioGrandedoSul.BRA/16.11
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11/1
MVs/DistritoFederal .BRA/18.11
MVs/RioGrandedoSul.BRA/20.11
MVs/SaoPaulo.BRA/21.11/1
MVs/SaoPaulo.BRA/21.11
MVs/RioGrandedoSul.BRA/19.11
MVs/RiodeJaneiro.BRA/22.11
MVs/RioGrandedoSul.BRA/17.11
MVs/RioGrandedoSul.BRA/23.11
MVs/SaoPaulo.BRA/32.11
MVs/SaoPaulo.BRA/34.11
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11/1
MVs/SaoPaulo.BRA/40.11
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11/2
MVs/MinasGerais.BRA/41.11
MVs/SaoPaulo.BRA/42.11
MVs/SaoPaulo.BRA/41.11
MVs/SaoPaulo.BRA/39.11
MVs/SaoPaulo.BRA/51.11

MVs/Pernambuco.BRA/2.12

A sequéncia Schwarz vacinal foi utilizada como referéncia para identificar a localizacéo
dos residuos de aminoacidos que sofreram substituicdes (Tabela 5-2), em particular, a
regido entre os aminoacidos 457-476, que foi descrita como um dos trés sitios
antigénicos (Buckland, Giraudon et al. 1989). Nessa regido foi possivel identificar as
alteracbes T4691 e G470S em todas as sequéncias aqui analisadas. ldentificamos
também as alteracBes S460G, P468L e L473P nas sequéncias do ano de 2006. As
alteracbes A462V e 1475V foram observadas somente nas sequéncias dos anos de 2010,
2011 e 2012. A alteragcdo P472L foi somente identificada na amostra do ano de 2012.
Foi ainda possivel identificar a alteracdo N522D, e este residuo de aminoacido foi

S IS.... ... S..G
S IS.... ... S..G
.S...G.. LIS..P. .... S..G
.S...G.. LIS..P. .... S..G
.S5...G.. LIS..P. .... S..G
.S...G.. LIS..P. .... S..G
.S...G. LIS..P. .... S..G
.S...G. LIS..P. .... S..G
.S...G... LIS..P. .... S..G
[ B Is.. V...S5..G
SS..llVe IS.... V...5..G
[ O IS.... V...S5..G
SS..llVe Is. V...5..G
[ P Is. V...S..G
SS..llVe Is. V...5..G
[ O Is.. V...S..G
SS...LWVL IS.... V...5..G
SSell VL IS.... V...S5..G
[ P Is. V...5..G
[ P Is. V...5..G
SSe.lVL Is. V...5..G
SS...LWVL Is. V...5..G
SSell VL Is.. V...5..G
[ P IS.... V...5..G
SSellllVL IS.... V...S5..G
[ P Is. V...5..G
SSell VL Is. V...5..G
[ Is. V...5..G
SSell VL IS.. V...5..G
[ P IS.... V...5..G
SSell VL IS.... V...S5..G
SS...LWVL Is. V...5..G
SSell VL IS.... ... S..G
[ P IS.... ... S..G
SSe.llVL Is.. V...5..G
I IS.... V...5..G
SSellVL IS.... V...5..G
I IS.... .... S..G
SSellVL IS.L V...S..G

Revevnnnnn e Toeee tinnn. [ Ge v
Rovivnnnnn i I.... ool Gov viiiil. G. ol
485 495 505 515
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relacionado com o hsp72 (Zhang et al., 2005) que promove a sintese de RNA e a

propagacéo do virus do sarampo (Carsillo et al., 2006)

Tabela 5- 2: Substituicbes nos residuos de aminoacidos (regido C-terminal da proteina N) nas
sequéncias analisadas do virus do sarampo do genétipo D4 circulante durante os anos de 2003,

2006, 2010, 2011 e 2012, em relacéo a sequéncia vacinal Schwarz

Residuos de aminoacidos

Amostras 405 420 431 434 443 451 456 460 462 468 469 470 472 473 475 479 482 505 514 515 516 521 522
Schwarz_vaccine K L R G S Y P S A P T G P L | T S S T P | R N
MVs/SantaCatarina.BRA/50.03 R ! G S G S 1 S S G L - - -
MVs/SantaCatarina.BRA/847.03 R | G S G S ! S S G L - - -
MVs/Bahia.BRA/43.06 R I G G H s & L I s P s 6 L I s R K
MVs/Bahia.BRA/45.06 R I G G H s & L I s P s 6 L I s R K D
MVs/Bahia. BRA/45.06/2 R I G G H s & L I s P s 6 L I s R K -
MVs/Bahia.BRA/46.06 R I G G H s & L I s P s 6 L I s R K D
MVs/Bahia. BRA/46.06/2 R I G G H s G L I s P s 6 L I s R K D
MVs/Bahia. BRA/46.06/3 R I G G H s G L I s P s 6 L I s R K D
MVs/Bahia.BRA/51.06 R I G G H s G L I s P s 6 L - - -
MVs/Para.BRA/30.10 R I G G s v I s Vv s 6 L I s R K D
MVs/Para.BRA/30.10/2 R I G G s v I s vV s 6 L I s R K D
MVs/SaoPaulo.BRA/5. 11 R I G G s v I s vV s 6 L I s R K D
MVs/Matogrossodosul. BRA/10.11 R | G G S \Y% | S \ S G L | S R K D
MVs/RioGrandedoSulBRA/13.11 R I G G s v I s vV s 6 L I s R K D
MVs/RioGrandedoSulBRA/14.11 R I G G s v I s Vv s 6 L I s R K D
MVs/RiodeJaneiro.BRA/17.11 R I G G s v I s Vv s 6 L I s R K D
MVs/RioGrandedoSulBRA/16.11 R I G G s v I s Vv s 6 L I s R K D
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11 R I G G s v I s Vv s 6 L I s R K D
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11/1 R I G G s v I s vV s 6 L I s R K D
MVs/DistritoFederal. BRA/18.11 R I G G s v I s vV s 6 L I s R K D
MVs/RioGrandedoSul.BRA/20.11 R I G G s v I s vV s 6 L I s R K D
MVs/SaoPaulo.BRA/21.11/1 R I G G s v I s v s 6 L I s R K D
MVs/SaoPaulo.BRA/21.11 R I G G s v I s v s 6 L I s R K D
MVs/RioGrandedoSul. BRA/19.11 R | G G S \ | S \ S G L | S R K D
MVs/RiodeJaneiro.BRA/22.11 R I G G s v I s v s 6 L I s R K D
MVs/RioGrandedoSul.BRA/17.11 R I G G s v I s v s 6 L I s R K D
MVs/RioGrandedoSulBRA23.11 R I G G s v I s v s 6 L I s R K D
MVs/SaoPaulo.BRA/32.11 R I G G s v I s v s 6 L I s R K D
MVs/SaoPaulo.BRA/34.11 R I G G s v I s v s 6 L I s R K D
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11 R I G G s v I s v s 6 L I s R K D
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11/1 R I G G s v I s v s 6 L I s R K D
MVs/SaoPaulo.BRA/40.11 R | G G S \ | S \ S G L | S R K D
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11/2 R I G G s v I s v s 6 L I s R K D
MVs/MinasGerais.BRA/41.11 R I G G s v I s v s 6 L I s R K D
MVs/SaoPaulo.BRA/42.11 R I G G s v I s v s 6 L I s R K D
MVs/SaoPaulo.BRA/41.11 R I G G s v I s v s 6 L I s R K D
MVs/SaoPaulo.BRA/39.11 R I G G s v I s Vv s 6 L I s R K D
MVs/SaoPaulo.BRA/51.11 R I G G s v I s Vv s 6 L I s R K D
MVs/Pernambuco.BRA/2.12 R I G G s v I s L v s & L I s R K D

Sequéncias compostas por aproximadamente 150 aminoécidos pertencentes ao gene N do virus do
sarampo gendtipo D4. A numeragdo usada foi determinada a partir do primeiro aminoacido do gene N
completo da sequéncia da cepa vacinal Schwarz. D=Acido aspartico; S=Serina; E=Acido glutdmico;
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T=Triénima; G=Glicina; V=Valina; K=Lisina; P=Prolina; N=Asparagina; F=Fenilalanina; L=Leucina;
H=Histidina; R=Arginina; A=Alanina; I=Isoleucina; Q=Glutamina; Y=Tirosina

Foi feita uma comparagéo entre as sequéncias brasileiras da regido C-terminal do gene
N com a sequéncia referéncia para o genotipo D4 (Figura 5-3).

Tabela 5-3: Substituicbes nos residuos de aminoacidos nas sequéncias (proteina N) analisadas do
virus do sarampo do genétipo D4 circulante durante os anos de 2003, 2006, 2010, 2011 e 2012, em
relacdo a sequéncia referéncia para o genétipo D4 (MVi/Montreal. CAN/89)

Residuos de aminoacidos

Amostras 434 443 451 460 462 468 469 472 473 475 515

MVi/Montreal. CAN/0.89 G Y S A [ T [ L | P
MVs/SantaCatarina.BRA/50.03 S
MVs/SantaCatarina.BRA/847.03 S
MVs/Bahia.BRA/43.06
MVs/Bahia.BRA/45.06
MVs/Bahia.BRA/45.06/2
MVs/Bahia.BRA/46.06
MVs/Bahia.BRA/46.06/2
MVs/Bahia.BRA/46.06/3
MVs/Bahia.BRA/51.06
MVs/Para.BRA/30.10
MVs/Para.BRA/30.10/2
MVs/SaoPaulo.BRA/5.11
MVs/Matogrossodosul. BRA/10.11
MVs/RioGrandedoSul. BRA/13.11
MVs/RioGrandedoSul. BRA/14.11
MVs/RiodeJaneiro.BRA/17.11
MVs/RioGrandedoSul. BRA/16.11
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11/1
MVs/DistritoFederal. BRA/18.11
MVs/RioGrandedoSul. BRA/20.11
MVs/SaoPaulo.BRA/21.11/1
MVs/SaoPaulo.BRA/21.11
MVs/RioGrandedoSul. BRA/19.11
MVs/RiodeJaneiro.BRA/22.11
MVs/RioGrandedoSul. BRA/17.11
MVs/RioGrandedoSul. BRA/23.11
MVs/SaoPaulo.BRA/32.11
MVs/SaoPaulo.BRA/34.11
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11/1
MVs/SaoPaulo.BRA/40.11
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11/2
MVs/MinasGerais.BRA/41.11

