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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Daniela Bandeira Brancante Machado

Virus Sincicial Respiratério (VSR) humano pertence a familia Paramyxoviridae
sendo o principal patégeno causador de infeccdes do trato respiratorio inferior, em
criancas menores de cinco anos, em todo o mundo. Esse virus infecta
aproximadamente 90% das crian¢cas menores de dois anos e embora ha mais de 20
anos o desenvolvimento de uma vacina tenha sido estudado, ainda ndo ha nenhuma
eficiente e segura. O VSR ¢é classificado em grupos A e B, com uma variabilidade,
entre eles, em torno de 50% de aminoacidos da proteina G. Existem diferentes
genaotipos dentro de cada grupo que também sao identificados pela proteina G. Essa
proteina, que tem de 282 a 319 aminoacidos dependendo do grupo, € uma
glicoproteina que promove a adsor¢cdo do virus a célula. A variabilidade esta
concentrada no ectodominio, que consiste em duas regides variaveis separados por
uma regido conservada, presente em ambos os grupos. O VSR possui uma enzima
RNA polimerase que catalisa a reagdo RNA polimerase RNA dependente (RpRd) e é
alvo de acédo do antiviral ribavirina. A maior subunidade dessa enzima € a proteina L
gue apresenta seis blocos conservados identificados de | a VI, flanqueados por
sequéncias variaveis. Nos blocos Il e Il encontramos os sitios de ligacdo de RNA
gendmico e o sitio ativo da polimerase viral, respectivamente. O objetivo desse

estudo foi identificar os genétipos de VRS, bem como sua diversidade genética no
Vi



que diz respeito aos genes G e L, em criancas menores de cinco anos com
infecgbes respiratorias. Para isso, realizamos um estudo retrospectivo no qual
aspirado de nasofaringe positivo para VSR pelas metodologias de
Imunofluorescéncia Indireta ou RT-PCR dos estados do Rio de Janeiro (2006 a
2010) e do Rio Grande do Sul (2009) foram utilizados. Os ultimos dois tercos do
gene G foram sequenciados em 125 amostras, nas quais 74 eram VSR A e 51
amostras eram VSR B. Enquanto para o gene L, foram sequenciados os blocos Il e
Il de 28 amostras. Observamos que a maioria das amostras do grupo A pertencem
ao genotipo GA2 e apenas trés ao gendtipo GA5, enquanto no grupo B a maioria
das amostras era do genotipo BA e cinco amostras do gendtipo GB3. Identificamos
diversos polimorfismos no gene G; enquanto no gene L, os blocos Il e lll,
amplamente conservados, os polimorfismos foram sindnimos na sequéncia de

nucleotideos.

Palavras-chaves: Virus Sincicial Respiratério, proteina G, gendtipos, RNA

polimerase RNA dependente.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Daniela Bandeira Brancante Machado

Respiratory Syncytial Virus (RSV) belongs to the family Paramyxoviridae
human being the main causative pathogen of lower respiratory tract infections in
children under five years worldwide. This virus infects approximately 90% of children
under two years and although there are more than 20 years developing a vaccine
has been studied, there is still no effective and safe. RSV is classified into groups A
and B, with variability between them, around 50% amino acid protein G. Different
genotypes within each group are also identified by protein G. This protein, which has
282 to 319 amino acids depending on the group, is a glycoprotein that promotes the
adsorption of the virus to the cell. The variability is concentrated in the ectodomain,
which consists of two variable regions separated by a conserved region present in
both groups. RSV has an RNA polymerase enzyme that catalyzes the reaction RNA
dependent RNA polymerase (RpRd) and is the target of action of the antiviral
ribavirin. The largest subunit of this enzyme is protein L which has six conserved
blocks identified from | to VI, flanked by variable sequences. In blocks Il and Il we
find the binding sites and active site genomic RNA viral polymerase, respectively.
The aim of this study was to identify the genotypes of RSV, as well as their genetic

diversity with respect to G and L genes in children under five years with respiratory
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infections. For this, we conducted a retrospective study in which nasopharyngeal
aspirate positive for RSV by indirect immunofluorescence methods or RT-PCR in the
states of Rio de Janeiro (2006-2010) and Rio Grande do Sul (2009) were used. The
last two thirds of the G gene were sequenced in 125 samples in which 74 were RSV
A and RSV B. 51 samples were As for the L gene, were sequenced blocks Il and Il
of 28 samples. We note that most of the samples belong to group A genotype GA2
and only three genotype GA5, while in group B was most samples the genotype AB
and five samples of genotype GB3. Identified several gene polymorphisms G, while
the L gene, blocks Il and Ill, largely preserved in the polymorphisms were

synonymous nucleotide sequence.

Keywords: Respiratory Syncytial Virus, G protein, genotypes, RNA dependent
RNA polymerase.
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1. INTRODUCAO
1.1. Historico e classificagcdo do Virus Sincicial Respiratorio

As infeccbes respiratorias agudas sdo descritas desde a antiguidade por
egipcios, chineses e gregos e 0s virus respiratorios ocupam um papel de destaque
dentre as possiveis etiologias para essas infeccdes. Atualmente, o Virus Sincicial
Respiratorio (VSR) € mundialmente considerado o agente etioldgico de doencas do
trato respiratério com maior importancia pediatrica, tendo em vista que criancas
podem desenvolver pneumonia e bronquiolite quando infectadas por esse virus (1).
A primeira infeccdo pelo VSR ocorre nos primeiros dois anos de vida, em cerca de
95% das criancas, sendo que o pico de incidéncia geralmente ocorre nos primeiros
meses de vida (2). Os casos de reinfecgdo pelo VSR sdo comuns durante toda a
vida, porém os sintomas clinicos em criancas com idade mais avancada e em
adultos sdo de natureza mais branda (3). Alguns estudos associam a infeccéo pelo
VSR a taxas relevantes de morbidade e mortalidade em idosos (4) e em individuos

imunocomprometidos (5, 6).

Em 1956, o VSR foi isolado pela primeira vez a partir de chimpanzés com
sintomas clinicos comuns as doencas respiratorias: coriza, tosse e espirros. Foi
constatado que 100% da colénia de chimpanzés estava infectada e o agente
patogénico foi denominado agente de coriza em chimpanzés (chimpanzee coryza
agent - CCA). A secrecao colhida da garganta de um chimpanzé doente foi
inoculada em cultura de células hepéticas causando destruicdo e morte celular apos
sete dias da inoculagéo (7). O material isolado foi inoculado em diversos animais de
laboratério porém somente os primatas desenvolveram os sinais da doencga (8).
Posteriormente, um virus similar ao CCA foi isolado de duas criangas hospitalizadas
nos Estados Unidos, sendo que uma apresentava pneumonia e a outra
laringobronquite (crupe). Sendo assim, devido a sua afinidade pelo aparelho
respiratorio e a sua capacidade de formar sincicios em culturas celulares, o nome do

virus foi substituido por Virus Sincicial Respiratério (8, 9).

O VSR logo passou a ser considerado um importante agente patogénico de
doencas respiratorias agudas, especialmente bronquiolite, broncopneumonia (10) e

pneumonia (11-13) no mundo todo. No Brasil, em 1964, Candeias e colaboradores
1



foram os primeiros a identificar o VSR em amostras respiratérias de quatro criancas
com menos de seis meses de idade apresentando broncopneumonia e bronquiolite
(14). A partir de 1981, a deteccdo do VSR passou a fazer parte dos boletins

epidemioldgicos do Ministério da Saude (15).

O VSR humano, com base em sua morfologia, estd classificado como
membro da ordem Mononegavirales, que possui outros representantes importantes,
como o virus da raiva (familia Rhabdoviridae) e o virus Ebola (familia Filoviridae)
(16). Ele esta incluido na familia Paramyxoviridae; na subfamilia Pneumovirinae
junto ao Metapneumovirus Humano, recentemente descoberto e no género
Pneumovirus, a qual também pertence o Virus Sincicial Respiratério Bovino e o
Virus da Pneumonia de Camundongos (16) (Figura 1-1), sugerindo que houve saltos

de hospedeiros entre essas espécies durante a evolucao desses virus (1).

Mononegavirales
(Ordem)

Paramixoviridae Bornaviridae Filoviridae Rhabdoviridae
(Familia) (Familia) (Familia) (Familia)
1
1 1
Pneumovirinae Paramyxovirinae
(Subfamilia) (Subfamilia)
1
1 1
Pneumovirs Metapneumovirus
(Género) (Género)
1
1 | 1
Virus da
VSR Humano VSR Bovino Pneumonia de
Camundongos

FIGURA 1-1 TAXONOMIA DO VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO HUMANO.

1.2. Morfologia e genoma viral

As particulas de VSR tem estruturas esféricas irregulares que medem de 100
a 350 nanbmetros (nm) de didmetro (Figura 1-2). Frequentemente também sao
encontradas particulas com formas filamentosas longas que tem um diametro de 60

a 200 nandémetros e mais de 10um de comprimento (17).

2
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FIGURA 1-2 MICROGRAFIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DO VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO.
a) diferentes estagios do processo de brotamento das particulas de Virus Sincicial Respiratério na
membrana citoplasmética de células Vero. b) estagio final do brotamento evidenciando o

estrangulamento da membrana plasmética para a liberacao do virus. Fonte: Norrby, Marusyk et al.,
1970 (17).

c, ‘

O genoma do VSR é formado por uma fita simples de RNA, ndo-segmentado
e com polaridade negativa (18). E composto de cerca de 15.222 nucleotideos (19) e
pesa aproximadamente 5x10° daltons (18). Através de diferentes técnicas como
mapeamento transcricional e clonagem de cDNA, foram identificados 10 diferentes
genes virais (18, 20, 21). O genoma viral estd esquematicamente representado na

Figura 1-3.

NS2 SH M2-1 M2-2
< gM“FL’ .
—_—
0 2 4 6 8 10 15 kb

FIGURA 1-3 ORGANIZAGCAO DOS GENES NO GENOMA DO VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO.

O sentido negativo do genoma do RNA esta representado 3“® 5 mostrando as regides extragénicas
(retdngulos pretos) e as regies dos dez genes virais (retangulos coloridos). M2-1 e M2-2 séo
sobrepostos devido a ORF do RNA mensageiro. Os genes M2 e L se sobrepfe ligeramente. Os
blocos em azul claro representam os genes das proteinas ndo-estruturais; os blocos em azul escuro
representam o0s genes das proteinas associadas ao nucleocapsideo enquanto o bloco rosa
representa o gene da proteina do envelope e os blocos em vermelho representamos genes das
glicoproteinas transmembrana. Fonte: Collins e Graham, 2008 (1).

A particula viral possui um envelope externo, no qual se encontram inseridas
3 glicoproteinas de superficie: proteina de fusdo (F), a proteina de adeséo (G) e
proteina pequena hidrofébica (SH). Essas proteinas projetam-se a partir da
bicamada lipidica do envelope e ndo se encontram, necessariamente, dispostas num
arranjo homogéneo; duas proteinas estdo presentes na matriz do virus e sao
conhecidas por M e M,.;. O nucleocapsideo — um complexo proteico associado ao

RNA viral (RNAv) - é formado pela fosfoproteina (P), a nucleoproteina (N), a maior
3



subunidade da polimerase (L) e o fator de transcricdo M,,. Ha também duas
proteinas ndo estruturais 1 e 2 (NS-1 e NS-2) (19, 21-26). O VSR encontra-se
esquematicamente representado na Figura 1-4 e um resumo das fungbes destas

proteinas encontra-se descrito na Tabela 1-1.

Proteina de Matriz (M)

Glicoproteina (G)

Proteina SH Nucleoproteina (N)

Polimerase (L)

FIGURA 1-4 MODELO REPRESENTATIVO DO VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO HUMANO.
Fonte: adaptado de Swiss Institute of Bioinformatics (27)

TABELA 1-1 RESUMO DAS FUNCOES DAS PROTEINAS DO VIiRUS SINCICIAL RESPIRATORIO

Proteinas

Funcbes

Nucleoproteina (N)
Fosfoproteina (P)
M2-1

L (Polimerase)

Matriz (M)

Fuséo (F)
Glicoproteina (G)
SH

M2-2

NS1

NS2

Regulacéo da transcricdo e da replicagdo do RNAv;
Fator de traducéo e replicacéo;
Fundamental para o processo de transcri¢ao;

atividades enziméaticas de RpRd, poliadenilagdo
formacéo de estrutura de cap do mRNA viral
Media a morfogénese viral,

Promove a fuséo do virus a célula

Promove a adeséo do virus a célula

Funcéo desconhecida

Controle do balanco entre transcricdo e replicagédo
Inducéo e sinalizacdo de interferons (IFN)

Inibicdo de apoptose

Fonte: Alterado de Collins, 2007 (19).



1.2.1. Proteina G

A proteina G tem funcdo de promover a adesao do virus a célula hospedeira
(28) e parece que, embora ndo seja necessaria para infeccdo de certos tipos
celulares (29, 30), é requerida para que o virus apresente infecciosidade eficiente in
vivo (31), podendo ser essa a razao para sua presenca em todos os virus isolados
(32). A proteina G é analoga a hemaglutinina de outros virus da familia

Paramyxoviridae, porém sem apresentar acdo hemaglutinante (19).

A massa molecular dessa proteina, deduzida a partir da analise da sequéncia
de nucleotideos, € de apenas 32,588Da (33). Porém, alteracdes pos-traducionais no
complexo de Golgi levam a formacédo de um peptideo de 80 a 90kDa (26, 34). A
proteina € ainda palmitilada, possivelmente em um Unico residuo de cisteina
localizado na cauda citoplasmatica na por¢cdo amino-terminal (N-terminal) (35).
Essas alteracdes pos-traducionais podem ser importantes tanto para a
infecciosidade quanto para a antigenicidade (36, 37). A sequéncia de aminoacidos
revela uma proteina contendo 30% de serina e treonina e 10% de prolina
promovendo uma semelhanca global a uma classe de proteinas conhecidas como
mucinas (38). Ainda ndo se sabe qual a importancia dessa similaridade, apesar de
alguns estudos tentarem especular que poderia alterar as propriedades fisico-

quimicas do virus, facilitando a disperséo ou o escape da rede do muco (1).

O gene que codifica a proteina G do VSR tem aproximadamente 950
nucleotideos. A proteina G € uma glicoproteina transmembrana tipo |,
permanecendo ancorada a membrana préoxima a sua porgdo N-terminal por um
anico sitio hidrofobico localizado entre os aminoacidos 38 a 66, no qual existe um
peptideo sinal, que ndo € clivado (Figura 1-5). A delecdo destes residuos impede a
glicosilacdo, a expressdo na membrana celular e secregcdo, demonstrando a

necessidade destes aminoacidos para ancoragem do virus a célula (33, 38, 39).
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FIGURA 1-5 ESTRUTURA LINEAR DA PROTEINA G

Préximo a regido amino-terminal encontra-se a regido citoplasmatica, seguida pelo dominio
transmembrana e na porcao final da proteina encontra-se o ectodominio, evidenciando o dominio
conservado, os residuos de cisteinas, os codos de parada alternativos e os pontos de possiveis
glicosilagbes relatados por Melero e colaboradores em 1997. Fonte: adaptado de Melero e
colaboradores (32).

