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RESUMO 

O Vírus Sincicial Respiratório Humano (HRSV) é o patógeno mais detectado em 

casos de infecções do trato respiratório inferior em crianças menores de cinco 

anos, adultos imunocomprometidos e idosos. Vários surtos por HRSV vêm 

sendo identificados ao longo dos anos no mundo, gerando um alerta e a 

necessidade de reforçar a vigilância deste patógeno. O HRSV é classificado em 

dois grupos (HRSV-A e HRSV-B) e vários genótipos, descritos com base na 

variabilidade genética do gene que codifica a glicoproteína G. Nas últimas 

décadas novos genótipos surgiram contendo duplicações de nucleotídeos na 

segunda região hipervariável do gene G, como ON1 (HRSV-A) e BA (HRSV-B), 

substituindo os genótipos circulantes anteriores e espalhando-se globalmente. 

Em 2019, ainda em um período pré-pandemia de SARS-CoV-2, o Amazonas 

registrou um aumento significativo nos casos de Síndrome Gripal (SG) e 

Síndrome Respiratória Aguda Grave (SRAG), sendo o HRSV o vírus mais 

detectado na rotina de diagnóstico. Este estudo teve como objetivo caracterizar 

geneticamente o HRSV que circulou neste período no Amazonas e inferir as 

introduções do vírus no estado. Ao total, 57 amostras de HRSV foram obtidas 

entre 2019 a 2021. Dentre as amostras de 2019, 77,7% pertenciam ao HRSV-B 

e 13,8% a HRSV-A; e de 2020 e 2021 99% pertenciam ao HRSV-A. Destas, 

apenas 17 foram sequenciadas por sequenciamento de nova geração (NGS), 

todas referentes ao ano de 2019, sendo os genótipos ON1 (N=2) e BA9 (N=15) 

identificados. Essa é a primeira vez que o genótipo ON1 é descrito circulando no 

Amazonas. Apesar do viés amostral devido ao baixo número de genomas 

mundiais, as análises filogenéticas e filogeográficas discreta, revelaram que 

houve diferentes introduções do HRSV no estado e ambos os subtipos evoluíram 

de forma semelhante a um relógio estrito, com taxas médias de substituições de 

nucleotídeos de 6,33 x 10-4 para HRSV-A e 6, 041 x 10-4 para HRSV-B. Dessa 

maneira, acreditamos que este estudo venha a contribuir na vigilância genômica 

do HRSV no Amazonas e no Brasil, descrevendo não somente os genótipos 

circulantes e mutações, mas gerando os primeiros genomas completos de HRSV 

do norte do país. 

 

Palavras-chave: Vírus Sincicial Respiratório Humano; Glicoproteína G; 

Vigilância genômica; NGS; Filogenia; 
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ABSTRACT 

The Human Respiratory Syncytial Virus (HRSV) is the most detected pathogen 

in cases of lower respiratory tract infections in children under five years of age, 

immunocompromised adults and the elderly. Several proven HRSV outbreaks 

have been identified over the years in the world, generating an alert and the need 

to reinforce surveillance of this pathogen. HRSV is classified into two groups 

(HRSV-A and HRSV-B) and many genotypes, based on the genetic variability of 

the gene encoding the G glycoprotein. In recent decades, new genotypes have 

emerged containing nucleotide duplications in the second hypervariable region 

of the G gene, as the ON1 (HRSV-A) and BA (HRSV-B), replacing the previous 

circulating genotypes and spreading globally. In 2019, still in a pre-pandemic 

period of SARS-CoV-2, the state of Amazonas registered a significant increase 

in the cases of Flu Syndrome (SG) and Severe Acute Respiratory Syndrome 

(SRAG), with HRSV being the most detected virus in the routine of diagnosis. 

This study aimed to genetically characterize the HRSV that circulated during this 

period in Amazonas and to infer how the virus was introduced in the state. In 

total, 57 were from HRSV were pushed between 2019 to 2021. Among as of 

2019, 77.7% belonged to HRSV-B and 13.8% to HRSV-A; and from 2020 and 

2021 99% belonged to the HRSV-A. Of these, only 17 were sequenced by next 

generation sequencing (NGS), all referring to the year 2019, with the ON1 (N = 

2) and BA9 (N = 15) genotypes identified. This is the first time that the ON1 

genotype is described circulating in Amazonas. Despite the sampling bias due to 

the low number of genomes worldwide, discrete phylogenetic and 

phylogeographic analyzes revealed that there were different introductions of 

HRSV in the state and both subtypes evolved similarly to a strict clock, with mean 

rates of nucleotide substitutions of 6, 33 x10-4 for HRSV-A and 6.041 x10-4 for 

HRSV-B. Thus, we believe that this study will contribute to HRSV genomic 

surveillance in Amazonas and Brazil, describing not only the circulating 

genotypes and mutations, but generating the first complete HRSV genomes in 

the north of the country. 

 

Keywords: Respiratory Virus; Human Respiratory Syncytial Virus; Glycoprotein 

G; Genomic surveillance; Phylogenetic analyses; 
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1. REFERENCIAL TEÓRICO 

1.1 Histórico do Vírus Sincicial Respiratório Humano 

 

O Vírus Sincicial Respiratório Humano (HRSV) foi isolado pela primeira 

vez em 1956 por Morris e colaboradores, a partir de uma colônia de chimpanzés 

do Walter Reed Army Institute of Research, Estados Unidos da América (EUA), 

que apresentavam sintomas clínicos comuns às doenças respiratórias, como 

coriza, espirros e tosse. Diante da epizootia, foi feita uma coleta de swab da 

garganta dos animais e realizado o isolamento em cultura de células. Após a 

constatação da infecção viral, o agente patogênico foi nomeado como Agente de 

Coriza em Chimpanzés (Chimpanzee Coryza Agent - CCA) (Morris et al. 1956).  

 Chanock et al. (1957) inocularam o vírus em alguns animais de laboratório 

como coelhos, camundongos e chimpanzés, porém foi observado que somente 

os primatas desenvolveram os sintomas da doença. No mesmo ano de 

isolamento, um técnico de laboratório que trabalhava com o CCA e os 

chimpanzés mostrou-se potencialmente infectado pelo vírus e dados sorológicos 

sugeriram que humanos testados apresentavam anticorpos contra o vírus ou 

algum outro intimamente relacionado a ele (Morris et al. 1956).  

Posteriormente, um vírus similar foi isolado de crianças hospitalizadas nos 

EUA e devido a sua capacidade de formar sincícios e ter afinidade ao trato 

respiratório foi renomeado para Vírus Sincicial Respiratório (Chanock et al. 

1957).  

No Brasil, o vírus foi isolado pela primeira vez em 1964 por Candeias, em 

um estudo com um grupo de 24 crianças que apresentavam quadros 

respiratórios graves, como bronquiolite e broncopneumonia em um hospital da 

cidade de São Paulo. Quatro amostras obtiveram sucesso no isolamento viral 

em culturas de células HeLa, apresentando efeito citopático ao fim do 7º dia e 

todas foram neutralizadas pelo soro homólogo padrão, confirmando a infecção 

por HRSV (Candeias 1967). 

O HRSV é considerado o agente etiológico de doenças do trato 

respiratório com maior importância pediátrica no mundo, rotineiramente 

identificado em crianças com idade entre zero e cinco anos, que apresentam 

insuficiência respiratória, pneumonia e bronquiolite (Shi et al. 2017b). Acomete 

cerca de 95% das crianças em seus primeiros dois anos de vida, adultos, 
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principalmente idosos e imunocomprometidos; sendo comum a ocorrência de 

reinfecções ao longo da vida (Anderson et al. 1990, Hall et al. 1991, Falsey et al. 

2005). 

Apresenta tropismo quase exclusivamente restrito ao trato respiratório, 

infectando principalmente os epitélios ciliados de pequenos bronquíolos e 

pneumócitos nos alvéolos. Os sintomas clínicos mais comuns da infecção por 

HRSV surgem, em grande parte, como resultado da obstrução das vias aéreas, 

onde restos de células inflamatórias, fibrina, muco e agregados linfóides levam 

a um fluxo aéreo restrito, hipóxia e sibilância (Johnson et al. 2007).  

 

1.2 Classificação do HRSV 

O HRSV está classificado como membro da ordem Mononegavirales, a 

qual possui outros representantes importantes como o vírus da raiva (família 

Rhabdoviridae) e o vírus Ebola (família Filoviridae). Está incluso na família 

Pneumoviridae, que apresenta dois gêneros: o Metapneumovirus que infectam 

mamíferos e pássaros; e o Orthopneumovirus, no qual pertence o Vírus Sincicial 

Respiratório, da espécie Orthopneumovirus humano. Dentro da espécie tem-se 

também o Orthopneumovirus bovino e o Orthopneumovirus murino 

(Amarasinghe et al. 2019). Sugere-se que houve um salto entre espécies durante 

a evolução desses vírus e até o momento não há descrito um reservatório animal 

para o HRSV (Collins & Graham 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Figura 1 – Árvore filogenética da família Pneumoviridae. Árvore filogenética de Máxima 

Verossimilhança contendo o gênero Human orthopneumovirus em destaque. Fonte: Rima et al. 
2017. 
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Os membros da família Pneumoviridae apresentam algumas 

características como: os vírions podem ser tanto esféricos quanto filamentosos; 

possuem genoma de RNA não segmentados de sentido negativo; a replicação 

ocorre no citoplasma; a RNA polimerase é dependente de RNA e compreende 

as proteínas P e L; a tradução é feita de forma sequencial e a maquinaria de 

tradução celular traduz os RNAs mensageiros capeados e poliadenilados no 

citoplasma (Rima et al. 2017). 

Dois subgrupos antigênicos do HRSV foram descritos, denominados A e 

B, com base em análises in vitro de ensaios de neutralização e padrões de 

reatividade com anticorpos monoclonais, com maior variância observada na 

proteína G (Coates et al. 1966, Anderson et al. 1985, Maurice Mufson et al. 

1985). Sabe-se que os dois subgrupos podem circular separadamente ou 

simultaneamente durante epidemias (Johnson et al. 1987).  

Alguns estudos sugerem que as infecções provocadas pelo HRSV-A são 

mais frequentes quando comparadas ao HRSV-B e sua transmissibilidade 

parece ser maior (White et al. 2005). Além disso, isolados do subgrupo A podem 

apresentar manifestações clínicas diferentes e estar associado à doenças mais 

graves quando comparado ao B (Martinello et al. 2002, Liu et al. 2016). 

Em 2013, dados do maior estudo epidemiológico de HRSV mostraram que 

ambos os subtipos (A e B) foram detectados, entretanto, mais pacientes foram 

infectados com HRSV-A do que com HRSV-B (20,4% versus 10,9%, 

respectivamente) e pacientes com VSRH-A positivos eram mais propensos a 

serem admitidos em unidade hospitalar ou unidade de terapia intensiva (47,7% 

A) em comparação com o HRSV-B (35,8%), sustentando a hipótese de que o 

subtipo A pode ser mais virulento e causar quadros mais graves. No entanto, 

mais estudos são necessários para determinar se realmente o subtipo do HRSV 

está associado à gravidade da doença (Jafri et al. 2013). 

Fodha et al. (2007) ao avaliarem 81 bebês em seu estudo, concluíram que 

a gravidade da doença não estava significativamente associada ao subgrupo do 

HRSV, mas que provavelmente fosse determinado por uma interação entre os 

fatores do patógeno e do hospedeiro, como exemplo, a carga viral. Essa 

correlação entre a gravidade da doença e a carga viral permanece controversa, 

uma vez que os métodos de medição da carga viral variam amplamente entre os 

estudos (Vianna et al. 2021). 



 

21 
 

 

1.3 Estrutura: Genoma e Morfologia 

O HRSV é um vírus pleomórfico, envelopado, que pode apresentar 

estruturas esféricas irregulares de 100 nm a 350 nm de diâmetro ou partículas 

em formas filamentosas longas com um diâmetro de 60 nm a 200 nm (Norrby et 

al. 1970), como mostra a figura 2. Sugere-se que a proteína de matriz regula a 

morfologia do HRSV, no entanto, existem desafios para elucidar algumas 

questões relacionadas a este tema devido à dificuldade em isolá-lo em cultura 

de células por conta da instabilidade física da partícula e do baixo rendimento 

viral (Liljeroos et al. 2013, Ke et al. 2018). 

O vírion possui um envelope externo, derivado da membrana plasmática 

da célula hospedeira por brotamento, no qual encontram-se inseridas três 

glicoproteínas de superfície: a proteína de fusão (F), a glicoproteína de adesão 

(G) e a pequena proteína hidrofóbica (SH), que formam projeções semelhantes 

a espículas de 10-14 nm de comprimento, espaçadas no HRSV de 8-11 nm 

(Rima et al. 2017).  

Na matriz, duas proteínas estão presentes, denominadas M e M2-1, que 

revestem o interior da membrana viral (Kiss et al. 2014). O nucleocapsídeo, um 

B 

D C 

A 

Figura 3 - Comparação estrutural entre as partículas filamentosas e esféricas do HRSV e 

suas representações esquemáticas. Representação de uma partícula filamentosa (A) e seu 

esquema (B); Estrutura e esquema de uma partícula esférica do HRSV (C e D). As caixas em B 

e D mostram a disposição das glicoproteínas de superfície F e G. Fonte: Adaptado de Ke et al. 

2018. 
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complexo proteico associado ao RNA viral (vRNA), é composto pela 

Fosfoproteína (P), Nucleoproteína (N), a subunidade 4 da polimerase (L) e o fator 

de transcrição M2-2. Há também duas proteínas não estruturais 1 e 2 (NS1 e 

NS2) (Collins & Graham 2008). As funções das proteínas estão apresentadas de 

forma resumida na Tabela 1 e a representação morfológica na Figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O genoma viral consiste em um RNA fita simples, não segmentado, de 

polaridade negativa, composto por aproximadamente 15 mil nucleotídeos, com 

10 genes que codificam 11 proteínas, entre elas proteínas estruturais e não 

estruturais (Huang & Wertz 1982, Collins et al. 1984).  Cada partícula infecciosa 

de HRSV possui apenas uma cópia funcional do genoma (Collins et al. 2008). 

O HRSV codifica 10 RNAs mensageiros subgenômicos, cada um 

contendo uma ORF (Open Reading Frame), com exceção de M2 que possui 

duas, codificando as proteínas M2-1 e M2-2 (Gould & Easton 2007). Na porção 

3’ do genoma do vírus, há uma região de 44 nucleotídeos denominada região 

leader, seguida pelos dez genes virais e ao final do genoma uma região 

extragênica de 155 nucleotídeos, conhecida como região trailer (Collins et al. 

2001). 

Membrana 

Nucleoproteína (N) e RNA viral 

Proteína de Fusão (F) 

Fosfoproteína (P) 

Polimerase (L) 

Proteína SH 

Matriz (M) 

M2-1 

Glicoproteína (G) 

Figura 3 - Modelo representativo da morfologia do HRSV filamentoso. São mostradas as 
glicoproteínas de fixação (G) e fusão (F), assim como a pequena proteína hidrofóbica (SH) na 
membrana viral. Uma camada de proteína da matriz (M) fica sob a membrana viral e dá ao vírion 
sua forma filamentosa. A proteína M2-1 - um fator de processabilidade da transcrição - interage 
tanto com a proteína M quanto com a nucleoproteína (N) que envolve o genoma do RNA viral. A 
grande subunidade da polimerase (L) e o cofator da fosfoproteína polimerase (P) também estão 
associados a N. Fonte: Adaptado de Battles & McLellan 2019. 
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Os genes são separados por regiões intergênicas que podem variar até 

56 nucleotídeos e são regiões pouco conservadas entre as amostras (Figura 4). 

Os dois primeiros genes transcritos são as proteínas não estruturais NS1 e NS2, 

sendo está uma das principais diferenças entre os genomas dos gêneros 

Orthopneumovirus e os Metapneumovirus que não as possuem. Os genes M2 e 

L fazem uma sobreposição (overlap) de 68 nucleotídeos ao final do genoma, 

fazendo com que L tenha o início de sua transcrição dentro do gene M2 e 

consequentemente, o sinal de término e poliadenilação de M2 está localizado 

dentro do gene L (Collins et al. 2013). 

 

 

1.4 Proteínas virais 

O HRSV codifica 11 proteínas, diferindo da maioria dos membros de sua 

família, que normalmente têm de 6 a 7 mRNAs que codificam de 7 a 9 proteínas 

separadas (Collins et al. 2013). 

As primeiras proteínas codificadas são as proteínas não estruturais NS1 

e NS2, que possuem 139 e 124 aminoácidos respectivamente. Na literatura têm-

se descrito que elas estão relacionadas a interferência nas respostas imunes 

inatas do hospedeiro, inibindo a indução e sinalização de interferon (Spann et al. 

2005, Sedeyn et al. 2019). Além disso, inibem a apoptose, prolongando a vida 

da célula e aumentando a produção viral (Bitko et al. 2007). Porém, mais estudos 

devem ser voltados para a elucidação de suas funções.  

Assim como outros membros da família Pneumoviridae, o HRSV tem seu 

genoma complexado com as proteínas N, P, L e M2-1 para a formação do 

nucleocapsídeo (Bakker et al. 2013).  

A proteína N, é a principal proteína estrutural do nucleocapsídeo, 

composta por 391 aminoácidos, que se liga ao genoma para formar 

3’ 5’ 

Figura 4 - Organização dos genes no genoma do HRSV. Em amarelo: genes das proteínas 

não estruturais (NS1 e NS2); em azul os genes das proteínas associadas ao nucleocapsídeo (N, 

P, M2 e L); em laranja o gene da proteína de Matriz (M); em vermelho os genes das glicoproteínas 

de superfície (SH, F e G). O comprimento do genoma é indicado por nt (nucleotídeos) na parte 

superior e o comprimento das proteínas por aa (aminoácidos), parte inferior. Fonte: Taleb et al. 

2018. 
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nucleocapsídeos helicoidais, servindo como molde para a síntese de RNA 

(Bakker et al. 2013, Collins et al. 2013).  

A fosfoproteína (P) possui 241 aminoácidos, é um cofator essencial da 

polimerase, interage com a nucleoproteína (N) e a polimerase (L) e possui função 

importante na transcrição e replicação viral (Collins et al. 2013). É a principal 

proteína fosforilada do HRSV, contendo fosfato em diferentes sítios e alguns 

experimentos em que a fosforilação de P foi reduzida demonstraram que é um 

fator importante para a replicação do vírus (Lu et al. 2002). 

A proteína M, composta de 256 aminoácidos, é uma proteína estrutural 

não glicosilada que desempenha um papel importante na montagem do vírus 

(Marty et al. 2004). Está também associada ao nucleocapsídeo e estudos 

sugerem que ela possa inibir a atividade de transcrição viral (Ghildyal et al. 

2002). M2-1 intercede a associação entre M e os complexos de 

ribonucleoproteína (RNPs) que compreendem o RNA genômico viral fortemente 

associado à N (Battles & Mclellan 2019). 

A proteína interna M2-1, de 194 aminoácidos, é um fator essencial na 

transcrição de VSRH, interagindo com as demais proteínas que compõem o 

nucleocapsídeo (Collins et al. 2001). Na literatura, há evidências que ilustram 

que M2-1 está localizado entre RNP e M em partículas virais isoladas e que M e 

M2-1 regulam a organização do vírus (Kiss et al. 2014). 

Por sua vez, M2-2 (aproximadamente 90 aminoácidos), é codificada pelo 

penúltimo gene de HRSV, o qual apresenta duas ORFs sobrepostas, gerando 

M2-1 e M2-2 (Bermingham & Collins 1999). Está envolvida na regulação da 

transcrição e replicação do RNA viral e estudos sugerem que o nível de produção 

da proteína M2-2 nas células infectadas pode ser crítico para a replicação do 

RSV (Cheng et al. 2005). 

A proteína L é a maior proteína do HRSV, sendo constituída de 2.165 

aminoácidos. Possui atividades enzimáticas de polimerase dependente de RNA. 

Assim como outros vírus de genoma de RNA não segmentado e fita negativa, 

são descritas seis regiões conservadas em L (Collins et al. 2013). 

