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RESUMO

Cinco cepas P1/Sabin, 20 cepas P2/Sabin e 2 cepas P3/Sabin isolados a partir de amostras do
meio ambiente no Brasil foram analisadas. Neste estudo todos os isolados foram
caracterizadas pelo seqiienciamento parcial da regido 5’ ndo codificante (NCR) e pelo
seqiienciamento completo do gene da proteina VP1, com o objetivo de demonstrar mutagoes,
as quais sdo importantes para a reversao a neuroviruléncia. O seqiienciamento parcial da
regidao 5'NCR revelou que todos os poliovirus isolados do sorotipo 1 apresentaram populagdes

de revertentes G480—A e os 2 isolados do sorotipo 3 apresentaram a reversdo U477—C.
Nenhum isolado do sorotipo 2 apresentou mutacdo A481—G. O completo seqiienciamento

da regido de VPl demonstrou que nenhum isolado P1/Sabin apresentou substituicdo
nucleotidica, as 2 cepas P3/Sabin apresentaram VP1-6 (Thr—Iso) e 16 cepas P2/Sabin
apresentaram VP1-109 (Lys—Arg). O isolado P2/26183 também apresentou mutagdes VP1-
103 (Ser—Lys) e VP1-116 (Val—Gly), enquanto P2/26184 apresentou VP1-155 (Cys—Tyr).
As regides 2C e 3D do genoma foram investigadas pelo uso de primers que hibridizam nestas
areas com o objetivo de verificar a presenca de recombinacdo. Nenhuma cepa envolvida no
estudo foi identificada como recombinante. Nenhum poliovirus derivado da vacina foi

detectado.



ABSTRACT

Five strains of P1/Sabin, 20 strains of P2/Sabin and 2 strains of P3/Sabin isolated from
environmental samples in Brazil were analyzed. In this study all isolates were characterized
by partial genomic sequencing of the 5’ noncoding region (NCR) and the complete VP1
protein gene VPI1, with the objective of finding mutations, which are important for
neurovirulence reversion. Partial sequencing of 5’NCR revealed that all type 1 poliovirus
isolates had the G—A substitution at the nt 480 and the 2 type 3 poliovirus isolates had the
U—C substitution at the nt 472. None type 2 isolate had A—G substitution 481. The
complete sequencing of the VPI region showed that none P1/Sabin strain had nucleotide
substitution, the 2 P3/Sabin strain had VP1-6 (Thr—Iso) and 16 P2/Sabin strain had VP1-109
(Lys—Arg). The isolate P2/26183 also presented mutations VP1-103 (Ser—Lys) and VP1-
116 (Val—Gly), while P2/26184 showed VP1-155 (Cys—Tyr). The 2C and 3D regions of the
viral genome were investigated by the use of primers that hybridize in these areas with the
objective to verify the presence of recombination. None of the strain involved in this study

was identified as recombinant. None vaccine derived poliovirus was detected.
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1 INTRODUCAO

A poliomielite ¢ uma doenca infecciosa aguda que ocorre seguida a uma infec¢do por
um dos trés sorotipos de poliovirus. Esta doenga caracteriza-se por uma paralisia flacida
aguda de inicio subito, resultante da destrui¢do de neurdnios motores por acao viral.

Hoje a poliomielite ¢ uma doenca rara em todos os paises desenvolvidos e na quase
totalidade dos paises em desenvolvimento. Em 1988, os poliovirus selvagens eram endémicos
em 125 paises; em agosto de 2006, estes agentes estavam restritos a apenas quatro paises:
Afeganistio, India, Paquistio e Nigéria. O namero de casos de poliomielite notificados sofreu
também uma drastica reducdo, passando de 350.000 casos em 1988 para 1115 casos em 2006,
sendo 99% de todos os casos ocorrendo na India, Nigéria e Paquistio (WHO, 2006). Este
imenso sucesso ¢ atribuido ao Programa Global de Erradicacdo da Poliomielite, desenvolvido
pelo Programa de Imunizagdo da OMS (Organiza¢do Mundial da Saude) que tem alcangado
uma reducdo de mais de 99% na incidéncia de casos de poliomielite paralitica e um enorme
decréscimo na circulagdo de poliovirus selvagens. Atualmente, a prioridade mais urgente ¢ a
eliminagio de poliovirus selvagem em 4reas reservatorios na Africa e na Asia.

O sucesso deste programa nao poderia ter sido alcangado sem a utilizacdo da vacina
oral contra a poliomielite (OPV), formulada pelo Dr. Albert Sabin. A OPV ¢ facilmente
administrada, facilitando seu uso disseminado, fazendo seus vacinados resistentes a infeccao
pelo poliovirus selvagem e efetivamente bloqueando a sua transmissao, quando utilizada nas
campanhas de imunizacdo em massa. Além disso, a protecdo é também induzida contra a
polio através de uma imunidade humoral. O virus vacinal pode se espalhar, imunizando desta

forma comunicantes ndo vacinados com os receptores da OPV (Figura 01) (WHO, 2003).
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Figura 01: Quadro epidemioldgico revelando a presenca de poliovirus selvagem no
mundo. O mapa mostra o resultado da campanha de erradicagdo da poliomiclite pela OMS
(WHO, 1988; 2001).