A proteina G possui uma extensa variabilidade entre os dois grupos,
comparando-se com outras proteinas. No entanto, embora exista uma diversidade
global da glicoproteina G nos grupos, no ectodominio € possivel identificar um
dominio central conservado de 13 aminoacidos que abrangem os nucleotideos 164
ao 176 na sequéncia de referéncia A2 e sdo candidatos a serem dominios
importantes no transporte, processamento, atividade biolégica e neutralizacéo
cruzada entre os grupos (40). H4 também um segmento contendo quatro cisteinas
pouco espacadas (posi¢cOes 173, 176, 182, e 186) que sdo conservadas. A primeira
regido variavel, que antecede esse cluster de cisteina, possui estrutura em forma de
haste devido a mdltipla O-glicosilacdo o que possivelmente torna a regidao de
interacdo com o receptor distante suficiente do envelope viral, facilitando a interacao
virus-célula (32). A segunda regido variavel, que corresponde a regido C-terminal da
proteina G, reflete a variabilidade global do gene da proteina G e € analisada em
estudos epidemiolégicos moleculares (41). Os residuos de cisteina presentes na
regido conservada sao ligados entre si por pontes dissulfidicas da seguinte maneira

173-186 e 176-182 (42) como € possivel observar no esquema da Figura 1-6.
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FIGURA 1-6 ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DA PROTEINA G.
Mostrando a regido N- terminal e C-terminal. Em a)primeira regido variavel; em b) regido central
conservada e em c) segunda regido variavel. Fonte: adaptado de Langedijk e colaboradores (43)

Outra forma da proteina é produzida em abundancia nas células infectadas: a
versao soluvel. Essa versdo ndo permanece ancorada na membrana, pois ndo tém
0s 65 residuos de aminodcidos iniciais da por¢cdo N-terminal, onde fica localizada a
regido transmembrana da proteina. Essa forma constitui cerca de 20% do total de
proteina G sintetizada em células infectadas pelo VSR in vitro, no entanto é
secretada rapidamente e aproximadamente 80% é liberado na cultura celular em 24
horas (44). Essa forma solluvel permanece monomérica (45). A funcdo biologica
dessa forma soltvel no ciclo do virus ainda é desconhecida, mas parece estar
relacionada com a imunopatologia nas infec¢cdes tendo em vista que é a principal
forma da proteina G apresentada precocemente ao sistema imune apoés a infeccéo
(46). Alguns estudos associam a diminuigcdo da forma sollvel com o aumento da
resposta pro-inflamatoéria sugerindo que a reducédo da producdo da forma sollvel
ocorre em detrimento a resposta imune inflamatoria que ocorre no pulmao. Sendo
assim, o VSR poderia reduzir a resposta inflamatéria em células pulmonares com a

producdo da forma sollvel conferindo vantagens ao virus (47).
1.2.2. ProteinalL

A proteina L € a maior proteina do VSR sendo constituida de 2.165
aminoacidos. Ela esta localizada na porcdo 5 terminal do genoma viral e é a

proteina estrutural de menor abundancia na particula viral (19). Atribui-se a essa
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proteina as atividades enzimaticas de RNA-polimerase-RNA-dependente (RpRd),
além da poliadenilacdo e formacdo de estrutura de cap do mRNA viral (48-50).
Baseados no alinhamento de sequéncias das polimerases de diferentes familias
virais da ordem Mononegavirales foram estipulados seis regides altamente
conservadas com alta homologia e com possiveis dominios funcionais. Sendo
assim, na porcao N-terminal fica o primeiro sitio conservado | que deve estar
associada a oligomerizacdo do L e/ou interagdo do L com a proteina P (51-56). O
dominio Il parece estar envolvido com o reconhecimento do RNA gendmico ou
“templates” sintéticos, devido a presenca de aminoacidos ricos em cargas positivas
(57). O sitio ativo da enzima RNA polimerase parece estar no dominio I, ja que este
apresenta o motivo GDNQ (58, 59). Ja o sitio IV apresenta o provavel sitio de
ligacdo aos ribonucleotideos (57, 60, 61). O dominio V possui um motivo conservado
GxxT[n]JHR que parece mediar o capeamento do RNA mensageiro viral de uma
maneira ndo usual (61-63). No que diz respeito ao dominio VI, sua funcdo ainda néao
€ conhecida (57).0 esquema linear da proteina L evidenciando os seis blocos
conservados encontra-se na Figura 1.7. A RpRd é determinante para a patogénese

viral entdo esse complexo é um alvo atrativo para as terapias antivirais (64).

s 2000

a.a.

b 50

FIGURA 1-7 ESQUEMA LINEAR DA PROTEINA L DO VSR.

As regifes com bolinhas representam as sequéncias de aminodcidos conservados entre as
polimerases de alguns virus da familia Paramyxoviridae. O bloco | parece estar associado a
oligomerizagéo do L e/ou interacdo do L com a proteina P. O bloco Il parece estar envolvido com o
reconhecimento do RNA gendmico ou “templates” sintéticos. O bloco Il possui o sitio ativo da enzima
RNA polimerase. O bloco IV apresenta o provavel sitio de ligacdo aos ribonucleotideos. O bloco V
parece mediar o capeamento do RNA mensageiro viral. O bloco VI ndo tem funcdo conhecida.

Fonte: adaptado de Cartee e colaboradores (65).

1.3. Caracterizacao antigénica e génica

Pioneiramente, Coates e colaboradores, em 1966, publicaram um trabalho
mostrando a variabilidade antigénica de isolados de VSR pelo teste de neutralizac&o
com soro hiperimune (66). Com o advento da técnica que utiliza anticorpos
monoclonais (MAbs) foi possivel distinguir isolados antigénicos (67) identificando

dois grupos de VSR, chamados de A e B (68). Estudos complementares mostraram
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qgue variacdes entre 0s 2 grupos eram mais extensas do que mutacdes aleatorias e
que a proteina G era a proteina que apresentava maior divergéncia entre eles (68,
69). Sendo assim, foram identificados trés tipos de epitopos na proteina G: a)
epitopos conservados que estavam presentes em todos os isolados virais tanto no
grupo A como no grupo B; b) epitopos grupos-especificos divididos por todos os
virus do grupo antigénico e c) epitopos isolado-especifica ou epitopos variaveis que
estdo presentes em certos isolados do mesmo grupo antigénico (70). A variabilidade
de isolados dentro dos grupos A e B do VSR foram inicialmente demonstrada
através de diferencas nas reacées com Mabs e depois usando métodos de clivagem
com enzimas de restricdo, ensaio com RNAse, ensaio de mobilidade de
heterodimeros e analise de sequenciamento de nucleotideos (71-73).

As andlises das sequéncias dos genes N, P, SH, e G confirmaram a divisao
de VSR em dois grupos e também identificaram alguns gendétipos dentro de cada
grupo (40, 74-76). Inicialmente, os gendtipos foram definidos baseados em trés
critérios: mapa de restricdo de parte do gene N, sequenciamento de parte do gene
da proteina SH e sequenciamento e mapa de restricdo do gene da proteina G (75).
Historicamente, a nomenclatura atribuida por Peret e colaboradores (41, 77) e
Venter e colaboradores (78) para os diferentes genoétipos era: nome da proteina-

subgrupo-variante.

Inicialmente, foram identificados seis genétipos, chamados de SHL1 a SHL6,
entre isolados de VSR A e dois, denominados de NP1 e NP3 foram identificados
entre VSR B (75). Porém, a analise filogenética da regido hipervariavel do gene da
proteina G permitiu a identificacdo de varios genotipos, sendo inicialmente descritos
0 GAl a GA5 e GB1 a GB4 (77) seguidos de GA6 e GA7 (41). Essa classificacédo
ficou mundialmente conhecida e em 2001, os genotipos SAAL e SAB1 a SAB3 foram
descritos pela primeira vez na Africa do Sul (78). O genétipo BA, que possui uma
duplicacdo de 60 nucleotideos, foi inicialmente descrito na Argentina (79). Com a
ampla distribuicdo mundial, novas divisdes desse genotipo foram descritas, sendo
BA-1 a BA-6 (80) e posteriormente BA-7 a BA-10 (81). Outros dois genadtipos de B
foram descritos em 2005 no Uruguai, sendo chamados de URU1 e URU2 (82). Em
2011, na Africa do Sul mais um gendtipo foi descrito para o grupo B chamado de

SAB4 (83). Mais recentemente, no Japéo foram descritos mais dois genotipos para o
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grupo A do VSR, sendo denominados de NA1 e NA2 (84) e em 2012 foi identificado
um novo genaotipo na Coréia denominado CB-A (85) e outro novo genoétipo com uma
duplicacdo de 72 nucleotideos no Canada denominado ON1 (86).

1.4. Replicagéo viral

A infeccao viral inicia-se quando a proteina G do VSR interage com o receptor
da célula (19). Alguns estudos tem demonstrado que glicosaminoglicanas (GAGS)
sulfatadas presentes na membrana celular, principalmente o sulfato de heparano
(HS), sao essenciais para a entrada do VSR em linhagens de células continuas (31,
43, 87-91). Entretanto, a interacéo virus-célula ndo ocorre apenas por interacdo de
cargas entre o virus e subunidades sacaridicas sulfatadas. O processo é
dependente da conformacdo das GAGs, sendo necessario que apresentem, em sua
estrutura, no minimo 10 subunidades de sacarideos para mediar a infeccdo pelo
VSR em culturas celulares, além da presenca do acido idurdnico (92, 93). Embora o
processo de adesdo do virus esteja relacionado principalmente a proteina G, foi
demonstrado que virus mutantes, com delecdo dos genes SH e G inteiros, sédo
capazes de infectar células in vitro, sugerindo que a proteina F também possa
interagir com a HS (30, 94).

Interacbes com anexinas I, ICAMs, receptores Toll-like e receptores para
proteinas surfactantes A ou D também podem estar associadas ao processo de
ligacdo do VSR as células in vitro (95).

Posteriormente a adesdo, ocorre a penetracado viral. O envelope viral
incorpora-se a membrana celular, fato que pode ser observado através da técnica de
imunofluorescéncia (96), e ocorre a fusdo do virus e membrana celular por acdo da
proteina de fusédo F (28, 97). Esse processo é pH independente (98). A proteina F
também media a fusdo de células infectadas com as células adjacentes que ainda

nao foram infectadas induzindo a formacgéao de sincicios (35).

Com o nucleocapsideo liberado no citoplasma tem inicio o processo de
transcricdo do genoma viral. Os genes sao transcritos na dire¢do 3’ 5’ a partir de um
promotor localizado na terminacédo 3’ (99). Com excecdo do gene M2 que contém

duas ORFs e produzem duas proteinas, cada gene é transcrito separadamente e
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traduzido como uma unica proteina viral. A enzima RpRd adere-se a regiao
promotora (leader) do genoma iniciando a transcricdo do primeiro nucleotideo. Na
juncdo entre a regidao promotora e o primeiro gene (NS1), ocorre a liberacdo do
transcrito e a polimerase recomeca a transcricdo de forma sequencial do inicio ao
fim, guiada pelos sinais de inicio e final do gene, regido de terminacao (trailer). Esse
mecanismo resulta na producdo de RNAs mensageiros de coépias iguais ao gene
original sem modificagbes. Os RNAs s&o poliadenilados na extremidade 3’ e

recebem um “cap” na extremidade 5’ (19).

A maturacdo viral ocorre com a montagem do nucleocapsideo, pela
combinacdo do RNA gendmico com a proteina N, que € acompanhado pela adi¢ao
das proteinas P e L. Para montagem do envelope, as proteinas de superficie sofrem
glicosilacdo quando passam pelo reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi.
Essas proteinas ocupam lugar das proteinas celulares, na membrana plasmatica. As
proteinas de matriz agregam-se na porcao interna do envelope nascente. Por ultimo,
0 nucleocapsideo chega a superficie e é liberado por brotamento, levando uma
porcdo da membrana plasmatica, em um processo inverso a penetracdo por fuséao
(100).

Adicionalmente a transcricdo e a traducao de proteinas, ocorre a replicacao
do genoma viral que produz uma fita de RNA intermediaria positiva, esta servira
como molde para gerar cépias do genoma viral. A producéo do intermediario positivo
requer que a maquinaria de producdo de mRNAs entre em um modo “anti-

terminagao” (19).

Todas as etapas da replicacdo do VSR ocorrem no citoplasma celular (100) e

o diagrama da replicacédo e transcricdo do VSR esté representada na Figura 1.8.
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FIGURA 1-8 DIAGRAMA DA REPLICAGAO E TRANSCRIGAO DO VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO.

O mecanismo de replicacdo do genoma viral ocorre a partir da fita de RNA intermediaria
(antigenoma), produzida pela polimerase viral, que servira de molde para copias do genoma viral.
Para a transcrigdo os RNAs mensageiros sao formados a partir do genoma viral (-).

Fonte: adaptado de Cowton e colaboradores (101).

1.5. Aspectos clinicos

O aspecto clinico da infeccao varia de acordo com a idade do individuo. Os
grupos que apresentam maior morbidade na infec¢cdo pelo VSR, devido a sua
fragilidade imunoldgica, sdo os neonatos, prematuros, individuos portadores de
doencas cardiacas e os imunocomprometidos (5, 102). A infeccdo ocorre pela
inoculacado através de grandes particulas em aerossol ou contato direto no nariz ou
olhos e resulta na replicacéo viral na nasofaringe, com um periodo de incubacédo de
4 a 5 dias (1). No inicio da infeccdo, o virus se replica na nasofaringe, alcancando
altos titulos de até 10° TCIDs, (doses por mL de secrecdo nasal) em criancas

pequenas infectadas por VSR (1).

A infeccdo primaria usualmente ocorre de seis meses a dois anos de idade,
geralmente sintomatica. As primeiras manifestacdes clinicas sdo caracterizadas pelo
comprometimento das vias aéreas superiores, com secrecdo nasal de cor clara,
tosse moderada, e febre baixa, seguido do comprometimento das vias aéreas
inferiores (103). A tosse é um dos sintomas mais comuns e afeta cerca de 90 a 97%
dos pacientes. A febre é observada em aproximadamente 50% das pessoas com
doenca respiratoria pelo VSR (5). J& foram descritas ocorréncias de otite média e

sinusite, além de diminuicdo do apetite (104-106).