IITIITIIIITT
OOOOOOn
rrrrrrr
T U U T U TUTDT

nwvwnvnnon:

OOOOOOLOLOOOOOLOOOOOLOLOOOLOOLOLOLOOOLOLOLOLOOOLOLOLOLOOLOOW"w
<K<K <LK<LKLKLKLKLKCLKLKCKLKCKLKLKLKLKLKLKLKKLKKLKKL

KLKLKLK<LK<LK <K<K <K<K <LK <LK <K<K <LK <L <L <L <K<K <K<K LKLk <
VLV OLLOOLOONNDONODODNDNDONOODNDNNNONONNNnNnnon :

MVs/SaoPaulo.BRA/42.11 \Y/
MVs/SaoPaulo.BRA/41.11 \)
MVs/SaoPaulo.BRA/39.11 \)
MVs/SaoPaulo.BRA/51.11

MVs/Pernambuco.BRA/2.12 L Vv

Sequéncias compostas por aproximadamente 150 aminoécidos pertencentes ao gene N do virus do
sarampo genotipo D4. A numeracdo usada foi determinada a partir do primeiro aminoacido do gene N
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completo da sequéncia da cepa vacinal Schwarz. S=Serina; T=Triénima; G=Glicina; V=Valina;
P=Prolina; L=Leucina; H=Histidina; A=Alanina; I=Isoleucina; Q=Glutamina; Y=Tirosina

Ao comparar-se as duas sequéncias do ano de 2003 com a sequéncia referéncia para o
genotipo D4 (Montreal-D4), observou-se a substituicdo G434S. Esta substituicdo so6 foi
encontrada nestas amostras em relacdo as demais sequéncias brasileiras analisadas neste
trabalho. Apenas na sequéncia do ano de 2012 foi identificada a substituicdo P472L
(Tabela 5-3). As substituicbes identificadas nas sequéncias brasileiras (quando
comparadas as cepas de referéncia Schwarz e Montreal) foram observadas em outras

sequéncias do gendtipo D4 circulantes no mundo.

As amostras brasileiras do genétipo D4 agruparam-se entre si e por ano. Apds uma
analise no BLAST (ferramenta do GenBank), notou-se que algumas amostras eram
proximas as circulantes na Europa, india e Estados Unidos (Tabelas 5-4 a 5-8).

Tabela 5-4: Mutacg0es identificadas nas amostras Brasileiras do genotipo D4 (regido C-terminal da
proteina N) do ano de 2003 em relacdo a amostras da Europa do mesmo ano.
Sequéncias similares

Amostras i Mutacdes
Pais Ano Nome

MVs/SantaCatarina.BRA/50.03
Croécia 2003 MVs.Zagreb.HRV.48.03 NI
MVs/SantaCatarina.BRA/48.03

NI — Nao identificada

Tabela 5-5: Mutac6es identificadas nas amostras Brasileiras do’genétipo D4 (regido C-terminal da
proteina N) do ano de 2006 em relacdo a amostras da Europa e India.

Sequéncias similares Mutacdo
Amostras -
Pais Ano Nome

MVs/Bahia.BRA/43.06

MVs/Bahia.BRA/45.06
MVs/Bahia.BRA/45.06/2

MVs/Bahia.BRA/46.06 Polbnia 2006 MVi/Warsaw.POL/28.06
MVs/Bahia.BRA/46.06/2 india 2007 MVs/VVALSAD.IND/17.10/7
MVs/Bahia.BRA/46.06/3 Canada 2007 MVi/Quebec.CAN/38.07 NI

MVs/Bahia.BRA/51.06
MVs/Bahia.BRA/43.06
MVs/Bahia.BRA/45.06
MVs/Bahia.BRA/45.06/2
MVs/Bahia.BRA/46.06
MVs/Bahia.BRA/46.06/2

As sequéncias MVi/Warsaw.POL/28.06, MVs/VALSAD.IND/17.10/7 e MVi/Quebec.CAN/38.07 séo
idénticas entre si em termos de percentual de divergéncia de aminoacidos. NI — Nao identificada
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As sequéncias MVs/Para.BRA/30.10 e Mvs/Para.BRA/30.10/2 quando comparadas em
termos de percentual de divergéncia de aminoacidos foram idénticas entre si e as
sequéncias que se aproximaram a elas ap6s 0 BLAST, exceto com a “Enfield”, como

podemos observar na Tabela 5-6.

Tabela 5-6: Mutacg0es identificadas nas amostras Brasileiras do genotipo D4 (regido C-terminal da
proteina N) do ano de 2010 em relacdo a amostras da Europa e América.

Amostras Sequéncias Similares Mutacoes
Pais Ano Nome

Inglaterra 2009 Manchester. GBR/10.09 NI
Switzerland 2010 Geneva.CHE/16.10/ NI

Inglaterra 2007 MVs/Enfield. GBR/14.07/ V462A
MVs/Para BRAS0.10 | oiaterra 2010 MVs/London.GBR/16.10/2 NI
Canada 2011 MVs/Quebec.CAN/17.11/6D4 NI
MVs/ParaBRA/S0.10/2 jiaia 2011 MVs/Venice.ITA/19.11/2 NI
Grécia 2011 MVs/Athens.GRC/15.11D4 NI
Chile 2011 MVs/Santiago.CHL/17.2011D4 NI

NI — Nao identificada

Tabela 5-7: Mutacg0es identificadas nas amostras Brasileiras do genétipo D4 (regido C-terminal da
proteina N) do ano de 2011 em relacdo a amostras da Europa.

Sequéncias similares

Amostras Pais Ano Nome Mutacoes

MVs/SaoPaulo.BRA/5.11 NI
MVs/Matogrossodosul. BRA/10.11 NI
MVs/RioGrandedoSul.BRA/13.11 NI
MVs/RioGrandedoSul.BRA/14.11 NI
MVs/RiodeJaneiro.BRA/17.11 NI
MVs/RioGrandedoSul.BRA/16.11 NI
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11 NI
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11/1 NI
MVs/DistritoFederal. BRA/18.11 NI
MVs/RioGrandedoSul.BRA/20.11 NI
MVs/SaoPaulo.BRA/21.11/1 Switz. 2010 MVs/Geneva.CHE/16.10/ NI
MVs/SaoPaulo.BRA/21.11 Inglaterra 2009 MVs/Manchester.GBR/10.09 NI
MVs/RioGrandedoSul.BRA/19.11 Inglaterra 2010 MVs/London.GBR/16.10/2 NI
MVs/RiodeJaneiro.BRA/22.11 Canada 2011 MVs/Quebec.CAN/17.11/6D4 NI
MVs/RioGrandedoSul.BRA/17.11 Italia 2011 MVs/Venice.ITA/19.11/2 NI
MVs/RioGrandedoSul.BRA/23.11 Chile 2011 MVs/Santiago.CHL/17.2011D4 NI
MVs/SaoPaulo.BRA/32.11 Grécia 2011 MVs/Athens.GRC/15.11D4 NI
MVs/SaoPaulo.BRA/34.11 NI
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11 NI
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11/1 NI
MVs/SaoPaulo.BRA/40.11 NI

MVs/SaoPaulo.BRA/37.11/2 V475l

MVs/MinasGerais.BRA/41.11 V4751
MVs/SaoPaulo.BRA/42.11 NI
MVs/SaoPaulo.BRA/41.11 NI
MVs/SaoPaulo.BRA/39.11 NI

MVs/SaoPaulo.BRA/51.11 V475l

NI — Nao identificada
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Tabela 5-8: Mutac6es identificadas nas amostras Brasileiras do genétipo D4 (regido C-terminal da
proteina N) do ano de 2012 em rela¢do a amostras da Europa e dos Estados Unidos.

Amostras Sequéncias similares .
Pais Ano Nome Mutagoes

Franca 2011 MVs/Marmande.FRA/43.11/2 NI
Inglaterra 2010 MVs/London.GBR/16.10/2 NI
EUA 2012  MVs/New-York.USA/1.12/1D4 NI

MVs/Pernambuco. BRA/2.12 | ierra 2010 MVs/London.GBR/16.10/2 L472P
Coldmbia 2012 MVs/Bogota.COL/5.12/D4 NI
Irlanda 2012 MVs/Kildare.IRL/36.12/D4 NI

NI — Nao identificada

No periodo de 2010 a 2011, muitas variantes da sequéncia MVs/Enfield. GBR/14.07,
pertencentes ao genotipo D4, circularam na Europa (WHO, 2011). Foi ainda possivel
observar que as sequéncias brasileiras de 2010, 2011 e 2012 encontram-se relacionadas
a sequéncia “Enfield”. Observamos que as sequéncias MVs/SaoPaulo.BRA/37.11/2,
MVs/MinaGerais.BRA/41.11, MVs/SaoPaulo.BRA/51.11 agruparam-se nhum mesmo
ramo, distanciando-se das demais amostras do mesmo ano. Podemos inferir que, tanto
essas sequencias quanto a MVs/Pernambuco.BRA/2.12 podem ter resultado de
importacdes de variantes “Enfield” a partir da regido europeia. Entretanto, existem
evidéncias de sequéncias bastante similares as citadas acima em outras partes do

continente americano.

As sequéncias de 2010 e as demais amostras de 2011 sdo idénticas a
MVs/Manchester.GBR/14.09, uma variante da sequéncia “Enfield” que contém cerca de
1558 representantes na Europa, que foram isoladas predominantemente na regido da
Europa. Existem varios grupos de sequéncias ‘“Manchester-like” em outras regides do
mundo, exceto na Africa (Comunicacio pessoal Myers R. e Brown D.(Brown & Myers
2012). Apos o alinhamento da sequéncia MVs/Enfield.GBR/14.07 com as amostras
brasileiras de 2010 e 2011, evidenciamos a alteracdo A462V.