As vantagens e desvantagens relativas ao momento € ao modo de se interromper a
vacina¢cdo com a vacina oral, tdo logo o mundo seja certificado como livre da circulacao de
poliovirus selvagens, devem ser consideradas. A maior vantagem nesta estratégia ¢ obvia: a
prevencgao de casos de poliomielite associada a vacina, que ocorrem numa propor¢ao de um
caso por aproximadamente 10° doses de vacinas distribuidas. Por outro lado, a interrupgao da
vacinacdo ira inevitavelmente resultar num dramatico crescimento de uma populacdo nao
imunizada e criar a oportunidade para uma rapida reintrodugdo e dissemina¢ao de poliovirus
dentro de uma populagdo de risco (WOOD; SUTTER; DOWDLE, 2000).

Com a erradicacdo dos poliovirus selvagens, tem sido sugerido que a transmissdao
potencial de poliovirus derivados da OPV poderia ter implica¢des para sua erradicacdo. Na
verdade, surtos de poliomielite paralitica causados por virus derivados da vacina ja foram
detectados em trés regides geograficamente distintas. Na América Central, onde o poliovirus

vacinal do tipo 1 foi capaz de sofrer mutagdes, em uma populagdo com baixos indices de
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cobertura vacinal, duas caracteristicas puderam ser observadas no genoma das amostras virais
isoladas: 1) os virus derivados da vacina possuiam varias mutacdes correlacionadas com a
reversdo ao fendtipo neurovirulento e 2) todas as amostras virais eram recombinantes em que
partes do genoma viral foram substituidas por seqiiéncias gendmicas derivadas de outros
enterovirus ou de outro sorotipo de poliovirus vacinal. Nos tltimos quatro anos outros surtos
de poliomielite associados a poliovirus circulantes derivados da vacina (cVDPV) ocorreram
nas Filipinas (2001) e em Madagascar (2001- 2002). Estudos retrospectivos também tém
detectado a circulagdo de cVDPV endémicos no Egito (1988-1993), onde o poliovirus vacinal
do tipo 2 foi o responsavel pelos casos de poliomielite (KEW et al., 2002).

Com a finalidade de aumentar a sensibilidade de detec¢do de cVDPV a Rede Mundial
de Laboratorios para a Poliomielite implantou novos requisitos de andlise para todos os
isolados de poliovirus submetidos a investigagdo (MMWR, 2000). Este enfoque permitiu
reconhecer rapidamente os surtos de cVDPV das Filipinas ¢ de Madagascar, o que nao foi
possivel com os surtos anteriores. O risco potencial do surgimento de cVDPV tém aumentado
extraordinariamente nos ultimos anos, devido a tendéncia de diminui¢do das coberturas
vacinais em areas onde a circulagdo de poliovirus foi interrompida.

O surgimento de cVDPV ressalta a importdncia da manutencdo de altas taxas de
cobertura vacinal, crucial para a rapida eliminagcdo dos ultimos focos de circulagdo do
poliovirus selvagens existentes no mundo. Devido a capacidade das amostras de poliovirus
vacinais de acumularem mutagdes e reverterem ao fendtipo neurovirulento, a analise
gendmica de amostras de poliovirus derivados da vacina Sabin isolados de casos de paralisia
flacida aguda e do meio ambiente constitue-se em ferramenta importante para o controle da
poliomielite e possui enorme implicacdo para o sucesso do Programa de Erradicagdo da

Poliomielite dirigido pela OMS.

1.1 HISTORICO

A histéria dos enterovirus € praticamente toda baseada no estudo dos poliovirus. De
fato, muitos dos marcos no estudo dos poliovirus sdo marcos nao somente para o estudo dos
outros enterovirus, mas para toda a virologia (PALLANSCH & ROSS, 2001).

Acredita-se que a poliomielite seja uma doenca antiga, com base na descri¢ao de um
jovem com um membro atrofiado, compativel com a seqiicla da poliomielite, em um artefato,
datado do segundo milénio a.C., no interior de uma piramide no Egito. Informag¢des referentes
a esta doencga anteriores ao século XVIII sdo dificeis de serem encontradas. A primeira

descri¢do clara em inglés ¢ a narrativa biografica de paralisia aguda resultando em deficiéncia



motora sofrida por Sir Walter Scott em 1772, no segundo ano da sua vida, no livro
“Memories of the life of Sir Walter Scott, Bart”, escrito por J. G. Lockhart em 1837, como
citado por MODLIN (1995).

Em 1840, VON HEINE publicou uma monografia descrevendo especificamente a
enfermidade. Suas contribuicdes, bem como as publica¢des posteriores de MEDIN na Suécia
levaram a poliomielite paralitica a ser conhecida como a doenca de HEINE-MEDIN.
CHARCOT posteriormente mostrou que a paralisia era acompanhada pela perda de neurdénios
motores no corno anterior da medula, e esse achado gerou o termo da patologia de
“poliomielite” (em grego polios significa cinza e mielos medula) (MOORE & MORENS,
1984; MODLIN, 1995).