A pequena proteína de superfície, SH, é expressa por todos os membros 

da família Pneumoviridae e possui cerca de 64 aminoácidos (pode variar de 

HRSV-A para HRSV-B). Sua função ainda não está bem esclarecida, mas SH 

parece ser uma viroporina, uma classe de pequenas proteínas virais que podem 
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modificar a permeabilidade da membrana e podem afetar o brotamento e a 

apoptose (Fuentes et al. 2007). 

Os dois antígenos principais, F e G, são as glicoproteínas de superfície 

mais abundantes no vírion e têm papéis importantes na entrada do vírus na 

célula. A glicoproteína G atua principalmente como uma proteína de fixação que 

liga os vírions às células-alvo e a glicoproteína F tem principal função de mediar 

a fusão das membranas virais com a célula hospedeira (Walsh & Hruska 1983, 

Levine et al. 1987). Ambas são as únicas proteínas alvo de anticorpos 

neutralizantes, sendo a proteína F a candidata mais potente para estudos que 

visam o desenvolvimento de drogas e vacinas contra HRSV (Graham et al. 

2015). 

A proteína F é uma proteína de fusão de classe I de 574 aminoácidos que 

forma uma estrutura trimérica com pelo menos dois estados bem conhecidos, 

um estado metaestável de pré-fusão e um estado estável de pós-fusão (Melero 

et al. 2017). As comparações estruturais entre os vírions filamentosos e esféricos 

revelaram diferenças significativas associadas às glicoproteínas de superfície, 

onde as partículas filamentosas de HRSV estavam cobertas com F no estado 

pré-fusão e as partículas esféricas tinham predominantemente a forma pós-

fusão. Isso fornece um mecanismo molecular que relaciona a morfologia e a 

infectividade do vírus, sugerindo que o HRSV filamentoso é a forma infecciosa 

(Liljeroos et al. 2013; Ke et al. 2018). 

 

Tabela 1 - Resumo das proteínas do HRSV e suas funções. 

Proteína Função 

Fusão (F) Promove a fusão do vírus à célula 

Glicoproteína (G) Promove adesão do vírus ao receptor celular 

Proteína Hidrofóbica (SH)  Acredita-se estar envolvida no retardo da apoptose em 

células infectadas 

Fosfoproteína (P) Tradução e Replicação 

Nucleoproteína (N) Regula a transcrição e replicação do vRNA 

Matriz (M) Morfologia viral 

Polimerase (L) Atividades enzimáticas 

M2-1 Fundamental para a transcrição 

M2-2 Controla o equilíbrio entre transcrição e replicação 

NS1 
NS2  

Sinalização celular (IFN) 

Inibição de apoptose 

 Fonte:  Cani et al. 2001, Collins et al. 2008. 
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Dentre as proteínas virais, a proteína G, responsável pela adesão do 

vírus à célula tem sido alvo de muitos estudos por interagir com os receptores 

celulares do hospedeiro, ser alvo de anticorpos neutralizantes e ser utilizada para 

a genotipagem do vírus, apresentando regiões altamente variáveis (Johnson et 

al. 1987, Levine et al. 1987). Sabe-se que é uma proteína análoga a 

hemaglutinina de outros vírus da família Paramyxoviridae, porém não apresenta 

ação hemaglutinante e é uma das mais abundantes no vírion juntamente com a 

proteína F (Hall et al. 1991, Collins & Graham 2008). 

A proteína G pode ser encontrada no vírus de duas formas: ancorada à 

membrana (Gm), responsável pela ligação viral à célula hospedeira; ou em uma 

forma solúvel (Gs) que está relacionada à mediação da evasão imunológica 

(Levine et al. 1987, Hendricks et al. 1988). O gene que a codifica tem 

aproximadamente 950 nucleotídeos (Wertz et al. 1985). 

Em sua forma ligada à membrana, G é uma glicoproteína tipo II de 

aproximadamente 300 aminoácidos, dependendo da cepa viral, constituída de 

três regiões: uma cauda citoplasmática (AA 1-38) na porção amino-terminal (N-

terminal), um único domínio hidrofóbico entre os resíduos 38 e 66 que atua como 

um domínio de âncora de membrana e um domínio extracelular (AA 66-298), 

onde estão presentes duas regiões variáveis responsáveis pela divergência 

entre as amostras dos grupos A e B, além de algumas regiões conservadas 

(Figura 5) (Wertz et al. 1985; Johnson et al. 1987; Hendricks et al. 1988). Sua 

massa molecular é de apenas 32,588 KDa, porém, alterações pós-traducionais 

no complexo de Golgi podem levar à formação de um peptídeo de 80 a 90 kDa 

(Satake & Venkatesan 1984, Palomo et al. 1991).  

A forma solúvel de G surge devido à iniciação da tradução em um códon 

alternativo (Met48 em Gm), localizado no meio do domínio transmembranar que 

exclui o domínio citoplasmático e a porção restante do domínio transmembranar 

após um evento proteolítico, permitindo que o ectodomínio seja secretado pela 

célula (Roberts et al. 1994). Portanto, essa forma não permanece ancorada a 

membrana, pois não tem os 65 resíduos de aminoácidos iniciais da porção N-

terminal, onde fica localizada a região transmembrana da proteína. Não está 

claro por que tal evento proteolítico ocorre apenas na proteína G encurtada, uma 

vez que a proteína G completa contém a mesma sequência. Além disso, 

enquanto Gs é monomérica, Gm é oligomérica (Escribano-Romero et al. 2004). 
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A função de Gs ainda não foi bem esclarecida, mas Bukreyev et al. (2008) 

sugerem que a proteína em sua forma solúvel age como uma isca de anticorpos, 

ajudando o HRSV a escapar da restrição de replicação dependente de 

anticorpos e como modulador de leucócitos contendo receptores Fc gama. 

 

Análises moleculares da segunda região hipervariável da proteína G têm 

sido utilizadas para caracterizar os genótipos de HRSV, divididos em dois 

grupos, HRSV-A e B (Peret et al. 2000). Acredita-se que essa variabilidade pode 

contribuir para a capacidade do vírus causar surtos anuais e está relacionada a 

fatores de virulência entre as cepas, além de que alterações nas sequências de 

aminoácidos podem fornecer uma vantagem ao vírus possivelmente alterando 

epítopos e auxiliando no escape da resposta imune preexistente do hospedeiro 

(De-Paris et al. 2014). 

No ectodomínio, estudos sugerem que as regiões conservadas 

encontradas sejam responsáveis pela ligação do vírus ao receptor celular e 

Região transmembrana 

Cauda citoplasmática 

Região conservada 

Pontes dissulfídicas 

Epítetos específicos 

Regiões variáveis 

Mucina-like 

Figura 5 - Esquema da forma ancorada à membrana (Gm) e solúvel (Gs) da Glicoproteína 
G do HRSV. A) As regiões hidrofóbicas são representadas por linhas grossas. Triângulos 
invertidos representam locais de glicosilação ligados a N e linhas verticais indicam locais de 
glicosilação ligados a O. Os resíduos de cisteína conservados são representados por círculos. 
As regiões variáveis são mostradas com barras horizontais em cima de Gm. A forma solúvel é 
formada por iniciação de tradução alternativa em M48, seguida por clivagem após o resíduo 65. 
B) Modelo da estrutura de G ancorada à membrana em forma de dímero para simplificar. 
Adaptado de: Melero et al. 2017. 

A 

B 
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candidatas a domínios importantes no transporte, processamento, atividade 

biológica e neutralização, como a região central de 13 aminoácidos que abrange  

os resíduos 164 ao 176 na sequência de referência A2 e uma região com quatro 

cisteínas espaçadas (resíduos 173, 176, 182 e 186) ligadas entre si por pontes 

de dissulfeto, que são conservadas em todas as cepas virais (Johnson et al. 

1987, Palomo et al. 1991).  

Por sua vez, as regiões variáveis são compostas por uma sequência de 

aminoácidos com alto teor de serina, treonina e prolina, assemelhando-se a uma 

classe de proteínas denominas como mucinas (Wertz et al. 1985). Essas regiões 

são glicosiladas pela adição pós-traducional de vários açúcares ligados a -N e 

oligossacarídeos ligados a -O, contribuindo para a estrutura antigênica da 

proteína e a infectividade viral (Eshaghi et al. 2012).  

A primeira região variável antecede o cluster de cisteínas conservadas e 

possui estrutura em forma de haste devido a múltipla O-glicosilação, que 

possivelmente facilita a interação vírus-célula devido tornar a região de interação 

com o receptor distante suficiente do envelope viral (Martinelli et al. 2014, Melero 

et al. 2017). A segunda região variável, que corresponde à região C-terminal da 

proteína G, é a região mais variável da proteína e reflete a variabilidade global 

do gene, sendo a mais utilizada em estudos de epidemiologia molecular (Melero 

& Moore 2013). 

 

1.5 Replicação e transcrição viral 

O processo de entrada do vírus na célula (Figura 6) consiste em duas 

etapas principais: fixação do vírion à célula hospedeira e fusão das membranas 

viral e da célula hospedeira (Battles & Mclellan 2019). A infecção viral inicia-se 

quando a proteína G do HRSV interage com o receptor das células ciliadas das 

vias aéreas, tendo tropismo pelas células da superfície apical (Collins & Graham 

2008, Villenave et al. 2012). Alguns receptores que interagem com o HRSV por 

ligação à proteína G descritos são: receptor Toll-like 4 (TLR4), a receptor 1 de 

quimiocina (CX3CR1) e o sulfato de heparana (HSPG) (Krusat & Streckert 1997, 

Kurt-Jones et al. 2000). 

Posteriormente o envelope viral incorpora-se à membrana celular do 

hospedeiro ocorrendo a fusão por ação da proteína F, que além dessa ação 

facilita a micro pinocitose, promovendo ainda mais a fusão de células infectadas 
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com células não infectadas adjacentes, resultando em sincícios, característica 

que deu nome ao vírus (Levine et al. 1987, Kahn et al. 1999, Krzyzaniak et al. 

2013). 

Após a fusão, o complexo helicoidal de ribonucleoproteína (RNP) é 

liberado no citoplasma da célula hospedeira, e a transcrição e replicação 

ocorrem no citoplasma sem a participação do núcleo celular (Collins et al. 2001). 

A transcrição do genoma viral é iniciada na direção 3’ 5’ a partir de um 

promotor localizado na terminação 3’ não codificante do genoma denominado 

leader (Fearns et al. 2002). Os RNAs produzidos são poliadenilados na 

extremidade 3’ e recebem um “cap” na extremidade 5’. Cada gene é transcrito 

em um mRNA poliadenilado, separado e limitado, que codifica uma única 

proteína viral, com exceção do gene M2, que codifica duas proteínas distintas, 

M2-1 e M2-2 (Collins et al. 2001). No início da transcrição, a enzima RpRd adere-

se à região promotora do genoma e na junção entre essa região e o primeiro 

gene (NS1), ocorre a liberação do transcrito e a polimerase recomeça a 

transcrição de forma sequencial do início ao fim, guiados pelos sinais de início 

(leader) e final do gene (trailer), representado na Figura 7, resultando na 

produção de RNAs mensageiros de cópias iguais ao gene original (Collins et al. 

1984, Fearns et al. 2002, Collins et al. 2007). 

A replicação ocorre com a geração de um RNA antigenômico de sentido 

positivo que servirá como molde para a síntese de cópias do genoma viral (Noton 

et al. 2019). 

Por fim, a maturação viral ocorre com a montagem do nucleocapsídeo, 

através da combinação das proteínas N, P e L com o RNA genômico, próximo à 

membrana plasmática. Para a montagem do envelope, ao passar pelo retículo 

endoplasmático e o complexo de Golgi, as proteínas de superfície sofrem 

glicosilação e as proteínas de matriz incorporam-se na porção interna do 

envelope em formação. O nucleocapsídeo chega à superfície celular e é liberado 

por brotamento, levando uma porção da membrana plasmática em um processo 

contrário à penetração por fusão (Collins & Graham 2008). 

Os vírions são liberados como partículas filamentosas e alguns estudos 

indicam que com o tempo, M se dissocia da membrana viral, criando regiões não 

filamentosas no vírion que, em última análise, levam a formação de partículas 

esféricas ou pleomórficas que são consideradas menos infecciosas, 
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provavelmente devido a uma conversão prematura da proteína F da pré-fusão 

em conformação pós-fusão (Ke et al. 2018).  

Figura 6 – Ciclo replicativo do HRSV. Entrada do vírus na célula por endocitose, fusão das 
membranas, liberação do complexo helicoidal de ribonucleoproteína (RNP) no citoplasma dão 
início aos processos de transcrição e replicação do genoma. Por fim, as novas partículas virais 
são liberadas por brotamento. Fonte: (Battles & Mclellan 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genes do HRSV 

Sinal de início de 
cada gene 

Sinal de fim de 

cada gene 

Regiões 

intergênicas 

Figura 7 – Representação esquemática da localização dos sinais de início e fim dos genes 
do HRSV. Os sinais de início do gene (leader) são representados por triângulos pretos e os 
sinais de fim (trailer) dos genes são mostrados como retângulos pretos, separados por regiões 
intergênicas (sublinhadas). Fonte: Salimi et al. 2021. 
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1.6 Caracterização gênica e antigênica 

Os vírus com genoma RNA apresentam altas taxas de mutação ao longo 

de suas sequências, determinadas pela falta de revisão da RNA polimerase e 

elevadas taxas de replicação, podendo acarretar benefícios para o vírus como 

maior virulência e capacidade de evolução e adaptação ao hospedeiro (Holland 

et al. 1982, Belshaw et al. 2007). 

Em 1966, Coates e colaboradores mostraram a variabilidade antigênica 

de isolados de HRSV pelo teste de neutralização com soro de furões infectados, 

posteriormente, foi possível confirmar definitivamente a existência desses 

grupos antigênicos por meio de ensaios utilizando anticorpos monoclonais 

(mAbs) obtidos de camundongos imunizados com diferentes cepas de HRSV, 

como A2, Long e CH18537 (Anderson et al. 1985), sendo então nomeados os 

grupos como A e B e demonstrando que ambos evoluíram separadamente ao 

longo do tempo (Mufson et al. 1985). A designação do grupo HRSV A e B 

também é referida como “subgrupos” antigênicos na literatura (Hall et al. 1990, 

Matheson et al. 2006). 

Com o advento das técnicas de biologia molecular e sequenciamento 

genético, com base nas análises das sequências dos genes N, P, SH, e G foi 

possível confirmar a divisão do HRSV nos grupos A e B e identificar os genótipos 

circulantes (Sullender et al. 1993, Peret et al. 1998) e foi visto que os diferentes 

genótipos co-circularam ao longo das estações e que podem existir diferentes 

padrões de circulação entre os grupos (Cane et al. 1992, Venter et al. 2001). 

O primeiro sistema de classificação de genótipos do HRSV, proposto em 

1998, contava com informações de sequenciamento da segunda região 

hipervariável do gene G e os genótipos eram nomeados com base no gene 

usado para classificação, seguido pelo subtipo HRSV (A ou B) e um número 

crescente (Peret et al. 1998). Posteriormente, o método de classificação anterior 

foi refinado incluindo a distância genética como uma métrica para definir grupos 

genéticos e houve mudanças no sistema de nomenclatura, incluindo o país onde 

o genótipo foi descrito (Venter et al. 2001). 

Inicialmente, seis genótipos foram identificados, sendo quatro para HRSV 

A, chamados de SHL1 a SHL6 e dois identificados entre HRSV B, denominados 

de NP1 e NP3 (Cane et al. 1992). Ao longo do tempo, outros genótipos foram 

descritos como GA1 a GA5 e GB1 a GB4, GA6 e GA7 (Peret et al. 2000); SAA1 
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e SAB1 a SAB3 descritos pela primeira vez na África do Sul (Venter et al. 2001); 

BA1 a BA10, descrito na Argentina e que tem como característica uma 

duplicação de 60 nucleotídeos no G (Trento et al. 2006); URU1 e URU2 descritos 

no Uruguai (Arbiza et al. 2005); NA1 e NA2 identificados no Japão (Shobugawa 

et al. 2009); e o mais recente o genótipo ON1 identificado em Ontário, no Canadá 

e que apresenta uma duplicação de 72 nt (Eshaghi et al. 2012). 

Hoje, são descritos pelo menos 13 genótipos de VSRH A e 37 genótipos 

de HRSV B (Muñoz-Escalante et al. 2019b, 2021). Devido à sua alta 

variabilidade, a diversidade genética do HRSV se baseou com mais frequência 

no gene G (García et al. 1994). No entanto, não existem critérios estabelecidos 

para a definição do genótipo, o que afeta o entendimento da evolução viral, 

imunidade e desenvolvimento de vacinas.  

Vários grupos defendem a necessidade da unificação da classificação dos 

genótipos de HRSV, mas até o momento não há um consenso. (Muñoz-

Escalante et al. 2019b, 2021, Goya et al. 2020, Ramaekers et al. 2020). 

 

Tabela 2 – Principais propostas de classificação do HRSV ao longo dos anos. 

AUTOR REGIÃO ALVO 
PROPOSTA DE 

CLASSIFICAÇÃO 
ACESSO AO 

ARTIGO 

Peret et al. 
1998 

HVR2 do gene G 

Cinco genótipos e 22 subtipos de 
VSRH-A; 

Quatro genótipos e 6 subtipos de 
VSRH-B; 

10.1099/0022-
1317-79-9-2221 

Venter et al. 
2001 

HVR2 do gene G 
Definição de novos genótipos: 

SAA1 e SAB1-4 
10.1099/0022-

1317-82-9-2117 

Trento et al. 
2006 

HVR2 do gene G Definição dos genótipos BA1-6 
10.1128/JVI.80.2.9

75-984.2006 

Shobugawa 
et al. 2009 

HVR2 do gene G Definição de NA1-2 
10.1128/JCM.0011

5-09 

Depat et al. 
2010 

HVR2 do gene G Definição de BA7-10 
10.1128/JCM.0064

6-10 

Eshaghi et al. 
2011 

HVR2 do gene G Definição do genótipo ON1 
10.1371/journal.po

ne.0032807 

Cui et al. 
2013 

HVR2 do gene G 
Definição de NA3, NA4, BA-C e 

CB1 
10.1371/journal.po

ne.0075020 

Trento et al. 
2015 

Ectodomínio de G 
Proposta de reclassificação de 

VSRH-A utilizando o G 
10.1128/JVI.00467-

15 
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Muñoz-
Escalante et 

al. 2019 
Ectodomínio de G 

Proposta de reclassificação de 
VSRH-A para 9 genótipos: GA1-

GA7, SAA1 e NA1 

10.1038/s41598-
019-56552-2 

Goya et al. 
2020 

Ectodomínio de G 

Proposta de reclassificação de 
VSRH-A para 3 genótipos: GA1-
GA3) e 7 para VSRH- B (GB1-

GB7). 

10.1111/irv.12715 

Ramaekers et 
al. 2020 

Genoma completo 
Proposta de reclassificação de 

VSRH-A e B: 23 genótipos de A e 
6 de B; 

10.1093/ve/veaa05
2 

Muñoz-
Escalante et 

al. 2021 
Ectodomínio de G 

Proposta de reclassificação de 
VSRH-B de 37 genótipos para 15; 

10.1038 / s41598-
021-83079-2. 

 

Vários grupos de pesquisa de HRSV uniram-se a fim de propor uma 

definição de nomenclatura comum para amostras e isolados de HRSV e também 

o uso de nomes padrão e anotações apropriadas para seus genes. Priorizando 

uma linha de definição curta e concisa que seja fácil de usar em laboratório, de 

fácil leitura e um sistema uniforme para HRSV em bancos de dados públicos 

(Salimi et al. 2021). 

Os elementos de definição de sequência propostos por Salimi et al. 2021 

são: 

I. Nome do organismo; Abreviatura do nome do vírus: HRSV; 

II. Subgrupo HRSV: A ou B; X, se desconhecido; 

III. Identificador geográfico para o local de amostragem (por exemplo, 

cidade ou estado); 

IV. Identificador único isolado; 

V. Ano de amostragem; YYYY ou XXXX, se desconhecido. 

Exemplos de linhas de definição de sequência usando a nomenclatura 

proposta: HRSV / A / USA / 001/2011; HRSV / B / Denver.USA / 14617/1985 ou 

HRSV / X / IRN / 001/2017 (subgrupo desconhecido). 