5.4. Padronizacdo da reacdo de RT-PCR para o gene H completo

Os resultados obtidos nas reac6es de RT-PCR para amplificacdo do fragmento génico H
completo, indicaram que o uso dos iniciadores reversos especificos (H6 e H2) a
25pmol/pL, descritos por Kessler et al 2011, na sintese de cDNA foi mais eficiente,
conseguindo amplificar todos os quatro fragmentos desejados, mostrados na Figura 5-6.

Salientamos que esta padronizagéo foi realizada apenas para as amostras dos anos de
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2003 e 2006, por serem as amostras mais antigas em andlise neste trabalho. Os
iniciadores randémicos (Random hexamer primer — Invitrogen, USA), a 0.03pg/uL ndo
foram capazes de amplificar nenhum dos fragmentos testados. Estes iniciadores
randoémicos, a 3ug/pL, amplificaram apenas dois fragmentos testados e geraram muitas
bandas inespecificas, como ilustrado na Figura 5-7.

H3-H6, aproximadamente 530pb  ——,

H1-H4, aproximadamente 434pb  ——> H5-H8, aproximadamente 541pb

—
-_—
p—it
_——
p—
——
-——
-
-

Figura 5- 3: Gel de agarose a 2% apds eletroforese, apresentando os produtos obtidos na reacéo de

RT-PCR no protocolo estabelecido com o uso de iniciadores reversos especificos na reacao de
cDNA.

Dentre os 39 casos positivos para 0 virus do sarampo gendtipo D4 previamente
identificados pela amplificacdo do fragmento N, apenas 37 apresentaram quantidade de
material suficiente para serem submetidos a amplificacdo do fragmento H completo.
Desses, somente 17 casos foram positivos. A relacdo entre 0 nimero de amostras
positivas e o total de amostras testadas de acordo com o tipo de espécimes clinicos foi
10/30 para URN, 13/34 para SNF e 1/10 para LNF (Tabela 5-9).
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Ladder 100ph
Ladder 100pb
Ladder 100pb

a)

RT-PCR, apo: cDNA

RT-PCR, apos cDNA

comile bibeisdares do iciadenes RT-PCR, apos ¢cDNA usando
e x.nlc’m e St l‘mc_m :Nf iniciadores reversos ezpecificos
randémicos a 0.03ug/ul randomicos a 3ug/uL (H6 e H2) 2 25pmol/uL

Figura 5-4: Gel de agarose a 2% ap6s eletroforese, apresentado os produtos obtidos na reacéo de
RT-PCR dos fragmentos génicos do gene H completo, em trés condicfes diferentes.

Aplicamos 5uL das amostras usadas durante a padroniza¢do do ensaio. Em a) nenhum dos fragmentos foi
amplificado. b) com o uso de iniciadores randémicos a 3ug/pL na reagdo de cDNA seguida da reacéo de
RT-PCR, dois fragmentos do gene H foram amplificados. E em c) ocorreu a amplificacdo de todos os
fragmentos do gene H completo na reacdo de RT-PCR apds a sintese do cDNA usando iniciadores
reversos especificos (H6 e H2).

Tabela 5-9: Espécimes que obtiveram resultado positivo na detec¢do do RNA viral pela
amplifica¢do do gene H completo e posterior sequenciamento

Espécime Identificacdo/LVRS* Procedéncia/UF Nome da sequéncia

838/03 Santa Catarina/SC MVs/SantaCatarina.BRA/50.03
846/06 Bahia/BA MVs/Bahia.BRA/46.06/2
36/11 Mato Grosso do Sul/MS ~ MVs/MatoGrossodoSul:BRA/10.11
50/11 Rio Grande do Sul/RS MVs/RioGrandedoSul.BRA/14.11
52/11 Rio de Janeiro/RJ MVs/RiodeJaneiro.BRA/17.11
54/11 Rio Grande do Sul/RS MVs/RioGrandedoSul.BRA/16.11

SNF 60/11 Rio de Janeiro/RJ MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11/1
75/11 Rio Grande do Sul/RS MVs/RioGrandedoSul.BRA/20.11
88/11 Rio Grande do Sul/RS -
103/11 Rio Grande do Sul/RS MVs/RioGrandedoSul.BRA/23.11
246/11 Minas Gerais/MG MVs/MinasGerais.BRA/41.11
300/11 Séo Paulo/SP MVs/SédoPaulo.BRA/42.11
22/12 Pernambuco/PE MVs/Pernambuco.BRA/2.12
846/06 Bahia/BA MVs/Bahia.BRA/46.06/2
132/10 Para/PA MVs/Para.BRA/30.10/2
36/11 Mato Grosso do Sul/MS ~ MVs/MatoGrossodoSul:BRA/10.11
45/11 Rio Grande do Sul/RS MVs/RioGrandedoSul.BRA/13.11

URN 59/11 Rio .de Janeiro/RJ MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11
65/11 Distrito Federal/DF -
103/11 Rio Grande do Sul/RS MVs/RioGrandedoSul.BRA/23.11
246/11 Minas Gerais/MG MVs/MinasGerais.BRA/41.11
300/11 Sé&o Paulo/SP MVs/SadoPaulo.BRA/42.11
22/12 Pernambuco/PE MVs/Pernambuco.BRA/2.12

LNF 300/11 Sé&o Paulo/SP

*|dentificacdo usada no LVRS, que é dada as amostras ao chegarem ao laboratério.
SNF — secrecéo nasofaringea, URN — Urina, LNF — Linfécitos
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5.5.  Sequenciamento e analise filogenética da Hemaglutinina (gene H completo).

As 14 sequéncias do gene H completo, obtidas a partir das amostras brasileiras neste
trabalho foram analisadas e a arvore filogenética estd representada na Figura 5-7,
evidenciando que as amostras analisadas pertencem ao genotipo D4, confirmando os
resultados obtidos pela analise das sequéncias da regido C-terminal da proteina N.

Na sequéncia MVs/Bahia.BRA/46.06 foi identificada a presenca de uma base
degenerada (C/T) na posicdo 336. Nesta posicdo era esperado um residuo de timina (T)
com base na referéncia para o gendtipo D4 MVi/Montreal. CAN/89. Esta alteracdo néo
acarreta mudanca de aminoacido (treonina). Similarmente, a sequéncia
MVs/Para.BRA/30.10/2 na posicdo 1800, apresentou uma base degenerada (A/G), nesta
posicdo a sequéncia Montreal apresenta um residuo de guanina. Neste caso também néo
foi verificada alteracdo do aminoécido (valina).

Quando comparada com a sequéncia referéncia para o0 genotipo D4
MVi/Montreal. CAN/89, a sequéncia do ano de 2003 coletada no estado de Santa
Catarina apresentou um percentual de divergéncia de nucleotideos de 1,3%, para a

sequéncia de 2006 coletada no estado da Bahia o percentual de divergéncia foi de 1,2%.

As sequéncias do gene H completo dos anos de 2010, 2011 e 2012 quando comparadas
com a sequéncia MVi/Montreal. CAN/89 apresentaram uma divergéncia de 1,8%, a
excecdo da sequéncia MVs/RiodeJaneiro.BRA/42.11 e MVs/Pernambuco.BRA/2.12

pois ambas apresentaram 1,7% de divergéncia de nucleotideos.
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MVs/Riodejaneiro.BRA/19.11D4

MVs/MinasGerais.BRA/41.11D4
MVs/Pernanbuco.BRA/2.12D4
- MVs/RioGrandedoSul.BRA/23.11D4
MVs/MatoGrossodoSul.BRA/10.11D4
Mvs/RioGrandedoSul.BRA/13.11D4
MVs/RioGrandedoSul.BRA/14.11D4
MVs/RioGrandedoSul.BRA/16.11D4
— - MVs/Para.BRA/30.10/2D4

‘{ MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11/1D4

100

— MVs/RiodeJaneiro.BRA/17.11D4
MVs/SaoPaulo.BRA/42.11D4

100

100

MVs/Bahia.BRA/46.06/206D4
—— MVi/Montreal .CAN/0.89_D4

— 99 MVi/lllinois . USA/50.99_D7
—|jM\ﬁ/\ﬁctoria.AUS/16.85_D7
100 l— MVi/Manchester.GBR/30.94_D8
MVi/Menglian.Yunnan.CHN/47.09_D11

MVi/lllinois . USA/0.89/1_D3

MVi/Bangkok. THA/0.93/1_D5
99

MVi/Victoria.AUS/12.99_D9

98 MVi/Bristol.GBR/0.74_D1

MVi/Johannesburg.ZAF/0.88/1_D2

87 MVi/Kampala.UGA/51.01/1_D10

1 MVi/NewJersey.USA/0.94/1_D6
MVi/Tokyo.JPN/84_C1
MVi/Goettingen.DEU/0.71_E
I_i MVi/Erlangen.DEU/0.90_C2
99 MVi/Maryland.USA/0.77_C2
MVi/Libreville.GAB/8.84_B2
MVi/lbadan.NIE/.97/1_B3

99
100 MVi/Yaounde.CMR/12.83_B1

MVi/Madrid .ESP/0.94_F

MVi/Maryland .USA/0.54_A

100 ————— MVi/Beijing. CHN/0.94/1_H2
' MVi/Hunan.CHN/0.93/7_H1

[eT:] MVi/Berkley.USA/2.83_G1
84 —— MVi/AmsterdamNLD/49.97_G2
100 | MVi/Gresik.INO/18.02_G3
1
0.0001

Figura 5- 5: Relacéo filogenética das amostras do virus do sarampo (gene H completo) do genétipo
D4 circulantes no Brasil em 2003, 2006, 2010, 2011 e 2012 e as cepas referéncia dos principais
gendtipos.