O inicio do século 20 marca uma nova era nas investigagdes sobre a poliomielite, com
a compreensdo sobre a infeccdo natural desta doenca. WICKMAN e colaboradores
descreveram a poliomielite como uma doenga transmissivel, a importancia de individuos
assintomaticos na transmissao dos poliovirus, e o papel da infec¢@o entérica na patogénese da
doenga. O papel do trato gastrointestinal no inicio e na propaga¢ao da infec¢ao dos poliovirus
foi posteriormente confirmado por TRASK e colaboradores. Em 1908, LANDSTEINER ¢
POPPER induziram a poliomielite em macacos do tipo Cynocephalus ap6s inoculacao
intraperitoneal utilizando um filtrado de tecido neural humano de um caso de poliomielite
fatal. Apesar destes progressos, existiam varios conceitos erroneos sobre a poliomielite, que
inicialmente confundiram os cientistas e direcionaram mal as tentativas de controle dessa
enfermidade. Estes conceitos errdneos incluiam a crenca de que os virus eram exclusivamente
neurotropicos, que a nasofaringe era o principal sitio de entrada do virus no interior do
Sistema Nervoso Central (SNC), e que os virus se espalhavam pelo sistema nervoso através
do nervo olfatorio, antes da viremia. Como resultado dessas orientacoes e a falha nos esforcos
para a imunizagao, alguns com resultados desastrosos (PAUL, 1971), existia, em meados do
século 20, uma atmosfera de pessimismo acerca de um eventual controle da poliomielite, até
mesmo entre os cientistas que trabalhavam no campo. Em 1945, BURNET escreveu: “O
problema pratico de prevenir a paralisia infantil ndo tem sido resolvido. Sempre havera a
duvida se ela sera resolvida”. A eventual descoberta de que a via de entrada do virus era a
rota oral/gastrointestinal ¢ de que a doenga do SNC seguia uma viremia aumentaram as
esperancgas para uma imunizagao efetiva (PALLANSCH & ROSS, 2001).

Durante um surto de doenca paralitica ocorrido em 1948, DALFORD e SICKLES
isolaram um virus, previamente desconhecido, a partir de amostras fecais de duas criangas.
Estes agentes induziam paralisia em camundongos recém nascidos, ao contrario dos

poliovirus, que normalmente causam doenga apenas em primatas. Estes virus foram
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denominados coxsackievirus (mais tarde coxsackievirus do grupo A; CA) referindo-se a
primeira regido geografica do isolamento. Juntamente com esses virus foram identificados
também outros virus que causavam um tipo de paralisia espastica, diferente da descrita por
Dalford e Sickles, observada quando estes virus eram inoculados em camundongos, sendo
este denominado coxsackievirus B (HY YPIA et al., 1997).

Baseados em outros estudos, ENDERS, WELLER e ROBINS em 1949 realizaram um
estudo notavel demonstrando a propagagdo do poliovirus em cultura de células ndo neurais.
Estas investigacdes tiveram implica¢des para toda a virologia, pois indicaram, primeiramente,
que os poliovirus podem ser propagados em varias culturas de tecidos que ndo correspondem
aos tecidos infectados durante a doenga no Homem e, em segundo lugar, que a biossintese do
poliovirus destrodi as células com um efeito citopatogénico especifico. Este feito ¢ reconhecido
como um evento de grande impacto cientifico e que abriu as portas para um melhor
entendimento acerca dos poliovirus o que permitiu, ja na década seguinte, o desenvolvimento
de vacinas. Este trabalho levou os autores acima citados a serem laureados com o prémio
Nobel de medicina de 1954 (WHITE & FENNER, 1994).

A introdugdo de técnicas de cultura celular nos laboratérios de virologia permitiu o
isolamento de virus que ndo se replicavam em modelos experimentais, possibilitando o
isolamento de novos enterovirus. Os echovirus foram isolados a partir de amostras fecais,
onde poliovirus e coxsackievirus sdo normalmente encontrados e ndo possuiam as
propriedades patogénicas destes dois subgrupos em modelos experimentais. A denominagdo
foi escolhida pela auséncia de associacdo com doenca humana naquela época (ECHO,
“Enteric Cytopathogenic Human Orphan”) (HYYPIA et al., 1997).

Na década de 50, o uso de culturas de células de rim de macaco para a propagagdo dos
poliovirus, revelou a presenca de virus Simian na forma latente. Investigacdes posteriores
mostraram que alguns destes virus apresentavam propriedades dos enterovirus e
eventualmente 18 sorotipos foram descritos. Ao final da década de 50, foi demonstrada
também a presenca de enterovirus infectando animais domésticos como o porco ¢ o gado
(HYYPIA et al., 1997).

Testes de neutralizagdo demonstraram que os poliovirus apresentam-se em trés
sorotipos e, testes soroldgicos confirmaram o fato de que a maioria dos individuos infectados
ndo manifesta a doenca clinica (PALLANSCH & ROSS, 2001).