 

1.7 Epidemiologia do HRSV 

As doenças respiratórias são responsáveis por um grande volume de 

atendimentos e internações hospitalares por ano no mundo, causando 

morbidade e mortalidade significativas na população (WHO 2014, Kabir 2018). 

Os vírus são um dos principais agentes etiológicos envolvidos nessas infecções 

e têm como características a fácil transmissão e a capacidade de acometer 
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indivíduos em todas as faixas etárias, sendo as crianças, idosos e 

imunocomprometidos os mais afetados (Falsey et al. 2005).  

O diagnóstico viral é muitas vezes negligenciado e dificultado somente 

com a clínica devido à presença de um grande número de patógenos nas vias 

respiratórias, no entanto, o diagnóstico correto é crucial na identificação dos vírus 

circulantes, na transmissão, controle e prevenção de surtos (Kabir 2018). Os 

vírus mais frequentes associados a estas infecções são Influenza (A e B) (Cox 

& Bender 1995), HRSV, Rinovírus (RV), Coronavírus (CoV), Parainfluenza (PIV) 

1 - 4, Adenovírus (HAdV), Metapneumovírus (HMPV) (Broor et al. 2008) e 

Bocavírus (HBoV) (Essa et al. 2015).  

 O HRSV é o vírus de maior importância pediátrica, sendo o agente 

etiológico que mais causa infecção respiratória aguda e morte em crianças 

menores de 5 anos, podendo acometer também adultos, pessoas 

imunocomprometidas, e principalmente idosos (Falsey et al. 2005, Meissner 

2016, Tseng et al. 2020).  

 Uma revisão sistemática estimou que a infecção do trato respiratório 

inferior (LRTI) associada ao HRSV é responsável por entre 94.600 e 149.400 

mortes anualmente no mundo; além disso, cerca de 33 milhões de LRTI 

associados ao HRSV resultaram em 3,2 milhões de internações hospitalares em 

2015, sendo os países de baixa e média renda os mais afetados (Shi et al. 2017). 

 As LTRI correspondem a primeira causa de mortalidade infantil nos 

países de baixa renda e a quarta nos países de média renda, que incluem o 

Brasil (Ferone et al. 2014). Os principais fatores associados à gravidade da 

infecção em crianças são prematuridade, doença cardíaca congênita, doença 

pulmonar crônica, baixo peso ao nascer, ter irmãos, tabagismo materno e não 

amamentação (Shi et al. 2017). 

 No Brasil, o HRSV foi encontrado em 23,1-42,2% dos bebês internados 

por LTRI e esteve associado a 3,6% dos óbitos (Lamarão et al. 2012). No 

entanto, a falta de dados sobre o número total de internações e mortalidade por 

doenças do trato respiratório inferior em crianças ocasionadas por HRSV, 

complica a avaliação do impacto global da doença (Freitas & Donalisio 2016). 

 Vários países descrevem a ocorrência de HRSV como EUA (Rose et al. 

2018), África (Umuhoza et al. 2021), Canadá (Mitchell et al. 2017), Inglaterra e 

outros países europeus (Reeves et al. 2020), Rússia (Krivitskaya et al. 2021), 
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Japão (Hibino et al. 2018), China (Zhang et al. 2015; Luo et al. 2020), Brasil 

(Moura et al. 2006), Portugal (Sáez-López et al. 2020) e outros. Observa-se que 

os padrões de sazonalidade e a duração dos surtos variam consideravelmente 

entre as regiões.  

 Grande parte dos estudos feitos nos EUA, descreve a sazonalidade do 

HRSV do outono até a primavera (Haynes et al. 2014). No entanto, ao utilizar um 

novo método estatístico que analisa detecções laboratoriais de PCR relatadas 

ao National Respiratory and Enteric Virus Surveillance System (NREVSS) para 

determinar a sazonalidade do HRSV, mostrou que o início das temporadas de 

2014 a 2017 ocorreram aproximadamente 2 semanas antes do que as 

temporadas de 2012-2014, que foram determinadas usando dados de antígenos, 

mostrando ser um modelo de maior confiança para ser utilizado (Rose et al. 

2018). 

 A definição de sazonalidade no Brasil se baseia na análise descritiva de 

identificação do HRSV realizada nas regiões geográficas do país, utilizando 

dados Sistema de Vigilância Epidemiológica da Gripe e outros vírus respiratórios 

– SIVEP GRIPE (sivepgripe.com.br). 

 Em geral, países do hemisfério sul apresentam o aumento no número 

de casos entre os meses de março e junho e em países do hemisfério norte entre 

setembro e dezembro (Obando-pacheco et al. 2018). Em países de clima 

temperado as epidemias têm sido descritas nos meses de inverno e nas regiões 

de clima tropical, parecem ocorrer nas estações chuvosas (Law et al. 2002).  

 No Brasil, a sazonalidade do HRSV varia de acordo com cada região. A 

maioria dos estudos realizados no país descrevem a circulação do vírus na 

região sul e sudeste. No Sul, onde a temperatura é mais fria, o pico dos surtos 

acontece no inverno, entre os meses de abril a agosto. No Sudeste, as epidemias 

têm sido relacionadas entre os meses de março e abril. Já no Nordeste, a 

sazonalidade ocorre durante a estação chuvosa nos primeiros meses do ano, 

assim como na região Norte (Freitas & Donalisio 2016). 

 No estado de São Paulo, a sazonalidade é bem definida, não estando 

associada a temporada de chuvas, mas sim com a época de maior incidência de 

poluição do ar, com pico entre os meses de maio e junho (Vieira et al. 2001). 

 Um estudo realizado com amostras do Espírito Santo confirmou a maior 

prevalência de HRSV em crianças menores de um ano de idade nas amostras 
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analisadas e mostrou que a atividade da HRSV foi muito semelhante entre 2016 

e 2017, com o início de circulação ocorrendo em março e terminando em 

julho/agosto, podendo ter variações sutis em cada temporada (Vianna et al. 

2021). 

 Na região norte, Santos et al. (2018) mostrou em seu estudo uma taxa 

de infecção viral relevante em crianças de 0 a 4 anos de idade e descrevem a 

circulação de HRSV no Acre, Amazonas e Pará durante o período de mudança 

climática, entre os meses de março e julho. 

 De acordo com Alonso et al. (2020), com base nos dados de mortalidade 

e hospitalização por pneumonia e Influenza, são distinguidas quatro zonas 

sazonais de infecções respiratórias no Brasil (figura 8), sendo:  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Além da sazonalidade, o padrão de circulação dos grupos do HRSV (A e B) 

também difere em cada local e temporadas. A co-circulação de ambos os grupos 

é bem relatada, bem como de seus genótipos, porém nos últimos anos nota-se 

a predominância do grupo HRSV-A e seus genótipos em relação a B (Al-Sharif 

et al. 2020). 

 

1.8 Aspectos clínicos, Tratamento e Vacinas 

A transmissão do HRSV pode acontecer de pessoa a pessoa por meio de 

aerossóis, ou por contato com secreções, objetos e superfícies contaminadas, 

Figura 6 - Padrão da circulação de HRSV no Brasil. Mapa do Brasil com os estados 
classificados nas quatro “zonas sazonais de infecção respiratória”: “Equatorial-Norte” 
(vermelho), “Equatorial-Sul” (verde), “Centro-Oeste Tropical e Sul- Leste” (laranja) e “Sul 
subtropical” (azul). Fonte: Adaptado de Alonso et al. 2020. 

Equatorial-Norte: composto pelo estado de 

Roraima - pico na estação chuvosa que ocorre no 

meio do ano; 

Equatorial-Sul: estados da região Norte (exceto 

Roraima) e Nordeste (exceto Bahia) – estação 

chuvosa, no primeiro semestre do ano;  

Centro-Oeste e Sudeste Tropical”: composto por 

todos os estados da região Centro-Oeste, sudeste 

e Bahia – pico no inverno, meio do ano; 

Sul Subtropical”: composto pelos três estados da 

região Sul do Brasil, com picos no inverno.  
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sendo muito infeccioso quando em contato com mucosas, como ocular ou nasal. 

O aparecimento dos sintomas varia de acordo com a idade e condições de saúde 

e geralmente ocorre dentro de até seis dias após a infecção (Hall et al. 1991). 

Geralmente os sintomas do trato respiratório superior começam a 

aparecer entre o quarto dia, sendo comum febre, rinorreia e congestão, seguidos 

de sintomas do trato respiratório inferior. O aumento da tosse é geralmente o 

primeiro sinal de envolvimento do trato respiratório inferior; os sintomas 

posteriores incluem taquipneia, dispneia, aumento do esforço respiratório e 

dificuldade de alimentação (Meissner 2016). 

Johnson et al. (2007) demonstraram que o vírus infecta tanto o epitélio 

brônquico quanto o alveolar, e que a obstrução das pequenas vias aéreas a partir 

de projeções epiteliais, detritos inflamatórios, edema ou compressão por 

agregados linfoides pode ser um componente importante da patogênese da 

doença. 

O aspecto clínico da infecção pode variar de acordo com a idade e 

condições de saúde do indivíduo e os principais sintomas geralmente incluem 

coriza, perda do apetite, tosse, espirros e febre, que podem aparecer isolados 

ou em conjunto. Em bebês muito jovens, os sintomas podem ser irritabilidade, 

atividade reduzida e dificuldades respiratórias (Ghazaly & Nadel 2018). Nos 

casos mais graves, o HRSV pode causar quadros de bronquiolite e pneumonia, 

sendo estas as consequências mais comuns em crianças menores de 1 ano de 

idade. Além disso, a formação de sincícios e a presença de secreção excessiva 

de muco representam as principais marcas da infecção por HRSV (Glezen et al. 

1986). 

A bronquiolite é uma infecção comum do trato respiratório inferior em 

bebês e o HRSV é a causa mais comum (Smith et al. 2017). A maioria das 

crianças se recupera sem intercorrências, embora a doença pulmonar crônica 

subjacente, anomalias congênitas, estado de imunocomprometimento e 

cardiopatia hemodinamicamente significativa em pacientes com bronquiolite 

estejam associados à progressão para doença grave ou mortalidade (Ralston et 

al. 2014). 

Nas crianças, os únicos fatores de risco relatados para hospitalização por 

infecção por HRSV são prematuridade e pouca idade e uma das principais 

razões pelas quais isso ocorre é a alta proporção entre a área de superfície e o 
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volume das vias aéreas que ainda estão em desenvolvimento, além de que 

quando comparado ao trato respiratório de adultos, os bronquíolos de bebês e 

crianças são relativamente menores e, portanto, mais sujeitos a obstruções 

(Griffiths et al. 2017).  

Outro grupo bastante afetado pelo HRSV são os idosos. De acordo com 

Falsey et al. (2014), este vírus foi a terceira maior causa de infecções 

respiratórias em idosos, depois de Enterovírus e Influenza, e a segunda maior 

causa de hospitalização, onde os pacientes idosos diagnosticados com HRSV 

apresentaram duas vezes mais probabilidade de serem hospitalizados do que 

os pacientes positivos para os outros vírus respiratórios.  

No cenário atual, com a pandemia de COVID-19, é difícil não fazer 

comparações entre as doenças respiratórias, como ao HRSV e o SARS-CoV-2, 

porque ambos os vírus afetam desproporcionalmente os adultos mais velhos, 

dificultando o diagnóstico somente com a clínica (Falsey & Walsh 2020). No 

entanto, existem diferenças na patogênese das doenças provocadas por estes 

vírus. Na infecção por HRSV, a congestão nasal e os sintomas respiratórios 

superiores são comuns, podendo progredir para tosse produtiva, dispneia, 

sibilância e a febre não é uma característica comum, diferindo da infecção por 

Influenza e pelo SARS-CoV-2 por exemplo (Tseng et al. 2020). 

Apesar de afetar milhões de pessoas por ano, ainda não existe um 

medicamento específico para tratar a infecção pelo HRSV. O padrão para o 

tratamento em adultos é principalmente limitado a cuidados de suporte com o 

uso de broncodilatadores, oxigênio suplementar, líquido intravenoso e 

antipiréticos (Borchers et al. 2013). Em pacientes com risco de infecção aguda 

pelo HRSV recomenda-se a utilização do Palivizumabe, um anticorpo 

monoclonal para imunoprofilaxia, aprovado pelo Food and Drug Administration 

(FDA) em 1998 (IMpact-RSV Study Group 1998). Para tratamento, a Ribavirina, 

um fármaco utilizado no tratamento de infecções causadas por diversos vírus 

respiratórios pode ser indicada, entretanto, o seu uso em recém-nascidos e 

crianças hospitalizadas deve ser realizado com prudência devido seus efeitos 

colaterais (Chidgey & Broadley 2005). 

O palivizumabe é um anticorpo monoclonal composto de 95% de 

aminoácidos humanos e 5% murinos, que se liga a glicoproteína F bloqueando 

a ligação e absorção pelos receptores celulares do hospedeiro, inibindo a 
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replicação e a propagação do HRSV (Johnson et al. 1997, Subramanian et al. 

1998). No Brasil, passou a ser utilizado no estado de São Paulo em 2007, e em 

2014 a ser disponibilizado pelo Sistema Único de Saúde (Lima et al. 2020) 

O alto custo do palivizumabe geralmente limita seu uso apenas em 

crianças de “alto risco”, incluindo bebês nascidos prematuramente, aqueles com 

doença cardíaca congênita (CHD) ou doença pulmonar crônica (CLD) 

(Subramanian et al. 1998). 

O único medicamento licenciado para o tratamento da infecção por HRSV 

é a Ribavirina em aerossol, um agente antiviral de amplo espectro aprovado pelo 

FDA, utilizado em pacientes com maior risco de evolução para doença grave, 

atuando na inibição da replicação viral, inibindo a síntese de proteínas virais 

estruturais (Conrad et al. 1987, Borchers et al. 2013). As diretrizes da Academia 

Americana de Pediatria (AAP) não recomendam seu uso de forma rotineira 

devido às inseguranças quanto à sua eficácia, seus possíveis efeitos colaterais 

e ao seu alto custo (Jartti et al. 2009). 

O HRSV possui alguns desafios para o desenvolvimento de vacinas, 

como a possibilidade de reinfeção ao longo da vida pois a imunização não é 

completa e duradoura (Hall et al. 1991). No entanto, infecções repetidas estão 

associadas à diminuição do risco de infecções do trato respiratório inferior, 

mesmo se a infecção secundária ocorrer no primeiro ano de vida (Ohuma et al. 

2012). 

A primeira tentativa de se obter uma vacina para HRSV foi feita utilizando 

o vírus inativado com formalina na década de 60, administrado em crianças 

pequenas em um esquema de três doses, baseado em testes com vacinas para 

outros vírus. Infelizmente, apesar de ser imunogênica, o experimento falhou e 

resultou em aumento das doenças respiratórias após infecção natural pelo vírus, 

na qual várias crianças vacinadas foram hospitalizadas e duas vieram a óbito 

(Kim et al. 1969). 

Desde a descoberta do HRSV, diversos estudos são voltados para o 

desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz. Nos últimos anos, com o 

aumento da compreensão da biologia do HRSV e os avanços tecnológicos das 

pesquisas relativas às vacinas têm progredido significativamente, em 2020 

encontram-se em testes clínicos cerca de dezenove vacinas e dois candidatos a 

anticorpos monoclonais de nova geração (Hirve et al. 2020). 
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Apesar das glicoproteínas F e G serem os principais alvos de anticorpos, 

a proteína F é o alvo no desenvolvimento de vacinas, uma vez que é mais 

conservada e apresentação de múltiplos epítopos neutralizantes em relação à G 

(Taleb et al. 2018)  

Diferentes abordagens para a prevenção da doença por HRSV estão em 

estudos e os dois ensaios publicados mais promissores são: um sobre a 

vacinação materna (Madhi et al. 2020) e um sobre a imunização passiva de 

bebês com um anticorpo monoclonal de longa duração (Griffin et al. 2020). A 

justificativa para a vacinação materna é estimular a produção de IgG para o alvo 

do HRSV (proteína F), que pode então ser transferida através da placenta para 

os bebês e protegê-los contra doenças nos primeiros meses de vida, quando são 

mais vulneráveis a doenças graves e se tem a maior carga de óbitos (Madhi et 

al. 2020). 
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1.9 Vigilância de Vírus Respiratórios 

 Desde 1952 a OMS realiza a vigilância global de influenza com o projeto 

WHO's Global Influenza Surveillance and Response System - GISRS, cujo 

objetivo é identificar as cepas circulantes e fornecer informações para subsidiar 

as recomendações para a composição de vacinas, monitorar a epidemiologia da 

do vírus influenza globalmente e alertar para novas mutações e outros patógenos 

respiratórios (WHO 2017, Broor et al. 2020). 

 Diante da importância epidemiológica e o impacto que o VSRH causa e 

da eminência de se obter uma vacina contra esse vírus a OMS desenhou um 

projeto piloto para fortalecer a vigilância genômica do VSRH. Com o objetivo de 

aproveitar a estrutura já bem estabelecida do GISRS, em 2016 foi criado um 

projeto piloto de vigilância de VSRH com o objetivo de descrever melhor a 

situação epidemiológica, as variações sazonais, incidência em diferentes regiões 

geográficas e subsidiar informações que auxiliem no desenvolvimento de uma 

vacina. Quatorze países, que já eram membros do GISRS foram selecionados e 

convidados para o piloto em 2016, incluindo o Brasil. Em 2021, o projeto 

encontra-se em fase II, uma extensão de três anos (até outubro de 2021) e visa 

consolidar as suas realizações e se propõe a ampliar o monitoramento do VSRH 

(WHO 2017). 

  O Brasil conta com uma rede de vigilância sentinela de Síndrome Gripal 

(SG) e de Síndrome Respiratória Aguda Grave (SRAG) desde 2000 (Barros et 

al. 2004). Em 2019, antes da pandemia de COVID-19, até a semana 

epidemiológica (SE) 49 foram coletadas 20.359 amostras no país, onde 86,4% 

(17.581/20.359) possuem resultados inseridos no sistema de informação e 

25,8% (4.540/17.581) tiveram resultados positivos para vírus respiratório. 

Influenza é o mais predominante nas infecções com 52,1% dos casos 

(2.365/4.540) e 47,9% (2.175/4.540) para outros vírus, predominando o VSRH. 

As regiões Sudeste e Sul apresentaram maior circulação de HRSV, Influenza A 

(H1N1)-pdm09 e Influenza B, já as regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste a 

maior circulação é de HRSV. Ao todo foram notificados 4.939 óbitos por SRAG, 

o que corresponde a 12,6% (4.939/39.190) do total de casos (Brasil 2019). 

No boletim epidemiológico emitido pelo Ministério da Saúde do Brasil 

(2019) ressalta-se a necessidade de ações de fortalecimento na vigilância 

sentinela da SG nas regiões Norte e Nordeste do país, uma vez que melhorando 
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o número de unidades notificadoras e as atividades de vigilância será possível 

observar a sazonalidade e definir ações de prevenção e controle da Influenza e 

consequentemente outros vírus respiratórios. 

Em 2019 foi observado logo nas primeiras semanas epidemiológicas 

uma antecipação da sazonalidade da circulação de Influenza A (H1N1) - pdm09 

no estado do Amazonas (MS 2019). Entre as semanas epidemiológicas 1 a 25 

de 2019, foram notificados 1.533 casos que atendem a definição de SRAG no 

estado. Destes, 38% (586/1.533) tiveram resultado positivo para vírus 

respiratórios, dos quais destaca-se: 68% (400/586) por RSV, 20% (120/586) por 

Influenza A(H1N1) - pdm09 e 12% (63/586) por outros vírus (HMPV, HAdV e 

PIV). Isto se deve ao período sazonal da gripe que na região Norte costuma 

acontecer no início do ano, com a intensificação das chuvas nos meses de 

dezembro a maio, entretanto o número de casos foi superior ao esperado 

(FVS/AM-RCP 2019). 

 Em dezembro de 2019 foram relatados casos de Síndrome Respiratória 

Aguda Grave (do inglês, Severe Acute Respiratory Syndrome - SARS) em 

pacientes com pneumonia em Wuhan, China (Zhou et al. 2020). Posteriormente, 

foi confirmado que se tratava de uma infecção por um novo coronavírus (SARS-

CoV-2) (Wu et al. 2020). 