Arvore filogenética inferida pelo método de Maxima verossimilhanga. Os valores de bootstrap, acima de
80% encontram-se indicados préximos aos ramos. As distancias evolucionarias foram calculadas com
base no modelo kimura-2-pardmetros. A taxa de variagdo entre as posi¢des foi modelada com a
distribuicdo gamma. Os anos das coletas das amostras deste estudo estdo evidenciados em cores
diferentes para cada ano 2003 cor verde, 2006 cor purpura, 2010 cor vermelha e 2012 cor lilas.
Sequéncias das cepas referéncia dos principais genotipos ja descritos para o virus do sarampo e
reconhecidos pela OMS
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5.6. Analise da variabilidade na sequéncia completa do gene H

As 14 sequéncias obtidas neste trabalho, foram alinhadas com a amostra vacinal
Schwarz e a amostra referéncia Montreal-D4 e encontram-se representadas na Tabela 5-
10. A partir do referido alinhamento, acrescentando as amostras D4 circulantes no
mundo, construimos a arvore filogenética ilustrada na Figura 5-8. Ao construirmos as
arvores filogenéticas foi observado que poucas sequéncias completas do gene H

encontravam-se disponiveis no GenBank, o que limitou nossas analises.

A partir da arvore filogenética apresentada na Figura 5-8, observamos que os diversos
casos de sarampo detectados no Brasil nos anos de 2003, 2006, 2010, 2011 e 2012
encontram-se relacionados a varias fontes de importacdo, e que as sequéncias que mais
se aproximaram das sequéncias brasileiras eram provenientes dos EUA e de varios

paises da Europa, apesar de terem sido identificadas em anos diferentes.

Em 2003, a amostras MVs/SantaCatarina.BRA/50.03 se agruparam no mesmo ramo
com a sequéncia MVs/Zagreb.HRV.48.03, da qual era idéntica, apresentando um
bootstrap de 100.

A sequéncia MVs/Bahia.BRA/46.06/2 agrupou-se num ramo isolado na arvore (Figura
5-8). Foi possivel observar que as outras sequéncias dos anos 2006 e 2007, disponiveis
no GenBank até o momento desta anélise, apresentaram um percentual de divergéncia
de 1,3%-1,8% em relacdo a MVs/Bahia.BRA/46.06/2.

Em 2010, a amostra MVs/Para.BRA/30.10/2, coletada no Para, se agrupou num ramo
isolado na arvore e apresentou um percentual de divergéncia de 0,1% com a sequéncia

MVs/Geneva.CHE/16.10, agrupando-se bem proxima a essa.

As sequéncias MVs/Riode Janeiro.BRA/19.11/1, MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11 e
MVs/MinasGerais.BRA/41.11 foram idénticas entre si. Essas sequéncias, quando
comparadas a sequéncia referéncia Mvi/Montreal. CAN/89 apresentaram uma alteracéo
no residuo de aminoacido K460R, ndo sendo identificado em mais nenhuma sequéncia
aqui analisada. Isto provavelmente fez com que elas se agrupassem entre si,

distanciando-se das demais sequéncias analisadas.
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Similarmente, as sequéncias do ano de 2011, MVs/RioGrandedoSul.Bra/13.11,
MVs/RioGrandedoSul.Bra/14.11, MVs/RioGrandedoSul.Bra/16.11 e
MVs/MatoGrossodoSul.BRA/10.11 foram idénticas entre si quando analisadas pela
divergéncia de nucleotideos. Quando comparadas com a sequéncia referéncia
apresentaram uma alteracdo no residuo de aminodcido S241G, que foi somente
identificada nessas sequéncias. Da mesma forma, esta alteracdo pode ter contribuido
para que elas se agrupassem entre si, distanciando-se das demais sequéncias analisadas
(Figura 5-8).

A sequéncia MVs/Pernambuco.BRA/2.12 e MVs/SaoPaulo.BRa/42.11 foram idénticas
a sequéncia MVs/Geneva.CHE/16.10, tendo essas se agrupado no mesmo ramo na

arvore (Figura 5-8).
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MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11/1D4
6# MVs/MinasGerais.BRA/41.11D4
MVs/Riodejaneiro.BRA/19.11D4
— MVs/Para.BRA/30.10/2D4
— MVs/RiodeJaneiro.BRA/17.11D4
MVs/Geneva.CHE/16.10/
MVs/RioGrandedoSul.BRA/16.11D4
MVs/RioGrandedoSul.BRA/14.11D4
65| Mvs/RioGrandedoSul.BRA/13.11D4
MVs/MatoGrossodoSul.BRA/10.11D4
MVs/SaoPaulo.BRA/42.11D4
— MVs/RioGrandedoSul.BRA/23.11D4
MVs/Pernanbuco.BRA/2.12D4
99 MVi/New_York.USA/26.09/3
— Mvs/Reims.FRA/12.08
——MVi/Duisburg.DEU/10.09/
—— MVi/Florida.USA/19.09
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Figura 5-6: Relac¢ao filogenética das amostras do virus do sarampo (gene H completo) do gendtipo
D4 circulantes no Brasil em 2003, 2006, 2010, 2011 e 2012 e as cepas circulantes no mundo.

Arvore filogenética inferida pelo método de Méaxima verossimilhanga. Os valores de bootstrap, acima de
60% encontram-se indicados préximos aos ramos. As distancias evolucionarias foram calculadas com
base no modelo kimura-2-pardmetros. A taxa de variagdo entre as posi¢es foi modelada com a
distribuicdo gamma. Os anos das coletas das amostras deste estudo estdo evidenciados em cores
diferentes, 2003 cor verde, 2006 cor purpura, 2010 cor vermelha e 2012 cor lilas.
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Tabela 5-10: Alinhamento de aminoacidos das 14 sequéncias do gene H completo do virus do sarampo, com a cepa vacinal Schwarz e a cepa Montreal referéncia para o
genotipo D4.
O * representa 0 codon de parada da proteina.

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101
Schwarz_1994 MSPQRDRINA FYKDNPHPKG SRIVINREHL MIDRPYVLLA VLFVMFLSLI GLLAIAGIRL HRAAIYTAEI HKSLSTNLDV TNSIEHQVKD VLTPLFKIIG DEVGLRTPQR
MVi/Montreal .CAN/BO i e e e et e e e e et e e
MVs/SantaCatarina.BRA/S50.03 ittt ittt ittt ettt e et e et e e e e e e e e e e e
MVs/Bahia.BRA/4A6.06/2 i et et et et e b e et e e
MVs/Para.BRA/30.10/2 i et et e e et e eae e et e e
MVs/MatoGrossodoSUL.BRA/LO .11 ottt ittt ittt ittt tae e tee it ettt ettt e et e e et e e e et e e
Mvs/R10GrandedoSUL .BRA/LIZ .11 ittt ittt ottt et et et e et e et et e et e et et e et et e e e e e et e
MVs/R10GrandedoSUL .BRA/LIA .11 ittt it ettt et et et et e e e et e e e e e e e e e e e e ettt ettt et e
MVS/R10GrandedoSUL . BRA/LG.11 ottt ittt ittt ettt ittt ettt et e et et et et e e e e e e
MVS/Ri0dedaneiro.BRA/LIT .11 ittt ittt ittt ettt ittt et et e e et e e et et e e e e e e
MVs/Riodejaneiro.BRA/LIO. 11 ittt ittt ettt et ettt et b e et e e
MVs/RiodeJdaneiro.BRA/LO.11/1 ittt ittt it ettt et e e et e et et e e e e e e e et e e e e e e e et e
MVS/R10GrandedoSULl .BRA/23 .11 ottt it ittt ittt ettt ettt e et e et et et et et e e e e e e e
MVsS/MIinasGerais.BRA/AL.LL ittt ittt it e et e e e e e et e e et e e e e e e e et e et et e e e
MVS/SaoPaulo.BRA/A2. 11 ittt it e et et et e e e e ettt e e e e e et e et e e et et et e
MVsS//PernanbUCO.BRA/2.12 ittt ittt et ettt e et et et e e e e e e e e
111 121 131 141 151 161 171 181 191 201 211
Schwarz_1994 FTDLVKLISD KIKFLNPDRE YDFRDLTWCI NPPERIKLDY DQYCADVAAE ELMNALVNST LLETRTTNQF LAVSKGNCSG PTTIRGQFSN MSLSLLDLYL GRGYNVSSIV
MVi/Montreal .CAN/89  ...... oot e e et e e e - N N S,
MVs/SantaCatarina.BRA/50.03  ...... B e e e e e e e e e e L SQ. e
MVs/Bahia.BRA/46.06/2  ...... B oot e e et e e e e e AL e e e e SQ. e,
MVs/Para.BRA/30.10/2 ...... B et e e e e e e e e T [S10 I
MVs/MatoGrossodoSul .BRA/10.11 ...... B e e e e e e e e e e e D SQ. et
Mvs/RioGrandedoSul.BRA/13.11 ...... B ot e e e e et e e e e e B PP SQu i
MVs/RioGrandedoSul.BRA/14.11 ...... B e e e e e e et et e e B SQ.eeen...
MVs/RioGrandedoSul .BRA/16.11 ...... B e e e e e e e e e e N SQ. et
MVs/RiodeJaneiro.BRA/17.11  ...... B et e e e e e e e e e D SQ. et
MVs/Riodejaneiro.BRA/19.11  ...... F oot it ettt et ettt e et e e e B A e e e e SQ. i
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11/1 ...... B e e e e e e e e e e e e D SQ. e
MVs/RioGrandedoSul .BRA/23.11 ...... B e e e e e e e e e e N SQ. et
MVs/MinasGerais.BRA/41.11 ...... F oo it ittt et et e et e et e B A e e e e e SQ. e
MVs/SaoPaulo.BRA/42.11 ...... F oo it ettt et e et et e e e e B A e e e e SQu i
MVs//Pernanbuco.BRA/2.12 ...... oot e ettt e e e e e e e e e e e N SQ. ..
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221 231 241 251 261 271 281 291 301 311 321