Em 1955, o Dr. JONAS SALK desenvolveu a vacina inativada contra a poliomielite,
utilizando formaldeido (SALK, 1955). O uso intensivo da vacina fez decair a incidéncia de
casos de poliomielite, em muitos paises industrializados, diminuindo a transmissdo do virus

selvagem. Em 1961, o Dr. ALBERT SABIN desenvolveu uma vacina oral, contendo virus



atenuados e capaz de induzir uma resposta imune eficaz (SABIN, 1965; SABIN, 1981).
Devido a facilidade de administracdo, a vacina oral contra o poliovirus OPV (“Oral
Poliovirus Vaccine”), tornou-se a vacina utilizada na maioria dos Programas Nacionais de
Imunizag¢do do mundo (WHO, 2003).

Trabalhos realizados com poliovirus tém apresentado um continuo impacto no campo
da virologia molecular. Os poliovirus foram os primeiros virus de animais completamente
clonados e seqiienciados (RACANIELLO & BALTIMORE, 1981b), o primeiro virus animal
RNA para o qual um clone infeccioso foi construido (RACANIELLO & BALTIMORE,
1981a), e o primeiro virus humano que teve sua estrutura tridimensional revelada pela
cristalografia de raios X (HOGLE; CHOW; FILMAN, 1985), sendo possivelmente, o mais
bem conhecido de todos os virus do seu género (MELNICK, 1996; WIMMER; HELLEN;
CAO, 1993). Em 1989, RACANIELLO e colaboradores (MENDELSON; WIMMER;
RACANIELLO, 1989) identificaram um receptor para poliovirus (PVR), um achado que foi
seguido pela geragdo de camundongos transgénicos expressando o receptor humano para

poliovirus (PVR-Tg) (REN et al., 1990).

1.2 CLASSIFICACAO

Os membros da Familia Picornaviridae tradicionalmente tém sido classificados,
identificados, e diferenciados com base nas propriedades fisicas e antigénicas, como
estabilidade em pH 4cido, densidade viral, e por neutralizagdo com antisoros especificos
(OBERSTE et al., 2001).

Mais de 200 sorotipos tém sido identificados e nove géneros foram definidos:
Aphthovirus (oito sorotipos), Cardiovirus (tré€s sorotipos), Enterovirus (89 sorotipos),
Hepatovirus (dois sorotipos), Parechovirus (quatro sorotipos), Rhinovirus (103 sorotipos),
Erbovirus (dois sorotipos), Kobuvirus (dois sorotipos) e Teschovirus (10 sorotipos) sendo que
todos possuem representantes que infectam vertebrados (PRINGLE, 1999).

Os géneros sdo subdivididos em espécies, por exemplo, o género Enterovirus &
composto por oito espécies: Enterovirus Bovino (BEV; dois sorotipos), Enterovirus Humano
A (HEV-A; 12 sorotipos), Enterovirus Humano B (HEV-B; 36 sorotipos), Enterovirus
Humano C (HEV-C; 11 sorotipos), Enterovirus Humano D (HEV-D; dois sorotipos),
Poliovirus (PV; trés sorotipos), Enterovirus Suino A (PEV-A; um sorotipo), e Enterovirus
Suino B (PEV-B; dois sorotipos) (OBERSTE; MAHER; PALLANSCH, 2002). O virus da

hepatite A (HAV), antes classificado como Enterovirus 72, foi reclassificado em um género



separado, Hepatovirus, devido a algumas propriedades unicas deste virus, incluindo
diferengas na seqii€ncia nucleotidica e de aminoacidos com outros picornavirus, replicagao
sem efeito citopatico e a existéncia de apenas um sorotipo (HYYPIA et al., 1997; SANTTI;
VAINIOPAA; HYYPIA, 1999; RACANIELLO, 2001).

No género Enterovirus, as espécies sao diferenciadas imunologicamente pela
capacidade que soros imunes especificos possuem de neutralizar apenas os virus homotipicos.
Dos 89 sorotipos de enterovirus, 65 possuem a capacidade de infectar o Homem (MELNICK,
1996). Com base na sua patogenicidade em humanos e em animais experimentais, 0s
enterovirus foram classificados em quatro grandes grupos: Poliovirus (PV, trés sorotipos),
Coxsackievirus grupo A (CA, 23 sorotipos), Coxsackievirus grupo B (CB, seis sorotipos) e
Echovirus (28 sorotipos) (SANTTI; VAINIOPAA; HYYPIA, 1999).

Os enterovirus recentemente isolados t€m sido denominados através de sistema
consecutivo de numeros: EV 68, 69, 70, ¢ 71 (HYYPIA et al., 1997; OBERSTE et al., 1999a),
EV 73 (OBERSTE et al., 2001), EV 74 ¢ 75 (OBERSTE et al., 2004), EV77 ¢ 78 (NORDER
et al., 2003), e EV 76, 89, 90 ¢ 91 (OBERSTE et al., 2005).

Uma outra classificagdo para os enterovirus, com base em dados biologicos e em
resultados de experimentos moleculares para a analise do genoma completo viral, bem como
das regides VP1, VP2 e 3D (KING et al., 2000; NORDER et al., 2003; OBERSTE et al.,
2001; OBERSTE et al., 2004; OBERSTE et al., 2005), agrupa os enterovirus humanos (HEV)

em cinco espécies, como pode ser observado na Tabela 01.