 A COVID-19 foi declarada pandemia em 11 de março de 2020 (WHO 

2020a). No Brasil, o primeiro caso registrado foi notificado em 26 de fevereiro de 

2020 (MS 2020) e em 15 de novembro de 2021 o país contabiliza 

aproximadamente 22 milhões de casos confirmados e 611.283 mil óbitos 

(https://covid.saude.gov.br/). No estado do Amazonas o primeiro caso foi 

confirmado em 13 de março de 2020 pela Fundação de Vigilância em Saúde do 

Amazonas (FVS/AM-RCP 2020). 

 Cabe ressaltar que o Amazonas apresenta particularidades quando 

comparado a outros estados brasileiros, como as condições geoclimáticas e o 

fluxo migratório internacional através de suas fronteiras, tornando ainda mais 

complexa a realidade epidemiológica da região. No ano de 2019 foi registrado o 

maior número de notificações de SRAG dos últimos cinco anos no estado, com 

aumento de 680% (FVS/AM-RCP, 2019). Chama-se atenção para o fato que, de 

acordo com os boletins epidemiológicos de 2019 e 2020, apenas uma pequena 

porcentagem dos casos de SG e de SRAG tiveram o agente etiológico 
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identificado. Dessa forma, este projeto visa contribuir com a epidemiologia 

molecular do RSV em um período imediatamente anterior à pandemia de 

COVID-19, com o intuito de auxiliar no conhecimento da circulação viral e na 

prevenção de futuros problemas de saúde pública. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Caracterizar geneticamente o Vírus Sincicial Respiratório Humano que circulou 

no estado do Amazonas no ano de 2019. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

● Identificar os subgrupos de HRSV e genótipos em circulação no estado 

do Amazonas; 

● Descrever mutações observadas ao longo do genoma; 

● Inferir a origem das linhagens e introduções do HRSV em circulação no 

Amazonas; 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Amostras utilizadas no estudo 

Em Manaus, a Fundação de Vigilância em Saúde (FVS/AM-RCP) realiza 

o monitoramento de casos de SG e SRAG em unidades hospitalares públicas e 

privadas, de atendimento pediátrico e adulto. As amostras clínicas (aspirado 

nasofaríngeo/nasal ou secreção de nasofaringe coletada por swab) de pacientes 

com SG ou SRAG cedidas para o estudo foram coletadas nas unidades 

sentinelas para vírus respiratórios do Estado. Como rotina, as amostras foram 

enviadas ao Laboratório Central de Saúde Pública do Amazonas – LACEN/AM 

onde são realizados testes para a identificação do agente etiológico, utilizando 

Imunofluorescência Indireta (Respiratory Panel 1 Viral Screening & Identification 

Kit (Chemicon International, Inc. Temecula, CA) e RT-PCR em tempo real. Após 

o diagnóstico, amostras positivas para HRSV foram cedidas ao grupo de 

virologia do Laboratório Ecologia de Doenças Transmissíveis na Amazônia – 

EDTA da Fiocruz Amazônia para análises genômicas complementares. 

 

3.2 Critérios de inclusão 

Amostras positivas para HRSV diagnosticadas pelo LACEN/AM foram 

selecionadas para sequenciamento tendo como critério o valor limite de ciclo 

(Ct), sendo escolhidas as que tiveram o Ct menor que 30, devido à dificuldade 

de sequenciamento de amostras com Ct superiores. 

 

3.3 Aspectos éticos 

O projeto possui termo de anuência aprovado pela FVS/AM-RCP 

(Processo Nº 01.02.017306.00002917.2019). Faz parte do projeto maior 

“Vigilância genômica de vírus negligenciados, emergentes e/ou 

reemergentes na Amazônia: antecipando possíveis emergências 

sanitárias” submetido ao Programa Inova Fiocruz. Edital de Geração de 

conhecimento. Aprovado no comitê de ética da Universidade do Estado 

Amazonas (CAAE: 25430719.6.0000.5016). 

 

3.4 Coleta e diagnóstico das amostras pelo LACEN/AM 

Como rotina do serviço de vigilância laboratorial de vírus respiratórios, as 

unidades de saúde realizam a coleta das amostras em tubos contendo 3 mL de 
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Meio de Transporte Viral (MTV) ou aspirado e enviam para o LACEN/AM. O 

material coletado é mantido sob refrigeração (2ºC a 8ºC) do transporte até o 

momento do processamento das amostras, conforme Avelino 2015. No 

LACEN/AM, a detecção dos agentes virais é realizada seguindo um protocolo de 

RT-PCR em tempo real desenvolvido pelos Centros de Controle e Prevenção de 

Doenças (EUA) (WHO 2009a), onde são detectados os vírus Influenza (A e B), 

HAdV, HBoV, Enterovirus, HMPV, HRSV e PIV (1 a 4).  

 Após o diagnóstico, uma alíquota de no mínimo 250 µl das amostras 

positivas para HRSV e que atendem ao critério de seleção, foram 

disponibilizadas ao Laboratório de Virologia do ILMD – Fiocruz Amazônia e 

armazenada a -80ºC até a sua utilização.  

 

3.5 Extração do RNA (Ácido Ribonucleico) viral 

O material genético viral (RNA) foi extraído a partir de 200 µL da amostra 

utilizando o Kit Biogene (Bioclin), seguindo as instruções do fabricante. 

Resumidamente, as amostras foram tratadas com proteinase K, tampão de lise 

e etapas de lavagens com reagentes do próprio kit. Ao final do processo, foi 

obtido um eluído de 50 µL por amostra extraída, o qual foi armazenado em 

freezer -80ºC até utilização em ensaios moleculares.  

O controle positivo interno MS2, um bacteriófago de genoma RNA 

utilizado em uma titulação previamente conhecida, foi adicionado em todas as 

extrações. 

 

3.6 RT-PCR em tempo real para identificação dos grupos A e B 

Em um primeiro momento, todas as amostras foram submetidas a um 

ensaio RT-PCR em tempo real para identificação dos subgrupos aos quais 

pertenciam: HRSV-A ou B. As reações foram realizadas em placas de 96 poços 

com volume final de 10 µl, sendo 7,5 µl de mix e 2,5 µl de RNA. Para o preparo 

do mix de reação, foi utilizado TaqMan® Fast Vírus 1-Step Master Mix (Thermo 

Fisher cat: 4444434), sondas [0,1 µM] marcadas com fluorescência FAM e 

primers [0,3 µM] específicos. A reação de RT-PCR foi conduzida no 

termociclador QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific) da plataforma de PCR 

em tempo real do ILMD, utilizando uma ciclagem de: 50ºC por 5 min; 95ºC por 

20 segundos; 45 ciclos de 95ºC por 3 segundos e 60ºC por 30 segundos.  
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3.7 Síntese de ácido desoxirribonucleico complementar (cDNA) 

Para a síntese do DNA complementar (cDNA) a partir do RNA extraído, 

foi utilizada a enzima SuperScript IV® (Invitrogen™), em uma reação com 

volume final de 20 µL, posteriormente otimizada para 12 µL. Em um microtubo 

de 0,2 mL, o RNA era adicionado juntamente com os iniciadores randômicos [10 

mM] e em seguida levado ao termociclador (Proflex PCR Systems, Applied 

Biosystems) por 5 minutos à temperatura de 65°C para promover o 

desenovelamento do RNA e permitir a ligação dos iniciadores. Em seguida, 

imediatamente após retirar os tubos do termociclador, estes eram 

acondicionados em banho de gelo por dois minutos, seguido da adição do mix 

de reação, composto pelos seguintes reagentes: solução tampão 5X, DTT 

[0,1M], dNTP [10 mM], inibidor de RNAse SUPERase [20U/µL], a enzima SSIV 

[200U/µL], e água ultrapura. Para a reação foram utilizadas as seguintes 

condições no termociclador: 25ºC por 15 min, 37ºC por 15 min, 45º por 15 min, 

50º por 15 min, 70ºC por 15 min e 4ºC ∞.  

 

3.8 Amplificação do gene G de HRSV A e B 

Inicialmente, os cDNAS sintetizados foram submetidos a PCR tendo como 

alvo somente o gene G, utilizando oligonucleotídeos desenhados pelo nosso 

grupo de pesquisa (Tabela 3). A reação de PCR tinha um volume final de 25 µl, 

composta por Tampão 10X, MgCl2 [50 mM], dNTPs [10 mM], Primer Mix [5 µM] 

e Platinum Taq DNA Polymerase [5U/ µl]. As condições utilizadas foram: 1 ciclo 

de 2 minutos a 94ºC para desnaturação inicial; seguidos de 35 ciclos a 94ºC 30 

segundos, 55ºC por 30 segundos e 72ºC por 1 min e 40 segundos; extensão final 

a 72ºC por 7 min e 4ºC ∞.  

 

Tabela 3 – Descrição dos iniciadores utilizados para amplificação do gene G do VSRH 

A e B. Sequência, temperatura ideal e tamanho dos amplicons.F (Forward) e R (Reverse). 

 
INICIADORES SEQUÊNCIA NUCLEOTÍDICA   HRSV  ºC PB 

HRSVA_SH_4328_FNF TCATAATCTCCATCATGATTGCAA 
A 55ºC 1.434 

HRSVA_F_5761_FNR TGATAAAATTCTTCAGTGATGTTTTGAC 

HRSVB_SH_4327_FNF GAATTCACAAGCAAATTTTGGCC   

HRSVB_SH_5772_FNR GTCGATTGGTAAAACTCCTCAGT  B 58ºC 1.446 

*Iniciadores desenhados pelo grupo de pesquisa 
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3.9 Amplificação do genoma completo 

 Para a obtenção do genoma completo do HRSV, utilizamos um protocolo 

onde foram gerados quatro amplicons de aproximadamente 4Kb cada, 

sobrepostos, com conjuntos de iniciadores descritos por Di Giallonardo et al. 

(2018). A reação era composta por 1 µl do cDNA, master mix PCR Platinum 

SuperFi II Green (ThermoFisher Scientific), uma enzima de alta fidelidade, e os 

iniciadores (Tabela 4). 

  

Tabela 4 - Iniciadores utilizados na PCR convencional para amplificação do genoma 

completo de HRSV  

INICIADOR SEQUÊNCIA NUCLEOTÍDICA AMPLICON PB 

HRSV_SEG1_01F ACGCGAAAAAATGCGTACTACAAAC 

1 4.017 HRSV_SEG1_6F AAAAAATGCGTACTACAAACTTGC 

HRSV_SEG1_4017R CGTGTAGCTGTRTGYTTCCAA 

HRSV_SEG2_3905F GGAGCATTCAAATAYATMAAGCC 
2 3.527 

HRSV_SEG2_7432R TRCTTARTGTRACTGGTGTG 

HRSV_SEG3_7215F TGATGCATCAATATCTCAAGTCA 
3 3.950 

HRSV_SEG3_11165R GRCCTATDCCTGCATACTC 

HRSV_SEG4_10959F TGGACCATWGAAGCYATATCA 

4 4.374 HRSV_SEG4_15333R AGTGTCAAAAACTAATRTCTCGT 

HRSV_SEG4_2_15344R ACGAGAAAAAAAGTGTCAAAAACTAAT 

(Di Giallonardo et al. 2018)  
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3.10 Análise dos produtos amplificados 

Cada amplicon foi visualizado como um fragmento de DNA único em 

eletroforese em gel de agarose a 1% (80V por 1h) utilizando corado com GelRed 

(Biotium, Hayward, CA, EUA). Para confirmar a amplificação do produto no 

tamanho esperado foi utilizado o padrão de peso molecular High Range DNA 

Ladder (FastRuler) de 10.000 pares de base (pb). 

 

3.11 Purificação dos produtos de PCR com Polietilenoglicol (PEG) 

Os produtos amplificados foram purificados por precipitação com 

Polietilenoglicol (PEG) 8000 (Promega), cujo objetivo é a remoção de 

nucleotídeos e iniciadores não incorporados na PCR que podem vir a interferir 

na reação de sequenciamento, utilizando o protocolo de Humphreys et al. (1975) 

adaptado pelo nosso grupo de pesquisa.  

Em um microtubo de 1,5mL, foi preparada uma proporção 1:1 entre o 

produto de PCR e PEG (20%), seguida de uma incubação a 37ºC por 15 minutos 

em termobloco. Posteriormente, era realizada uma centrifugação a 2.500 RCF 

por 15 min a temperatura ambiente e ao final descartava-se o sobrenadante por 

inversão. Na etapa seguinte, uma lavagem era realizada adicionando-se 125 µL 

de etanol 80% gelado e uma nova centrifugação a 1450 RCF por 3 min. 

Novamente o sobrenadante descartava-se o sobrenadante por inversão e o 

microtubo era levado para secagem a 37ºC por 15 min no Speed-Vac para a 

remoção dos resíduos de etanol. Por fim, o DNA era ressuspendido em 10 µl de 

água livre de nucleases e era armazenado a -20ºC overnight.  

Após a etapa de purificação, os produtos eram quantificados em ng/μL 

usando o fluorímetro Qubit 2.0 e o kit de ensaio dsDNA HS (Thermo Fisher 

Scientific).  

 

3.12 Sequenciamento do gene G 

As amostras purificadas foram submetidas ao sequenciamento capilar 

tomando como base o método de dideoxinucleotídeos (Sanger et al. 1977), 

utilizando os iniciadores apresentados na tabela 2. As reações de 

sequenciamento foram conduzidas em placa utilizando um mix de reação com 

volume final de 10 µL contendo 2 µL de solução tampão (5X), 1 µL do iniciador 

(3,2 µM), 0,3 µL de BigDye (2,5X), volume de amostra de acordo com a 
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concentração ideal para o tamanho de cada fragmento (aproximadamente 20 ng) 

e água livre de nucleases. Em seguida a placa foi levada ao termociclador Veriti 

(Applied Biosystems) sob as seguintes condições: 96°C por 1min; 96°C por 10s, 

55°C por 15s, 60°C por 2min (20x); 96°C por 2min, 55°C por15s, 60°Cpor 3min 

(10x); 4°C ∞. Para a reação de sequenciamento foram incluídos outros primers 

descritos na tabela 5 desenhados pelo grupo. 

 

Tabela 5 – Descrição dos iniciadores adicionados na reação de sequenciamento para 
HRSV A e B 

INICIADORES SEQUÊNCIA NUCLEOTÍDICA 5’-3’ HRSV 

HRSVA_G_4736_FNF TGGGACACTCTCAATCATYTATTATT  

HRSVA_G_4761_FNR AATAATARATGATTGAGAGTGTCCCA HRSV-A 

HRSVB_G_4836_FNF AATCTCAACCTCTCTCATAATTGC  

HRSVB_G_4859_FNR GCAATTATGAGAGAGGTTGAGATT HRSV-B 

 

  Após a reação de sequenciamento os produtos gerados foram purificados 

utilizando o protocolo EtOH/EDTA/Acetato de sódio, disponível na bula do 

Bigdye v3.1 (Applied Biosystem). Em resumo, após a retirada da placa do 

termociclador ou congelador foi feita uma centrifugação a 2000g por 1 min. 

Posteriormente adicionado 5 µL da solução de EDTA 125mM + acetato de sódio 

a 3M (pH 5,2). Em seguida foi adicionado 25 µL de EtOH 100%, e a placa foi 

selada e invertida por 4 vezes.  

A placa foi então incubada por 15 min a temperatura ambiente seguida de 

duas etapas de centrifugação, uma a 2.000g por 45 minutos a 4°C e outra a 180g 

por 1 minuto, com descarte do sobrenadante após cada etapa. Posteriormente, 

foi adicionado 35 µL de EtOH a 70% em cada poço da placa, seguido de 

centrifugação a 1.650g por 15 min a 4 ºC. O líquido da placa foi descartado 

novamente por inversão e mais uma centrifugação por 1 min, seguida de 

incubação à 60ºC por 15 min no termociclador.  

Por fim, as amostras foram ressuspendidas em 10 µL de formamida Hi-Di 

e a placa aquecida a 95°C por 1 minuto foi montada e levada ao sequenciador 

ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) instalado na plataforma de 

sequenciamento capilar do ILMD – Fiocruz Amazonas. 
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3.13 Sequenciamento do genoma completo por NGS  

Os amplicons de cada amostra foram normalizados e agrupados. As 

bibliotecas foram construídas usando o Nextera DNA Flex Library Prep e 

sequenciadas com MiSeq Reagent Micro Kit v2 (500 ciclos), seguindo os 

protocolos do fabricante. O sequenciamento de nucleotídeos foi realizado na 

plataforma MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EUA), instalada no ILMD, em uma 

execução pareada (2x150 ciclos). 

 

3.14 Montagem das sequências 

As leituras no formato FASTQ foram geradas pelo pipeline da Illumina no 

BaseSpace (https://basespace.illumina.com ). Todos os arquivos foram baixados 

e importados para o Geneious v10.2.6 para a montagem do contig de cada 

amostra e utilizadas algumas ferramentas embutidas como BBDuk e BBMap 

(v37.25). Em síntese, as sequências foram aparadas, removendo as 

extremidades que apresentaram baixa qualidade para evitar qualquer viés, 

assim como as regiões de ligação dos iniciadores. As sequências foram 

montadas inicialmente utilizando as sequências de referência disponíveis no 

GenBank NC_038235 para HRSV-A e NC_001781 para HRSV-B e depois com 

as sequências MW160824 para A e KF826822 para B. 

 

3.15 Análises das sequências e filogenia 

Para o estabelecimento de relações filogenéticas entre as sequências de 

HRSV encontradas neste estudo e de outras localidades, montamos bancos de 

sequências de genomas completos e do G (mínimo 700 pb) de HRSV-A e HRSV-

B separados, obtidas do GenBank. Renomeamos as sequências para melhor 

visualização das árvores da seguinte maneira: Número de acesso no Genbank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), país de origem e data de 

isolamento/coleta. Para os genomas completos foram removidas todas as 

regiões intergênicas e as regiões codificantes (CDS) foram concatenadas antes 

do alinhamento. As sequências foram alinhadas usando MAFFT v.7.475 (Katoh 

& Standley 2013). 

Para a definição dos genótipos, baseamos as análises no gene G, 

utilizando sequências HRSV - A e B que continham preferencialmente o G 

completo (aproximadamente 900pb). As sequências de referência dos genótipos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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que foram utilizadas seguem conforme descrito por Muñoz-Escalante e Vianna 

et al. 2021. O conjunto de dados final consistiu em 229 sequências de genomas 

de HRSV-A com comprimento de 15.062 nt, e 398 de HRSV-B, com comprimento 

de 15.033 nt, que continham as CDS completas. 

Para a colocarmos nossas sequências em um contexto global, foram 

baixadas todas as sequências de genoma completo (CDS) de HRSV- A e B que 

estavam disponíveis no GenBank até maio de 2021 que continham as 

informações de data e localização (país). Foram excluídas aquelas que 

continham múltiplas bases não identificadas (>1% de Ns) nas sequências finais, 

assim como sequências outliers encontradas com o auxílio do programa 

TempEst 1.5.3.  

Utilizando o software IQ-TREE multicore version 2.1.1 COVID-edition, 

plotamos um gráfico de “Likelihood mapping analysis”, para verificar se o 

conjunto de dados teria sinal filogenético suficiente para as análises. Árvores de 

máxima verossimilhança (MV) foram então estimadas para ambos os 

alinhamentos HRSV-A e HRSV-B usando o IQ-TREE, sob o modelo de 

substituição de nucleotídeo GTR + F+ R2 de acordo com Bayesian Information 

Criterion (BIC) escolhido pelo ModelFinder. Geramos também uma árvore 

filogenética de MV calibrada pelo tempo usando a ferramenta Timetree embutida 

no IQ-TREE (Nguyen et al. 2015).  

Para determinar se os dados possuem estrutura temporal, uma regressão 

da “raiz-a-ponta” da distância genética em relação ao tempo foi realizada usando 

TempEst v.1.5.3 utilizando as árvores de MV separadas para HRSV-A e HRSV-

B. 