Schwarz_1994 TMTSQGMYGG TYLVEKPNLS SKRSELSQLS MYRVFEVGVI RNPGLGAPVF HMTNYLEQPV SNDLSNCMVA LGELKLAALC HGEDSITIPY QGSGKGVSFQ LVKLGVWKSP
MVi/Montreal .CAN/89 . ......... iiiiioon. .Gl B F.... ...F...... ..... D
MVs/SantaCatarina.BRA/50.03  .......... ..couunnnn .Gl = R Foir CRe i e e
MVs/Bahia.BRA/46.06/2 i e Gl T T D
MVs/Para.BRA/30.10/2 e e N ..G..... = O Fo... .RG....oov ..., -
MVs/MatoGrossodoSul.BRA/10.11 .......... couunnnn. N G.G..... = R Fo.o.. .RGuoovr ..., Buvie iiiiann
Mvs/RioGrandedoSul .BRA/13.11 ......iiiit tuivennnn. N G.G..... P. Huiiiiin vt v R T S C Avivr tiiiiinnn
MVs/RioGrandedoSul .BRA/14.11 ......iuit tuivennnn. N G.G..... P. Huiiiiin vt v T Fo.oo.o \RGovivvv oo BAuvie viinnnnn
MVs/RioGrandedoSul.BRA/16.11 .......... ..c.c.ouunn. N G.G..... = R Fo.o.. .RGuoovr ..., Buivie iiiinnnnn.
MVs/RiodedJaneiro.BRA/17.11  .......ivt teunnnnnn N ..G..... = Foooo oo Fovioos ool F.... .RG....... ..... Buivir viiiennnn.
MVs/Riodejaneiro.BRA/19.11  .......ieit tuieennnn. N ..G..... = Fo.o.. ... Fooioa oot F.o... .RG.... ... ... Avivr tiiiiinnn
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11/1 .......... ceuvunnnn. N ..G..... = R F.... .RG...oovv ... Buivin iiiennn.
MVs/RioGrandedoSul.BRA/23.11 .......... «ceeuunnnn N ..G..... = R F.... .RG....... ..... -
MVs/MinasGerais.BRA/41.11 .. iiiiiir tuineneennn N ..G..... = N T N Foooo JRGuoouvie o Avive tiiiiinnn
MVs/SaoPaulo.BRA/42.11 .ttt e N ..G..... = Y T F.o... .RG....... ..., Avoir viiiiian
MVs//Pernanbuco.BRA/2.12 .......iiee i N ..G..... = R Foo.. .RGuinn ..., Buivie iiieann
331 341 351 361 371 381 391 401 411 421 431
Schwarz_1994 TDMQSWVPLS TDDPVIDRLY LSSHRGVIAD NQAKWAVPTT RTDDKLRMET CFQQACKGKI QALCENPEWA PLKDNRIPSY GVLSVDLSLT VELKIKIASG FGPLITHGSG
MVi/Montreal .CAN/BO i e et e e e e e e e e N.o oo i e
MVs/SantaCatarina.BRA/50.03 . ... tenennnnnn = Nttt ittt e
MVs/Bahia.BRA/46.06/2 i et et e e Lot e e et e e e Ne oo i e
MVs/Para.BRA/30.10/2 et e e Dt e e et e e e e T
MVs/MatoGrossodoSul.BRA/10.11 . .uiti e tittinennn tenennnn Dttt ettt ettt ettt et e S P
Mvs/RioGrandedoSul .BRA/I3.11 ..ttt ine titiininne teeeennn Dttt et e et et ettt ettt et e S
MVs/RioGrandedoSul .BRA/14.11 .. iiiiinn teetiennnnn veennnn 5 L
MVs/RioGrandedoSul .BRA/16.11 . .iiiiiint teetennnnn wenennnn 5 D
MVs/RiodeJdaneiro.BRA/17.11 it i iieine eeeeaan D ittt ettt ettt e oW Koo e N
MVs/Riodejaneiro.BRA/I19.11 ...ttt tiiiernnnn tennnnnn 5 R
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11/1 ..t tiiieiinne eiennnnn 5 T
MVs/RioGrandedoSul .BRA/23.11 .. iiiin i tittininne teeeennn Dttt ettt ettt ettt et e e S
MVs/MinasGerais.BRA/4AL1.11 ittt ittt e Dttt ettt ettt ettt et et e S
MVs/SaoPaulo.BRA/4A2.11 i e e 5 e
MVs//Pernanbuco.BRA/2.12 ittt i e Dttt et ettt ettt ettt e e e S
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441 451 461 471 481 491 501 511 521 531 541

Schwarz_1994 MDLYKSNHNN VYWLTIPPMK NLALGVINTL EWIPRFKVSP YLFTVPIKEA GEDCHAPTYL PAEVDGDVKL SSNLVILPGQ DLQYVLATYD TSRVEHAVVY YVYSPSRSFS
MVi/Montreal .CAN/89 ... e e R Nttt it et e e e e e e e e e
MVs/SantaCatarina.BRA/50.03 ...ttt iiiiee eeee e Ve N et ettt et e et e et e et e
MVs/Bahia.BRA/46.06/2 i e e Voo, N et et e e e e et et et e
MVs/Para.BRA/30.10/2 it e e Ve Dttt e e e e e e e e e e e e e
MVs/MatoGrossodoSul .BRA/10.11 ...ttt iiiiin eieeann Ve 5
Mvs/RioGrandedoSul .BRA/I3.11 ..ttt tiitiiiiee eieeeeaan Ve Do ettt e e e e e e e e e e e
MVs/RioGrandedoSul .BRA/14.11 ...ttt tiiiiniinn tuneennnnn Voo Dttt it it it e e et e et e et i e e
MVs/RioGrandedoSul .BRA/16.11 ...ttt tiiiiniinn tuneennnnn Voo P
MVs/RiodeJaneiro.BRA/LI7.11 ..ttt ittt e Ve Do ettt e e e e e et e
MVs/Riodejaneiro.BRA/19.11  .......... couunnnnn R ot Voo, Do ettt e e e e e e e e e e e
MVs/RiodeJdaneiro.BRA/19.11/1 .....iivit i, R oo Voo Dttt it ittt e e e e e e et e
MVs/RioGrandedoSul .BRA/23.11 ..ttt tiieiiae eiieaan Ve Do ettt e e e e e e et e et e e
MVs/MinasGerais.BRA/41.11 ... ..iii ciiaan.. R oieeieennn Ve 5
MVs/SaoPaulo.BRA/42.11 i e e e Ve 5
MVs//Pernanbuco.BRA/2.12 ittt i e CVeeeea. Dttt it it it e e e e et e e et e et e
551 561 571 581 591 601 611
Schwarz_1994 YFYPFRLPIK GVPIELQVEC FTWDQKLWCR HFCVLADSES GGHITHSGMV GMGVSCTVTR EDGTNRR*
MVi/Montreal .CAN/BO i e e e et e et e e
MVs/SantaCatarina.BRA/50.03 ...ttt it ittt e SiRu ittt i e e
MVs/Bahia.BRA/46.06/2 i e et e e et e e
MVs/Para.BRA/30.10/2 e e e e et e e
MVs/MatoGrossodoSUul . BRA/LO .11 ittt ittt ittt tee e tee it ettt e et e e e e
Mvs/RioGrandedoSUl . BRA/ L3 .11 ottt it ittt ettt it e e et e et et et e e
MVs/RioGrandedoSUl . BRA/ L4 . L1 ottt it ittt it ettt ettt e e et ettt e et et e e
MVs/R1i0GrandedoSUul .BRA/L16.11 Lttt ittt it ettt ittt et et e e et et e e e e
MVs/Riodedaneiro.BRA/LIT .11 ittt ittt et ettt e e et e et et e e
MVs/Riodejaneiro.BRA/LI. 11 it ittt it ittt e i e e e
MVs/Riodedaneiro.BRA/IO. 11/ L ottt ettt it e ettt et et e e e e e e e
MVs/R10GrandedoSUul .BRA/23 .11 ottt ittt ittt ettt et e et e et e e e e
MVs/MinasGerais.BRA/AL .11 ittt it ittt ettt e et et e e e e e e e
MVs/SaoPaulo.BRA/A2.11 ittt e e et e et e e e ettt e e e
MVs//PernanbuUCo.BRA/2.12 ittt et e e et e et et e e e
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As amostras brasileiras do genotipo D4 agruparam-se entre si e por ano. Apds uma
anélise no BLAST (ferramenta do GenBank), notou-se que algumas amostras eram
proximas as circulantes na Europa e na india (Tabelas 5-11 a 5-13).

Tabela 5-11: MutacGes identificadas nas amostras brasileiras do gendtipo D4 (proteina H) dos anos
de 2006 em relacdo a amostras da Europa e Asia.

Sequéncias similares
Pais Ano Nome

Amostras Mutagdes

MVs/SantaCatarina.BRA/50.03 Croécia 2003  MVs.Zagreb.HRV.48.03 NI

Tabela 5-12: MutacGes identificadas nas amostras brasileiras do gendtipo D4 (proteina H) dos anos
de 2006 em relacdo a amostras da Europa e Asia.

Sequéncias similares

Amostras Pars Ano Nome Mutac6es
India 2007 MVs/Papumpare.Ind/51.07/2 Q212R/E235G/R348G/L378M
. France 2005 Mvs/Mamoudzou.MAY/30.05/2  Q212R/Y350H/L378M/N447S
MVs/Bahia. BRA/46.06/2 i 2006 MVs/Kangra.Ind/39.06/1 Q212R/ L249P/K315R/L378M/

2008 Mvs/GANGTOK.IND/27.08/2  A165T/Q212R /L378M/G613E

As sequéncias MVs/Geneva.CHE/16.10 e MVs/Berne.CHE743.08 foram comparadas
entre si quanto aos residuos de aminodacidos, revelando-se serem idénticas. Ao ser feito
0 BLAST, ficaram muito préximas as sequéncias brasileiras, e ao serem comparadas

entre elas, foram identificadas algumas mutacgdes descritas na Tabela 5-13.

Tabela 5-13 Mutacdes identificadas nas amostras brasileiras do gendtipo D4 (proteina H) dos anos
de 2010, 2011 e 2012 em relacdo a amostras da Europa.