Espécies dos Enterovirus

Poliovirus Enterovirus Enterovirus Enterovirus Enterovirus
humanos A humanos B humanos C humanos D
(HEV-A) (HEV-B) (HEV-C) (HEV-D)
PV1 CVA2-AS8 CVBI1-B6 CVAl EV68
PV2 CVAI10 CVA9 CVAILll EV70
PV3 CVAI12 Echol-7 CVAI13
CVALl4 Echo9 CVAI1S
CVAl6 Echol1-21 CVA17-22
EV71 Echo24-27 CVA24
EV76 Echo29-33
EV89 EV69
EV90 EV73
EVOl EV74
EV75
EV77
EV78

Tabela 01: Classificacio dos enterovirus humanos. Legenda: PV — Poliovirus; CVA —
Coxsackievirus A; CVB — Coxsackievirus B; EV — Enterovirus; Echo — Echovirus. Fonte:
ECTVdB — The Universal Virus Database, version 3.



1.3 COMPOSICAO VIRAL

Poliovirus, membros do género Enterovirus, pertencente a familia Picornaviridae
estdo agrupados em trés sorotipos designados 1, 2 e 3, com base na antigenicidade do
capsideo. Sdo particulas pequenas, esféricas, ndo envelopadas, com didmetro medindo 30 nm
(RACANIELLO, 2001). A composi¢ao quimica destes virus ¢ composta de 30% de acido
nucléico e 70% de proteinas (KITAMURA et al., 1981). Sua estrutura genomica consiste de
uma fita simples de RNA, de polaridade positiva, que funciona como RNAm, com
aproximadamente 7,5 Kb, e peso molecular de aproximadamente 8,5 x 10° Da.

O RNA viral apresenta uma pequena proteina VPg (“Virion Protein genome”), ligada
covalentemente a extremidade 5’ ndo codificante — NCR (“Non Coding Region”). Esta regido
possui cerca de 740 nucleotideos e precede a fase de leitura aberta. Uma caracteristica
interessante dos enterovirus ¢ a presenga de multiplos codons AUG na regido 5’-NCR do
RNA viral, variando de 6 a 8 cddons AUG dependendo do sorotipo. O genoma viral termina
em uma extremidade 3’ ndo codificante (3’-NCR), seguida de uma cauda poliriboadenilica
(poli-A) (STANWAY, 1990; HELLEN & WIMMER, 1995; RACANIELLO, 2001).

A extremidade 5°-NCR estéd envolvida na replicagdo e traducdo do genoma do virus,
enquanto a extremidade 3’-NCR estd envolvida na replicagdo do RNA viral (LEVY;
FRAENKEL-CONRAT; OWENS, 1994).

Os primeiros nucleotideos (=740) que compdem o genoma dos enterovirus, a partir da
extremidade 5’ terminal, formam porgdes extremamente conservadas e outras extremamente
variaveis entre os sorotipos de enterovirus. Nesta regido rica em estruturas secunddrias, esta
localizado o sitio de ligacdo para os ribossomos onde se inicia a tradugdo, o IRES (“Internal
Ribosome Entry Site”), sendo denominada de regido 5’-NCR, pelo fato do cddon iniciador
estar localizado no final desta regido, em torno do nucleotideo 740 (HELLEN & WIMMER,
1995). A estrutura secundaria da regido 5’-NCR define seis dominios numerados de [ a VI
(WIMMER; HELLEN; CAO, 1993), correspondendo uma estrutura altamente conservada
cuja estrutura secundaria possui uma conformacgdo caracteristica (PILIPENKO et al., 1989;
SKINNER et al., 1989). Os dominios II, IV, e V e parte do dominio VI constituem-se no sitio
de entrada do ribossoma o qual permite a iniciagao cap-independente da translagdo do genoma

viral (GROMEIER et al., 1999). A Figura 02 ilustra a estrutura secundaria dos enterovirus.
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Figura 02: Estrutura Secundaria dos Enterovirus. O Sitio Interno de Entrada de
Ribossomas esta em caixa azul (www.blc.arizona.edu/mary/411/Modules/eukinit.html).

O genoma dos poliovirus ¢ monocistrdmico apresentando uma longa regido ndo
codificante de 711 a 822 nucleotideos e uma unica fase de leitura (ORF), codificando uma
poliproteina de 250 kDa, clivada durante a traducdo do genoma viral. Essas clivagens sdo
realizadas por proteinases codificadas pelo proprio virus e que geram diversos produtos
protéicos com diferentes fungdes, como as proteinas do capsideo, proteinases ¢ RNA
polimerases (RUECKERT, 1996; WIMMER; HELLEN; CAO, 1993). O capsideo apresenta
uma estrutura icosaédrica formada por 60 subunidades idénticas (protomeros), onde estd
acomodado o genoma viral. Cada protdmero ¢ formado pelos quatro polipeptideos estruturais,
VP1 (35,5 kDa), VP2 (30,0 kDa), VP3 (26,4 kDa) e VP4 (7,4 kDa), produtos da proteolise da
do precursor P1 da poliproteina viral (Figura 03 A) (RUECKERT, 1996; WIMMER;
HELLEN; CAO, 1993; HELLEN & WIMMER, 1995).