Estimamos a taxa evolutiva nos conjuntos de dados para o HRSV-A e o 

HRSV-B; o tMRCA dos clados amazônicos e a origem mais provável (país) 

através de análise fitogeográfica discreta por Inferência Bayesiana (BI) no 

programa BEAST 1.10.4 (Suchard et al. 2018). Dois arquivos foram utilizados 

como input, um arquivo de alinhamento em formato nexus e um arquivo texto 

(traits) com os táxons e os seus respectivos países. Adotamos um modelo de 

substituição de nucleotídeos GTR+G e para os dados discretos um modelo de 

substituição simétrica com inferência de redes sociais BSSVS. O modelo de 

relógio molecular estrito foi utilizado com base na análise do TempEst e no artigo 

de Di Giallonardo et al. (2018) e um modelo de coalescência de tamanho 
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constante. Foram utilizados os valores default para os priors e operadores auto 

otimizados. Por fim, os parâmetros de corrida foram programados para 50 

milhões de passos, com uma amostragem a cada 5000 passos de maneira a 

armazenar os dados de 10000 árvores filogenéticas.  

A convergência das variáveis de interesse (ESS > 200) foi avaliada no 

programa Tracer v.1.7.1 (Rambaut et al. 2018), após um burn-in de 10%, assim 

como os valores de taxa de evolução e tMRCA. 

Uma árvore de Máxima Credibilidade de Clados (MCC) foi gerada para 

cada conjunto (HRSV-A e HRSV-B) com a ferramenta TreeAnnotator V.1.10.4 

após burn-in de 10% das árvores com uma anotação de limite mínimo de 

probabilidade posterior de 0.5. 

Todas as árvores filogenéticas criadas nas análises de MV e BI foram 

editadas com o auxílio do programa FigTree v.1.4.4 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) enraizando em um ponto central 

(midpoint root) e organizando os nós em ordem crescente. Os valores de aLRT 

e UltraFast Bootstrap (MV) e probabilidade posterior (BI) são mostrados para os 

clados principais. 

  

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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3.16 Fluxograma da metodologia 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Neste estudo, foram triadas 57 amostras positivas para HRSV 

diagnosticadas por RT-PCR em tempo real no LACEN-AM nos anos de 2019, 

2020 e 2021, que estavam dentro do nosso critério de seleção, com Ct menor 

que 30 visando o sequenciamento genético. Ao total, 17 amostras referentes 

somente ao ano de 2019 foram sequenciadas e utilizadas para as análises 

filogenéticas. 

 Inicialmente, o projeto tinha como objetivo caracterizar geneticamente 

outros vírus respiratórios concomitante ao HRSV, como FLU, HAdV e HMPV. 

Com isso, amostras destes vírus também foram selecionadas (Tabela 6), mas 

não foram incluídas ao final deste trabalho em decorrência dos esforços voltados 

totalmente para resposta à pandemia de COVID-19 no estado, uma vez que 

nosso laboratório é um dos três oficiais da rede de vigilância de SARS-CoV-2 no 

Amazonas.  

 

Tabela 6 – Amostras de Vírus Respiratórios obtidas ao longo dos anos de 2019 a 2021 

 Influenza A Influenza B HRSV Adenovírus Metapneumovirus 

2019 47 21 36 2 10 

2020 8 23 10 4 0 

2021 0 0 11 0 0 

Total 55 44 57 6 10 

 

4.1 Identificação dos subgrupos de HRSV (A e B) 

Após a extração de ácidos nucléicos, as amostras de HRSV foram 

submetidas ao ensaio de RT-PCR em tempo real para a identificação dos 

subgrupos (A ou B), onde foi observada uma diferença de circulação ao longo 

dos três anos (Figuras 9 e 10). Entretanto, deve-se levar em consideração a 

baixa amostragem nos anos de 2020 e 2021 devido os esforços terem sido 

destinados majoritariamente ao diagnóstico de SARS-CoV-2, comprometendo a 

identificação de outros vírus respiratórios e consequentemente a triagem de mais 

amostras para este estudo.  
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Nesse ensaio 3 (8,3%) amostras do ano de 2019 não foram positivas para 

nenhum dos dois grupos de RSV na RT-PCR e não tiveram amplificação na PCR 

convencional. Cinco (13,8%) correspondiam a HRSV-A e 28 a HRSV-B (77,7%). 

Diferente de 2019, as mostras de HRSV referentes a 2020 e 2021 pertenciam 

quase em sua totalidade ao grupo A (20/21).  

 

5 10 10

28

0
1

2019 n=33 2020 n=10 2021 n=11

Identificação dos subgrupos de HRSV 
entre 2019 e 2021 em Manaus

TOTAL RSV-A TOTAL RSV-B

Figura 7 – Representação do total de amostras caracterizadas como HRSV A e B nos 

anos de 2019, 2020 e 2021 provenientes do estado do Amazonas. Em azul: HRSV- A e 

laranja HRSV-B. 

Figura 8 – Identificação dos subgrupos de HRSV nas amostras incluídas no estudo por 
RT-PCR em tempo real. Curvas de amplificação de HRSV A e B em escala linear diferenciando 
os dois grupos. 
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Na América do Sul, o HRSV está entre os vírus respiratórios mais comuns 

detectados em indivíduos que apresentam infecções agudas do trato 

respiratório, e é uma das principais causas de infecção infantil, onde a 

pneumonia, bronquiolite e sibilância são característicos (Suryadevara & 

Domachowske 2021). No Brasil, as doenças respiratórias são responsáveis por 

aproximadamente 22% de todas as mortes entre crianças de 1 a 4 anos, sendo 

a principal causa de óbito para esta faixa etária, predominando a infecção por 

HRSV (Passos et al. 2019).  

O HRSV pode ser classificado em dois subgrupos: HRSV-A e HRSV-B e 

os dois subgrupos podem circular separadamente ou simultaneamente durante 

epidemias, variando de acordo com a região e ano (Anderson et al. 1985, 

Johnson et al. 1987). Alguns autores apontaram que o HRSV-A é mais virulento 

que o HRSV-B, enquanto outros estudos não encontraram diferenças 

significativas entre eles (Papadopoulos et al. 2004, Laham et al. 2017).  

Vianna et al. (2021) investigou durante o período de 2016 a 2018 a 

prevalência de HRSV em crianças de até 3 anos com infecção respiratória aguda 

grave no Espírito Santo, Brasil. Neste, as crianças infectadas com HRSV-A 

apresentaram maior gravidade clínica, permaneceram mais tempo no hospital e 

necessitaram de cuidados intensivos quando comparadas as crianças infectadas 

pelo HRSV-B. 

Em nosso estudo, foi observada a co-circulação de HRSV-A e HRSV-B 

no ano de 2019, sendo o grupo B o mais encontrado (28/33). Embora o HRSV-

A seja mais frequentemente detectado do que o RSV-B, alguns estudos mostram 

a predominância de HRSV-B em certos surtos (Martínez et al. 1999).  

Por outro lado, nos anos de 2020 e 2021, apesar do número de amostras 

baixo, o HRSV-A predominou sobre o grupo B em quase 100%, onde 20 das 21 

amostras detectadas foram do grupo A.  

São descritos diferentes padrões de circulação de HRSV na literatura, 

onde a cada um ou dois anos de domínio do grupo A tem um ano de domínio de 

B (Hall et al. 1990). Um estudo realizado durante 10 anos na Finlândia mostrou 

a ocorrência cíclica do vírus e que a cada dois anos a prevalência alterna entre 

A e B (Waris 1991).  
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4.2 Padronização da PCR convencional para o sequenciamento do gene G 

Para o sequenciamento do gene da proteína G de HRSV, realizamos 

testes de padronização de um protocolo com primers desenvolvidos pelo nosso 

grupo de pesquisa, no qual foram observados os melhores resultados quando 

utilizada a temperatura de hibridização de 55ºC para HRSV-A e 58ºC para 

HRSV-B (Figura 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Com esse protocolo, 1 amostra de HRSV-A (VR_006) amplificou o gene 

G e seguiu para sequenciamento pelo método de Sanger e 5 amostras de HRSV-

B (VR_005; VR_007; VR_010; VR_013 e VR_015), todas referentes a 2019. 

Com uma análise inicial, realizamos uma busca em bancos de dados 

públicos de sequências usando o pacote de programas BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool), sob condições default (i.e., megablast) (Zhang et al. 

2000, Morgulis et al. 2008). Identificamos que a sequência de HRSV-A nomeada 

de VR_006 agrupava com outras do genótipo ON1, contendo a duplicação de 72 

nucleotídeos característica ao final do gene G e as amostras de HRSV-B 

agruparam à outras sequências pertencentes ao genótipo BA, com a duplicação 

de 60 nt no G. 

 

4.3 Padronização da PCR convencional para o sequenciamento do genoma 

completo de HRSV 

 Inicialmente, nosso objetivo era sequenciar somente o gene G, alvo mais 

utilizado para genotipagem do HRSV, porém com a chegada do MiSeq (Illumina, 

San Diego, CA, EUA) no ILMD nos propomos a fazer o sequenciamento do 

Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose a 1% do produto de PCR do gene G de HRSV-B. 

Padronização da temperatura ideal. Era esperado a visualização de bandas de 1.446pb. HR: 

High Range, marcador de 10.000kb. 
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genoma completo para aumentar a robustez de nossos dados e contribuir 

globalmente com mais genomas brasileiros do HRSV, uma vez que existem até 

o momento apenas 5 genomas do Brasil (números de acesso MG431251.1 - 

MG431255.1) publicados nos bancos de dados mundiais. 

 Portanto, para a amplificação do genoma completo do HRSV otimizamos 

um protocolo de PCR convencional já descrito na literatura (Di Giallonardo et al. 

2018). Avaliamos as temperaturas de: 52ºC, 54ºC, 56ºC, 58ºC, 60ºC e 62ºC, com 

os iniciadores descritos na tabela 4, e amostras previamente identificadas como 

pertencentes aos grupos HRSV-A e HRSV-B. Foram observados os melhores 

resultados quando utilizada a temperatura de hibridização a 54Cº para os 

amplicons 1, 3 e 4, e a 52ºC para o amplicon 2 (Figura 12).  

 

Mesmo após tentativas de reextração e reamplificação, não obtivemos o 

resultado esperado na PCR das amostras referentes aos anos de 2020 e 2021 

e consequentemente não seguiram para o sequenciamento. As condições de 

Figura 10 - Padronização de temperaturas para PCR do genoma completo de HRSV. 
Eletroforese em gel de agarose a 1%. Teste de padronização de temperaturas para 
amplificação do genoma completo do HRSV. Cada poço nomeado de 1-4 corresponde ao 
amplicon (1, 2, 3 e 4) alterando a temperatura. HR - Ladder 10.000 pb (High Range).  
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manipulação e armazenamento antes da chegada destas amostras ao ILMD 

podem ter influenciado neste resultado. 

Portanto, ao total, somente 17 amostras referentes a 2019 tiveram o resultado 

esperado na PCR, onde amplificaram os quatro amplicons e seguiram para o 

sequenciamento genético. As demais amostras de 2019 e as de 2020 e 2021 

não amplificaram nenhum fragmento ou tiveram pelo menos um ou dois 

fragmentos sem amplificação, impossibilitando-nos de utilizá-las para sequenciar 

o genoma completo. Dessa maneira, todas as nossas demais análises se 

basearam somente nas amostras de 2019 sequenciadas.  

 

4.4 Sequenciamento do genoma completo do HRSV por NGS 

Dentre as amostras sequenciadas, quinze pertenciam ao HRSV-B e apenas 

duas ao HRSV-A (Tabela 7). Desse total, 13 (73%) amostras eram de crianças 

de menos de dois anos de idade, e foram coletadas no período sazonal do HRSV 

e outros vírus respiratórios no Amazonas, entre os primeiros meses do ano 

correspondente ao período chuvoso da região. 

 

Tabela 7 – Descrição dos dados das amostras de HRSV 2019 sequenciadas.  

ID AMOSTRA  GEN. IDADE UNID. SE Ct RSV 

VR018_BR_AM_Manaus|2019-02-21  M 1 ano 8 19 B 

VR029_BR_AM_Manacapuru|2019-04-09  M 12 ano 15 17 B 

VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-11  NI 19 dia 15 18 B 

VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12  F 1 mês 15 19 B 

VR023_BR_AM_Iranduba|2019-04-12  M 1 mês 15 20 B 

VR026_BR_AM_Manaus|2019-04-16  F 4 ano 16 18 B 

VR027_BR_AM_Manaus|2019-04-16  NI 15 dia 16 17 B 

VR007_BR_AM_Manaus|2019-04-22  F 3 mês 17 15 B 

VR028_BR_AM_Manaus|2019-04-24  M 1 ano 17 17 B 

VR030_BR_AM_Manaus|2019-04-25  NI 1 mês 17 19 B 

VR002_BR_AM_Manaus|2019-05-08  M 10 ano 20 23 B 

VR020_BR_AM_Manaus|2019-05-08  F 10 mês 20 18 A 

VR016_BR_AM_Manaus|2019-05-09  M 5 mês 20 17 B 

VR019_BR_AM_Manaus|2019-05-10  NI 25 dia 20 19 B 

VR013_BR_AM_Manaus|2019-05-15  M 1 mês 21 18 B 

VR005_BR_AM_Manaus|2019-05-31  F 1 mês 23 17 B 

VR006_BR_AM_Manaus|2019-04-20  NI NI NI 17 18 A 

NI: Não informado; Gênero, idade, Semana Epidemiológica (SE) correspondente à coleta do material, Ct e 

subgrupo do HRSV identificado. 
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A frequência de HRSV, bem como dos outros vírus respiratórios é 

claramente influenciada por um padrão sazonal que pode variar de acordo com 

a localização geográfica e as condições climáticas de cada país (Gurgel et al. 

2016). Em países de clima temperado, a circulação de vírus respiratórios 

intensifica no período de inverno, enquanto em países de climas equatorial e 

tropical, a circulação é maior durante a estação chuvosa (Obando-pacheco et al. 

2018). 

No estudo realizado por Hervás et al. (2012), na Espanha, foi observado 

que os padrões anuais de hospitalização por HRSV estavam fortemente 

associados às condições meteorológicas, onde a pressão atmosférica e a 

temperatura média foram os principais fatores relacionados com aumento e 

diminuição de casos.  

Pesquisas voltadas à epidemiologia e sazonalidade dos vírus respiratórios 

no Brasil têm sugerido um padrão sazonal para infecções por HRSV com 

predomínio de março a julho, correspondendo aos meses de inverno ou 

temporadas de chuvas, e menor número de casos nos meses de verão, 

principalmente de novembro a fevereiro (Vieira et al. 2001). Entretanto, como o 

Brasil é um país continental com cinco regiões geográficas diferentes entre si, a 

sazonalidade pode variar de acordo com cada região, havendo relatos da 

circulação do vírus em meses diferentes do período sazonal clássico (Pecchini 

et al. 2008). 

No ano de 2019 foi registrado o maior número de notificações de SRAG 

dos últimos anos no estado Amazonas, com aumento de 680% quando 

comparado ao ano de 2018. Chama a atenção para o fato que, de acordo com 

os boletins epidemiológicos de 2019 e no período anterior à pandemia de 

COVID-19 em 2020, apenas uma pequena porcentagem dos casos de SG e de 

SRAG tiveram o agente etiológico identificado e o HRSV foi dominante, 

identificado em 36,8% dos casos de SG e 59,8% dos casos de SRAG no estado, 

com circulação da SE 1 a 27. 

As amostras obtidas em nosso estudo estão dentro do período sazonal 

descrito, sendo influenciado pelo período chuvoso. Corroborando com nossos 

dados, Freitas & Donalisio (2016) descrevem o pico de sazonalidade do HRSV 

na região Norte no mês de abril no período de 2005 a 2014, em um estudo onde 

as cinco regiões do país são analisadas para descrever a sazonalidade do vírus. 
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 Em um estudo de coorte retrospectivo (abril de 2017 a agosto de 2018), 

de crianças internadas em hospitais de Manaus que apresentavam sintomas 

associados a infecções respiratórias agudas inferiores, mostrou-se que a maior 

incidência de casos ocorreu no período chuvoso e que o HRSV foi o vírus 

detectado em maior frequência, seguido por MPV, Influenza e outros. A 

codetecção do HRSV com outros vírus, como Influenza A e B e parainfluenza, 

foi relatada em 9 pacientes (Sobrinho et al. 2021).  

 Dentre as amostras sequenciadas, 14 pertenciam à capital do Amazonas, 

Manaus, e duas à municípios vizinhos (Iranduba e Manacapuru). De acordo com 

dados da FVS/AM-RCP (2019), em 2019 foram confirmados 388 casos de HRSV 

em Manaus, 6 no Iranduba e 9 em Manacapuru, destacando-se a maior 

ocorrência em crianças, principalmente em menores de 1 ano e entre 1 e 4 anos.  

 

4.5 Montagem do genoma 

Em uma primeira montagem do contig de cada amostra obtida no 

sequenciamento por NGS, utilizamos as sequências de referência para HRSV-A 

(NC_038235) e HRSV-B (NC_001781) disponíveis no GenBank com o auxílio do 

programa Geneious versão 10.2.2, e percebemos que em nossas sequências de 

consenso não havia as regiões duplicadas características dos genótipos que 

identificamos quando foi realizado o sequenciamento por Sanger, uma vez que 

as amostras VR_006 (HRSV A) e VR_007 (HRSV B) foram sequenciadas por 

ambos os métodos (Figura 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VR_006_Sanger 

Figura 11  – Comparação entre a RefSeq de HRSV-A (NC_038235.1) com o fragmento da amostra 

VR_006 obtido por sequenciamento capilar. A seta em roxo mostra a região de 72 nt duplicada de 
VR_006 e a seta em azul mostra o gap na sequência de referência. 
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 Dessa forma, fizemos uma nova montagem dos genomas utilizando a 

sequência de maior similaridade encontrada no blastn, para ambos os subgrupos 

de RSV (Figura 14), sendo HRSV-A (MW160824.1 – Austrália 2017) e HRSV-B 

(KF826822), onde obtivemos as sequências com as inserções. As sequências 

consenso finais tinham de 15.213 – 15.216 bp e cerca de 33,7% de conteúdo 

GC. 

 

 

 

4.6 Genotipagem e análises filogenéticas e filogeográficas de HRSV-A e 

HRSV-B  

A definição dos genótipos do HRSV é frequentemente realizada com base 

no alinhamento dos 270 nucleotídeos da segunda região variável do gene que 

codifica a proteína G ou o G completo (Mufson et al. 1985). Sendo assim, 

organizamos um conjunto de dados para HRSV-A e HRSV-B com as sequências 

de referência para cada genótipo que tivessem preferencialmente o G completo 

ou quase completo (mínimo 700 pb) e realizamos o alinhamento e subsequentes 

análises filogenéticas. 

Foi então identificado que as duas amostras de HRSV-A (100%) 

sequenciadas pertenciam ao genótipo ON1 e todas as amostras de HRSV-B 

pertenciam ao genótipo BA9 (100%), com a inserção de 60 nt (Figuras 15 e 16). 

Essa é a primeira vez que o genótipo ON1 é identificado circulando no 

Amazonas. 

Em 2018, Santos e colaboradores apresentaram dados a respeito da 

circulação do HRSV no Acre, Amazonas e Pará, onde foi descrita a ocorrência 

dos genótipos BA (HRSV-B) e ON1 (HRSV-A), sendo a primeira vez que se 

comprovou a circulação do genótipo ON1 no norte do país, no estado do Pará. 

Figura 12 – Comparação entre a primeira montagem do genoma utilizando a RefSeq do 

GenBank para HRSV-A (sem a duplicação) versus a segunda montagem utilizando a sequência 

de referência de maior similaridade MW160824 (com a duplicação). 
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Este estudo é o único publicado mencionando dados genéticos de amostras do 

Amazonas. 

O genótipo ON1 foi detectado pela primeira vez em Ontário, Canadá, em 

2010 por Eshaghi et al. (2012) e apresenta uma característica genética única, 

uma duplicação de 72 nucleotídeos em tandem na 2ª região hipervariável do 

gene que codifica para a proteína G. Desde sua descoberta esse genótipo foi 

relatado em vários países ao redor do globo, além de que estudos indicaram que 

o surgimento do ON1 rapidamente substituiu o genótipo NA1 anteriormente 

predominante (Auksornkitti et al. 2014, Hirano et al. 2014, Yoshihara et al. 2016). 