Normalmente, a infeccdo é altamente restrita as células superficiais do epitélio
respiratério (107). A migracdo do virus do trato respiratério superior ao trato inferior

provavelmente envolve a aspiracdo de secrecfes ou migracdo via epitélio
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respiratorio (103) e as células ciliadas dos bronquiolos e pneumacitos tipo-1 nos
alvéolos sé@o os principais alvos da infec¢do no trato respiratério baixo. Parece que
outras ceélulas, incluindo epitélio ndo ciliado e células dendriticas intraepitelial,
também podem ser infectadas, mas as células basais parecem ser poupadas (108).
Em criangcas menores de cinco anos de idade com doencas agudas do trato
respiratorio baixo, o VSR pode ser um contribuinte importante para ocorréncia de
asma e resfriado recorrente (109). Nos adultos imunocomprometidos, a infeccéo por
VSR esta associada a morbidade e letalidade significantes, apesar da gravidade das
manifestacbes clinicas dependerem da magnitude da imunodepressdo. Em
pacientes que se submeteram a transplante de medula éssea, a taxa de letalidade é
de 45% a 80% dentre os que se infectam com o VSR (110, 111). Em idosos, o VSR
pode causar doenca respiratOria no trato inferior, sendo a pneumonia a complicacao
mais frequente a levar a hospitalizacdo (112, 113). O VSR se assemelha aos virus
para-influenza em que a primeira infecgdo na infancia é frequentemente associada
com doenca do trato respiratério inferior grave, enquanto que a reinfeccdo durante a

vida adulta esta associada com doenca respiratdria superior leve afebril (11).

Diversos estudos sobre a patogenicidade ocasionada pelo VSR
demonstraram nao haver diferenca significativa entre os grupos A e B (114, 115),
entretanto, alguns outros identificaram maior gravidade relacionada com o grupo A
do virus (116, 117). Ha ainda autores que verificaram relacdo do grupo B com
doencas mais graves (118). Os dados da literatura séo divergentes, néo ficando
clara a existéncia ou ndo de patogenicidade diferenciada entre os grupos. Sao
necessarios estudos adicionais, que possam determinar padrdes em relacdo a
diferenca do grau de severidade e proporcionem assim melhor entendimento das

infecgbes causadas por este virus.

Devido ao ndo diagnéstico laboratorial e consequente associagdo a resfriados
recorrentes (asma) e alergias durante a infancia, o impacto da infec¢cdo do VSR é

provavelmente subestimado (119).
1.6. Aspectos imunoldgicos

A infeccéo pelo VSR resulta em modificacdes de genes celulares e de genes

gue regulam fatores como citocinas, quimiocinas e moléculas de superficie celular.
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Alguns destes fatores tém propriedades antivirais diretas enquanto outros estimulam
o influxo e ativacdo de células exterminadoras naturais (NK), granuldcitos,
monaocitos, macrofagos, células dendriticas e linfécitos T efetivos (1). As células
epiteliais respiratérias e macrofagos alveolares das criancas, embora sejam 0s
principais alvos da infeccédo pelo VSR sdo também as primeiras linhas de defesa
inata contra o virus, produzindo diversos mediadores inflamatérios. Estes
mediadores sao responsaveis por ativarem a cascata de citocinas pro-inflamatérias
com recrutamento e migracdo de leucdcitos aos tecidos infectados que produzem
interleucinas (120). Além do efeito citopatico direto do virus no epitélio respiratoério, a
resposta inflamatéria local do hospedeiro desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento dos sinais e sintomas da doenca e envolve componentes da
resposta imune, tanto inata quanto adaptativa (humoral e celular)(121). No periodo
tardio da infeccdo, a infeccdo viral € acompanhada pela infiltracdo de células
inflamatdrias nos pulmdes, induzidas por quimiocinas e citocinas, neste ponto,
células mononucleares de sangue periférico sdo observadas em torno dos alvéolos
(122).

A infeccdo priméria pelo VSR induz a resposta por anticorpos IgM em 5 a 10
dias, dependendo da idade do paciente. A resposta especifica por IgG pode ser vista
em muitos pacientes de 20 a 30 dias do inicio dos sintomas. Os anticorpos IgG VSR
especificos declinam e atingem baixos titulos apdés um ano da primeira infeccéo.
Apos a reinfeccdo pelo VSR, os anticorpos atingem altos titulos rapidamente, sendo
detectaveis em 5 a 7 dias (111).

A secregdo de IgA é particularmente importante na neutralizagdo no trato
respiratorio alto, onde a acéo da IgG nao € eficiente e apesar da resposta IgA ter um
curto tempo de duracao, durante a reinfeccdo pode atingir altos niveis. Ja a IgG é
capaz de neutralizar o virus no trato respiratorio baixo e portanto promove remogao
eficiente neste compartimento (1). Ainda assim, reinfecgdes com VSR podem ocorrer
ao longo da vida, e estas infec¢cbes ocorrem mesmo na presenca de anticorpos pré-
existentes (123).

Aparentemente, na maioria dos casos, 0s anticorpos de neutralizacao

maternos oferecem protecdo contra o VSR (19). Os anticorpos de classe IgG
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passam da mae para a crianga pela via placentaria entre a 262 e 322 semanas de
gestacdo (124). Um estudo envolvendo criangcas menores de um ano de idade
demonstrou que, nesta fase, a maioria dos anticorpos detectados € de origem
materna (125). Foi demonstrado também que a presenca de titulos elevados de
anticorpo materno esta correlacionada com doenca menos grave podendo até
proteger contra infec¢cdes pelos virus (124, 125). Por outro lado, a maioria das
infecgbes graves de VSR ocorre em criangas nos primeiros seis meses de vida,
mesmo na presenca de anticorpos maternos (124). Uma possivel explicacdo seria a
evidéncia de que a transmissao transplacentaria € grupo especifica, sendo assim a
crianca nao teria anticorpos de neutralizacédo (126). Outra possibilidade seria devido
as evidéncias existentes de que criancas nessa idade podem montar uma resposta
imune mais eficiente quando os titulos dos anticorpos maternos s&o baixos,
sugerindo que a imunossupressdo somada a imaturidade do sistema imune das
criangcas seja o0 principal obstaculo para o desenvolvimento da resposta humoral
eficiente (127, 128).

Diversos estudos mostram uma menor incidéncia de anticorpos neutralizantes
no grupo de criangcas com 6 meses a 1 ano de idade em relagcdo aos soros de
pessoas com mais idade, indicando a alta incidéncia de infec¢cdo pelo VSR na
populacao (66, 129-131). A soroconversao em criancas menores de trés meses é
rara (132, 133), mas passa a ocorrer a partir dos oito meses de idade (133). Dados
sorolégicos e estudos de imunizacédo realizados com animais de laboratério indicam
que a protecdo contra o VSR é mediada pela neutralizacdo de anticorpos que
reconhecem tanto a proteina G quanto a outra proteina de superficie F (134-136).
Embora ndo se conheca muito bem o papel da proteina G em relagdo a imunidade
inata, ja se sabe que quando F e G estdo presentes a diminuicdo de IFN-y é 70

vezes maior do que quando apenas F esta sendo expressa em camundongos (137).

As proteinas F ou G, quando expressas por virus da vaccinia recombinantes,
induzem diferentes classes de linfocitos T auxiliares na resposta imune de
camundongos BALB-c, sendo que a proteina F induz preferencialmente a resposta
imune tipo Thl, e a proteina G induz principalmente a resposta Th2 (138, 139). Além
do papel da proteina G, parece haver uma relacdo entre os residuos de cisteina da

proteina G e a resposta imunologica mediada pelos linfocitos T citotoxicos de
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camundongos, uma vez que essa resposta € significantemente reduzida quando a
forma de proteina soluvel recombinante de virus recombinantes, que ndo possui

esses residuos, € apresentada (140).

Anticorpos neutralizantes no trato respiratério claramente contribuem para
remocao viral e certamente tem um importante papel na prote¢cdo contra a
reinfeccao (19). Apesar de serem frequentes, as infec¢cdes subsequentes tendem a
ser menos graves (111), ndo ficando claro se a reinfeccédo frequente por VSR é

reflexo da resposta imune inadequada ou das estratégias de evasao viral (1).
1.7. Diagnéstico laboratorial

O sucesso do diagnéstico laboratorial € dependente, entre outros fatores, do
tipo de amostra, da forma de coleta e do acondicionamento pés-coleta. Em geral,
tem sido observado maior sensibilidade das técnicas empregadas quando as
amostras clinicas do VSR sé&o obtidas por aspiracdo ou lavado nasal de secrecfes
de nariz ou nasofaringe ou por “swab” nasal e ndo decorrentes de aspirados traqueal
ou lavado bronco-alveolar (LBA). Devido ao VSR ser um virus labil, a amostra
depois de colhida deve ser guardada sob refrigeracdo a 4°C ou inoculada
rapidamente em cultura celular (19). Existem diferentes técnicas para diagnosticar o
VSR e apesar de, historicamente, o isolamento viral em cultura de células ser o
padrdo ouro (19), alguns laboratérios ainda encontram dificuldades para isolar o
VSR. Sendo assim, o diagnostico do VSR, normalmente, é realizado por deteccgéo
de antigenos do VSR em células epiteliais de nasofaringe, por imunofluorescéncia
ou ensaio enzimatico. Esses meétodos sdo rapidos, ndo necessitam de particulas
virais viaveis e apresentam estabilidade nas laminas fixadas. No ensaio de
imunofluorescéncia, ha necessidade de um técnico bem treinado para leitura das
laminas, ja que pode haver inespecificidade devido a presenca de muco na amostra.
Outra desvantagem da técnica de imunofluorescéncia € que a lamina deve conter
um bom numero de células, dessa forma, a coleta, o transporte e processamento
das amostras devem ser adequados (141). A sorologia pode ser (til para o
diagnostico retrospectivo da infec¢do pelo VSR em criangcas maiores e adultos. Um
aumento de anticorpos no soro ou na saliva medidos por neutralizacdo ou ensaio

imunoenzimatico revelou-se um bom indicador de reinfeccdo (142). A técnica
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molecular de reacdo de PCR tem se mostrado mais sensivel para o diagnéstico do
VSR (143, 144). Essa técnica também permite o ensaio multiplex, que detecta

alguns virus respiratérios simultaneamente (102).

A formacado de sincicios, que é caracteristica do efeito citopatico produzido
pelo virus, é progressiva e a degeneracdo completa geralmente ocorre cerca de 4
dias apds a formacao inicial dos sincicios (145). Os sincicios sao facilmente corados
por eosina, sendo essa propriedade utilizada para a quantificacdo do VSR (17). O
método de placa de Kisch e colaboradores (146) tem ndo s6 a vantagem de alta
precisdo, mas também permite o isolamento de progenitura de uma Unica particula
viral. Outro sistema de ensaio com base na contagem de sincicios primario foi
descrito por Taylor-Robinson e colaboradores (147), embora este método né&o
permita a clonagem do virus, é preciso e reprodutivel. A desvantagem principal
destes procedimentos é o periodo de tempo relativamente longo necessario para o
aparecimento de placas (9 a 10 dias) ou de sincicios (3 dias). Schieble e
colaboradores (148) mostraram que o procedimento de contagem de células-
fluorescente fornece um método rapido e preciso para a dosagem de infecciosidade
do VSR.

1.8. Epidemiologia dainfeccado por VSR

A infeccé@o pelo VSR é descrita em varias partes do mundo e os padrfes de
sazonalidade e a durag¢do dos surtos epidémicos variam consideravelmente entre
regides. Em paises de clima temperado, as epidemias tém sido descritas nos meses
de inverno, como na Irlanda (149) na China (150) e no Japéo (151). Nas regides de
clima tropical, as epidemias parecem ocorrer nas estacdes chuvosas (152). No
Brasil, que € um pais de dimensdes continentais com grande diversidade climéatica, a
sazonalidade do VSR varia de acordo com a regidao (153). Na regido nordeste, que
apresenta clima tropical, Moura e colaboradores relataram surtos na estacéo
chuvosa, durante a primeira metade do ano (154). Ja na regido sul, onde a
temperatura é mais fria, o pico dos surtos é no inverno (155) ocorrendo
frequentemente entre os meses de abril a agosto (156). No sudeste do pais, regido
subtropical, as epidemias do VSR tém sido relatadas no outono, nos meses de

marco e abril, com periodo variavel de duracédo sendo até abril no Espirito Santo e
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estendendo-se até setembro no Rio de Janeiro (157). Alguns estudos tentam
explicar essa divergéncia na sazonalidade do VSR. Um modelo matematico revelou
que, em alguns paises, o fator climético é a varidvel que mais contribui para as
epidemias do VSR (158). Waris e White relataram a importancia da mudanca
climatica, mas ressaltaram que fatores como aumento da temperatura e maior
incidéncia de luz ultravioleta contribuem para o declinio da infeccdo viral (159).
Entretanto, é possivel que a sazonalidade do virus ndo esteja relacionada a fatores
climaticos, mas sim, a habitos sociais que proporcionam a aglomeracao
populacional, aumentando o risco de contaminacéo por VSR (131, 159, 160). Talvez
essa combinacdo de fatores e o reservatdrio do virus em adultos com doencas
pulmonares crbnicas e individuos imunocomprometidos expliquem a epidemia
natural por VSR (161).

Na maioria das epidemias de VSR relatadas é descrita a co-circulacdo de
diferentes gendtipos dos grupos A e B, sendo que, no Brasil, na regido nordeste,
foram encontradas amostras pertencentes aos genétipos GA2, GA5, GA7, GB3 e
SAB3 circulantes no ano de 1999 (162) enquanto na regido sudeste, foram
encontrados os genotipos GA2, GA5 e GB3 circulando nesse mesmo ano (126). Em
2004, em Séo Paulo, os gendtipos encontrados foram GA2, GA5, SAB1, SAB3 e BA
(Campos 2007), enquanto em Campinas no mesmo periodo também foram
detectados os genétipos GA2, GA5, SAB1, SAB3 e BA, além de SAA1, GB3 e URU2
(163). Um estudo abrangendo paises da América Central e do Sul investigou a
circulagdo do VSR entre os anos de 2007 a 2009 e encontrou os gendtipos GA2 e
GA5 para o grupo A e o gendtipo BA para o grupo B (164). Na Africa do Sul, os
gendtipos GA2, GA5, GA7, GB3, SABl, SAB2 e SAB3 foram encontrados no
periodo de 1997 a 2000 (78). J4 o estudo com amostras em 2006 identificou os
genotipos GA5 e BA (165). Na Europa, na Suécia, no periodo de 2002 a 2003 os
gendtipos GA2, GA5, GB3 foram encontrados (166). Na Italia também foram
encontrados os genotipos GA2 e GAS5 em amostras do grupo A durante 1997 a 2006
(167), tal como na Alemanha nos anos de 98 a 2007, sendo encontrado também o
genotipo GA7 (168). Na China, foram encontrados os genotipos GA2, GA3, GA5 e
GB3 entre 2000 e 2003 (169). Nos periodos de 2002 a 2003 e 2003 a 2004 os
principais genotipos encontrados em dois vilarejos rurais, proximos a Delhi, na India,

foram GA2 e GA5 no primeiro ano e GA5 e BA no ano seguinte (170).
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Apesar do gendtipo GA1l nao ter sido identificado no ultimos 15 anos na
Europa nem na América do Sul, ele foi detectado de 2006 a 2010 em uma cidade
dos Estados Unidos (171), indicando que esse genétipo pode estar sendo re-
introduzido na América do Norte. Entretanto, a falta de dados epidemiolégicos
dificulta o entendimento da circulagéo desse virus, uma vez que esse genotipo pode

ter circulado continuamente ao longo desses anos.
1.9. Transmissdao, prevencao e terapéutica

Existem trés vias de transmissdo do VSR. A primeira € por pequenas
particulas de aerossol, geralmente por tosse ou espirros, ndo sendo necessario
contato direto. A segunda via € por gotas ou particulas maiores, e isso requer
contato direto de pessoa a pessoa. A terceira via, e mais importante delas, é a
contaminacgao de superficies onde o virus pode ser transmitido a pele e permanecer
viavel por tempo suficiente para auto-inoculag¢éo no trato respiratorio. A facilidade da
transmissdo desse virus respiratorio, provavelmente, € a responsavel pela
ocorréncia de infec¢des hospitalares (172). De acordo com Couch e colaboradores,
em 1997, ha trés categorias gerais de opcdes de controle para as infeccbes
respiratorias que sdo: a prevencdo da exposicao; fornecimento da imunidade e

administracdo de antivirais (173).