A estrutura das proteinas de capsideo tem sido revelada através da cristolografia por

raios-X (Figura 03 B) (HOGLE; CHOW; FILMAN et al., 1985).



Figura 03: (A) Estrutura tridimensional do virus da poliomielite tipo 1. Estrutura obtida
por meio de cristalografia de raios-X com resolugdo de 2.9 R. As regides amarelas evidenciam
os pontos de interacdo da proteina VP1 (HOGLE et al., 1985). (B) Simetria icosaédrica dos
poliovirus. Desenho esquematico do poliovirus mostrando os nomes e a localizacdo das
proteinas estruturais (VP1, VP2, VP3 e VP4) e do RNA viral. Uma das faces icosaédricas foi
removida para expor a posicdo da VP4 e do RNA viral (FLINT et al., 2000).

A poliproteina pode ser dividida, de acordo com os produtos codificados, em trés
regides: P1, P2 e P3. Em uma seqiiéncia de reacdes proteoliticas, a regido P1, precursora das
proteinas do capsideo, ¢ clivada em trés polipeptideos: VPO, VP3 e VP1, que permanecem
associados sob a forma de protdmeros, mas que rapidamente se agregam para formar
pentameros de (VPO, VP3 e VPI). Os pentameros a seguir, se agregam para formar o
procapsideo [(VP0O, VP3 e VP1)]. A etapa final ¢ a clivagem de maturacdo de VPO em VP4 e
VP2, por um processo autocatalitico, provavelmente ocorrendo concomitantemente ao
empacotamento do RNA viral. O processamento de VPO estd associado a aquisicdo da
infectividade e ao aumento da estabilidade da particula viral. Os polipeptideos VP1, VP2 e
VP3 estdo expostos na superficie do virion, enquanto VP4 apresenta-se internalizado,
associado ao RNA viral (LEVY; FRAENKEL-CONRAT; OWENS, 1994; HELLEN &
WIMMER, 1995). Os epitopos responsaveis pela inducdo de anticorpos neutralizantes estao
localizados principalmente em VP1, a proteina mais superficial, e a mais exposta (MOORE &
MORENS, 1984). A Figura 04 mostra a localizagdo, no genoma dos enterovirus, dos genes

que sdo traduzidos nas proteinas supracitadas.
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Figura 04: Desenho esquematico da organizacio gendmica e do processamento
proteolitico nos picornavirus. O RNA estd associado com a proteina VPg localizada na
extremidade 5°. O genoma possui polaridade positiva e codifica uma poliproteina precursora.
A poliproteina ¢ clivada durante a traducdo pelas proteases virais, para produzir proteinas
estruturais e ndo estruturais. A proteina P1 ¢ clivada nas proteinas do capsideo viral e as
proteinas P2 e P3 sdo clivadas pra formar proteases e proteinas que participam da sintese do
RNA viral. Adaptado por COSTA et al., 1999 de FLINT et al., 2000.

1.4 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Os poliovirus sdo resistentes a detergentes fortes como o SDS, enzimas proteoliticas,
pH acido bem como a todos os antibidticos e agentes quimioterapicos conhecidos. Sdo
termolabeis, sendo destruidos, rapidamente, pela exposi¢do a 50 °C por uma hora, exceto em
presenga de cloreto de magnésio, estabilizando-se por anos a temperatura de —70 °C e extenso
periodo em —20 °C. Permanecem ativos por semanas a 4 °C e por alguns dias a temperatura
ambiente. Sdo resistentes a pH acido (pH 3 a 5 por uma a trés horas), as enzimas proteoliticas
e a alguns desinfetantes comuns utilizados em laboratério como o etanol a 70%, Lysol a 5%,
isopropanol, éter e compostos de amoénio quaternario (MELNICK, 1996). Na auséncia de
agentes organicos de origem protéica, na presenca dos quais, o virus pode associar-se ¢
derivar-se, protegendo-se contra a inativacdo, os enterovirus sdo inativados rapidamente por

formaldeido a 0,3%, acido cloridrico a 0,1 N, cloro residual livre (0,3 ppm a 0,5 ppm), bromo
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residual livre ou iodo (aproximadamente 0,5 ppm por 10 minutos de contato) e luz ultravioleta

(MOORE & MORENS, 1984; MELNICK, 1996).

1.5 CICLO REPLICATIVO VIRAL

O inicio do ciclo replicativo ocorre por uma interagdo virus-célula hospedeira, através
da adsor¢@o do virion a receptores celulares especificos presentes na membrana plasmatica.
Os poliovirus utilizam a proteina de superficie CD155 como receptor para a entrada na célula
(RACANIELLO, 2001).