Na América Latina, há poucos dados na literatura que descrevem a 

circulação dos genótipos de HRSV. Na Argentina, no estudo realizado por Rojo 

et al. (2017) há a predominância dos genótipos ON1, BA9 e BA10; Na Colômbia, 

foram descritos os genótipos GA2 e GA5 em um estudo feito com amostras 

coletadas no período de 2000-2009 (Avila et al. 2018); no Uruguai GA5, GA2 e 

GA1 foram identificados em 2003 (Frabasile et al. 2003), mas dados mais atuais 

são necessários para compreender a epidemiologia molecular do vírus nessa 

região, sendo necessário o fortalecimento genômico. 

No Brasil, o estudo de Moreira et al. 2017, feito no período de 2011 a 

2013, mostrou a prevalência do grupo A de HRSV, onde a maioria das 

sequências analisadas pertenciam ao genótipo ON1, seguidas de NA1, NA2 e 

GA5. Todos as amostras do grupo B foram relacionadas ao genótipo do tipo BA. 

O genótipo ON1 de HRSV apareceu pela primeira vez no estudo em 2012 e os 

pacientes infectados com este genótipo mostraram uma tendência aumentada 

para desenvolver doença grave.  

De-Paris et al. (2014) descreveu a circulação do genótipo NA1 no sul do 

Brasil sendo dominante, além de que todas as amostras de HRSV-B circulantes 

pertenciam ao mesmo genótipo, BA4.  

Ao analisarmos as demais sequências obtidas neste estudo, identificamos 

que as 15 amostras de HRSV-B pertenciam ao genótipo BA9. Esse genótipo já 

foi descrito circulando no Amazonas, no estudo de Santos et al. (2018), 

identificados em todas 17 amostras sequenciadas, corroborando com nossos 

resultados. 

O genótipo BA foi primeiramente isolado em amostras coletadas em 

Buenos Aires no ano de 1999 por Trento et al. (2003) e teve uma rápida 
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dispersão mundial, tornando-se o genótipo predominante do grupo B, 

identificado em diversos países como Kenya (Agoti et al. 2013), Japão (Dapat et 

al. 2010), Espanha (Gimferrer et al. 2016), China (Song et al. 2017, Zhao et al. 

2019), África (Kenmoe et al. 2018) e Brasil (Vianna et al. 2021). Sendo assim, 

era esperado que a maioria das amostras de HRSV-B do nosso estudo estivesse 

incluída nesse genótipo. 

Embora vários genótipos tenham sido descritos para HRSV, não há um 

consenso relacionado aos critérios de atribuição de genótipos, impactando 

diretamente na compreensão da evolução viral, no desenvolvimento de métodos 

de detecção e no desenho de vacinas (Muñoz-Escalante et.al 2021). 

 Comumente utiliza-se os critérios de definição para genotipagem de 

HRSV propostos por Peret et al. (1998) e Venter et al. (2001), baseado na HVR2 

do gene G, no qual um genótipo é distinguido com base em um cluster 

filogenético com valores de suporte de bootstrap de pelo menos 70% e uma 

distância de <0,07 subst./site para todos os outros membros do cluster. Cabe 

ressaltar que esta definição foi formulada em um momento em que o 

sequenciamento genético era um processo demorado e de custo elevado 

(Ramaekers et al. 2020). 

 Goya et al. (2020) compararam os padrões de agrupamento de 

sequências de genomas completos com os três genes de glicoproteínas de 

superfície (SH, G e F), o ectodomínio e a 2ª região hipervariável do gene G de 

HRSV. Esses autores discutem que, embora a análise completa do genoma 

tenha alcançado a melhor resolução, as filogenias de ectodomínio de F e G, 

mostraram suporte estatístico comparável ao genoma completo para definição 

de genótipo. Dessa forma, relatam que utilizar as sequências do ectodomínio de 

G compreende a região mínima adequada para a genotipagem de HRSV. Com 

base em suas análises, propõem que o número de genótipos possa ser reduzido 

de 13 para 3 para HRSV-A (GA1-GA3) e de 20 para 7 para HRSV-B (GB1-GB7).  

 Entretanto, Ramaekers et al. (2020), mostraram em suas análises que 

nem o fragmento da HVR2 nem o gene G contém sinal filogenético suficiente 

para realizar uma reconstrução filogenética confiável e, portanto, recomendam a 

utilização de alinhamentos de genoma completo de HRSV para determinar os 

genótipos. Seguem os seguintes critérios: um suporte de bootstrap de ≥70% para 

o respectivo clado e uma distância patrística máxima entre todos os membros do 
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clado de ≤0,018 substituições por local para HRSV-A ou ≤0,026 substituições 

por local para HRSV-B, e assim distinguiram vinte e três genótipos de A e seis 

genótipos B. 

 Outro grupo propôs novas classificações para HRSV-A (Muñoz-Escalante 

et al. 2019) e HRSV-B (Muñoz-Escalante et al. 2021), avaliando sequências 

completas do genoma, do ectodomínio do G e os outros genes individuais de 

HRSV, usando análises de MV e filogenética Bayesiana, bem como matrizes de 

distância intergenotípica e intragenotípica. Indicam que os 13 genótipos 

descritos para HRSV-A podem ser classificados em 9 e os 37 descritos 

anteriormente para RSV-B podem ser classificados em 15. 

 Os esforços para estabelecer critérios para a definição dos genótipos de 

HRSV têm mobilizado vários grupos de pesquisa que estão trabalhando em 

conjunto para resolver tal questão. À medida que o vírus continua evoluindo as 

designações de genotipagem de HRSV precisarão estar definidas e ser 

adaptáveis a mudanças no futuro, e além disso, deverão ser reavaliadas 

periodicamente por um consórcio global (Salimi et al. 2021).
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Figura 13 – Árvore filogenética para genotipagem das amostras de HRSV-A. A árvore foi inferida pelo método de Máxima Verossimilhança (MV) no 
software IQ-TREE, a partir de um alinhamento de sequências do gene G com pelo menos 700 pb. Ao total 33 sequências foram utilizadas representando cada 
genótipo de HRSV-A recuperadas do banco de dados do NCBI e observa-se que as amostras de HRSV-A do Amazonas, incluídas neste estudo pertencem ao 
genótipo ON1 (destacadas em vermelho). A árvore foi editada no FigTree versão 1.4.4.  

Genotipagem HRSV-A 
ON1 
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BA9 

Figura 14 – Árvore filogenética para genotipagem das amostras de HRSV-B. A árvore foi inferida pelo método de MV no software IQ-TREE, a partir de um 
alinhamento de sequências do gene G com pelo menos 700 pb. Ao total 68 sequências foram utilizadas representando cada genótipo de HRSV-B recuperadas 
do banco de dados do NCBI e observa-se que as amostras de HRSV-B do Amazonas, incluídas neste estudo pertencem ao genótipo BA9 (destacadas em 
vermelho). A árvore foi editada no FigTree versão 1.4.4.  

 

Genotipagem – HRSV-B 
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Para a colocarmos as sequências do Amazonas em um contexto global, 

foram recuperadas todas as sequências de genoma completo (CDS) de HRSV-

A e HRSV-B (n =) que estavam disponíveis no GenBank até XX de maio de 2021 

que continham as informações de data e localização (país) e foram excluídas 

aquelas que continham muitos Ns (>1%) (> x%) na sequência e outliers. 

Utilizando o software IQ-TREE multicore versão 2.1.1, plotamos um 

gráfico de “Likelihood mapping analysis”, um método de visualização para exibir 

as informações filogenéticas de um alinhamento, que auxilia a considerar se o 

conjunto de dados utilizado contém sinal filogenético suficiente para as análises. 

Ele visualiza a semelhança de árvores de todos os quartetos em um único 

gráfico triangular e, portanto, torna uma interpretação rápida do conteúdo 

filogenético (Strimmer & von Haeseler 1997). Um bom conjunto de dados deve 

ter um alto número de quartetos informativos e baixo número de quartetos não 

informativos. Nossos resultados foram de 84% de quartetos informativos para 

HRSV-A e 78,5% para HRSV-B (Figura 17). 

Ramaekers et al. (2020) em suas análises, utilizando outra metodologia, 

avaliou um conjunto de dados de sequências de genoma completo de HRSV 

depositadas no GenBank, extraindo as regiões da ORF do gene G (de 967 nt / 

951 nt) e da HVR2 (409 nt /399 nt), para HRSV-A e HRSV-B. O sinal filogenético 

de cada fragmento foi analisado, com e sem a região duplicada usando um 

algoritmo de mapeamento de verossimilhança, onde para permitir a reconstrução 

confiável de uma árvore filogenética um fragmento deve ter pelo menos 90% de 

suporte filogenético. Os alinhamentos dos fragmentos mais curtos (gene G e 

HVR2) não atenderam a este critério e, portanto, os autores relatam que não são 

adequados para proceder as análises filogenéticas. Em contrapartida, os 

alinhamentos do genoma inteiro suportaram além de 90% para ambos os 

subtipos, independentemente da inclusão ou exclusão do trecho nt duplicado na 

região HVR2, sendo o mais recomendado. 
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Figura 15 – Gráfico de Likelihood mapping analysis para os conjuntos de dados de HRSV-A e HRSV-B. (A) Os padrões de distribuição (Inferior) e as 

porcentagens dos quartetos informativos para HRSV-A, com valor de 84% e (B) para HRSV-B 78%, demonstrando que nosso conjunto de dados apresentou 

bom sinal filogenético para prosseguir com as análises. 

Likelihood mapping plot 

HRSV-A  

N. de quartetos totais resolvidos (regiões 1+2+3): 4812 (= 84.05%) 

N. de quartetos parcialmente resolvidos (regiões 4+5+6): 196 (=3.42%) 

N. de quartetos não resolvidos (região 7): 717 (=12.52%) 

N. de quartetos totais resolvidos (regiões 1+2+3): 8425 (=78.55%) 

N. de quartetos parcialmente resolvidos (regiões 4+5+6): 352 (=3.28%) 

N. de quartetos não resolvidos (região 7): 1948 (=18.16%) 

Likelihood mapping plot 

HRSV-B 

A B 
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Dessa forma, prosseguimos com análises, onde árvores de MV foram 

estimadas para ambos os alinhamentos do HRSV-A e HRSV-B usando IQ-TREE 

v2.1.1, sob o modelo de substituição de nucleotídeo GTR+F+R2 de acordo com 

Bayesian Information Criterion escolhido pelo ModelFinder, calilbrada no tempo 

usando a ferramenta Timetree embutida no IQ-TREE, para estimarmos o período 

do ancestral comum e as introduções de HRSV no estado. 

Nossas análises revelaram uma única introdução encontrada para HRSV-

A, onde as duas sequências do Amazonas agruparam-se em um clado 

monofilético com sequências dos Estados Unidos e Tailândia (Figura 18).  

O conjunto final de dados combinados consistia em 299 genomas 

completos de HRSV-A e 398 para HRSV-B, com 14 países representados. 

Entretanto, notamos uma clara super-representação de genomas virais dos 

EUA, Quênia e Austrália. 

Diferindo do resultado encontrado para HRSV-A, nossas sequências de 

HRSV-B não agruparam em um clado monofilético e são mostradas pelo menos 

duas introduções diferentes no estado (Figura 19). O clado 1 (em amarelo), 

composto por 11 sequências do estado do Amazonas apresenta um ancestral 

mais antigo, tMRCA (MV): 13/03/2016 (CI: 24/03/2014 – 05/07/2017) e tMRCA 

(BI): 04/11/2016 (2016.844) (95% HPD: 20/06/2016 – 11/03/2017), havendo um 

período que se sobrepõe nas análises feitas, estimado em meados de 2016. No 

mesmo clado encontram-se sequências dos EUA e Austrália.  

O clado 2 (em azul), contendo as duas sequências do Amazonas, mostrou 

ter um ancestral mais recente, em meados de 2018, apresentando valores de 

tMRCA (MV): 02/03/2017 (CI: 05/11/2015 – 25/04/2018) e tMRCA (BI): 

28/02/2018 (2018.161) (95% HPD: 02/10/2017 – 07/08/2018), mostrou estar 

filogeneticamente relacionado a cepas dos EUA e Japão. 

 

 

 

 

  



 

72 
 

 

Attrib_tip

AM_Manaus

Australia

BR_SP

China

Germany

Japan

Jordan

Kenya

Lebanon

Nicaragua

Philippines

Russia

Taiwan

Thailand

USA

0.004

Attrib_tip

AM_Manaus

Australia

BR_SP

China

Germany

Japan

Jordan

Kenya

Lebanon

Nicaragua

Philippines

Russia

Taiwan

Thailand

USA

0.004

Attrib_tip

AM_Manaus

Australia

BR_SP

China

Germany

Japan

Jordan

Kenya

Lebanon

Nicaragua

Philippines

Russia

Taiwan

Thailand

USA

0.004

Figura 16 – Análise filogeográfica de máxima 
verossimilhança das amostras de HRSV-A. A 
árvore foi construída usando o método de MV, a 
partir de um alinhamento que colocam as 
amostras do Amazonas em um contexto global, 
calibrada pelo tempo. As amostras obtidas neste 
estudo agrupam-se em um clado monofilético 
com sequências dos EUA e Tailândia 
(destacado em amarelo) e estima-se uma única 
introdução do HRSV-A no estado do Amazonas. 

 

Figura 17 – RSV A – Árvore filogenética. A 
árvore foi construída usando o método de 
Máxima Verossimilhança, a partir de um 
alinhamento que colocam as amostras do 
Amazonas obtidas neste estudo em um contexto 
global, calibrada pelo tempo. As amostras do 
RSV-A obtidas neste estudo agrupa-se em um 
clado monofilético com sequências dos EUA e 
Tailândia (destacado em amarelo). 
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Figura 18 - Análise filogeográfica de máxima 
verossimilhança das amostras de HRSV-B. A 
árvore foi construída usando o método de MV, a partir 
de um alinhamento que colocam as amostras do 
Amazonas em um contexto global, calibrada pelo 
tempo. As amostras obtidas neste estudo não se 
agruparam em um clado monofilético e observa-se 
duas introduções distintas de HRSV-B (Clado 1 – 
amarelo; Clado 2 – azul) estado do Amazonas. 
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Para determinar a robustez da estrutura temporal nos dados, uma 

regressão simples da raiz a ponta, baseada na divergência da distância genética 

em função do tempo “root-to-tip” foi realizada usando TempEst v.1.5.3 utilizando 

as árvores MV separadas para HRSV-A (Figura 20) e HRSV-B (Figura 21). 

Ambas exibiram uma forte estrutura temporal, com evolução semelhante a um 

relógio estrito, com valores de R2 de 0, 959 para HRSV-A e 0, 977 para HRSV-

B. Sob este método de regressão, as taxas médias de substituição de 

nucleotídeos foram de 6,33 x 10-4 para HRSV-A e 6, 041 x 10-4 para HRSV-B. 

Os gráficos foram realizados usando GraphPad v9.02 (Prism Software, EUA). 

 

Figura 21 - Resultados da análise de estrutura temporal das sequências para HRSV-A 

utilizando o software TempEst v1.5.3. O gráfico de divergência em função do tempo “root-to-

tip” mostra boa correlação (R2 0,959) e exibe uma forte estrutura temporal, com evolução 

semelhante a um relógio estrito. 

 

Figura 20 - Resultados da análise de estrutura temporal das sequências para HRSV-B 

utilizando o software TempEst v1.5.3. O gráfico de divergência em função do tempo “root-to-
tip” mostra boa correlação (R2 0,977) e exibe uma forte estrutura temporal, com evolução 
semelhante a um relógio estrito. 
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Em função a forte estrutura temporal, realizamos uma análise 

filogeográfica Bayesiana Markov Chain Monte Carlo (MCMC) implementada no 

BEAST 1.10.4, com o melhor modelo de substituição de nucleotídeos proposto, 

que nesse caso também foi GTR + G. Todas as análises foram executadas por 

pelo menos 50 milhões de passos e amostragem a cada 5.000 etapas para 

garantir a convergência de todos os parâmetros. Os primeiros 10% foram 

removidos com burn-in no programa TreeAnnotator v1.10 e editada no programa 

FigTree v1.4.3. 

Após utilizar os programas BEAUti para criar o arquivo de entrada para o 

BEAST e Tracer 1.7.1, foram geradas árvores de MCC para HRSV-A e HRSV-B 

separadamente. Esta árvore filogenética, resumindo as informações de distância 

genética, espacial e temporal foi editada no programa FigTree v1.4.4 para 

destacar os parâmetros de maior relevância. 

Como resultado, o clado contendo nossas amostras do Amazonas de 

HRSV-A obteve o tMRCA estimado em 2015-03-01 (95% HPD 2014-04-03 - 

2016-01-10) e a taxa de substituição (mean rate) encontrada foi de 4,617 x 10-4 

(95% HPD 4.2329 x 10-4 - 4.9981 x 10-4). A análise filogeográfica suporta um 

ancestral comum originado nas Filipinas (Figura 22). 

Para as sequências de HRSV-B, analisamos os dois clados separados. 

Para o clado AM-I (amarelo) obtivemos tMRCA estimado em 2016-07-15 (95% 

HPD 2016-01-20 - 2017-01-07) e para o clado AM-II (azul) tMRCA 2018-04-17 

(95% HPD 2017-11-10 - 2018-09-19). A média da taxa evolutiva para HRSV-B 

foi de 6, 4732 x 10-4 com intervalo de 95% HPD 5,7619 x 10-4 – 7,1975 x 10-4). 

Sugere-se que o ancestral comum mais provável foi originado na Austrália, com 

dois eventos de introdução diferentes (Figura 23). 
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Em um estudo na Austrália, ao analisar um conjunto de dados locais, os 

autores identificaram que ambos os subgrupos de HRSV evoluíram rapidamente 

de uma maneira semelhante a um relógio, com taxas médias de 

aproximadamente 6–8 × 10−4 substituições de nucleotídeos por local por ano. 

Contextualizando em uma escala global, analisaram um conjunto de dados pelo 

método de datação por mínimos quadrados (LSD) e o resultado foi de 5,72 × 

10−4 para HRSV-A e 6,41 × 10−4 para HRSV-B (Di Giallonardo et al. 2018). 
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MW020597_Australia_CDS|2018-08-26

MT422269_Russia_CDS|2019-11-28
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Figura 22 – Árvore filogeográfica de Credibilidade Máxima de Clado (MCC) das sequências 
de codificação completas (CDS) do HRSV-A. Árvore construída por inferência Bayesiana a 
partir de 68 sequências CDS de genomas completos do HRSV-A executada no programa BEAST 
v1.10, onde são resumidas as informações de distância genética e temporal. A árvore foi editada 
no programa FigTree v1.4.4 e em amarelo está destacado o clado contendo as sequências do 
Amazonas, agrupadas com sequências dos EUA. Clado AM = tMRCA 2015-03-01 (95% HPD 
2014-04-03 - 2016-01-10). 
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Figura 23 – Árvore filogeográfica de Credibilidade Máxima de Clado (MCC) das sequências de 
codificação completas (CDS) do HRSV-B. Árvore construída por inferência Bayesiana a partir de 
100 sequências CDS de genomas completos do HRSV-B executada no programa BEAST v1.10, onde 
são resumidas as informações de distância genética e temporal. A árvore foi editada no programa 
FigTree v1.4.4 e em amarelo está destacado o clado I e azul o clado II. Clado AM-I (amarelo) = tMRCA 
2016-07-15 (95% HPD 2016-01-20 - 2017-01-07) e Clado AM-II (azul) = tMRCA 2018-04-17 (95% HPD 
2017-11-10 - 2018-09-19). 
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MH594451_Kenya_CDS|2010-05-15

VR030_BR_AM_Manaus_CDS|2019-04-25

MT373705_Russia_CDS|2019-01-20

KY249675_UnitedKingdom_CDS|2012-01-23

MG773270_Argentina_CDS|2016-07-05

KY249658_UnitedKingdom_CDS|2013-12-30

VR019_BR_AM_Manaus_CDS|2019-05-10

MW160784_Australia_CDS|2017-05-27

KY249662_UnitedKingdom_CDS|2013-11-19

KY249663_UnitedKingdom_CDS|2013-11-14

LC474555_Japan_Sendai_CDS|2017

MW582529_Germany_CDS|2015-01-12

MT040086_USA_LittleRock_Arkansas_CDS|2016-02-29

MW160770_Australia_CDS|2017-01-27

VR013_BR_AM_Manaus_CDS|2019-05-15

MN163126_China_CDS|2017-03

MH594430_Kenya_CDS|2010-02-06

KP663730_SouthKorea_CDS|2014-01-13

MN365328_Kenya_CDS|2017-04-19

MW160834_Australia_CDS|2017-06-04

LC474554_Japan_Sendai_CDS|2017

MW160755_Australia_CDS|2016-05-19

MK749871_Nicaragua_Managua_CDS|2015-11-16

MH327947_India_PuneDistrict_MaharashtraState_CDS|2017

MT040081_USA_LittleRock_Arkansas_CDS|2016-01-30

KP663729_SouthKorea_CDS|2014-01-14

MH594413_Kenya_CDS|2010-02-19

MW160757_Australia_CDS|2016-10-02

LC474537_Japan_Sendai_CDS|2015

MW160796_Australia_CDS|2016-10-14

MT373704_Russia_CDS|2019-04-03

MK749869_Nicaragua_Managua_CDS|2016-10-05

MH594393_Kenya_CDS|2010-04-19

MH594367_Kenya_CDS|2010-02-09

MW160815_Australia_CDS|2017-06-05

MG839547_Argentina_CDS|2016-07-12

MK109765_Jordan_CDS|2011-01-30

MK109770_Jordan_CDS|2010-04-29

HRSV-B 
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Essas taxas estão dentro da faixa relatada anteriormente para outros 

paramyxovírus, variando de 6.585 a 11.350 x 10-4 substituições por local e ano 

(Pomeroy et al. 2008). Para HRSV-A, Otieno et al. (2018) estimaram a taxa de 

substituição em todo o genoma para os vírus ON1 em 5,97 × 10−4 substituições 

de nucleotídeos por local/ por ano (95% HPD: 5,42-6,58 × 10−4). Anteriormente 

já havia sido descrito taxas de evolução maiores para HRSV-B sugerindo que 

existem diferentes pressões de seleção entre os grupos (Schobel et al. 2016). 