Desde a descoberta do VSR, procura-se desenvolver uma vacina segura e
eficaz. Na década de 60, foram feitos testes clinicos com a primeira delas, utilizando
virus inativado com formalina. Embora muitas criancas que receberam a vacina
tenham produzido anticorpos neutralizantes especificos, elas nao ficaram protegidas
contra a infeccdo natural e ainda desenvolveram uma doenca mais severa quando

infectadas com o virus selvagem, havendo alguns casos de morte (174).

Desde entdo, as vacinas atenuadas tem sido mais estudadas. Em 2000,
Wright e colaboradores desenvolveram uma vacina, com virus atenuado, muito
promissora, porém nos ensaios clinicos foi verificado que o virus ndo estava
totalmente atenuado causando congestionamentos nasais (175). Alguns estudos
tentaram produzir vacinas atenuadas a partir de mutacdes e alguns chegaram aos

ensaios clinicos, mas nenhum foi eficaz (176).
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A labilidade e a heterogeneidade no tamanho da particula representam
obstaculos para a caracterizagdo e formulagdo de uma vacina estavel (177). Outra
estratégia para o desenvolvimento de vacinas € utilizar vetores para expressar
proteinas do VSR. Um estudo descreveu a eficacia da imunizacdo de camundongos
utilizando o virus vaccinia recombinante que expressava a proteina G do VSR,

porém sem avangos nos ensaios clinicos (178).

Apesar das diversas abordagens desenvolvidas e testadas, ainda ndo existe
nenhuma vacina definida para uso em humanos. Um grande esforco tem sido feito
para entender a resposta imune contra 0 VSR possibilitando o desenvolvolvimento
de uma vacina que leve a imunizacdo sem causar a hiper-reatividade apresentada
nos ensaios clinicos. Além disso, € necessario identificar possiveis variacfes
antigénicas entre diferentes isolados de VSR que podem influenciar a eficicia de

qualguer vacina em perspectiva.

Para a prevencdo do VSR, dois tipos de imunoglobulinas contra o VSR estéo
disponiveis: a imunoglobulina VSR-especifica RSV-IGIV (Respigam, Medimmune

Inc.) e o palivizumab (Synagis, Medimmune, Inc.).

A RSV-IGIV (RespiGam) é uma preparacdo policlonal contendo anticorpos
neutralizantes concentrados produzidos do soro de adultos humanos. Foi
inicialmente usada para profilaxia das infec¢des pelo VSR com bons resultados,
porém possui a desvantagem de ser um preparado para infusdes intravenosas, o
risco teodrico dos agentes adventicios e a possibilidade de interferir com outras
vacinas vivas pediatricas, devido a sua natureza polivalente. Ela ainda €
contraindicada em pacientes cardiopatas devido ao volume de sua dosagem, sendo
assim seu uso estd sendo substituido desde o desenvolvimento do palivizumab
(176).

Atualmente, a forma de tratamento mais efetiva da infec¢cdo pelo VSR é a
imunizacdo passiva com o uso de um anticorpo monoclonal IgG quimérico
humanizado contra a proteina F, chamado palivizumab que inibe a entrada do virus
na célula (179). Mostrou-se eficaz na prevencéao de infecgbes graves pelo VSR em
pacientes de risco para infeccdes graves. A profilaxia com o palivizumab vem sendo

recomendada em algumas populacbes de risco durante o periodo de maior
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circulacdo deste virus na comunidade (180). Assim, a Secretaria de Saude do
Estado de S&o Paulo, em norma técnica aprovada em 2007, indica e disponibiliza o
palivizumab profilatico em aplicagbes mensais nos seis meses anteriores ao periodo
de sazonalidade do VSR para os seguintes pacientes: criancas menores de um ano
de idade que nasceram prematuras; criancas menores de dois anos de idade,
portadores de patologia congénita com repercussdo hemodindmica importante ou

com doenca pulmonar cronica da prematuridade.

O Unico medicamento licenciado para o tratamento da infeccdo pelo VSR,
atualmente, é a ribavirina inalatéria. A ribavirina € um analogo sintético da guanosina
gue atua na inibicdo da replicacdo viral de virus DNA e RNA, inibindo a sintese de
proteinas virais estruturais (180). Seu uso € limitado pela duvida quanto a eficacia,
custo e devido a dificuldade técnica para administracdo inalatoria (181). A Academia
Americana de Pediatria (AAP) considera o uso em criangas com doenca grave pelo
VSR ou com risco para desenvolver quadros graves, como 0s imunodeprimidos,
portadores de doenca pulmonar grave e/ou cardiopatias com comprometimento
hemodinamico significativo. A ribavirina também é usada no tratamento de outros
virus como o influenza. Apesar de apresentar alguma eficiéncia, a ribavirina causa

efeitos colaterais, tornando seu uso limitado (179).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Identificar os gendtipos do VSR, a partir de amostras clinicas coletadas
durante os anos de 2006 a 2010, de modo a estudar a caracterizagdo molecular

desse virus em dois estados do Brasil.
2.2. Objetivos especificos

Identificar os genotipos circulantes nos estados do Rio de Janeiro (2006 a
2010) e do Rio Grande do Sul (2009);

Realizar a caracterizagdo molecular do gene G;
Padronizar o protocolo de sequenciamento do fragmento génico L do VSR;

Realizar a anélise molecular do fragmento génico L.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Coletade amostras clinicas

O Laboratorio de Virus Respiratorios e do Sarampo (LVRS) estabelecido no
Instituto Oswaldo Cruz (IOC) na Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) constitui o
Laboratorio de Referéncia Nacional para o Ministério da Saude, integrando a Rede
Nacional de Vigilancia para Influenza. Desta forma, Laboratérios Centrais de Saude
Publica (LACENS) de diversos estados brasileiros enviam continuamente amostras
clinicas (aspirado ou secrecdo de nasofaringe) de pacientes com sindrome gripal.
No escopo da vigilancia é realizado o teste de Imunofluorescéncia Indireta
Respiratory Panel 1 Viral Screening & Identification Kit (Chemicon International, Inc.,
Temecula, CA) onde sédo detectados os virus: Parainfluenza, Influenza, VSR e
Adenovirus. Com a ocorréncia da pandemia de influenza em 2009, foi padronizada a
metodologia de RT-PCR em tempo-real com iniciadores desenvolvidos pelo CDC
para identificacdo dos subtipos de influenza, incluindo o pandémico (CDC protocol of
real-time RT-PCR for influenza A (H1N1)). Em 2010, as atividades do laboratorio
foram normalizadas e a técnica de imunofluorescéncia indireta voltou a ser rotina do
laboratério. Além de exercer o papel de referéncia, o LVRS tem uma forte presenca
na pesquisa realizando parcerias e desenvolvendo estudos. Sendo assim, as
amostras de 2006 a 2008 inseridas nesse trabalho fazem parte do projeto de
identificacdo de novos agentes virais, desenvolvido em parceria com a Foundation
Merieux, na Franca. No escopo do estudo, amostras de aspirado nasofaringeo de
criancas com quadro clinico de doencgas do trato respiratério agudo foram coletadas
em hospitais publicos na cidade do Rio de Janeiro. Na execugdo do projeto, as
amostras foram testadas através da reacdo de RT-PCR multiplex a fim de detectar
0S seguintes virus: VSR, bocavirus, rhinovirus, metapneumovirus, coronavirus,

influenza e parainfluenza.

Tentando resgatar o0s virus que circularam em 2009, outro projeto de pesquisa
do LVRS padronizou a utilizacdo do kit comercial FTD Respiratory 21 (Fast-track
Diagnostics), para a deteccdo de 21 patdégenos respiratorios, incluindo o VSR. Este
projeto encontra-se em andamento, e as amostras positivas para o VSR foram

incluidas no presente estudo.
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3.2. Populacao estudada

Foi realizada uma selecdo no banco de dados do laboratério do conjunto de
amostras positivas para VSR ao longo dos anos de 2006 a 2010. Os critérios de

selecao foram:

1. Criancas menores de cinco anos de idade até a data de entrada no hospital;

2. Data de coleta da amostra dentro dos anos de 2006 a 2010;

3. VSR detectado pelas metodologias de Imunofluorescéncia, RT-PCR e/ou RT-
PCR em tempo-real.

4. Criancas atendidas em hospitais do estado do Rio de Janeiro*

5. Criancas com residéncia no estado do Rio de Janeiro*

*Para 0 ano de 2009 foram incluidas amostras de pacientes do estado do Rio
Grande do Sul

O quantitativo de amostras elencadas para o presente estudo, segundo a
unidade federativa encontra-se descrito na Tabela 3-1.

TABELA 3-1 DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS INCLUIDAS NO ESTUDO, SEGUNDO O ANO E A UNIDADE
FEDERATIVA.

UF/Ano 2006 2007 2008 2009 2010 Total
RJ 11 52 5 1 30 100
RS 0 0 0 26 0 25
Total 11 52 5 27 30 125

Fonte: Laboratério de Virus Respiratérios e do Sarampo, 10C, FIOCRUZ.
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3.3. Etapas do estudo

Para a execucdo deste trabalho, diferentes protocolos e técnicas foram
padronizados. O fluxograma contendo as etapas envolvidas no desenvolvimento do

presente estudo encontra-se ilustrado na Figura 3-1.

Amostra clinica:
ANF ou SNF*

‘ Extragio do RNA ‘ RT-PCR dos
RT-PCR ‘ fr:r;g;nLentos do
multiplex g

RT-PCR do
fragmento do
gene G

Eletroforese em
gel de agarose

. Eletroforese em gel de agarose

Eletroforese em

gel de agarose ﬁ\‘

Reagio de
Sequenciamento

o«
Purificagio do produto da
reagido de RT-PCR

Purificacio da
Reagiode
Sequenciamento

.....

Construgio das arvores P o = =
& Anilise das sequéncias Leitura das sequéncias

filogeneticas pelo ABI 3130xL

FIGURA 3-1 FLUXOGRAMA DAS ETAPAS E TECNICAS UTILIZADAS PARA A REALIZACAO DO PRESENTE ESTUDO.
*ANF — Aspirado nasofaringeo e SNF — Secrecéo nasofaringeo.
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3.4. Extracdo de RNA

As extracdes de RNA virais foram realizadas utilizando o kit comercial
QIAamp Viral RNA minikit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), segundo as instrucées do
fabricante. Sucintamente, em uma sala especifica para a manipulacdo de amostras,
140uL do espécime original foi inicialmente adicionado a 560uL de solucéo
desnaturante (tampdo AVL) capaz de inativar RNAses e assegurar a liberacdo do
RNA. O tubo contendo a solucdo foi homogeneizado e mantido a temperatura
ambiente por 10 minutos. Durante essa etapa, 0 virus € inativado e os tubos foram

encaminhados para a sala de extracdo de &cidos nucléicos.

Na sala de extracdo, esses tubos foram inseridos no extrator automatico
QIAcube (QIAGEN, Hilden, Alemanha) de acordo com o manual do fabricante. O
equipamento prossegue o processamento adicionando 560uL de etanol para permitir
a ligacdo do RNA a membrana de silica em gel “QlAamp”. Contaminantes foram
eliminados em duas etapas de lavagem sucessivas, usando 500uL de cada tampéao
AW1 e AW2. O RNA foi eluido em 60uL de tampdo AVE, podendo ser
imediatamente usado ou estocado a -80°C. As extracbes de RNA de amostras
clinicas foram realizadas com o controle positivo (amostra padrdo Long isolado em
cultura de células) e o controle negativo (agua adicionada a mistura no lugar da

amostra).

3.5. Identificacdo dos grupos do Virus Sincicial Respiratério
3.5.1. RT-PCR multiplex

A preparagéo das reagbes de PCR foi realizada em uma sala de pré-PCR,
onde ndo é permitida a manipulacéo de produto amplificado nem amostra clinica. A
reacdo foi encaminhada a sala de extracdo e em uma cabine de seguranca
biologica, destinada apenas para essa finalidade, foi adicionado o RNA extraido.
ApoOs cada utilizagcdo da cabine de seguranca bioldgica, foi necessario realizar a
limpeza da superficie interna com hipoclorito de sédio a 5% e luz ultravioleta por 20

min, como rotina interna obrigatéria.

As reacOes também foram realizadas com um controle positivo (RNA da

amostra padrdo Long isolado em cultura de células) e um controle negativo (Agua
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adicionada a mistura no lugar da amostra). O RT-PCR multiplex foi realizado com kit
OneStep RT-PCR (QIAGEN, Hilden, Alemanha) utilizando o conjunto de iniciadores
descritos por Zlateva e colaboradores em 2007 (182), que abrangem uma regido do

gene da proteina G capaz de diferenciar os dois grupos.

A sintese de cDNA foi realizada por 30 min. a 55°C e para inativar a enzima
“transcriptase reversa”’ a temperatura é elevada a 95°C por 15 min. Durante esse
periodo, ocorre a ativacdo da enzima “hot-start Taq DNA polimerase” para iniciar o
processo de amplificacdo do fragmento desejado. Para a amplificagdo foram
realizados 40 ciclos compostos por 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 60°C e 1 minuto
a 72°C, além de uma extenséo final de 10 minutos a 72°C. Essa reacdo ocorreu no

termociclador Verity (Applied Biosystems, California, Estados Unidos).
3.5.2. Analise dos produtos amplificados

Os produtos amplificados foram analisados em gel de eletroforese (E-Gel
Agarose Gel Electrophoresis System, Invitrogen), onde nao é necesséria a adicdo de
corante. Foi utilizado um marcador de peso molecular de 100pb (Bioeasy) para
correlacionar a altura da banda presente no gel com a quantidade de pares de base

do fragmento. A leitura do gel foi feita em transiluminador de luz ultravioleta.