Apos a adsor¢do, o virus ¢ entdo internalizado e desencapsulado. A internalizacdo se
da, por endocitose, em alguns pontos da superficie celular. As particulas virais sdo revestidas
internamente por clatrinas, onde os receptores estdo concentrados, ocorrendo a invaginacdo e
a posterior formagdo de vesiculas recobertas por clatrinas. A acidificacdo no interior das
vesiculas, devido a atuacdo da bomba de prétons, provoca mudangas na estrutura do virion,
resultando na liberagdo de VP4 e no aparecimento de sitios hidrofobicos presentes na regido
amino-terminal de VP1, ambos escondidos anteriormente na regido interna do capsideo viral.
A fusdo da membrana lipidica com os sitios hidrofébicos da proteina capsidica permite a
formagdo de um poro ¢ a conseqiiente transferéncia do RNA do virion para o citosol, onde
ocorre inteiramente a sua replicacdo. A proteina VPg ¢ entdo removida do RNA viral por
enzimas celulares. O RNA, agindo como RNAm, ¢ automaticamente traduzido, sem
interrup¢do, em uma unica poliproteina que, ainda no processo de formagdo, ¢ clivada
autocataliticamente nos intermediarios P1, P2 e P3 (PORTER, 1993; RUECKERT, 1996;
RACANIELLO, 2001). O processamento da poliproteina precursora ¢ realizado
cotransducionalmente por reagdes intramoleculares (in cis), as quais sdo chamadas de
clivagens primarias, seguidas pelo processamento secunddrio in cis ou in trans
(intermolecular). O evento inicial na seqiiéncia de clivagens ¢ a liberagcdo do precursor P1 da
poliproteina nascente pela protease 2A (2AP°). A 2AP™ ¢ autocataliticamente liberada da
poliproteina por clivagem cotransducional na sua termina¢ao amino. Esta clivagem ¢ um pré-
requisito para o processamento proteolitico da regido precursora do capsideo. Ja a protease 3C
(3CP™) ¢ responsavel pela clivagem primaria entre 2C e 3A, separando os segmentos P2 e P3,
e pela maioria das clivagens secundarias ocorridas nos intermediarios P1, P2 e P3. A forma
precursora 3CD™ parece catalisar eficientemente algumas clivagens ocorridas no segmento
P1 (PORTER, 1993; HELLEN & WIMMER, 1995). O precursor P1 ¢ clivado para produzir,
inicialmente, VPO, VP1 e VP3 e, finalmente, as quatro proteinas estruturais VP1, VP2, VP3 e
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VP4. Os segmentos P2 e P3 sdo processados para darem origem as proteinas ndo estruturais
envolvidas no processamento protéico (2A", 3C*™, 3CD"™) e na replicagdo do genoma (2B,
2C, 3AB, 3B"™¢ 3DP). Nessa etapa da sintese da poliproteina viral, sdo formados polissomos
contendo mais de 40 ribossomos (PORTER, 1993; RUECKERT, 1996; RACANIELLO,
2001).

Estudos sobre o processo de tradugdo picornaviral demonstraram a presenga, na regiao
5’-NCR do genoma viral, de uma seqiiéncia correspondente a um sitio interno de entrada de
ribossomos, o IRES, o qual consiste de um elemento regulatério de aproximadamente 450 a
600 nucleotideos. A subunidade 40S ribossomal liga-se ao RNAm através do IRES e
“desliza” até o cddon de iniciagdo AUG. O processo de traducdo dos picornavirus, cujo
mecanismo ¢ direcionado pelo IRES e cap-independente, parece requerer a presenga de
diferentes fatores de iniciacdo de tradugdo eucarioticos (elF) (MEYER et al., 1995;
RACANIELLO, 2001).

A sintese do genoma viral ¢ obtida por uma seqiiéncia de eventos onde participam as
moléculas de RNA viral, atuando como molde, e as RNA polimerases codificadas pelos virus,
além de outras proteinas virais e celulares. Todo esse processo ocorre no interior do
citoplasma, fortemente associado a estrutura do reticulo endoplasmatico liso (RACANIELLO,
2001).

O primeiro passo na replicacdo do RNA viral ¢ copiar o RNA gendmico para formar
uma fita complementar de polaridade negativa, a qual servirda de molde para a sintese de
novas fitas de polaridade positiva. A sintese da fita complementar ¢ iniciada na extremidade
3’-NCR do genoma viral e utiliza a proteina VPg como um iniciador (“primer”). A partir de
uma fita complementar de polaridade negativa, varias fitas nascentes de RNA com polaridade
positiva sdo transcritas simultaneamente pela RNA polimerase viral, formando o chamado
intermediario replicativo (RUECKERT, 1996; RACANIELLO, 2001).

Durante o inicio da replicagao, parte do RNA positivo retorna ao citoplasma para a
tradu¢ao de mais proteinas, enquanto outra parte permanece no reticulo endoplasmatico liso
para a formagdo de mais centros de replicagdo de fita positiva. Posteriormente, as fitas
positivas de RNA sdao acumuladas até serem empacotadas no interior dos capsideos virais. As
particulas completas sdo liberadas pela desintegracao da célula hospedeira (WATSON, 1987;
RUECKERT, 1996). A Figura 05 esquematiza todo o ciclo replicativo viral.