Di Giallonardo et al. (2018) destaca em seu estudo que a amostragem 

global altamente enviesada de HRSV impede uma análise extensiva da 

distribuição global e da dinâmica de transmissão do vírus e ressalta que o 

aumento da vigilância molecular é essencial para melhorar a compreensão da 

ecologia e evolução do HRSV e auxiliar no projeto de vacinas. 

Em nossas análises tivemos o viés de ter uma super-representação de 

amostras da Austrália, Quênia e EUA. Além disso, poucas sequências de 

genoma completo de HRSV da América Latina são encontradas nos bancos de 

dados. Ao fazer uma busca no NCBI, apenas Argentina (n = 175), Brasil (n= 556), 

Colômbia (n = 39) e Uruguai (n = 25) possuem sequências depositadas de 

HRSV-A e B. Quando é feito um filtro estipulando o comprimento mínimo de 700 

pb nas sequências de G o número de sequências de cada país cai bruscamente, 

sendo apenas representado pelo Brasil (n= 154 HRSV-A e 26 HRSV-B), 

Colômbia (n = 1 HRSV-A) e Uruguai (n = 1 HRSV-A).  

Nas sequências obtidas no estudo feito por Rojo et al. (2017) reuniram-se 

diferentes clados, alguns com origem exclusiva na Argentina e relacionados 

entre si e outros que compartilhavam um ancestral comum no passado com 

sequências relatadas da Espanha e Paraguai. Entretanto, as análises 

filogenéticas e filogeográficas foram realizadas somente com base na sequência 

do ectodomínio de G. 

Ao total, o Brasil possui apenas cinco genomas completos de HRSV 

depositados em banco de dados genéticos (número de acesso MG431251.1 - 

MG431255.1), dificultando a análise de uma amostragem do país e prejudicando 

a compreensão da epidemiologia molecular do vírus entre os estados brasileiros. 

Além disso, o Brasil conta com apenas 154 sequências do gene G de HRSV-A 

e 26 de HRSV-B que tenham no mínimo 700 pb. A maioria das sequências do 

país são apenas da 2HRV de G.  
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Dessa maneira a origem estimada das introduções do HRSV no 

Amazonas pode ser de outra país das Américas ou mesmo de outro estado 

brasileiro, mas devido à escassez de genomas completos depositados em banco 

de dados públicos a confiança nos dados é limitada. 

Corroborando com nossos dados, Robertson et al. (2021) em seu estudo 

pré-publicado, relata que suas análises também foram tendenciosas para 

regiões que foram altamente amostradas, como EUA e Quênia e que a falta de 

dados de muitos territórios em todo o mundo prejudicam as inferências sobre o 

tráfego viral global e local. Para elucidar tais questões no contexto Australiano, 

utilizaram a análise filogenética de MV em um conjunto de dados mais bem 

amostrado, derivado de sequências da região do gene G apenas e não mais do 

genoma completo e embora esta análise tenha melhorado a amostragem de 

localização geral, houve menos resolução filogenética. 

Vianna et al. (2021) dizem que é necessário expandir o sequenciamento 

das amostras de HRSV de forma global para verificar se há uma formação de 

grupos genéticos locais ou se a observação é causada por um viés de 

amostragem. 

Em nossas sequências de HRSV-A, ao longo de todo o genoma foram 

observadas 57 mutações sinônimas, aquelas que não modificam o aminoácido 

e apenas quatro mutações não-sinônimas foram identificadas, aquelas em que 

há a mudança do aminoácido, sendo duas na proteína F (Val115Met e 

Lys135Arge) e duas na L (Asn1739Asp e His2111Asn), quando comparadas à 

sequência de referência utilizada MW160824 (Tabela 8). 

Quando comparamos somente a região CDS do gene G com a sequência 

de referência para o genótipo ON1 (JN257693) observamos quinze mutações, 

sendo sete sinônimas e 8 não sinônimas (Tabela 9). Algumas destas mutações 

também foram relatadas por Vianna et al. (2021) em cepas brasileiras de HRSV-

A do Espírito Santos de 2016 a 2018, em clusters locais brasileiros. No cluster 

BR.1 estavam presentes mutações como Leu142Ser, Leu274Pro, Tyr304His e 

Thr320Ala, também encontradas nas duas sequências de G de HRSV-A deste 

estudo. Uma outra mutação no cluster denominado BR 1.1 (Gly106Glu) foi 

encontrada em apenas uma de nossas sequências 

(VR006_BR_AM_Manaus|2019-04-20). 
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Tabela 8 – Diferenças observadas nos resíduos de aminoácidos das sequências de RSV-B utilizando a Refseq KF826822 

As substituições de nucleotídeos são mostradas em cada códon. S: mutações sinônimas; NS: mutações não sinônimas (destacadas em 

vermelho); Em cinza são mostras as alterações comuns às duas sequências do Amazonas. 
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Tabela 9 – Alterações de aminoácidos no gene da proteína G das amostras de HRSV-A do Amazonas. Aqui identificamos as alterações de aminoácidos 

encontradas em G quando comparada a sequência de referência para o genótipo ON1 (JN257693).  

 

 

 

 

As substituições de nucleotídeos são mostradas em cada códon. S: mutações sinônimas; NS: mutações não sinônimas (destacadas em 

vermelho); Em cinza são mostras as alterações comuns às duas sequências do Amazonas

Posição no genoma 42 69 192 317 348 425 612 784 810 821 882 885 893 910 958

Ref (JN257693) A G G G T T A G C T C A T T A

VR006_BR_AM_Manaus|2019-04-20 G A * A C C G A T C T T C C G

VR020_BR_AM_Manaus|2019-05-08 G A A * C C * * * C * * C C *

GAA CTG TCG GGA GCT TTA AAA GAG TCC CTA TCC GAA CTA TAT ACA

GAG CTA TCA GAA GCC TCA AAG AAG TCT CCA TCT GAT CCA CAT GCA

Tipo de mutação S S S NS S NS S NS S NS S NS NS NS NS

Proteína

Resíduo Glu14 Leu23 Ser64 Gly106Glu Ala116 Leu142Ser Lys204 Glu262Lys Ser270 Leu274Pro Ser294 Glu295Asp Leu298Pro Tyr304His Thr320Ala

Posição no códon

Glicoproteína G
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Apesar de listarmos as substituições de aminoácidos em nossas 

sequências em comparação com outras de referência, não realizamos uma 

análise aprofundada para entender o papel dessas mutações, pois nosso 

objetivo era somente observacional neste primeiro momento. 

As sequências de HRSV-B deste estudo apresentaram 114 mutações 

sinônimas ao longo do genoma e diversas substituições que levaram a 

alterações nos aminoácidos em diversas proteínas, como NS1 (n=2); NS2 (n=1); 

N (n=1); SH (n=2); G (n=13); F (n=6); L (n=7), quando comparadas a sequência 

de referência KF826822 (Tabela 10). 

Assim como com as sequências de HRSV-A, alinhamentos somente a 

região CDC do gene que codifica a proteína G de nossas sequências de HRSV-

B com a referência do genótipo, BA (AY333364). Dessa maneira, pudemos 

observar dezoito mutações sinônimas dezessete não sinônimas que resultaram 

em alterações nos aminoácidos, conforme é mostrado na tabela 11. 

Todas as nossas sequências exibiram mudanças de aminoácidos comuns 

em doze locais diferentes: Leu105Pro, Thr107Ala, Tyr112His, Arg136Thr, 

Thr138Ser, Ile200Thr, Lys218Thr, Leu223Pro, Thr270Ile, Val271Ala, Ile281Thr 

e Tyr290Il no gene G (Tabela 11). 

As alterações Leu223Pro, Thr270Ile, Val271Ala e His287Tyr foram 

relatados em outros estudos anteriormente realizados com amostras do Japão e 

Índia (Dapat et al. 2010a, Haider et al. 2018). A mutação His287Tyr apareceu 

em treze das nossas sequências, com exceção em 

VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12 e VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-18.  

Outras mutações encontradas em nossas sequências foram relatadas no 

estudo de Haider et al. (2018), como Ser247Pro e Ile281Thr, sendo as 

substituições nos resíduos 247 e 270 descritas como contribuintes para a perda 

dos locais de glicosilação e na posição 281 relacionada ao ganho de glicosilação.  

Além das substituições identificamos a deleção de dois resíduos de 

aminoácidos nas posições 159 e 160. E treze sequências apresentaram um 

códon de parada prematuro (Gln313Stopcodon), resultando em uma proteína 

menor, já relatado na literatura em HRSV-B (Martínez et al. 1999). Nas duas 

sequências que não estava presente o códon de parada prematuro observamos 

uma alteração de um T → C resultando em Gln313Stopcodon, também relatado 

em sequências indianas (Haider et al. 2018).
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Tabela 10 – Diferenças observadas nos resíduos de aminoácidos das sequências de HRSV-B do Amazonas, utilizando a Refseq KF826822. 

As substituições de nucleotídeos são mostradas em cada códon. S: mutações sinônimas; NS: mutações não sinônimas (destacadas em vermelho); 

Em cinza são mostras as alterações comuns nas sequências do Amazonas obtidas neste estudo; (*) representam as bases iguais as da Refseq. 

 

 

Posição no genoma 144 150 316 318 513 639 750 801 833 845 849 869 1145 1355 1388 1745 1782 1820 1844 1982 1991 2015 2183 2452 2482 2551 2569 2719 2836 2848 2926 3031 3058 3313 3514 3517 3608 3760 3775 3778 3790 3862 3901 4003 4024

Ref (KF826822) A C A A A G * * G G G T T G A G C T T G A G T G C T C T T T T C T T T T C T G C A A A G G

VR002_BR_AM_Manaus|2019-04-23 G T G G G * * * * * A C * A * A T A C * G * A * A C T C C C C * A C * * T C A T G G G T *

VR005_BR_AM_Manaus|2019-04-16 G T G G G * * * * A A C * A * A T A C * G * A * A C T C C * C * * C * * T C A T G G G T *

VR007_BR_AM_Manaus|2019-04-17 G T * * * * G * * * A C * A * A T A C * G A A A A C T C C * C T * C * * T C A T G G G T *

VR013_BR_AM_Manaus|2019-04-26 G T * * * * * * * * A C C A * A T A C * G A A A A C T C C * C T * C * * T C A T G G G T *

VR016_BR_AM_Manaus|2019-04-13 G T G G G * * * * A A C * A * A T A C * G * A * A C T C C * C * * C * * T C A T G G G T *

VR018_BR_AM_Manaus|2019-04-14 G T G G G * * * * * A C * A * A T A C * G * A * A C T C C * C * * C * * T C A T G G G T A

VR019_BR_AM_Manaus|2019-04-15 G T G G G * * * * A A C * A * A T A C * G * A * A C T C C * C * * C C C T C A T G G G T *

VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12 G T * * * A * * * * A C * A G A T A C A G * A * A C T C C * C * * C * * T C A T G G G T *

VR023_BR_AM_Manaus|2019-04-21 G T G G G * * * * * A C * A * A T A C * G * A * A C T C C * C * * C * * T C A T G G G T *

VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-18 G T G G G * * * A * A C * A * A T A C * G * A * A C T C C * C * * C * * T C A T G G G T *

VR026_BR_AM_Manaus|2019-04-19 G T G G G * * G * * A C * A * A T A C * G * A * A C T C C C C * * C * * T C A T G G G T *

VR027_BR_AM_Manaus|2019-04-20 G T G G G A * * * * A C * A * A T A C * G * A * A C T C C C C * * C * * T C A T G G G T *

VR028_BR_AM_Manaus|2019-04-25 G T G G G * * * * * A C * A * A T A C * G * A * A C T C C * C * * C * * T C A T G G G T A

VR029_BR_AM_Manaus|2019-04-22 G T G G G * * * * A A C * A * A T A C * G * A * A C T C C * C * * C * * T C A T G G G T *

VR030_BR_AM_Manaus|2019-04-24 G T G G G * * * * A A C * A * A T A C * G * A * A C T C C * C * * C C C T C A T G G G T *

TTA GAC AAA AAA TCA GAC ATA ACA TTG GGG GCC ACT CTT AGG AAA AAG CAC ATT GGT GAG GTA AAG GCT AAG ATC GCT ACC GAT GAT GAT GCT GAC CTT GTT CCT AGT TCT ATT AAG GAC CTA GTA AAA CGG GAG

TTG GAT GAG GAG TCG AAC GTA GCA TTA GGA ACC ACC CTC AGA AAG AAA TAC ATA GGC GAA GTG AAA GCA AAA ATA GCC ACT GAC GAC GAC GCC GAT CTA GTC CCC AGC TTT ATC AAA GAT CTG GTG AAG CGT GAA

Tipo de mutação S S NS NS S S S S S S NS S S S S S NS S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S

Proteína

Resíduo Leu16 Asp18 LyS74Glu LyS74Glu Ser139 Asp6 Ile43 Thr60 Leu70 Gly74 Ala76Thr Thr82 Leu3 Arg73 LyS84 Lys208 Hist2016Tyr Ile228 Gly236 Glu282 Val285 Lys293 Ala349 Lys36 Ile46 Ala69 Thr75 Asp125 Asp16 Asp168 Ala194 Asp229 Leu238 Val18 Pro85 Ser86 Leu117 Ile167 Lys172 Asp173 Leu177 Val201 Ly214 Arg248 Glu255

Posição no genoma 4327 4334 4400 4414 4421 4444 4451 4488 4778 4847 4907 4981 5004 5045 5048 5076 5092 5095 5143 5189 5259 5276 5278 5291 5300 5327 5366 5369 5398 5443 5468 5482 5498 5524 5537 5551 5572 5588 5599 5605 5615 5617 5619 5763 5784

Ref (KF826822) T C C C G C T A C C C T A T T G G C G C C C T T C T C C C C A T T T C C T A C * C C T T C

VR002_BR_AM_Manaus|2019-04-23 * T * * A T C G T T * C G C C A T T A T * T C T T C T T T T G C * C T T C * * * T T * * T

VR005_BR_AM_Manaus|2019-04-16 * * * * A T C G T T A C G C C A T T A T T T C T T C T * T T G C C C T T C * * * T T * * T

VR007_BR_AM_Manaus|2019-04-17 * * A * A T C G * T * * G C * * T * A T * * C * T C T * T * G C * C T T C * T T * * C C T

VR013_BR_AM_Manaus|2019-04-26 * * * * A T C G * T * * G C * * T * A T * * C * T C T * T T G C * C T T C * * T * * C C T

VR016_BR_AM_Manaus|2019-04-13 * * * * A T C G T T A C G C C A T T A T T T C T T C T * T T G C * C T T C * * * T T * * T

VR018_BR_AM_Manaus|2019-04-14 * * * * A T C G T T * C G C C A T T A T * T C T T C T T T T G C * C T T C * * * T T * * T

VR019_BR_AM_Manaus|2019-04-15 * * * T A T C G T T A C G C C A T T A T T T C T T C T * T T G C * C T T C * * * T T * * T

VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12 * * * * A T C G * T * * G C * A T T A T * T C T C T * T T G C * C T T C * * * T T * * T

VR023_BR_AM_Manaus|2019-04-21 * T * * A T C G T T * C G C C A T T A T * T C T T C T T T T G C * C T T C * * * T T * * T

VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-18 * * * * A T C G * T * * G C * A T T A T * T C * T C T * T T G C * C T T C T * * T T * * T

VR026_BR_AM_Manaus|2019-04-19 * T * * A T C G T T * C G C C A T T A T * T C T T * T T T T G C * C T T C * * * T T * * T

VR027_BR_AM_Manaus|2019-04-20 * T * * A T C G T T * C G C C A T T A T * T C T T C T T T T G C * C T T C * * * T T * * T

VR028_BR_AM_Manaus|2019-04-25 * * * * A T C G T T * C G C C A T T A T * T C T T C T T T T G C * C T T C * * * T T * * T

VR029_BR_AM_Manaus|2019-04-22 T * * * A T C G T T A C G C C A T T A T T T C T T C T * T T G C * C T T C * * * T T * * T

VR030_BR_AM_Manaus|2019-04-24 * * * T A T C G T T A C G C C A T T A T T T C T T C T * T T G C * C T T C * * * T T * * T

TTC AGC ATC GCA CTG ACA TGT AAC TAC CTC GTC GTT ACC CCT AAT GCA AGA ACC AGA TTC CCA ACC ATA AAC CCC CCT ATC AAC ACC ACA GAG TTA TTG ATC TCC ACC TTC ACA CCC ACA TCC ACC TAA CTT CTC

TAC AGT ATA GTA CTA ATA TGC GAC TAT CTT GTA GCT GCC CCC AAC ACA ATA ATC AAA TTT TCA ACT ACA AAT CCT CCC ATT AAT ACT ATA GGG TCA TCG ACC TCT ATC TCC ACT CTC ATA TCT ATC CAA CTC CTT

Tipo de mutação S S S S S S S NS S S S NS NS S S NS NS NS NS S S S NS S S S S S S NS S NS S NS S NS NS S S S S NS S S S

Proteína

Resíduo Phe10 Ser12 Ile34 AlA39 Leu41 Thr49Ile Cys51 Asn64Asp Tyr31 Leu54 Val74 Val99Ala Thr107Ala Pro120 Asn121 Ala131ThrArg136Thr Thr137Ile Arg153Lys Phe173 Pro192 Thr197 Ile198Thr Asn202 Pro205 Pro214 Ile227 Asn228 Thr237 Thr252Ile Arg260 Leu265Ser Leu270 Ile279Thr Ser283 Thr288IlePhe295Ser Thr300 Pro304 Thr306 Ser309 Thr310IleStop Codon311Leu15 Leu22

Posição no genoma 5823 5871 5946 5991 6026 6233 6235 6236 6290 6336 6344 6360 6372 6744 6780 6975 6984 7032 7089 7275 7393 7684 7720 7774 8017 8074 8104 8116 8210 8211 8331 8354 8723 8726 8935 8971 8977 9082 9136 9343 9367 9391 9508 9361 9682