3.6. Amplificacdo do fragmento génico para sequenciamento
3.6.1. RT-PCR do fragmento génico G

A reacédo de RT-PCR do fragmento génico G foi realizada conforme o estudo
realizado por Zlateva e colaboradores em 2007, seguindo o mesmo fluxo
organizacional ja descrito acima. Realizamos a reagdo de RT-PCR com o kit
OneStep RT-PCR (QIAGEN, Hilden, Alemanha) amplificando um fragmento do gene
da proteina G de aproximadamente 900 pares de base (pb) para o VSR A e 800 pb
para o VSR B. Como alguns iniciadores estao inseridos na regido do gene seguinte
ao gene G,o fragmento final estudado sé&o 645 nt parao VSR A e 773 nt para o0 VSR
B.

3.6.2. RT-PCR do fragmento génico L
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Para realizar as reacdes de RT-PCR dos fragmentos do gene L, foram
selecionadas 30 amostras dos anos de 2009 e 2010 que ainda tinham volume inicial
suficiente para os ensaios, sendo 21 VSR A e 9 VSR B. Foram utilizados trés pares
de iniciadores, totalizando um fragmento de aproximadamente 1.000nt. Um par de
iniciadores foi descrito por Carromeu e colaboradores (183) e os outros dois foram
cedidos por J. Arbiza e colaboradores por comunicacdo pessoal (Tabela 3-2). Para a
padronizacdo do ensaio foram testados dois kits de enzimas comerciais: SuperScript
[l One-Step RT-PCR System (Invitrogen, New York, EUA) e One-Step RT-PCR
(QIAGEN, Hilden, Alemanha). Ambas foram testadas seguindo as orientacdes de
cada fabricante. Padronizamos o ensaio utilizando o kit OneStep RT-PCR (QIAGEN,
Hilden, Alemanha) com seguintes componentes: 1uL dos iniciadores a 15pmol/uL;
2uL de dNTP; 0,5uL de RNAse out (40U/nL); 2uL de enzima; 10uL de mix da reacao
em 40uL de reacdo final completando com agua livre de contaminantes. A essa
mistura foram adicionados 10uL do RNA extraido. Apés a mistura os componentes
foram submetidos a amplificacdo no termociclador Verity (Applied Biosystems, CA,
Estados Unidos). A reacdo de transcricdo reversa € realizada a 50°C por 30 min.,
seguida de uma desnaturacéo inicial das moléculas a temperatura de 95°C/15min. A
seguir, programamos 40 ciclos para amplificacdo de 94°C/30seg para desnaturacao,
60°C/1min para hibridizac&o, 72°C/1min para extenséo e 1 ciclo final de 72°C/10min.

TABELA 3-2 INFORMAGOES GERAIS DOS INICIADORES UTILIZADOS PARA AMPLIFICAGAO DO GENE L.

Iniciador  Posicéo® Sequéncia 5' 3' Polaridade
LD1F 785-816 CTGTGACAACCTATAATCAATTCTTGACATGG +
LD1R 1721-1752 CTCTAATACTCTTCTTGATTTATCACTCTCGG -
LD2F 1867-1894 CTCAGTGTAGGTAGAATGTTTGCAATGC +
LD2R 2218-2248 GTGCATGCCTATATGTGCATATTATTGTGAC -
CASF 1721-1750 CCGAGAGTGATAAATCAAGAAGAGTATTAG +

CASR 2740-2768 AATAGACTTTCACCTCTATATTCTAATTC -

®Posicdo do nucleotideo de acordo com a posicdo do gene da amostra de referencia Long para VSR
A

3.7. Purificacdo do produto dareacdo de RT-PCR

Os produtos amplificados foram purificados a fim de remover dNTPs e

iniciadores residuais da reacdo de PCR, utilizando-se o kit comercial QIAquick
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Extraction Gel (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Adicionou-se 500uL de tampao (QG)
ao produto do PCR. Os tubos foram homogeneizados e mantidos a temperatura
ambiente por 5 min. As solugbes foram transferidas para as colunas devidamente
posicionadas no equipamento QlAvac (QIAGEN). Apos a interacdo da amostra com
a silica em gel da coluna, foi realizada a lavagem com 750uL do tampéao de lavagem
(PE). As colunas foram retiradas do equipamento e adicionadas a 50uL de eluente
(EB). ApGs a centrifugagdo, as colunas foram removidas e descartadas e as
amostras de DNA foram retidas no tubo. O produto de PCR purificado foi

armazenado no freezer a -30°C.
3.8. Reacdo de sequenciamento para os fragmentos génicos Ge L

Na extensdo enzimatica, foi utilizado o kit ABI PRISM BigDye Terminator
cycle sequencing 3.1v (Applied Biosystems, Califérnia, Estados Unidos) e para cada
amostra foram utilizados iniciadores em ambas as direcbes. A reacdo de
sequenciamento foi composta por 2uL de BigDye, 3uL de tampé&o de diluicdo 5x e
1pL de iniciador com 1uL do produto de PCR purificado, completando com agua
para 20uL. Cada iniciador estava na concentragdo de 3,2pmoles. A reacgao foi
realizada no termociclador Verity (Applied Biosystems, CA, Estados Unidos) com o
programa: 96°C por 10 segundos, 50°C por 15 segundos, 60°C por 4 minutos, em 25

ciclos.
3.9. Purificacdo do DNA

A purificagéo foi realizada a fim de remover o excesso de dideoxinucleotideos
“terminadores” presentes na reacao de sequenciamento. O método utilizado foi o kit
BigDye XTerminator Purification (Applied biosystems, CA, Estados Unidos), onde
110uL de uma solugéo pré-preparada, de Xterminator com tampdao, é adicionada a
cada reacdo. Essa solucdo permanece agitando por 30min. Apés, a placa é
centrifugada por 2 min a 1.500 RPM e inserida no sequenciador automatico.

3.10. Sequenciamento e andlise das sequéncias

Os produtos foram submetidos a corrida eletroforética no sequenciador
automético ABI3130XL (Applied Biosystems, Califérnia, Estados Unidos), de 16
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capilares com 50cm cada. O polimero utilizado foi o POP-7 (Applied Biosystems, CA,
Estados Unidos) nas condi¢cdes padrbes do equipamento. Os eletroferogramas
foram analisados com o programa Sequencher 5.0.

3.11. Analise dos dados e construcdo das topologias

As sequéncias foram alinhadas no programa MEGA 5.0 utilizando o método
de distancia do algoritmo Neighbor Joining e pairwise deletion. A significancia

estatistica da topologia de arvore foi testada por bootstrap (1.000 réplicas).
3.11.1.Gene G

Para identificar os genétipos das amostras, as sequéncias publicadas no
GenBank de acordo com 0s genotipos previamente estabelecidos: GA1-GA7/GB1-
GB4 (41, 77), SAA1/SAB1-SAB3 (78), NA1l/ NA2 (84), BA1-BA10 (79-81). Além
dessas, sequéncias mais atuais foram adicionadas para comparacao, sendo elas da
Alemanha (168), Italia (167) e Suécia (184). A sequéncia de referéncia VR-26
(GenBank AY911262) foi utilizada para andlise do gene G no grupo VSR A e para B
foi utilizado CH18537 (GenBank M17213) e para as amostras com a insercao de 60
nucleotideos BA4128/99B (GenBank AY333364). ApoOs a identificacdo dos
gendtipos, a variabilidade das sequéncias obtidas foi analisada utilizando o
fragmento total (640pb) sequenciado correspondente a regido extracelular da
proteina G, do aminoacido 85 ao 298. Esta secao inclui a primeira regido variavel da
proteina G, os 13 aa da regido conservada na posicdo 164-176 além da segunda
regido variavel desta proteina. As sequéncias consenso de cada genotipo foram
geradas no programa Sequencher 5.0. Para identificar a similaridade entre as
nossas sequéncias e as sequéncias disponiveis no GenBank, utilizamos a
ferramenta Blast (disponivel no site do GenBank). Selecionamos as sequéncias que
apresentaram altas porcentagens de identidade em relacdo as nossas e incluimos
na analise da arvore filogenética. As sequéncias obtidas estdo disponiveis online no
GenBank com os numeros de depdsito: VSR A de JX182791 a JX182864 e VSR B
de JX908832 a JX908882.
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3.11.2.Gene L

Para a analise de polimorfismos na regido do gene L foi utilizada a amostra de
referéncia VR-26 (GenBank AY911262) e as sequéncias disponiveis no GenBank

para essa regiao.
3.12. Aspectos éticos

As amostras clinicas que foram coletadas no escopo do Programa Nacional
de Vigilancia Epidemiolégica de Influenza do Ministério da Saude dispensa a
aprovacdo do Comité de Etica para Pesquisa em Seres Humanos. Neste trabalho, a
identidade de todos os pacientes foi preservada, uma vez que as amostras foram
identificadas apenas pelo nimero de registro de entrada no banco de dados do
LVRS.
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4. RESULTADOS
4.1. Identificacdo dos grupos circulantes

No banco de dados do LVRS, foram selecionadas 171 amostras de acordo
com os critérios de sele¢do para o nosso estudo. Destas, 28 ndo tinham quantidade
de amostra inicial suficiente para os ensaios pretendidos. O ensaio de RT-PCR
utilizado para a identificacdo dos grupos de VSR foi realizado nas 143 amostras
restantes. Esse ensaio resultava em um fragmento de aproximadamente 280 pb
para amostras do grupo A e de aproximadamente 800 pb para amostras do grupo B

como apresentado na Figura 4-1.

2 3.4 5 6 789101112

——————— e

<_—Banda do marcador com aproximadamente 1000pb
Banda VSR B com aproximadamente 800pb

Banda VSR A com aproximadamente 280pb
< —> Banda do marcador com aproximadamente 100pb

FIGURA 4-1 GEL DE AGAROSE A 2% APOS ELETROFORESE APRESENTANDO OS PRODUTOS DA AMPLIFICAGAO
DO GENE DA PROTEINA G PARA OS DIFERENTES GRUPOS DO VIiRUS SINCICIAL RESPIRATORIO, OBTIDOS NA
REACAO DE RT-PCR MULTIPLEX.

Poco 1: controle negativo da reagcdo de RT-PCR. Pocos 2, 6, 8 e 10 amostras do grupo A. Pogos 3, 4,
5, 7 e 11 amostras do grupo B. A amostra do poco 9 foi negativa e o procedimento adotado nesses
casos era a realizacdo do RT-PCR para amplificacdo do fragmento génico G para o sequenciamento.
Poc¢o 12: marcador molecular de 100pb.

Nesse ensaio 18 amostras nao foram positivas para henhum dos dois grupos
de VSR, mesmo ap0s a re-extracdo, a repeticdo do ensaio e a realizacdo do RT-
PCR para amplificacdo do fragmento génico G para o sequenciamento. Essa perda
pode ter sido devido as condicbes do armazenamento ou a diferencas entre as
técnicas. Sendo assim, foi possivel identificar que 74 amostras pertenciam ao grupo

A enquanto 51 amostras pertenciam ao grupo B (Figura 4-2).
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171 amostras
selecionadas

125 amostras 18 amostras ndo 28 amostras sem
amplificadas amplificadas quantidade suficiente
1
1 i |
74 amostras VSR A 51 amostras VSR B

FIGURA 4-2 FLUXOGRAMA DAS AMOSTRAS INCLUIDAS NO ESTUDO.

Relacionando os resultados obtidos nesse ensaio com a data de coleta das
amostras foi possivel concluir que os dois grupos do VSR circularam
simultaneamente durante o0s anos estudados. A distribuicAo das amostras

estudadas, segundo o grupo identificado e o ano de coleta encontra-se representada

na Figura 4-3.
24 89
25,0% -
20,0% -
8%
15,0% - 13,6%
12,0% H VSRA
4%
6% ’ m VSRB

10,0% - 8,0%

5,0% - 3,2%

0,0% T T T T T
2006 n=11 2007n=52 2008n=5 2009n=27 2010n=30

FIGURA 4-3 DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS VSR A E VSR B SEGUNDO ANO DE COLETA (2006 A 2010).
Durante todos os anos do estudo foram identificadas 125 (100%) amostras, amplificadas por RT-PCR
multiplex da regido G, sendo que a quantidade total de amostras estudadas para cada ano esta
representada ao lado do ano (Ex.:2006 n=11) e a porcentagem representando a quantidade de
amostras de cada grupo esta em cima de cada barra representativa.

Em 2006, apenas 1 (0,8%) amostra analisada era do grupo B enquanto 10
(8%) eram do grupo A, totalizando 11 (8,8%) amostras estudadas nesse ano. Em
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2007, um maior numero de amostras foi analisado (41,6%), sendo 31 (24,8%) do
grupo A e 21 (16,8%) do grupo B. Das 5 (4%) amostras analisadas em 2008, apenas
1 (0,8%) amostra era do grupo A enquanto 4 (3,2%) eram do grupo B ao passo que
em 2009 das 27 (21,6%) amostras identificadas, 15 (12%) eram do grupo A e 12
(9,6%) do grupo B. Em 2010, 17 (13,6%) amostras pertenciam ao grupo A enquanto
13 (10,4%) pertenciam ao grupo B, totalizando 30 (24%) amostras estudadas nesse

ano.
4.2. Analise filogenética do gene G

A definicdo dos gendtipos do VSR € realizada pelo alinhamento dos 270
nucleotideos da segunda porcdo variavel do gene da proteina G, sendo assim,
realizamos o alinhamento desta regido, entre as nossas amostras sequenciadas e

as amostras previamente caracterizadas em diferentes genétipos.

Na arvore filogenética ilustrada na Figura 4-4 é possivel observar as relacdes
filogenéticas entre as nossas sequéncias e algumas sequéncias mundiais, para o
VSR A. O resultado da andlise filogenética evidenciou a circulagdo de dois
genoétipos: GA2 e GAS. E importante destacar que a arvore foi enraizada utilizando a
amostra padrdo Long (AY911262). Essa sequéncia foi obtida de uma das primeiras
amostras isoladas do VSR sendo mundialmente considerada a sequéncia de
referéncia em estudos evolutivos. Ela é considerada, também, a raiz da arvore do
grupo A, uma vez que o virus ja acumulou tantos polimorfismos que se encontra

distante filogeneticamente dessa amostra.
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FIGURA 4-4 RELACAO FILOGENETICA DAS AMOSTRAS DE VIiRUS SINCICIAL RESPIRATORIO (REGIAO DA
SEGUNDA PORGAO VARIAVEL DO GENE G) GRUPO A CIRCULANTES NO BRASIL DE 2006 A 2010.
Arvore filogenética inferida pelo método de agrupamento de vizinhos (Neighbour-joining). Os valores
de bootstrap acima de 65% encontram-se indicados proximos aos ramos. A distancia evolutiva foi
calculada pela distancia p. Os anos das coletas das amostras desse estudo estdo evidenciados com
bolas coloridas para cada ano, conforme a legenda na figura. Sequéncias de amostras dos principais
gendtipos ja descritos para o grupo A estdo agrupadas, permitindo a melhor visualizagdo dos
resultados.