Sequéncias Similares

Amostras Pars ANo Nome Mutacdes
MVs/SaoPaulo.BRA/42.11 NI
MVs/RioGrandedoSul.BRA/23.11 NI
MVs/RioGrandedoSul.BRA/16.11 G241S
MVs/RioGrandedoSul.BRA/14.11 G241S
MVs/RioGrandedoSul.BRA/13.11 MVs/Geneva.CHE/16.10/ G241S
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11 Switzerland 2010 R460K
MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11/1 2008 MVs/Berne.CHE/43.08/ R460K
MVs/RiodeJaneiro.BRA/17.11 K395E
MVs/Pernanbuco.BRA/2.12 NI
MVs/Para.BRA/30.10/2 NI
MVs/MinasGerais.BRA/41.11D4 R460K
MVs/MatoGrossodoSul.BRA/10.11D4 G241S

NI — Nao identificada
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Foi feita uma comparacéo entre as sequéncias brasileiras do gene H completo analisadas neste trabalho com a sequéncia referéncia para o genotipo D4

(Tabela 5-14) e identificamos varias substituicdes.

As substituicbes R212Q e G546S foram observadas em todas as sequéncia do gene H analisadas neste trabalho, quando comparadas com a sequéncia
referéncia Montreal D4. Por outro lado as substituicdes L351P, G591S e H593R somente foram identificadas na sequéncia do ano de 2003
(MVs/SantaCatarina.BRA/50.03). Foi possivel observar que a sequéncia MVs/Bahia.BRA/46.06/2 foi a que menos apresentou substituicdes ao ser

comparada com a sequéncia referéncia.

Tabela 5-14: SubstituicBes nos residuos de aminoécidos (proteina H) nas sequéncias analisadas do virus do sarampo do gen6tipo D4 circulante durante os anos de 2003,
2006, 2010, 2011 e 2012, em relacdo a sequéncia referéncia para o genétipo D4 (MVi/Montreal. CAN/89)

Residuos de aminoacidos
Amostras

240 241 249 303 316 351 359 378 395 412 460 481 546 591 593
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MVs/RiodeJaneiro.BRA/19.11/1
MVs/RiodelJaneiro.BRA/17.11
MVs/Pernanbuco.BRA/2.12
MVs/Para.BRA/30.10/2
MVs/MinasGerais.BRA/41.11
MVs/MatoGrossodoSul.BRA/10.11
MVs/Bahia.BRA/46.06/2 L

O m
> o
o >
oz

P S R

(NN
W U U UTUTUUUUUTUTUTUOr

Z2Z22Z2zZ2zZ2Z2222Z22Z2
OOOOOLOLOOOO O
>>>>2>2>2>>>>>
0000000000
Py
0000000000

G

COO0DOOOODOO0000 DR
DLV nnmnnono

Sequéncias compostas por aproximadamente 617 aminoacidos pertencentes ao gene H do virus do sarampo gen6tipo D4. A numeracao usada foi determinada a partir do primeiro
aminoacido do gene H completo da sequéncia da cepa vacinal Schwarz. D=Acido aspartico; S=Serina; E=Acido glutdmico; T=Treonina; G=Glicina; V=Valina; K=Lising;
P=Prolina; N=Asparagina; F=Fenilalanina; L=Leucina; H=Histidina; R=Arginina; A=Alanina; I=lsoleucina; Y=Tirosina; Q=Glutamina.
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Foi realizada também uma comparagdo entre as sequéncias brasileiras do gene H completo analisadas neste trabalho com a cepa vacinal Schwarz
(Figura 5-15), com o objetivo de identificar alteracGes, principalmente em locais j& reconhecidos por terem fungdes bioldgicas e imunolégicas

importantes, e estas se encontram descritas de forma resumida na Tabela 5-16.

Tabela 5-15: Substituicdes nos residuos de aminoéacidos (proteina H) nas sequéncias analisadas do virus do sarampo do genotipo D4 circulante durante os anos de
2003, 2006, 2010, 2011 e 2012, em relacdo a sequéncia vacinal Schwarz

Residuos de aminoacidos

Amostras 117
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Sequéncias compostas por aproximadamente 617 aminoacidos pertencentes ao gene H do virus do sarampo genétipo’D4. A numeracdo usada foi determinada a partir do
primeiro aminoacido do gene H completo da sequéncia da cepa vacinal Schwarz. D=Acido aspartico; S=Serina; E=Acido glutamico; T=Treonina; G=Glicina; V=Valing;
K=Lisina; P=Prolina; N=Asparagina; F=Fenilalanina; L=Leucina; H=Histidina; R=Arginina; A=Alanina; I=Isoleucina; Y=Tirosina.
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Na Tabela 5-15 é possivel

observar

que a sequéncias MVs/Santacatarina.BRA/50.03 e
MVs/Bahia.BRA/46.06/2 quando comparadas as sequéncias dos anos de 2010, 2011 e 2012, foram as

que apresentaram menor numero de substituicdes em residuos de aminoacidos em relacdo a cepa

vacinal Schwarz. Foi possivel observar que a regido da extremidade citoplasmatica (1-34 aa) da proteina

H que interage com a proteina M (Moll et al., 2001) encontrava se completamente conservada. A

substituicdo D416N, que constitui um sitio de glicolisacdo (Santibanez et al., 2005) foi identificada em

todas as sequéncias brasileiras do gene H. As substituicoes observadas nas sequéncias brasileiras ndo

parecem ser importantes para as propriedades biolégicas e imunolégicas do virus.

Tabela 5-16:Substituicdes em residuos de aminoacidos (na proteina H completa) a partir da analise das sequéncias do
virus do sarampo genotipo D4 detectado no periodo de 2003 & 2012, quando comparadas com a cepa vacinal Schwarz,
dando evidéncia as regides com importéncia para as funcdes bioldgicas e imunoldgicas

;;?:1%2%%53 Fun?;%gﬁgﬁ%'izo de Referéncia Sequéncias Brasileiras
G316A foi observado em todas as
181 -199 . . (Makela et al., 1989); sequéncias brasileiras, excepto na
300 - 318 Epitopos das células B (Partidos et al., 1091) MVs/SantaCatarina. Bra/50.03 &
MVs/Bahia.BRA/46.06/2
169 -171
188 - 190 . N . S240N excpto na
200 -202 Sitios de glicolizagdo (AIk?;t(;?agétzrlleig’é;)QSG)’ MVs/SantaCatarina.Bra/50.03 e
215-218 B MVs/Bahia.BRA/46.06/2
238 - 240
13 cisteinas Ep:;%%%scfsnz?;lg%rgos (Alkhatib & Briedis, 1986); NI
381 -394 oligomerizacio (Hu & Norrby, 1994)
416 Afecta a hemaglutinagdo . D416N foi observado em todas as
Sitio de glicolizacdo (Saito et al., 1995) sequéncias brasileiras
x . . ) L249P foi observado em todas as
98 e 244 - 250 Coperagz;lgtz?ggtll_'o:a'l entre a (égr?:gglleéeég: I|n1|9?$73)95) sequéncias brasileiras, excpto na
P ’ MVs/Bahia.BRA/46.06/2
F 431 .
V451 (él;/lnatlis:eoeteflgl, 2285)2) Y481D foi observado em todas as
Y481 Interacdo com o recptor CD46 (Von gunsaw;d ot al ' sequéncias brasileiras, except na
P486 0 2 g MVs/SantaCatarina.Bra/50.03 e
1487 MVs/Bahia.BRA/46.06/2 onde foi
V451 Habilidade para hemadsorgéo (Sato et al., 2012) observado Y481N
Y481 e fusdo celular "
1194
D505
Y529
D507
D530 Interacdo com o recptor (Navaratnarajah et al., NI
T531 celular SLAM 2008)
R533
H536
Y553
P554

NI — Nao identificada
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6. DISCUSSAO

Desde a introducdo da vacinacdo contra o sarampo, foi possivel observar progressos
significativos no controle desta doenca, como a sua eliminacdo nas Ameéricas e a dramatica
reducdo na mortalidade em todo o mundo. No entanto, o sarampo continua a ser endémico
em muitos paises em desenvolvimento e em alguns paises industrializados principalmente
em criancas (Moss & Griffin, 2006; Nandy et al., 2006; Wolfson et al., 2009; WHO, 2012).

A deteccdo de casos importados em paises em que a interrupcdo da transmissdo foi
alcancada, como o Brasil e demais paises das Américas, embora ndo rara, aponta para a
necessidade de manutencdo da vigilancia epidemioldgica para novas e eventuais ocorréncias
de casos (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2010; Secretaria de Vigilancia em Salde,
2011).

Um dos componentes essenciais da vigilancia baseada no laboratério é a caracterizacao
genética do virus do sarampo, por permitir analisar e tracar a cadeia de transmissao do virus
(Rota et al., 2009). Portanto, estudos que abordem a caracterizagdo molecular de cada caso
de sarampo identificado, pesquisando sua origem e sua evolucdo genética ao longo do

tempo sdo fundamentais para os planos de eliminacdo do sarampo estabelecidos pela OMS.

O genotipo D4 encontra-se amplamente distribuido, causando multiplos surtos e casos
esporadicos em todo mundo. Na Europa, onde este genotipo tem sido largamente detectado,
tem sido descritas a circulacdo de varias variantes do mesmo genétipo (WHO, 2011). No
Brasil, o genotipo D4 do virus do sarampo tem sido associado a Vvarios surtos e casos
esporadicos relacionados com importacdes do virus, principalmente da Europa (Secretaria
de Vigilancia em Saude, 2010).

No presente trabalho analisamos molecularmente diferentes amostras bildgicas para o virus
do sarampo, caracterizado como gendtipo D4, obtidas de casos detectados nos anos de 2003,
2006, 2010, 2011 e 2012. Com o objetivo de buscar um melhor entendimento sobre a
circulacdo e cadeia de transmissdo das amostras deste virus, analisamos todas as sequéncias
da regido variavel C-terminal do gene N, ja disponiveis no GenBank e no banco de dados do
LVRS. Esta é a regido do genoma do virus do sarampo recomendada pela OMS para a

identificacdo e monitoramento dos gendtipos circulantes no mundo (WHO, 2012). Através
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de analises filogenéticas das nossas amostras, foi possivel identificar a relacdo das amostras
brasileiras com o gendétipo D4 do virus do sarampo que tem circulado na Europa, revelando
assim as diferentes fontes de importacdo desses virus para o Brasil.