Ref (KF826822) G T A A C T T C A A A T A C G A C T C A C C T A C T C C G C C G C C C C T C A C T T T T C

VR002_BR_AM_Manaus|2019-04-23 A C T T T A C T G G G A G T A G T * T G T T C G T C * T A T T A T A * * G T G T * C C * T

VR005_BR_AM_Manaus|2019-04-16 * * T T T A C T G G G A G T A G T * T G * T * G T C T T A T T A T A * * G T G T * C C * T

VR007_BR_AM_Manaus|2019-04-17 * * T T T A C T G G G A G T A G T C T * * T * G T C * T A T T A * A T T * T G * C C C C T

VR013_BR_AM_Manaus|2019-04-26 * * T T T A C T G G G A G T A G T C T * * T * G T C * T A T T A * A T T * T G * C C C C T

VR016_BR_AM_Manaus|2019-04-13 * * T T T A C T G G G A G T A G T * T G * T * G T C T T A T T A T A * * G T G T * C C * T

VR018_BR_AM_Manaus|2019-04-14 * * T T T A C T G G G A G T A G T * T G * T C G T C * T A T T A T A * * G T G T * C C * T

VR019_BR_AM_Manaus|2019-04-15 * * T T T A C T G G G A G T A G T * T G * T * G T C T T A T T A T A * * G T G T * C C * T

VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12 * * T T T A C T G G G A G T A G T * T G * T * G T C * T A T T A * A * * * T G T * C C * T

VR023_BR_AM_Manaus|2019-04-21 * C T T T A C T G G G A G T A G T * T G * T C G T C * T A T T A T A * * G T G T * C C * T

VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-18 * * T T T A C T G G G A G T A G T * T G * T * G T C * T A T T A * A * * * T G * * C C * T

VR026_BR_AM_Manaus|2019-04-19 * * T T T A C T G G G A G T A G T * T G * T C G T C * T A T T A T A * * G T G T * C C * T

VR027_BR_AM_Manaus|2019-04-20 * C T T T A C T G G G A G T A G T * T G * T C G T C * T A T T A T A * * G T G T * C C * T

VR028_BR_AM_Manaus|2019-04-25 * * T T T A C T G G G A G T A G T * T G * T C G T C * T A T T A T A * * G T G T * C C * T

VR029_BR_AM_Manaus|2019-04-22 * * T T T A C T G G G A G T A G T * T G * T * G T C T T A T T A T A * * G T G T * C C * T

VR030_BR_AM_Manaus|2019-04-24 * * T T T A C T G G G A G T A G T * T G * T * G T C T T A T T A T A * * G T G T * C C * T

TCG GGT GTA ACA GCC CTG TCT TCT AAA ATA CAA TTT GAA TAC CAG AAA TGC GTT TAC GGA CTA AAC AAT TTA GAC ATT ACC CTC GCA CTA TTG CTA CTA TAC GAC GTT GAC AAA ATC TTT CTT TAT TAT GAC

TCA GGC GTT ACT GTC CAG CTT CTT AGA ATG CGA TAT GAG TAT CAA AAG TGT GTC TAT GGG TTA AAT AAC TTG GAT ATC ACT CTT ATA TTA TTA TTA ATA TAT GAT GTG GAT AAG ATT TTC CTC TAC TAC GAT

Tipo de mutação S S S S NS NS NS NS NS NS NS S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S

Proteína

Resíduo Ser35 Gly51 Val76 Thr91 Ala103ValLeu172Gln Lys191Arg Ile206Met Gln209Arg Ile214 Glu218 Tyr342 Gln354 Lys419 Cys422 Gly438 Tyr457 Gly519 Leu559 Asn5 Asn17 Leu35 Asp116 Ile135 Thr145 Leu149 Ala184Ile Leu37 Leu44 Leu55 Leu56Ile Tyr125 Asp137 Val139 Asp174 Lys192 Ile261 Phe269 Leu277 Tyr316 Tyr357 Asp374

Posição no genoma 9802 9814 10186 10399 10492 10504 10618 10633 10703 11068 11149 11335 11350 11395 11437 11479 11602 12223 12361 12469 12518 12970 12996 13327 13369 13594 13636 13694 13706 13767 14065 10302 14520 14977

Ref (KF826822) C C T T G T T T A A C T C A G A C G G T T C T G C T A A A A G T T G

VR002_BR_AM_Manaus|2019-04-23 T T * G A C C C G G T * T T A G T A A C C T C A T C G G G G A C C A

VR005_BR_AM_Manaus|2019-04-16 T T * G A C C C G * T C T T A G T A A C C T C A T C G G G G A C C A

VR007_BR_AM_Manaus|2019-04-17 T * C G A C * * G * T * T T A G T A A C * T C A T C G G G G A * * A

VR013_BR_AM_Manaus|2019-04-26 T * C G A C * * G * T * T T A G T A A C * T C A T C G G G G A * * A

VR016_BR_AM_Manaus|2019-04-13 T T * G A C C C G * T C T T A G T A A C C T C A T C G G G G A C C A

VR018_BR_AM_Manaus|2019-04-14 T T * G A C C C G * T * T T A G T A A C C T C A T C G G G G A C C A

VR019_BR_AM_Manaus|2019-04-15 T T * G A C C C G * T C T T A G T A A C C T C A T C G G G G A C C A

VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12 T * * G A C * * G * T * T T A G T A A C * T C A T C G G G G A * C A

VR023_BR_AM_Manaus|2019-04-21 T T * G A C C C G G T * T T A G T A A C C T C A T C G G G G A C C A

VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-18 T * * G A C * * G * T * T T A G T A A C * T C A T C G G G G A * C A

VR026_BR_AM_Manaus|2019-04-19 T T * G A C C C G G T * T T A G T A A C C T C A T C G G G G A C C A

VR027_BR_AM_Manaus|2019-04-20 T T * G A C C C G G T * T T A G T A A C C T C A T C G G G G A C C A

VR028_BR_AM_Manaus|2019-04-25 T T * G A C C C G * T * T T A G T A A C C T C A T C G G G G A C C A

VR029_BR_AM_Manaus|2019-04-22 T T * G A C C C G * T C T T A G T A A C C T C A T C G G G G A C C A

VR030_BR_AM_Manaus|2019-04-24 T T * G A C C C G * T C T T A G T A A C C T C A T C G G G G A C C A

AAC AAC ATT GTT GAG GCT GAT TAT ATC TTA TCC AGT AAC GCA TTG ACA TTC TCG ACG GAT TCA TCC GTA AAG GGC TAT AGA ACT ATA AAT GAG ACT ATT TTG

AAT AAT ATC GTG GAA GCC GAC TAC GTC TTG TCT AGC AAT GCT TTA ACG TTT TCA ACA GAC CCA TCT GCA AAA GGT TAC AGG GCT GTA AGT GAA ACC ACT TTA

Tipo de mutação S S S S S S S S NS S S S S S S S S S S S NS S NS S S S S NS NS NS S S NS S

Proteína

Resíduo Asn414 Asn418 Ile542 Val613 GlU644 Ala648 Asp686 Tyr691 Ile715Val Leu836 Ser863 Ser925 Asn930 Ala945 Leu959 Thr973 Phe1014 Ser1221 Thr1267 Asn1303Ser1320ProSer1470 Val1479Ala Lys1589 Gly1603 Tyr1678 Arg1692 Thr1712AlaIle1716ValAsn1736SerGlu1835 Thr1914 Ile1987Thr Leu2139

Ser173Leu

M2-1 M2-2 L

SH G F

F

Posição no códon

N P

Posição no códon

MNS1 NS2

Posição no códon

G

Posição no códon
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Tabela 11 - Alterações de aminoácidos no gene da proteína G das sequências de HRSV-B do Amazonas. Aqui identificamos as alterações de aminoácidos encontradas 

em G quando comparada a sequência de referência para o genótipo BA (AY333364).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As substituições de nucleotídeos são mostradas em cada códon. S: mutações sinônimas; NS: mutações não sinônimas (destacadas em vermelho); Em cinza 

são mostras as alterações em todas as sequências do estudo. 

Posição no genoma 108 177 237 276 311 329 334 349 375 378 406 422 425 427 429 490-492 493-495 525 612 614

Ref BA (AY333364) C C * C T T A T T T G G C A C DEL DEL C C T

VR002_BR_AM_Manaus|2019-04-23 T T * A C C G C C C A C T T T DEL DEL T T C

VR005_BR_AM_Manaus|2019-04-16 T T * A C C G C C C A C T T T DEL DEL T T C

VR007_BR_AM_Manaus|2019-04-17 * T * A * C G C C * * C * T T DEL DEL T * C

VR013_BR_AM_Manaus|2019-04-26 * T * A * C G C C * * C * T T DEL DEL T * C

VR016_BR_AM_Manaus|2019-04-13 T T A A C C G C C C A C T T T DEL DEL T T C

VR018_BR_AM_Manaus|2019-04-14 T T * A C C G C C C A C T T T DEL DEL T T C

VR019_BR_AM_Manaus|2019-04-15 T T A A C C G C C C A C T T T DEL DEL T T C

VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12 * T * A * C G C C * A C T T T DEL DEL T T C

VR023_BR_AM_Manaus|2019-04-21 T T A A C C G C C C A C T T T DEL DEL T T C

VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-18 * T * A * C G C C * A C T T T DEL DEL T T C

VR026_BR_AM_Manaus|2019-04-19 T T * A C C G C C C A C T T T DEL DEL T T C

VR027_BR_AM_Manaus|2019-04-20 T T * A C C G C C C A C T T T DEL DEL T T C

VR028_BR_AM_Manaus|2019-04-25 T T * A C C G C C C A C T T T DEL DEL T T C

VR029_BR_AM_Manaus|2019-04-22 T T A A C C G C C C A C T T T DEL DEL T T C

VR030_BR_AM_Manaus|2019-04-24 T T A A C C G C C C A C T T T DEL DEL T T C

TAC CTC GTC ATC GTT CTC ACC TAC CCT AAT GCA AGA ACC DEL DEL TTC ACC ATA

TAT CTT GTA ATA GCT CCC GCC CAC CCC AAC ACA ACA ATC DEL DEL TTT ACT ACA

Tipo de mutação S S S S NS NS NS NS S S NS NS NS NS NS S S NS

Proteína

Resíduo Tyr31 Leu54 Val74 Ile87 Val99Ala Leu105Pro Thr107Ala Tyr112His Pro120 Asn121 Ala131Thr Arg136Thr Thr137Ile 159 160 Phe170 Thr199 Ile200Thr

Posição no genoma 627 636 663 668 683 702 732 754 776 801 827 830 834 857 877 887 951 953 955 964

Ref BA (AY333364) C C A A T C C T C A C T C T C C C C C T

VR002_BR_AM_Manaus|2019-04-23 T T C C C T T C T G T C T C T T T T T *

VR005_BR_AM_Manaus|2019-04-16 T T C C C T T C T G T C T C T T T T T *

VR007_BR_AM_Manaus|2019-04-17 * T C C C T T C T G T C T C T T * * * C

VR013_BR_AM_Manaus|2019-04-26 * T C C C T T C T G T C T C T T * * * C

VR016_BR_AM_Manaus|2019-04-13 T T C C C T T C T G T C T C T T T T T *

VR018_BR_AM_Manaus|2019-04-14 T T C C C T T C T G T C T C T T T T T *

VR019_BR_AM_Manaus|2019-04-15 T T C C C T T * T G T C T C T T T T T *

VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12 T T C C C T T C T G T C T C * T T T T *

VR023_BR_AM_Manaus|2019-04-21 T T C C C T T C T G T C T C T T T T T *

VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-18 T T C C C T T C T G T C T C * T T T T *

VR026_BR_AM_Manaus|2019-04-19 T T T C C T T C T G T C T C T T T T T *

VR027_BR_AM_Manaus|2019-04-20 T T C C C T T C T G T C T C T T T T T *

VR028_BR_AM_Manaus|2019-04-25 T T C C C T T C T G T C T C T T T T T *

VR029_BR_AM_Manaus|2019-04-22 T T C C C T T C T G T C T C T T T T T *

VR030_BR_AM_Manaus|2019-04-24 T T C C C T T C T G T C T C T T T T T *

AAC CCC CCA AAA CTG ATC ACC TCA ACA AGA ACT GTG GTC ATC CAC ACC TCC ACC CAA TAG

AAT CCT CCC/CCT ACA CCG ATT ACT CCA ATA AGG ATT GCG GTT ACC TAC ATC TCT ATC TAA CAG

Tipo de mutação S S S NS NS S S S S S NS NS S NS NS NS Ser311 S NS NS

Proteína

Resíduo Asn204 Pro207 Pro216 Lys218Thr Leu223Pro Ile229 Thr239 Ser247Pro Thr254Ile Arg262 Thr270Ile Val271Ala Leu272 Ile281Thr His287Tyr Tyr290Ile Ser311 Thr312Ile Gln313SC SC316Gln

Posição no códon
ACC

TCT

Thr138Ser

Posição no códon

G

G
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GISAID (do inglês Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data), 

iniciativa global criada para o compartilhamento global de dados do vírus 

Influenza em 2006 (gisaid.org) com a base de dados genômico EpiFlu. Em 2020 

ampliou suas atividades e ofertas de ferramentas de análise por conta da 

pandemia do SARS-CoV-2, hoje a base de dados EpiCov já possui mais de 2 

milhões de genomas compartilhados por grupos de todo o mundo. Entre as 

ferramentas disponíveis existe o CoVsurver (gisaid.org/covsurver) para auxiliar 

a comunidade científica na identificação, análise e interpretação de mutações 

em genomas do coronavírus. Devido à importância epidemiológica e impacto do 

HRSV no mundo, o GISAID junto com a OMS criou também a base de dados 

EpiRSV foi liberada em junho de 2021. EpiRSV contará também com 

ferramentas de vigilância genômica e análises para HRSV, auxiliando a elucidar 

as lacunas de conhecimento em relação a transmissão, fatores de risco para 

infecção e acima de tudo, a partir dos dados genéticos auxiliará na identificação 

das variantes virais circulantes em tempo real e interpretação do impacto de 

mutações no genoma. 

Análises preliminares das sequências obtidas neste estudo com a 

ferramenta RSVsurver (gisaid.org), onde foi possível de maneira rápida 

identificar as mutações encontradas em nossas sequências comparadas às 

sequências de referências utilizadas pelo GISAID, EPI_ISL_412866 para HRSV-

A e EPI_ISL_1653999 para HRSV-B podem ser observadas na Tabela 12 e no 

material em anexo. No entanto, como essa ferramenta foi liberada abertamente 

em 21 de junho de 2021, não foi possível analisá-las e interpretá-las em tempo 

hábil para a redação deste manuscrito. Notavelmente observamos uma maior 

quantidade de mutações na proteína G. Reforçamos a necessidade de 

aumentarmos a nível global o número de genomas de HRSV para entendermos 

melhor a dinâmica viral e entender melhor o significado de mutações 

encontradas em termos de virulência, escape da resposta imune, escape a 

imunoprofiláticos ou a antivirais. Adicionalmente, correlacionar estes dados com 

a caracterização fenotípica e antigênica destes vírus também é importante para 

dar suporte aos achados genômicos.    

 



 

87 
 

Tabela 12- Identificação das mutações de HRSV A e B das sequências do Amazonas no 
RSVsurver disponível no GISAID. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ID SEQUÊNCIA N DE MUT. MUTAÇÕES NA PROTEÍNA G N DE MUT. MUTAÇÕES NA PROTEÍNA F

VR006_BR_AM_Manaus|2019-04-202 13 P71L, H90Y, L101F, G106E, I134K, L142S, G224E, S243I, I265L, D284G, E295D, Y304H, T320A 1 T13A

VR020_BR_AM_Manaus|2019-05-082 11 P71L, H90Y, L101F, I134K, L142S, G224E, S243I, K262E, I265L, D284G, Y304H 0 sem mutações

VR002_BR_AM_Manaus|2019-05-08 2 A74V, V99A 0 sem mutações

VR005_BR_AM_Manaus|2019-05-31 4 A74V, V99A, P192S#a, I310V 0 sem mutações

VR007_BR_AM_Manaus|2019-04-22 7 A74V, T131A, I137T, I252T, L284P, P304L, T306I 1 Q172H#hao

VR013_BR_AM_Manaus|2019-05-15 6 A74V, T131A, I137T, I252T, L284P, T306I 0 sem mutações

VR016_BR_AM_Manaus|2019-05-09 4 A74V, V99A, P192S#a, I310V 0 sem mutações

VR018_BR_AM_Manaus|2019-02-21 2 A74V, V99A 0 sem mutações

VR019_BR_AM_Manaus|2019-05-10 5 A74V, V99A, P192S#a, P245S, I310V 0 sem mutações

VR022_BR_AM_Manaus|2019-04-12 4 A74V, ins229T, Y285H, T287A 0 sem mutações

VR023_BR_AM_Iranduba|2019-04-12 3 A74V, V99A, S305F 0 sem mutações

VR024_BR_AM_Manaus|2019-04-11 2 A74V, Y285H 1 L4P

VR026_BR_AM_Manaus|2019-04-16 2 A74V, V99A 0 sem mutações

VR027_BR_AM_Manaus|2019-04-16 2 A74V, V99A 0 sem mutações

VR028_BR_AM_Manaus|2019-04-24 2 A74V, V99A 0 sem mutações

VR029_BR_AM_Manacapuru|2019-04-09 4 A74V, V99A, P192S#a, I310V 0 sem mutações

VR030_BR_AM_Manaus|2019-04-25 5 A74V, V99A, P192S#a, P245S, I310V 0 sem mutações

 Quando não há efeitos conhecidos para a mutação e a mutação ocorreu apenas uma vez no conjunto atual de sequências, a mutação aparecerá em fonte de cor preta

Mutações que ocorrem mais de uma vez são mais interessantes do ponto de vista epidemiológico e aparecerão em fonte de cor azul

mutações que levam a uma inserção ou deleção de resíduos de aminoácidos são coloridas em ciano

RSV-A

RSV - B
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5. CONCLUSÕES  

1. Com base nas amostras analisadas neste estudo, no período de 2019 a 

2021 circularam no Amazonas os dois subgrupos de HRSV (A e B). Porém, a 

dominância de circulação mostrou-se diferente ao longo dos anos; 

2. Em 2019 a frequência de HRSV-B foi maior nas amostras estudadas, e 

em 2020 e 2021 o HRSV-A circulou com mais frequência, corroborando com 

estudos que indicam a circulação cíclica do HRSV, mudando pelo menos a cada 

dois anos; 

3. Ao todo foram sequenciados 17 genomas de HRSV por NGS do 

Amazonas, de amostras referentes ao ano de 2019 neste estudo, sendo 15 

genomas de HRSV-B e 2 de HRSV-A; 

4. As amostras sequenciadas do HRSV-A pertenciam ao genótipo ON1, que 

apresenta uma duplicação de 72 nucleotídeos na porção final do gene G. Sendo 

essa a primeira vez que o genótipo ON1 é identificado circulando no Amazonas; 

5. Todas as quinze amostras de HRSV-B sequenciadas pertenciam ao 

genótipo BA9, com a característica duplicação de 60 nucleotídeos na porção final 

do gene G; 

6. Neste estudo, listamos alterações nos aminoácidos ao longo do genoma 

das amostras sequenciadas, mas de forma observacional. Análises mais 

aprofundadas para entender o papel dessas mutações são importantes e ficam 

em perspectivas futuras. Algumas mutações no gene G foram observadas em 

outro estudo com amostras brasileiras, corroborando com nossos achados; 

7. Com base em análises filogenéticas e filogeográficas pudemos inferir uma 

única introdução do HRSV-A no estado do Amazonas e estimamos que a origem 

mais provável seja Filipinas; 

8. Nas análises feitas com os 15 genomas de HRSV-B, inferimos duas 

introduções distintas do vírus no estado, sendo em ambas a origem mais 

provável a Austrália; 

9. Entretanto o viés de baixa amostragem de genomas para análises 

filogenéticas e filogeográficas foi observado assim como em outros trabalhos  

10. Entretanto o viés de baixa amostragem de genomas para análises 

filogenéticas e filogeográficas foi observado neste estudo, assim como em outros 

trabalhos. Dessa maneira, reforçamos a importância da vigilância genômica do 
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HRSV no Brasil e no mundo e esperamos contribuir com nossos achados para 

minimizar essa lacuna que existe. 
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ANEXO 3 – ANÁLISES DO RSVsurver 
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