Ja na arvore filogenética ilustrada na Figura 4-5, podemos observar que as

amostras do grupo B foram incluidas nos genétipos BA1, BA9, BA10 e GB3. Essa
arvore foi enraizada utilizando a amostra padrdao CH18537 (M17213.1), que foi
primeiramente isolada na década de 80, e muito utilizada uma vez que tinha

caracteristicas antigénicas diferentes da amostra padrao Long.
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FIGURA 4-5 RELAGCAO FILOGENETICA DAS AMOSTRAS DE VIiRUS SINCICIAL RESPIRATORIO (REGIAO DA
SEGUNDA PORCAO VARIAVEL DO GENE G) GRUPO B CIRCULANTES NO BRASIL DE 2006 A 2010.

Arvore filogenética inferida pelo método de agrupamento de vizinhos (Neighbour-joining). Os valores
de bootstrap acima de 65% encontram-se indicados préximos aos ramos. A distancia evolucionaria foi
calculada pela distancia p. Os anos das coletas das amostras desse estudo estdo evidenciados com
bolas coloridas para cada ano, conforme a legenda na figura. Sequéncias de amostras dos principais

gendtipos j& descritos para o grupo B estdo agrupadas, permitindo a melhor visualizacdo dos
resultados.

4.2.1. Analise da variabilidade na sequéncia de aminoacidos do
gene G-VSR A

Para melhor caracterizacdo das nossas amostras, construimos a arvore
filogenética apenas com as sequéncias obtidas. A arvore filogenética se encontra na
Figura 4-6. Foi possivel analisar que as amostras de 2009 e 2010 se agrupam no
topo da arvore. Porém é possivel observar também que para um determinado ano,

por exemplo, 2006, dois ou mais agrupamentos de amostras podem estar distantes
entre si.
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Em 2006, das 10 amostras estudadas, nove pertencem ao genotipo GA2 e
uma ao genotipo GA5. As amostras RJ/24/2006 e RJ/26/2006 (em vermelho), que
apresentaram o mesmo perfil de polimorfismos, foram encontradas em pacientes
menores de sete meses com datas de coleta com dois dias de diferenca no mesmo

hospital, sugerindo que a mesma linhagem viral circulante tenha sido detectada.

Em 2007, o perfil de polimorfismos idéntico foi encontrado nas amostras
RJ/68/2007, RJ/82/2007 e RJ/92/2007 (em verde) que se agrupam em um mesmo
ramo da arvore. Essas amostras foram coletadas de criangas com até trés anos de
idade com intervalo de coleta de 14 dias no mesmo hospital, sugerindo que seria o
mesmo virus detectado. A Unica amostra de 2008 tem o perfil parecido com

amostras de 2007.

Em 2009, temos o conjunto de amostras RS/3221/2009, RS/4187/2009,
RS/4535/2009 e RS/9098/2009 (em azul), que sdo de municipios diferentes do Rio

Grande do Sul, no més de julho.

No ano de 2010, as amostras RJ/107/2010, RJ/262/2010, RJ/613/2010,
RJ849/2010 e RJ/956/2010 (em rosa) se agrupam em um ramo devido ao seu perfil

de polimorfismos.
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FIGURA 4-6. ANALISE FILOGENETICA ENTRE AS 74 SEQUENCIAS DO GENE G DO VIRUS SINCICIAL
RESPIRATORIO DO GRUPO A.

Arvore filogenética inferida pelo método de agrupamento de vizinhos (Neighbour-joining). Os valores
de bootstrap acima de 65% encontram-se indicados proximo aos ramos. A distancia evolucionaria foi
calculada pela distancia p. A sequéncia padrdo Long enraizou a arvore filogenética. Os aminoacidos
referentes aos perfis de polimorfismos das amostras em destaque estao representadas na frente de
cada ramo, sendo em vermelho 2006, em verde 2007, em azul 2009 e em rosa 2010.
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O alinhamento das sequéncias de aminoacidos inferidos, das amostras

analisadas, encontra-se na Figura 4-7 e Figura 4-8.

A sequéncia padrdo Long, foi utilizada como referéncia para identificar os

polimorfismos. N&o foram verificadas

insercdbes ou delecbes nas amostras

estudadas.
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FIGURA 4-8 ALINHAMENTO DOS AMINOACIDOS INFERIDOS DAS 74 SEQUENCIAS DA PROTEINA G DO VIiRUS
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Todas as amostras do genétipo GA2 tinham o polimorfismo no cédon 298
resultando em uma proteina com 297 aminoéacidos. A amostra RJ/215/2010 possui
um perfil de polimorfismo Unico, principalmente na 1° regido variada que a torna
distante filogeneticamente das outras amostras. Como a 2° regido variavel que é
utilizada para definir os genaotipos, ela se encaixa no genotipo GA2, mas é possivel

gue seja um novo genaotipo.

As trés amostras incluidas no gendtipo GA5 foram de pacientes menores de
sete meses sendo que a amostra RS/6409/2009 foi diagnosticada com Influenza A
pandémico, permanecendo internado em um hospital do Rio Grande do Sul e
medicado com Tamiflu. As amostras do genotipo GA5 apresentaram um
polimorfismo no residuo 191 sendo que, para o grupo A, o sitio de ligacdo do VSR a

heparina localiza-se entre os aminoacidos 184-198 (185).

No alinhamento entre as amostras estudadas com a amostra padrdo Long, foi
possivel identificar a localizacdo dos residuos de aminoacidos que sofreram
alteracbes em todas as amostras. ldentificamos também os polimorfismos
especificos para o genoétipo GA2 e os especificos para o gendétipo GA5. Esses
polimorfismos estéo na Tabela 4-1.

TABELA 4-1 SUBSTITUICOES NOS RESIDUOS DE AMINOACIDOS (REGIAO C-TERMINAL DA PROTEINA G) NAS

SEQUENCIAS ESTUDADAS DO VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO DO GRUPO A CIRCULANTES DURANTE OS ANOS
DE 2006 A 2010, EM RELACAO A AMOSTRA PADRAO LONG.

Residuos de sminoacidos

Amaostra:
04 102 106 108 111 113 121 122 123 128 133 141 156 161 191 208 215 227 232 233 241 244 250 251 257 258 263 265 269 274 279 285 286 280 290 292 293 295 297 298

Long o s e T T T GV K P T TP NWNF L TEETTMNMNIK L E F & L ¥V HP P &P P TR Q
GA2 M G s S A E 5 | 1 a P K R 5 E H L T ¥ L 5§ P 5 = K
GAS N F & | A S5 E & | oD s | S D K P R S E H K L T | ¥ L P s |1 D

Sequéncias compostas por aproximadamente 215 aminoacidos e pertencentes ao grupo A do VSR.
D=Acido Aspartico; S=Serina; E=Acido Glutamico; T=Treonina; G=Glicina; V=Valina; K=Lisina;
P=Prolina; N=Asparagina; F=Felinalanina; L=Leucina; H=Histidina; R=Arginina; A=Alanina;
I=lsoleucina; Q=Glutamina; Y=Tirosina.

As amostras do grupo A agruparam-se entre si e ficaram distantes de outras

amostras isoladas no mundo. Apds uma analise no BLAST (ferramenta do
GenBank), notou-se que as amostras do gendétipo GA2 tinham maior porcentagem
de identidade em relacdo as sequéncias circulantes na Europa, Estados Unidos
(Tabela 4-2) e Asia (Tabela 4-3). Enquanto as amostras do genétipo GA5
apresentaram maior identidade em relagdo as amostras circulantes na Italia (Tabela
4-4).
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TABELA 4-2 POLIMORFISMOS ENCONTRADOS NAS AMOSTRAS DO GENOTIPO GAZ2 DO VIiRUS SINCICIAL
RESPIRATORIO EM RELAGCAO A DIFERENTES AMOSTRAS NA EUROPA E ESTADOS UNIDOS.
NI: Nao identificado

Sequéncia Similar

Amostra Polimorfismos
Pais Ano Nome
A/R1/24/2006 P142Q/V225A/1226P/Y276H
A/R1/26/2006 P142Q/V225A/1226P/Y276H
A/RS/5460/2009 D214N/L248F
A/RS/5924/2009 L104m
A/RS/5980/2009 L104M
A/RS/9250/2009 T1071
A/RJ/521/2010 2008 NL20752350 Pp276L
A/RJ/563/2010 T118I
A/R1/692/2010 T246K
A/RS/9173/2009 Holanda NI
A/RJ/316/2010 NI
A/RJ/318/2010 NI
A/RJ/558/2010 NI
A/RS/5014/2009 194N/N132K/E262K
A/RS/5451/2009 194N/N132K/V279A
A/RJ/196/2007 2007 NL20751976 I194N/N132K
A/R1/250/2007 194N/N132K
A/RJ/312/2007 194N/N132K
A/RJ/02/2008 194N/N132K
A/RJ/283/2007 Inglaterra 2009 NCL3909/09 D237N
Sequéncia Similar g ]
Amostra - Polimorfismos
Pais Ano Nome

A/RS/5434/2009 EstadosUnidos

2007 A/WI1/629-2/07 P126L/V225I
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TABELA 4-3 POLIMORFISMOS ENCONTRADOS NAS AMOSTRAS DO GENOTIPO GAZ2 DO VIiRUS SINCICIAL
RESPIRATORIO EM RELACAO A DIFERENTES AMOSTRAS NA ASIA.
NI: Nao identificado

Sequéncia Similar

Amostra - Polimorfismos
Pais Ano Nome

AIR1I215/2010 F101UL104Q/S117P/T139A
A/RJ/05/2006 T2101/K221RIS275N
A/RJI31/2007 T125//Q140R
A/RJI37/2007 T125//Q140R
A/RJI120/2007 T125//Q140R
A/RJI23/2006 NI
A/RJI32/2007 NI
AIRJIA5/2007 NI
A/RJ/141/2007 NI
A/RJ/25/2006 NI
A/RJI56/2006 NI
A/RJ/64/2006 NI
A/RJ/14/2007 NI
ARJIATI2007 BK136
AIRJI56/2007 NI
AIRJI59/2007 NI
AIRJI64/2007 o NI
A/RJ/GE/2007 Tailandia 2006 NI
A/RJI67/2007 NI
A/RJI118/2007 NI
AIRJIAT8I2007 NI
A/RJ/18412007 NI
A/RJ/190/2007 NI
A/RJ/197/2007 NI
AIRJ/232/2007 NI
A/RJ/288/2007 NI
AIRJIB2/2007 P88Q/F168Y/S190P/PD237N/T238]
A/RJI92/2007 P88Q/F168Y/S190P/PD237N/T238|
AIRJI51/2007 S190P/P217S/T219AV225A
A/RJI68/2007 Bkis3  F168Y/S190P/D237NIT238I
A/RJI22/2006 S190P
A/RJ/48/2006 S190P
A/RJI04/2007 S190P
AJRJIA9/2007 S190P
AJRS/9098/2009 VA31A/P143S/E213KIG254E/E271V
A/RS/3221/2009 VA31A/P143S/E213K/G254E
A/RS/4187/2009 VA31A/E213K/G254E
A/RS/4535/2009 VA31A/E213K/G254E
A/RJI07/2010 P126L/E213K/N242D
A/RS/9093/2009 E213K/E271K
A/RJI262/2010 E213K/N242D
Zgjjg?ggg]g Arabia Saudita 2009 Riyadh/91/2009 gg]ggﬁgﬂg
A/RJ/630/2010 E213K/G254E
A/RJ/B06/2010 E213K/E2T1K
A/RJ/849/2010 E213K/N242D
A/RJ/956/2010 E213K/N242D
A/RS/5357/2009 E213K
A/RJI306/2010 E213K
A/RJ/599/2010 E213K
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TABELA 4-4 POLIMORFISMOS ENCONTRADOS NAS AMOSTRAS DO GENOTIPO GA5 DO VIRUS SINCICIAL
RESPIRATORIO EM RELACAO A DIFERENTES AMOSTRAS NA ITALIA.
NI: Nao identificado

Sequéncia Similar

Amostra - Polimorfismos
Pais Ano Nome
AfRIS13/2006 2005/2006 RMa2005/06 L256P
AfRS/6406/2009 Italia T2275/1236A/E257G/P236L/T2351
/Rs/ / 2001/2002 RMd2001/02 / / / /
AJRIS154/2007 1114T/T2275/P286L

4.2.2. Andlise da variabilidade na sequéncia de aminoacidos do
gene G-VSRB

As 51 amostras do grupo B do VSR foram analisadas e a arvore filogenética
esta representada na Figura 4-9. Aparentemente, as amostras do grupo B nao
apresentaram correlacdo entre os anos, sendo frequente a semelhanca entre

amostras de anos bastante distantes.

Na arvore estdo realgadas as amostras RJ/179/2007 e RJ/182/2007 (em
verde claro) que tém um perfil idéntico entre si e foram coletadas da mesma crianca
sendo uma amostra de aspirado nasofaringeo e a outra colhida trés dias depois de
aspirado traqueal. As amostras RJ/199/2007 e RJ/200/2007 (em verde musgo) s&o
da mesma crianca sendo aspirado traqueal e aspirado nasofaringeo;e as amostras
RJ/264/2007 e RJ/ 268/2007 (em verde escuro) foram coletadas de gémeas no

mesmo dia.