Estudos tém apontado para uma reducdo na variabilidade genética da regido hipervariavel
da nucleoproteina do virus do sarampo, o que pode dificultar a determinacdo da origem de
um virus usando apenas essa regido do genoma, principalmente em regides onde um
gendtipo especifico tem sido detectado por um longo periodo de tempo, exemplo do
gendtipo D4 (WHO, 2012). Sendo assim, padronizamos 0 ensaio de sequenciamento do
gene H completo, possibilitando analises filogenéticas mais detalhadas. O sequenciamento
do gene H completo recomendado pela OMS sempre que se suspeitar de um novo genétipo,
sendo uma ferramenta bastante Gtil na investigacdo de variacdes entre 0s subgrupos de um
mesmo genotipo. Isto permite diferenciar os surtos que ocorrem em areas geograficamente
préximas e uma melhor determinacdo das cadeias de transmissdo. Como a proteina H é alvo
de anticorpos neutralizantes, o sequenciamento do seu gene pode ajudar a identificacdo de
cepas virais com propriedades antigénicas alteradas. Além disso, nossos dados irdo
consolidar mais informacdes sobre esse gene ainda tdo pouco estudado e de maxima

importancia para o as atividades de vigilancia do sarampo.

6.1.  Isolamento do virus do sarampo em culturas celulares Vero/SLAM

O Isolamento do virus do sarampo é feito em cultura de células Vero / SLAM (WHO,
2007). Estas células sdo transfectadas com um plasmideo que codifica SLAM (molécula de
sinalizacédo da ativacdo do linfécito, também conhecido como CD150), uma glicoproteina de
membrana recentemente descoberta expressa em algumas células T e B, que € um receptor
celular para o virus do sarampo (Tatsuo et al., 2000). Esta forma de deteccéo é feita a partir
de amostras clinicas, como urina e secrecdo nasofaringea. Em alguns casos a detec¢éo viral
por isolamento em cultura celular pode ser indicada para diagndstico, mas € principalmente
utilizada para fins de caracterizagdo molecular (WHO, 2007). Por esse fato, um dos
objetivos do nosso trabalho foi o isolamento do virus do sarampo genétipo D4, em cultura
de células Vero/hSLAM.

No presente estudo nao foi possivel obter isolados do virus do sarampo apos inoculacdo em

células Vero/SLAM. Uma das causas pode ser explicada pela possivel perda da
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infectividade do virus durante o transporte dos espécimes clinicos ao laboratorio. Nossa
revisdo da literatura ndo identificou trabalhos cujos resultados estivessem totalmente de
acordo com 0s nossos resultados. Naseri et al., (2011) realizaram estudo que tinha como
objetivo analisar molecularmente os gendétipos que circularam antes e depois da campanha
de vacinacdo em massa em 2003 no Ird. Foi descrito que dos 29 casos de sarampo do
gendtipo D4, apensas quatro destes foram isolados a partir de cultura de células, ndo tendo
sido relatado qual das linhagens celulares (Vero/SLAM ou B95a) foi usado (Naseri et al.,
2011). Outro estudo, realizado na india, com objetivo de caracterizar o virus do sarampo
selvagem que circulou no periodo de 2005 & 2006 naquele pais relata que, dos 54 casos
estudados, foram obtidos 28 isolados em cultura de células Vero/SLAM ou B95a
(Duraisamy et al., 2012). Estes resultados podem refletir o fato de que o isolamento em
cultura de células ser uma técnica de dificil execucdo, cujo sucesso depende principalmente
do da forma como as amostras clinicas sdo acondicionadas e transportadas para o
laboratério, assim como do periodo em que foram coletadas em relacdo ao inicio do
exantema. Vérias das nossas amostras foram coletadas ap6s sete dias do inicio do exantema,

0 que pode ter prejudicado o isolamento viral em culturas celulares (WHO, 2007).

Além disso, um outro fator importante que contribuiu para a ndo detec¢do do virus em
cultura de células foi que as amostras clinicas permaneceram anos conservadas a -70°C. E
sabido que o sucesso do isolamento viral dos paramyxovirus em culturas celulares é
proporcional ao tempo entre a coleta do material clinico e a inoculagdo em cultura celulares.
(WHO, 2007)

A confirmagdo do resultado do isolamento em cultura de células pode ser realizada pelas
técnicas de imunofluoreséencia ou RT-PCR (WHO, 2007). Neste trabalho foi utilizada a
técnica de RT-PCR para amplificacdo da regido variavel C-terminal do gene N (552pb), que
€ um ensaio que se encontra devidamente padronizado e estabelecido no LVRS (LVRS,
2010g). Os resultados deste ensaio confirmaram o0s resultados negativo obtidos no

isolamento em cultura de células.
6.2.  Caracterizacdo molecular da regido C-terminal da proteina N

A caracterizagdo genética do virus do sarampo como ferramenta molecular para vigilancia é

realizada através do sequenciamento dos genes que codificam as proteinas da
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nucleoproteina (N) e/ ou hemaglutinina (H), os quais contém a maior variabilidade genética
(WHO, 2003; Rota et al., 2009). O gene N tem a sua maior variabilidade nos 450
nucleotideos que codificam para os 150 amino&cidos da regido carboxi-terminal. Esta
diversidade pode exceder até 12%, entre os virus de diferentes genotipos (WHO, 2003).
Portanto, um percentual de diversidade em um genotipo e entre os genotipos do mesmo

grupo de até 2,5%, proposta em 2001 pela OMS, ja ndo é mais aplicavel (WHO, 2012).

Quando comparadas com a sequéncia (gene N parcial) referéncia para o genotipo D4,
MVi/Montreal. CAN/89, as sequéncias do ano de 2003 coletadas no estado de Santa
Catarina apresentaram um percentual de divergéncia de nucleotideos de 2,2% Estas
sequéncias foram idénticas (100%) a sequéncia MVs/Zagreb.CRO/48.03 detectada na
Croécia, que apresentou o mesmo percentual de divergéncia de nucleotideos em relacéo a
sequéncia referéncia do genotipo D4 (2,2%) como descrito por Forcic e colaboradores em
2005. Deste modo deixando claro que as amostras de 2003 foram resultado de uma
importagdo e introdugdo unica no Brasil. A sequéncia MVs/Zagreb.CRO/48.03 mostrou-se
relacionada ao virus isolado na india (subgrupo India-like) (Forcic et al., 2005). Estes dados
demonstram a rapida dispersdo de variantes do mesmo genétipo, que esta relacionada a alta

infecciosidade do virus do sarampo.

Em 2011, Naseri et al. descreveram que as sequéncias da regido C-terminal do gene N do
genotipo D4 detectado no Ird, quando comparadas entre si, apresentaram um percentual de
divergéncia de nucleotideos de no maximo 0,5%. No nosso estudo observamos que a
divergéncia de nucleotideos entre as amostras do ano de 2010, 2011 e 2012 foi de no
méaximo 0,2%. Esta baixa taxa sugere uma diversidade genética limitada entre os virus do
sarampo circulantes. Resultados semelhantes foram descritos Kessler et al., (2011) em um
estudo no qual foram analisadas sequéncias do gendtipo D6 de amostras coletadas na
Europa e na Africa, que eram idénticas entre si (Kessler et al., 2011). Em outro estudo no
qual foram analisadas as sequéncias dos genes N na Coréia durante a epidemia de 2000, foi
descrita uma divergéncia de nucleotideos de 0,7% (Na et al., 2001). Assim, torna-se cada
vez mais dificil determinar a origem de um virus usando apenas essa parte do genoma,
principalmente, como relatado acima, em regides onde um gendétipo em especifico tem sido

detectado por um longo periodo de tempo, exemplo do genétipo D4 (WHO, 2012).
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Os resultados das nossas analises sugerem que o0 genétipo D4 do virus do sarampo detectado
no Brasil nos anos de 2010, 2011 e 2012 esta relacionado a importac@es a partir da Europa,
particularmente de variantes de sequéncia “Enfield” que tém circulado neste continente
durante mais de quatro anos consecutivos (WHO, 2011; WHO, 2012).

Enviamos nossas sequéncias ao Laboratério Internacional para Sarampo e Rubéola da OMS
em Londres para que fossem analisadas. De acordo com Brown e Myers (por email), o fato
de algumas das sequéncias do genotipo D4 observadas no Brasil no ano de 2011,
MVs/SaoPaulo.BRA/37.11/2, MVs/MinaGerais.BRA/41.11, MVs/SaoPaulo.BRA/51.11
agruparem-se em um mesmo ramo, e distanciando-se das demais do mesmo ano, sinalizam
que essas sequéncias podem ser resultado de importagdes de variantes “Enfield” a partir da
Europa. Entretanto existem evidéncias de que sequéncias idénticas as citadas acima tém sido
detectadas em outras regibes do continente Americano (Brown & Myers 2012). A
dificuldade em se definir as cadeias de transmissdo dos virus pode ser esclarecida com o
aumento da regido sequenciada, por exemplo, com a analise do gene H completo.

Ao analisarmos as sequéncias de aminoacidos da regido C-terminal do gene N das
sequéncias do genétipo D4 brasileiras, foi possivel identificar varias substituicdes, que
refletem a alta variabilidade desta regido ja descrita em trabalhos anteriores (Rota et al.,
1994; WHO, 2003). Por outro lado, muitas substituicdes em residuos de aminoacidos
identificadas nas sequéncias do gene N, mantiveram-se conservadas entre as amostras de
2010, 2011 e 2012. Este dado foi observado tanto quando as sequéncias foram comparadas
com a cepa vacinal Schwarz, como quando foram confortadas com a sequéncia referéncia
para o gendtipo D4. Foram observadas alteracfes na regido do gene N entre os aminoacidos
457-476 que foi descrita por Buckland et al., (1989) como representando um dos trés sitios
antigénicos (Buckland et al., 1989). O residuo de aminoécido N522 esta relacionado com a
interacdo com hsp72 (proteina do choque térmico - “70-KDa heat shock proteina) (Zhang
et al., 2005), que promove a sintese de RNA e a propagagédo do virus do sarampo (Carsillo
et al., 2006). Entretanto, ainda ndo estdo claras as implicagGes que as alteragdes observadas

nesta regido podem representar para as fungdes bioldgicas da proteina.
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6.3. Caracterizacdo molecular da proteina H completa

De acordo com o resultado das nossas analises, a divergéncia de nucleotideos entre as
sequéncias brasileiras do gene H completo do virus do sarampo, genétipo D4, variou de
02% - 15%. Quando comparadas com a referéncia do gendtipo D4
(MVi/Montreal. CAN/89), estas amostras apresentaram uma diversidade de 1,2%-1,9%.
Esses resultados estdo de acordo com o proposto pela OMS em 2001, de até 2,0% de
diversidade dentro de um gendtipo e entre os gendtipos do mesmo grupo (WHO, 2012). Um
percentual de divergéncia de nucleotideos menor do que 2% dentro do mesmo genétipo, foi

também descrito em outros estudos (Na et al., 2001).