O alinhamento entre as sequéncias do genotipo BA e a amostra padrao
BA4128/99B esta na Figura 4-10 e Figura 4-11, enquanto o alinhamento entre as
sequéncias do gendtipo GB3 e a amostra padrdo CH18537 esta na Figura 4-12. Em
ambos os casos, foi possivel identificar a localizacdo dos residuos de aminoécidos
que sofreram alteracbes em todas as amostras. ldentificamos também os
polimorfismos especificos para o genotipo BA (Tabela 4-5) e os especificos para o
gendétipo GB3 (Tabela 4-6).
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67 'B/RJ/9202/2009
B/RS/9136/2009
B/RJ/69/2007
B/RJ/199/2007
661 B/RJ/200/2007
3/RJI307/2007
?‘ 3/RJ/317/2007
L B/RJ/62/2006 Bat
AY333364_rsvb

=53

hl

B/RJ/E8/2007

B/RJ/89/2007

B/RJ/265/2007 GB3
B/RJ/319/2007

B/RJ/332/2007
M17213.1|CH18537

—
oo
FIGURA 4-9 ANALISE FILOGENETICA ENTRE AS 51 SEQUENCIAS DO GENE G DO VIiRUS SINCICIAL

RESPIRATORIO DO GRUPO B.
Arvore filogenética inferida pelo método de agrupamento de vizinhos (Neighbour-joining). Os valores
de bootstrap acima de 65% encontram-se indicados proximo aos ramos. A distancia evolucionaria foi

calculada pela distancia p. A sequéncia padrdo CH18537 enraizou a arvore filogenética.
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#B,/R1/18,2007
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#B,/R1/264 /2007
#B,/R1/268,2007
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#B/R1/317 /2007
#B/R1/325,/2007
#B,/R1/04 /2008
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#B,/R1/303,/2000
#B/R1/327 /2000
#B,/R1/445,/2000
#B/R1/470,/2000
#B,/R1/520,/2000
#B,/R1/584 /2000
#B,/R1/586,2000
#B,/R1/600,/2000
#B/R1/620,/2000

I I I I IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIT
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Regido transmembrana 12 Regido variavel Regido conservada

FIGURA 4-10 ALINHAMENTO DOS AMINOACIDOS INFERIDOS DAS 46 SEQUENCIAS DA PROTEINA G DO VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO E A AMOSTRA PADRAO AY3333364.
O traco (-) representa a delecdo do aminoacido.
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#B/R1/69/2007  ..... LI - P e e e TAe eeeiiianns T e e e Qe
#B/R1/T2/2007 ... - PO e P e PR LN
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#B/R1/199/2007 ..... T P e P e Too .. e e O
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#B/R1/268/2007  ..... TP P e P e TA. e Y e e Qe
#BE/R1/269/2007 . .... T P e R T B T TAP ot e e LN PO
#BE/R1/307/2007 . .... T e e P el TA. e e e oD
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#B/R1/19/2008 . .... T P e P e TA. ..... =1 TR LI T
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#B/RS/2099/2009 ..... L B TAr eeeiiianns e e R TP L L
#B/RS/3694/2009 ..... Tover Puven St e P e e e Toi i A, LN T
#B/RS/4523/2009 ..... LI - B coalLllTAL o, R B LI T
#B/RS/4532/2009 ..... LIS - T -V O T, LN T
#B/RS/5028/2009 . .... T P e R T B TAP o e P o e *..0.C

#B/RS/6410/2009 .. ... L P e TA. e Y e LKL o0 ... L
#B/RS/9067/2009 . .... L P e Too .. e e LI PO
#B/RS/9068/2009 .. ... L - P e Too .. e e LI PO
#B/RS/9136/2009 ..... R - B Toe veiiinnnns e e e Qe
#B/RS/9154/2009 ..... Tevee P iie e . Toe veiiiinnns e e e LN PO
#B/RS/9202/2009 ..... L - P e TA. e R LKL LI T L
#B/R1/13178/2009 .. ... L - P e Too e . LI T
#B/R1/123/2010  ..... T P e P e Too .. e e LN PO
#BE/R1/150/2010 ..... L P e Too .. e oD
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#B/R1/303/2010 ..... L - P e TA. e e LI T L
#B/R1/327/2010 ..... Tevel Poen. T e P e TA. e TV LI T
#BE/R1/445/2010 . .... T P e P e Too .. e LN PO
#E/R1/470/2010 ..., L P oLl TAL . e LIS PO
#B/R1/529/2010 ..... Tevee P iie e . TA: eeeiiinnns ce YL LI T
#B/R1/584/2010 ..... R - B -V ce YL Qe
#B/R1/586/2010 ..... LI - B TA: eeeiiinnns R .. LI T L
#B/R1/609/2010 ..... LIS - B Tt ittt e e e LN T
#B/R1/620/2010  ..... T P e P e TA. e R R ... L

29 Regido variavel

FIGURA 4-11 ALINHAMENTO DOS AMINOACIDOS INFERIDOS DAS 46 SEQUENCIAS DA PROTEINA G DO VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO E A AMOSTRA PADRAO AY3333364.
O * representa o cddon de parada da proteina.
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FIGURA 4-12 Alinhamento dos aminoé&cidos inferidos das 5 sequéncias da proteina G do Virus Sincicial Respiratério do genétipo GB3 e a amostra padrdo CH18537.
A numeracdo da amostra padrdo BA/3997/99B foi utilizada como referéncia. Os tracos representam a o espac¢o da duplicacdo dos 60 nucleotideos que todas as
amostras do gendtipo BA possuem. O * representa o cédon de parada da proteina.
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TABELA 4-5 SUBSTITUICOES NOS RESIDUOS DE AMINOACIDOS (REGIAO C-TERMINAL DA PROTEINA G) NAS
SEQUENCIAS ESTUDADAS DO VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO DO GENOTIPO BA CIRCULANTES DURANTE OS
ANOS DE 2006 A 2010, EM RELACAO A AMOSTRA PADRAO BA/4128/99B.

Residuos de aminoacidos

Amaostras
85 105 112 159 160 218 236 247 270 295 316
BA4128/99B K L Y P K K T S5 T P *
BAl E P H T P
BAS P H - - T P I Q
BALD P H - - T |1 P L Q

Sequéncias compostas por aproximadamente 330 aminoacidos e pertencentes ao genétipos BA.
S=Serina; T=Treonina; K=Lisina; P=Prolina; L=Leucina; H=Histidina; R=Arginina; I=Isoleucina;
Q=Glutamina; Y=Tirosina.

TABELA 4-6 SUBSTITUICOES NOS RESIDUOS DE AMINOACIDOS (REGIAO C-TERMINAL DA PROTEINA G) NAS
SEQUENCIAS ESTUDADAS DO VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO DO GENOTIPO GB3 CIRCULANTES DURANTE OS
ANOS DE 2006 A 2010, EM RELACAO A AMOSTRA PADRAO CH18537.

Residuosde aminoacidos

Amastras
89 222 273 274 294 ZF8E

CH1853Y T M M T K T
GBE3 5 P D A E P

Sequéncias compostas por aproximadamente 330 aminoacidos e pertencentes ao genotipos GB3.
S=Serina; T=Treonina; K=Lisina; P=Prolina; D=Acido Aspartico; E=Acido Glutamico; N=Asparagina;
A=Alanina; M=Metionina.

Utilizando a ferramenta Blast foi possivel identificar a maior similaridade entre
as sequéncias ja depositadas no banco de dados GenBank e as nossas amostras
sequenciadas. Os polimorfismos encontrados estdo na Tabela 4-7 e Tabela 4-8. Ao
comparar sequéncias de diferentes locais no mundo foi possivel observar grande

correlagdo com amostras isoladas em lugares distantes.
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TABELA 4-7 POLIMORFISMOS ENCONTRADOS NAS AMOSTRAS DO GRUPO B DO VIRUS
RESPIRATORIO EM RELACAO A DIFERENTES AMOSTRAS NA EUROPA.
NI: Nao identificado

SINCICIAL

Sequéncia Similar

Amostra - Polimorfismos
Pais Ano Nome

B/RJ/261/2010 P109S/E125D/H128Y/A1315/E226G/T298/Q313*
B/RJ/69/2007 SO5L/H128Y/V271A
B/RS/3694/2009 12295/Q313*
B/RS/9136/2009 2003 BE/12963/03 T122A/G135D
B/RS/13178/2009 T113K/Q313*
B/RJ/199/2007 NI
B/RJ/200/2007 NI
B/RJ/325/2007 2004 BE/257/04 H128Y/T2361/S257P/S267P/I1270T/Y287H/P295L/Q313*
B/RJ/72/2007 P101S/L118I1/H128Y/Q142R/P150T/K221R/S267P/L272P/Y287H
B/RS/5028/2009 P110L/L118I/H128Y/N154K/P206S/5257L/L272P/Y287H/S288P
B/RJ/264/2007 L1181/N204Y/L219P/S285F
B/RJ/268/2007 L1181/N204Y/L219P/S285F
B/RJ/307/2007 Bélgica L1181/H128Y/P223L/S257L
B/RJ/317/2007 L1181/H128Y/P223L/S257L
B/RS/6410/2009 L1181/H128Y/E305K/P306L
B/RJ/9202/2009 L118I/H128Y/E305K/P306L
B/RJ/179/2007 2004 BE/13183/04 L1181/N204Y/L219P
B/RJ/182/2007 L1181/N204Y/L219P
B/RJ/18/2008 L1181/H128Y/T312I
B/RS/2099/20082 L118I/H128Y/P306L
B/RJ/270/2010 L1181/H128Y/P306L
B/RJ/303/2010 L118I/H128Y/P306L
B/RJ/586/2010 L1181/H128Y/P306L
B/RJ/620/2010 L1181/H128Y/P306L
B/RJ/18/2007 L1181/H128Y
B/RI{258/2007 Holanda 2008 NL20752084/07-08N|
B/RJ/19/2008 NI
B/RJ/470/2010 Inglaterra 2009 NCL609/09.0 194V/¥112H/12007
B/RS/4523/2009 194V/Y112H

TABELA 4-8 POLIMORFISMOS ENCONTRADOS NAS AMOSTRAS DO GRUPO B DO VIRUS SINCICIAL
RESPIRATORIO EM RELACAO A DIFERENTES AMOSTRAS NA AMERICA.

Sequéncia Similar

Armostra - Polimorfismos
Pais Ano Mome

B/RI/62/2006 1999 BA/3997/99 K85R/P109L/Y111H,/1200T/5247P/T270I/HZB7Y
B/RJ/327/2010 Argentina 2004 BA/100/04 H128Y/1200T/1220T/P264T/L2675/L2E6I/F2O75/P306L
B/RJ/584/2010 K103N/P1105/P264T/L2675/P291L/F2975
B/RJ/04/2008 H128Y/N154K/P2065,/E224K/5257L/L272P/Y287H
B/RJ/21/2008 H1Z8Y/MN154K/P2065/E224K/5257L/L2T2P/Y287TH
B/RIf269/2007  Estados Unidos 2006/2007 B/Wi/629-15/06-07 H128Y/E224K/5257L/L272P/¥287H
B/R5/4532/2000 K103N/E224K/P2O1L
B/RJ/528/2010 K103MN/E224K/P201L
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4.3. Padronizacdo dareacdo de RT-PCR do gene L

Os resultados obtidos nas rea¢cfes de RT-PCR indicaram que o kit OneStep
RT-PCR (QIAGEN, Hilden, Alemanha) foi mais eficiente, conseguindo amplificar
todos os fragmentos desejados. O kit One-Step da Invitrogen n&o foi capaz de

amplificar dois dos trés fragmentos testados, como mostrado na Figura 4-13.

<
o
2

VSR A

<I
o
2

VSR B

VSRB

VSRB
Marcador de 100pb

Marcador de 100pb

a)

Aproximadamente 400pb

CAS LD1

LD2

FIGURA 4-13 GEL DE AGAROSE A 2% APOS ELETROFORESE, APRESENTANDO OS PRODUTOS OBTIDOS NA
REACAO DE RT-PCR DO PROTOCOLO ESTABELECIDO COM A ENZIMA SUPER-SCRIPT Ill DA INVITROGEN.

Aplicamos 5puL de trés amostras do grupo A, e duas do grupo B positivas na reacdo de RT-PCR de
identificacdo dos grupos de Virus Sincicial Respiratério. As mesmas amostras foram utilizadas
durante a padronizacdo da reacdo de RT-PCR do gene L. Em a) ndo houve amplificacdo dos

fragmentos CAS e LD1. Em b) a enzima apresentou um desempenho eficiente, capaz de amplificar o
fragmento LD2.

Na intencdo de otimizar a padronizagdo do ensaio com o kit escolhido, foi
avaliada a possibilidade do ensaio ser realizado com apenas metade da reacao
descrita pelo fabricante. Na Figura 4-14, €& possivel observar que obtivemos

melhores resultados com a reagao completa, como descrita pelo fabricante.
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FIGURA 4-14 GEL DE AGAROSE A 2% APOS ELETROFORESE, APRESENTANDO OS PRODUTOS OBTIDOS NA
RECAO DE RT-PCR DOS FRAGMENTOS DO GENE L, EM DUAS CONDIGOES DIFERENTES.

Aplicamos 5 pL das amostras usadas durante a padronizacdo do ensaio. Em a) apenas duas
amostras foram amplificadas igualmente nas duas condi¢des. Para o fragmento LD1, mostrado em b),
duas amostras foram amplificadas quando submetidas a meia-reacdo enquanto trés foram
amplificadas com a reacdo completa. Em c¢) ocorreu a amplificacdo de todos os fragmentos LD2 na
reacdo completa enquanto apenas 4 foram amplificadas com a condicdo de meia-reacgéo.

4.3.1. Anadlise filogenética da variabilidade na sequéncia de

nucleotideos e aminoacidos do gene L

Para investigar se este fragmento do gene L teria capacidade discriminatéria
entre 0s gendtipos foram construidas arvores filogenéticas para os dois grupos
(Figura 4-15 e Figura 4-16). Os achados obtidos sugerem que, embora com menor
poder de diferenciacao filogenética quando comparada a arvore da proteina G, todas
as sequéncias puderam ser eficiente e devidamente agrupadas segundo 0s
genotipos.

No grupo A foi possivel observar que as amostras, A/RJ/692/2010 e
A/RJ/956/2010, localizadas em ramos diferentes, apesar de serem do mesmo ano e
cidade, permaneceram em ramos diferentes também na arvore filogenética do gene
G. Foi possivel observar também que, as amostras B/RJ/529/2010 e B/RJ/584/2010,
na arvore filogenética do gene L do grupo B permaneceram em ramos separados
sendo que, essas mesmas amostras na arvore filogenética do gene G

permaneceram no mesmo ramo.



A/RJI521/2010 ]
A/RJ/563/2010

A/RJ/318/2010

— A/RS/9290/2009

A/RS/5980/2009

A/RS/5924/2009

A/RS/5460/2009

4,7 A/RJ/692/2010
79 A/RJ/956/2010

A/RJ849/2010
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[| AIRS/3221/2009
A/RS/4187/2009
A/RS/4535/2009
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A/RS/5434/2009

GA2

83

A/RS/6406/2009 7 GAS

! AY911262-gene-|

0.002
FIGURA 4-15 ANALISE FILOGENETICA ENTRE AS 21 SEQUENCIAS DO GENE L DO VIRUS SINCICIAL
RESPIRATORIO DO GRUPO A.
Arvore filogenética inferida pelo método de agrupamento de vizinhos (Neighbour-joining). Os valores
de bootstrap acima de 60% encontram-se indicados préximo aos ramos. A distancia evolucionaria foi
calculada pela distancia p. A sequéncia padrdo Long enraizou a arvore filogenética.
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FIGURA 4-16 ANALISE FILOGENETICA ENTRE AS 7 SEQUENCIAS DO GENE L DO VIRUS SINCICIAL
RESPIRATORIO DO GRUPO B.

Arvore filogenética inferida pelo método de agrupamento de vizinhos (Neighbour-joining). Os valores
de bootstrap acima de 60% encontram-se indicados proximo aos ramos. A distancia evolucionaria foi
calculada pela distancia p. A sequéncia padréo Long enraizou a &rvore filogenética.

As sequéncias deduzidas de aminoacidos do gene L do grupo A e B
mostraram-se conservadas, apresentando de 0 a 2 substituicbes de aminoacidos
gquando comparadas com a amostra padrdo Long. Das amostras sequenciadas,
todas as amostras do grupo A apresentaram 2 mutacgdes silenciosas, enquanto as

amostras do grupo B apresentaram outras duas mutacfes também silenciosas.

Curiosamente, ao realizar o Blast das nossas sequéncias, as amostras
A/RJ/5014/2009 e A/RJ/5434/2009 apresentaram maior similaridade com uma
amostra dos Estados Unidos classificada como GA7, sendo que no nosso estudo, na

arvore filogenética do gene G ela se encontra classificada no genétipo GA2.

O alinhamento entre as nossas amostras e as amostras disponiveis no
GenBank, desse gene, mostrou que as nossas amostras sdo mais conservadas,

uma vez que ja descreveram algumas substituicbes de amino4cidos nessa proteina.
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5. DISCUSSAO

O virus sincicial respiratério € considerado o principal patdgeno relacionado
as infeccbes do trato respiratorio inferior em lactentes, em criancas na fase pré-
escolar e em idosos (149, 186-188). Essas infecgbes resultam em taxas
significativas de morbidade e mortalidade (189), além da sobrecarga financeira
sobre os sistemas de saude (190). Portanto, estudos que abordem a identificacéo
deste patégeno sdo importantes para possiveis estratégias voltadas ao controle e

prevencao da infecgéo pelo VSR.

No Brasil, 0 VSR tem sido detectado nas diferentes regides como o principal
agente etiolégico em criancas hospitalizadas, com infeccbes no trato respiratorio,
bronqueolite e pneumonia na regido nordeste (191, 192), sudeste (153, 193-197) e
sul (198-200).

A capacidade do VSR em re-infectar o mesmo individuo é relacionada as
mudancas na propriedade antigénica do virus, particularmente na glicoproteina G
(201, 202), sugerindo que a sele¢édo imune das novas variantes, como indicado nos
estudos evolutivos (76, 203, 204), pode contribuir para a epidemiologia das

infeccbes por VSR.

Desde que Peret et al. descreveram em 1998 pela primeira vez a existéncia
dos diferentes gendtipos baseado nas analises dessa pequena regido C-terminal do
gene G, a maioria dos estudos moleculares e evolutivos em VSR A e B tem sido

focado nessa regiao (77).

No presente trabalho analisamos a epidemiologia e evolugdo molecular (com
base no segmento génico G) do VSR circulantes no Brasil, durante as epidemias de
2006 a 2010. Com o objetivo de buscar um melhor entendimento sobre a circulagéo
e evolucdo das amostras deste virus, sequenciamos o gene G de amostras
brasileiras. Este segmento génico codifica para a proteina de superficie do VSR.
Através do sequenciamento e analise filogenética das nossas amostras, foi possivel
determinar a co-circulacédo dos genotipos do VSR nos estados e periodo estudados.
Ainda, tornou-se possivel investigar a ocorréncia de polimorfismos no fragmento

génico G. Finalmente, padronizamos o ensaio de sequenciamento do gene L, para
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possiveis analises, possibilitando o sequenciamento no laboratorio. Tal recurso
permite implementar um melhor conhecimento sobre as proteinas virais circulantes
no pais. Além disso, nossos dados, ap06s a publicacdo, irdo consolidar mais
informacbes sobre esse gene ainda tdo pouco estudado e de maxima importancia

para o virus.

Informacdes de epidemiologia do VSR, bem como a identificacdo de
genadtipos predominantes e as diferencas de polimorfismos ajudam a entender a

transmissdo do VSR em hospitais, na comunidade e globalmente.

5.1. Identificac&o dos grupos de VSR e co-circulacdo dos gendtipos

Ao longo dos anos estudados foi possivel identificar a circulagdo simultanea
dos grupos A e B do VSR, como ja descrito anteriormente em diferentes paises (74,
77,157, 205-207).

Diferentes padrdoes de prevaléncia dos grupos A e B tém sido descritos,
variando a duracdo do dominio de cada grupo. Na Finlandia, em um estudo por 10
anos consecutivos, foi possivel observar que o grupo dominante é trocado a cada 2
anos (202). Porém alguns estudos estdo descrevendo um padrdo ciclico, que
consiste de 1 para 2 anos consecutivos, ou seja, a cada dois anos de dominio do
grupo A tem um ano de dominio do grupo B. Esse padréao foi primeira mente descrito
em Nova lorque (117) e posteriormente observados no Quénia, Uruguai, Estados
Unidos e Bélgica (82, 182, 208, 209). Observando nossos resultados, podemos
concluir que um perfil semelhante a esse ocorre no Brasil, uma vez que o apos dois
anos com maior detecgdo do grupo A tivemos um ano em que o grupo B foi mais

frequente.

O grupo A foi mais encontrado, assim como descrito na literatura, uma vez
que a deteccdo mais frequente de amostras do grupo A do VSR durante surtos, tem
sido observada (72, 170, 210).

O VSR tem padrdes de circulacdo complexos, com multiplos genoétipos co-
circulando na mesma comunidade, no entanto alguns trabalhos descrevem a

substituicdo do gendtipo predominante por outros novos a cada ano (76, 77, 117,
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211-214). Em seu estudo por nove anos na Coréia, Choi e Lee observaram que 0s
gendtipos ndo desaparecem completamente de um ano para outro, embora haja
mais de um gendtipo circulando em uma epidemia, hd sempre predominio de um e
ao longo do tempo um gendétipo particular desaparece (213). Altos niveis de
imunidade materna ou altos niveis de anticorpos do descendente a uma
determinada amostra circulante podem diminuir a severidade dos genotipos
circulantes em uma epidemia particular, e/ou restringir sua circulagdo em epidemias
subsequentes (72). Isto pode explicar o desaparecimento de determinados
genadtipos ha mesma comunidade (215). Peret e colaboradores em 1998, mostraram
em seu estudo que a ocorréncia das mudancas nos genétipos do VSR é consistente
e uma importante caracteristica da epidemiologia das infec¢des pelo VSR (77).
Fatores como imunidade e desempenho biologico (fithess) do virus podem

determinar o predominio de determinados gendtipos em um surto (216).

No nosso estudo, ndo identificamos essa mudanca anual do gendtipo
predominante entre as amostras, e sim dois genoétipos predominantes, sendo GA2

para o grupo A e BA9 para o grupo B.

As amostras estudadas foram identificadas pertencentes aos genétipos GA2 e
GA5 do grupo A do VSR. A circulacdo desses dois genétipos tem sido descrita
mundialmente, ja sendo identificado na Bélgica (182), no Jap&o (217), na india
(170), na Suécia (184), na Nova Zelandia (218), na Africa do Sul (78), na Argentina
(210) e Montevidéu/Uruguai (219).

Alguns estudos tentaram correlacionar diferenca na morbidade de infeccbes
definida por hospitalizagdo e necessidade de ventilagdo mecéanica com os diferente
grupos ou genotipos do VSR. Entretanto, a maioria deles ndo evidenciou tais
diferencas (69, 72, 73, 209). Devincenzo sugeriu uma pequena correlagdo entre
determinados grupos e uma maior carga viral (220). De acordo com o estudo de
Venter, sugere-se que a mesma amostra do virus pode causar infec¢cdo branda no
trato respiratorio superior, infeccdo no trato respiratorio inferior e grave doenca
respiratéria. Mesmo em criancas expostas a fatores de risco semelhantes,
provavelmente ha outros fatores assim como genética e a resposta imune individual,

tendo maior influéncia na gravidade da doenca do que as amostras infectantes
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(206).No nosso estudo, as amostras de aspirado nasofaringeo e traqueal obtidas
dos mesmos pacientes ndo foi observado nenhuma substituicdo de aminoéacidos,
nem mutacdes silenciosas de nucleotideos, sugerindo que a mesma linhagem viral

esteja tanto no trato respiratorio superior, quanto inferior.

Em um estudo evolutivo com amostras até 2005, Botosso e colaboradores
caracterizaram as amostras brasileiras do genotipo GA2, com 5 substituicbes (216),

porém no presente estudo, encontramos uma unica coincidéncia.

Os dados epidemioldgicos demonstram que 0s virus circulantes em regides
distantes e anos diferentes podem ser filogeneticamente mais préximos do que 0s

isolados da mesma epidemia e mesmo local (167, 169, 170)

O gendtipo BA foi primeiramente isolado em amostras coletadas em Buenos
Aires durante o ano de 1999 (79). Varios estudos tem demonstrado que desde a
ocorréncia da insercao, o gendtipo BA teve uma dispersdo mundial sendo detectado
no Japao em 2003 (217) e, posteriormente, observado na China (221), Tailandia
(222), Japao (223), Africa do Sul (165), e na india (170), tornando-se o genétipo do
grupo B predominante em circulacdo (81). Sendo assim, era esperado que a maioria

das amostras estudadas estivesse incluida nesse genaotipo.

Os genoétipos tém uma distribuicdo mundial e virus isolados em lugares
distantes e em diferentes anos podem estar mais relacionados do que virus isolados
no mesmo lugar em dias consecutivos (69, 208). Existem diversos trabalhos
descrevendo agrupamentos temporais e geograficos (41, 77, 209, 213, 218, 224,
225).

A analise da epidemiologia molecular do VSR deve ser continua para
monitorar a mudancga progressiva dos genotipos e acompanhar caso 0s genotipos
atuais venham a desaparecer nos proximos anos, sendo substituidos por novos

genadtipos. Além disso, é importante na previsdo de epidemias futuras e para o

desenvolvimento de uma vacina ou terapia antiviral eficaz.
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5.2. Caracterizacdo molecular dos segmentos génicos Ge L
5.2.1. GeneG

A diversidade genética do VSR é fortemente associada com as mudancas da
proteina G. E possivel observar que o padréo de evolugédo do VSR, é provavelmente
determinado por muitos fatores, incluindo a disseminagao de um lugar para o outro e
0 surgimento de novas variantes através da selecdo imune. Entretanto ainda nao
existem estudos consistentes mostrando a diversidade epidemiolégica do VSR

associada as diferentes morbidades (76, 226, 227).

De acordo com alguns autores, ha transferéncia de linhagens entre as
comunidades, visto a proximidade e a facilidade de meios de transporte entre os
paises (41, 78).Com as nossas analises, confirmamos a distribuicdo mundial dos
gendtipos e pelos poucos polimorfismos encontrados e proximidade dos anos entre
as amostras encontradas nesse estudo e no mundo podemos concluir que o VSR é
dissipado rapidamente, devido a capacidade infecciosa do VSR de ambos os grupos

permitir a rapida dispersédo de novas variantes (167, 228).

A variabilidade em nivel nucleotideo observada nas regides variaveis da
proteina G das nossas amostras estudadas pode ser uma consequéncia de selecao
positiva, presumivelmente mediada imunologicamente, uma vez que a proteina G é
a proteina de membrana viral mais vulneravel a pressao seletiva (203, 215, 216).
Diferencas no comprimento da proteina G de ambos os grupos foram observadas,
sendo a variabilidade no cédon de parada um importante mecanismo na geracao de

diversidade.

Uma possivel explicacdo para o agrupamento filogenético entre amostras de
anos distantes seria 0 mecanismo evolutivo baseado no modelo genético
denominado flip-flop, onde as muta¢cdes em aminoacidos tendem a ser revertidas
com o passar do tempo, devido a limitacdo do repertério de aminoacidos
funcionalmente vidveis em regides especificas do virus (216). Além disso, ainda que
limitadas, essas alteracdes refletem a variabilidade genética do VSR e as mutacdes
fazem com que o mesmo individuo possa ser infectado diversas vezes durante a

vida, ocasionando surtos anuais (41).
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Tem sido sugerido que as insercdes e delecdes descritas para o grupo B,
possam favorecer o virus para escapar da resposta imune do hospedeiro e contribuir
para a capacidade de VSR no estabelecimento de re-infec¢des ao longo da vida (77,
168, 221, 224)

5.2.2. GenelL

Por se tratar de uma RNA polimerase, a enzima responsavel pela replicacéo e
transcricdo do genoma do VSR, ndo apresenta nenhum tipo de atividade revisora
propiciando o surgimento de muta¢gdes durante a replicagcdo. Presume-se, portanto,
gue tendem a serem fixadas, mutacdes que conferem maior adaptabilidade como
uma replicacdo ou um escape do sistema imune mais eficiente. (101). Ja se sabe
que 0s aminoacidos ndo estdo distribuidos randomicamente na proteina L, e sim
fazem parte de blocos conservados separados por regides variaveis, compativel
com o conceito de dominios funcionais concatenados ja vistos para proteinas L de
outros virus (57). Esse gene ainda € pouco estudado, com algumas sequéncias

disponiveis no GenBank e poucos trabalhos publicados.

Conhecimentos sobre esse gene sao de grande importantancia, um estudo
para o desenvolvimento de vacina, através do virus atenuado, identificou 2
mutacbes no gene L como um importante fator na replicacdo viral (229), outro
estudo identificou que uma polimerase com uma mutag&do no gene L que era capaz
de realizar a replicacdo genémica, mas ndo era capaz de terminar a transcricdo do
gene, gerando RNA mensageiros policistrénicos (65). Porém, ndo foi encontrado

trabalhos na regido sequenciada no nosso estudo.

Talvez, uma metodologia de sequenciamento mais sensivel seja capaz de
identificar linhagens virais com polimerases defectivas, uma vez que a taxa de
mutacdo no genoma viral € alta e deve ocorrer também no gene L, porém como é
um gene muito sensivel a mutacdo (57), ndo conseguimos identifica-los com as

metodologias tradicionais, que selecionam a populacdo majoritaria do virus.

E possivel identificar diferencas entre os grupos A e B quando analisamos a

regido entre os blocos Il e Ill em nucleotideos, mas ao analisar os aminoacidos, nao
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ha alteracbes, caracterizando polimorfismos silenciosos. Nossos resultados

confirmaram o alto grau de conservacao desse gene.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel observar que os dois grupos do Virus Sincicial Respiratorio co-

circularam ao longo dos anos estudados (2006-2010);

Os genotipos GA2 e GAS5 foram encontrados para as amostras VSR do grupo

A, sendo que o GA2 foi mais identificado e ocorreu durante todo o estudo;

No grupo B, a maioria das amostras mostrou a duplicagdo de 60nt e foi
incluida no genotipo BA, porém também foi identificado o genotipo GB3.

Na andlise de variabilidade do gene G, identificamos polimorfismos para
ambos os grupos, co-relacionamos com o ano e com amostras distribuidas em

algumas partes do mundo;

Nas andlises realizadas para o gene L foi possivel observar que esse
fragmento foi capaz de distinguir os grupos do VSR, assim como o0s genétipos

encontrados;

O fragmento do gene L se mostrou conservado, assim como era esperado.
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