Similar ao observado pela analise do gene N, foi observado que a sequéncia
MVs/SantaCatarina.BRA/50.03, do gene H completo quando comparada com a referéncia
para o0 gendtipo D4, apresentou um percentual de divergéncia de nucleotideos de 1,3%. Essa
sequéncia brasileira foi idéntica (100%) a sequéncia MVs/Zagreb.CRO/48.03 detectada na
Croécia, a qual por sua vez apresentou 0 mesmo percentual de divergéncia de nucleotideos
em relacdo a sequéncia referéncia do genétipo D4 (1,3%) como descrito por Forcic et al
(2005) (Forcic et al., 2005).

A deteccdo de variagdes genéticas no virus do sarampo do tipo selvagem tem sugerido que
estes virus possam ter caracteristicas antigénicas que lhes permitem circular de forma
eficiente, mesmo na presenca da imunidade induzida pela vacina (Rota, Featherstone et al.
2009). Entretanto, tenha sido descrito que o soro de pessoas vacinadas seja capaz de
neutralizar todos os genotipos virais (com variagdes na eficiéncia) (Riddell et al., 2005;
Finsterbusch et al., 2009; CDC, 2012) identificados até ao momento. De forma a garantir o
sucesso dos programas de vacinacdo no controle do sarampo, torna-se importante o
desenvolvimento de estudos posteriores que identifiguem mais variacbes genéticas e
explorem o potencial dessas variagdes em gerar diferencas bioldgicas e imunologicas

significativas entre as diferentes linhagens e genotipos.

Conhecimentos sobre o gene H sdo de grande importancia pelo fato de que a proteina que o
mesmo codifica (a glicoproteina de superficie responsavel pela ligacdo inicial do virus com
a superficie das células) ser o principal alvo dos anticorpos neutralizantes. Residuos de

aminoacidos da proteina H, que tém estado sujeitos a adaptacdo evolutiva, foram
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identificados (por meio de andlise do sequenciamento do gene H) em posic¢des associadas a
epitopos de reconhecimento pela célula B (Makela et al., 1989) e em sitios de interagdo com
o0 receptor (Navaratnarajah et al., 2008) e da atividade de hemaglutinacdo (Saito et al.,
1995). Estes dados sugerem que o virus pode estar sobre pressdao do sistema imune. A
vigilancia desta diversidade e de seu potencial impacto sobre o controle do sarampo deve
ser constante, uma vez que a proteina H é o principal alvo da resposta imune induzida pela

vacinacao (Rota et al., 2009).

A sequéncia completa de aminoacidos do gene H da amostra do ano de 2003 foi comparada
com a sequéncia vacinal Schwarz, o que permitiu identificar as substituicbes T174A,
T176A, R212Q, L296F, G302R, L351P, D416N, 1473V, G591S e H593R. Essas
substituicdes por nos identificadas estdo em concordancia com aquelas demonstradas por
Forcic e colaboradores, em um estudo realizado na Croacia com objetivo de caracterizar
geneticamente o virus do sarampo do tipo selvagem isolado no periodo de 2003-2004
(Forcic et al., 2005). A acumulagdo de mutacbes no do genoma viral e a modificacdo das
caracteristicas bioldgicas das proteinas codificadas, podem ocorrer rapidamente no virus
RNA, devido a falta de atividade de correcdo da RNA polimerase. Este acimulo de

mutacdes pode resultar em significantes “drifts” genéticos.

Apbs o sequenciamento do genoma completo do virus do sarampo genétipo C2 detectado
em um caso de SSPE na Franca, foram descritas 2 substitui¢cbes na regido dos primeiros 34
aminoacidos da extremidade citoplasmatica da proteina H (Moulin et al. 2011). Essa regido
interage com a proteina M e contém o sinal de ordem para a localizacéo intracelular (Moll et
al., 2001). Nossos resultados mostraram que esta regido manteve-se conservada entre as

sequéncias brasileiras.

O primeiro receptor celular para o virus do sarampo a ser identificado foi CD46. Somente a
vacina e as linhagens do virus do sarampo adaptadas em laboratério poderiam utilizar o
CD46 como receptor (Buckland & Wild 1997). Na sequéncia da proteina H das cepas
vacinais encontramos uma tirosina no aa481 o que facilita a ligacdo com o receptor CD46
(Sato et al, 2012). Nas sequéncias MVs/SantaCatarina.BRA/50.03 e
MVs/Bahia.BRA/46.06/2 analisadas neste trabalho identificamos uma Aspargina (N) no

residuo de aminoacido 481. Indicando que estas provavelmente ndo usaram o receptor
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CD46 para interagirem com a célula humanas. Por outro lado, as demais sequéncias dos

anos 2010, 2011 e 2012 identificamos o acido aspartico (D) nesse residuo de amino&cido.

Em todas as sequéncias da hemaglutinina dos virus do sarampo obtidas neste trabalho nao
foram encontradas altera¢Ges nos residuos de aminoécidos 1194, D505, D507, Y529, D530,
T531, R533, H536, Y553, e P554 descritos como importantes para a interacdo da
hemaglutinina do virus com o receptor celular CD150 (Masse et al., 2004; Vongpunsawad
et al., 2004; Navaratnarajah et al., 2008). Estes resultados sugerem que 0s virus aqui

analisados podem ter utilizado o receptor CD150 para se ligarem a células.

Em um estudo realizado na Argentina, onde foram amplificados fragmentos de 377pb da
hemaglutinia (8152 — 8417 nt) dos virus do sarampo isolados durante o surto de 1997-1998,
Barrero e colaboradores caracterizaram duas substituicbes em amostras do genétipo D6
(Barrero et al., 2001). No presente estudo, ndo encontrarmos nenhuma coincidéncia com
relacdo a estas substituicdes. O estudo de Na e colaboradores, observou varias substituicdes
nas proteinas H e N dos virus do sarampo selvagens ao serem comparados com as cepas
vacinais. Os autores levantaram a possibilidade de que a imunidade induzida pela vacina
pode ndo ser mais totalmente protetora contra o virus do tipo selvagem (Na et al., 2001).
Esses resultados demonstram a importancia da caracterizacdo genética e antigénica do virus

do sarampo circulantes.

O sequenciamento da regido codificante completa do gene H é recomendado sempre que se
suspeitar de um novo gendtipo. Além disso, estd analise pode ser utilizada para discriminar
cepas vacinais de cepas selvagens. A analise da sequéncia do gene H permite discriminar
gendtipos que contém sequéncias de nucleotideos idénticas ou quase idénticas para o gene N
(WHO, 2001; Rota et al., 2009). O gene H ainda é pouco estudado, com poucas sequéncias
disponiveis no GenBank e poucos trabalhos publicados, o que limita estudos em
epidemiologia molecular que utilizam este marcador para a determinagdo da origem desses
virus. Portanto 0 nosso trabalho ird contribuir para uma melhor analise e compreenséo da

epidemia molecular do virus do sarampo.

104



7.

CONCLUSAO

e Na nossa amostragem, ndo foi possivel obter isolados do virus do sarampo a partir da
inoculagdo de amostras bioldgicas obtidas de casos da doenga em cultura de Células
Vero/SLAM.

e Foi possivel amplificar e analisar molecularmente o gene H completo, permitindo
assim observar que esse segmento é capaz de determinar o genotipo D4 anteriormente
identificado pela anélise do gene N parcial. Este segmento gendmico foi capaz de
também de apontar as diferentes fontes de origens da transmissdo dos virus do sarampo

pertencentes aos gendtipos D4 no Brasil.

e Na analise de variabilidade do Gene N parcial e do gene H completo foi possivel
observar que os virus do sarampo do genotipo D4 que tém sido detectados no Brasil
(2003-2012) apresentaram altas taxas de similaridade entre si e que estes se encontram
relacionados a importacdes a partir da Europa.

e Apos a caracterizagdo molecular foram identificadas varias mutagdes nas sequéncias
de amino4cidos, tanto do gene N parcial como do gene H completo do genétipo D4 do
virus do sarampo. Tais substituices ndo necessariamente implicam em alteracdo das

propriedades antigénicas e imunoldgicas do virus.
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8.

PRESPECTIVAS

e Aplicar e padronizar as diferentes metodologias desenvolvidas neste trabalho no
Laboratério de Virologia em Mogambique, de forma a subsidiar a vigilancia

epidemioldgica do sarampo em Mogambique.

e Continuar o estudo de caracterizagdo molecular do virus do sarampo, em todos 0s
casos de sarampo detectados no Brasil, de forma a melhor monitorar os programas de

eliminacdo em curso.

e Até 0 momento, 0 soro de pessoas vacinadas com vacinas produzidas com virus do
genotipo A, foi capaz de neutralizar todos os genoétipos virais (com variagdes na
eficiéncia) (Riddell et al., 2005; Finsterbusch et al., 2009; CDC, 2012). Algumas
mutacdes tém sido descritas no genoma do virus do sarampo, em particular na proteina
H que é o principal alvo da resposta imune e pouco se sabe em relacdo a essas mutacoes.
Portanto como perspectivas futuras, buscaremos dar continuidade ao sequenciamento do

gene H e/ou de todo o0 genoma do virus analisado neste trabalho.
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