O tempo necessario para um ciclo de replicacdo completo, desde a infecgdo até a
completa montagem do virus, varia, geralmente, de 5 a 10 horas, dependendo de algumas
variaveis, como: pH, temperatura, sorotipo do virus, célula hospedeira, estado nutricional da

célula e o niimero de particulas que a infectaram. Em condi¢des otimas, pode ocorrer a
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biossintese de 25.000 a 100.000 particulas virais por célula, mas somente 0,1% a 10% destas

sao infecciosas (MOORE & MORENS, 1984).

CICLO DE INFEC(;AO DOS PICORNAVIRUS
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Figura 05: Esquema demonstrando o ciclo de infec¢cdo dos picornavirus. (1) adsorcdo das
particulas virais a receptores na superficie celular e internalizagao; (2) liberagdo do RNA viral
no citoplasma; (3) associagdo do RNA com ribossomos (a VPg é removida do RNA viral); (4)
a poliproteina ¢ clivada para dar origem a proteinas virais; (5) produgdo de fitas de RNA
complementares com polaridade negativa contendo VPg no término 3’; (6) producao de fitas
de RNA com polaridade positiva; (7) traducdo de fitas RNA com polaridade positiva para
produzir proteinas adicionais; (8-9) as proteinas estruturais associam-se com moléculas de
RNA com polaridade positiva que contém VPg para a montagem das particulas virais; (10)
clivagem de VPO em VP4 e VP2; (11) liberacdo das particulas virais por lise celular.
Adaptado de FIELDS et al, 1999 por COSTA, 1999.

1.6 PATOGENIA

O trato gastrointestinal ¢ o trato respiratorio superior, mais especificamente a
orofaringe, sdo as principais portas de entrada para os enterovirus. Apos sua entrada no
hospedeiro, ha uma replicagdo viral em alguns sitios de implanta¢do (amidalas, linfonodos da
orofaringe e intestino), podendo haver uma disseminagdo sistémica, com a ocorréncia de uma

viremia transitdria, que pode resultar na replicagdo viral em localizagdes secundarias como o
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Sistema Nervoso, tanto o Central (SNC) como o Periférico (SNP) ¢ o coragdo. Esta
replicacdo, nestes sitios secundarios, produz uma viremia secundaria, onde o virus pode ser

detectado no sangue (Figura 06) (MOORE & MORENS, 1984).
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Figura 06: Patogenia dos enterovirus. Adaptado de www.med.sc.edu:85/virol/picorna.htm

O periodo de incubacdo desses virus pode levar, dependendo do sorotipo de
enterovirus e do quadro clinico a ele associado, de 12 horas a 35 dias, podendo ocorrer neste
periodo a replicacdo na faringe e a viremia. Uma semana ap6s o inicio da doenga uma
pequena quantidade de virus é encontrada na garganta e os enterovirus sdo eliminados nas
fezes por até dois meses apos a infeccdo, mesmo quando os anticorpos humorais j& estdo
normalmente desenvolvidos durante o mesmo periodo (RACANIELLO, 2001).

O virus, da corrente sanguinea, pode invadir o SNC a menos que um nivel de
anticorpos neutralizantes seja suficientemente alto para bloquear esse caminho. Durante a
etapa neuroldgica, ocorre a proliferacdo intraneural dos virus e o quadro clinico depende do
numero de neurdnios motores agredidos. Os primeiros sinais de paresia surgem somente
quando ha destruicdo de cerca de 60% dos neurdonios correspondentes a um determinado
grupamento muscular. A funcdo desse agrupamento, permitindo a elevacao contra a forca de
gravidade, ¢ mantida apenas com 20% dos neurdnios motores integros. A proliferacdo vital é
inibida pela resposta imunologica do individuo infectado e alguns neurénios inicialmente

agredidos podem recuperar paulatinamente suas fungdes, o que explicaria a regressao de
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alguns paresias, observada na fase pos-febril imediata e até seis meses apos a fase aguda
(DIAMENT & KOK, 1991). Quando um individuo suscetivel é exposto ao virus, 0 mesmo se
espalha ao longo das fibras nervosas, e no processo de multiplicagdo intracelular ele pode
danificar ou destruir completamente a cé¢lula nervosa invadida, resultando em paralisia flacida
(RACANIELLO, 2001). Os poliovirus apresentam elevada ubiqiiidade infectando 100% dos
individuos suscetiveis que se encontram em seu raio de acdo (DIAMENT & KOK, 1991).
Quando um individuo suscetivel € exposto a um poliovirus selvagem, a reposta podera ser:

1) infeccdo inaparente (>90%-95% dos casos) - os virus podem ser encontrados na
garganta e/ou nas fezes, mas o paciente ¢ assintomatico;

2) “doenga abortiva” (4%-8%) — também conhecida como “doeng¢a menor”, pode
incluir febre, nauseas, vOomitos ¢ infeccdo respiratéria semelhante a gripe, em varias
combinacoes;

3) meningite asséptica ou poliomielite ndo-paralitica (1%-2%) — o paciente pode
apresentar sinais prodromicos compativeis com a doenca abortiva como descrito acima,
seguido por invasao viral do SNC, causando doenca similar a meningite asséptica e,

4) poliomielite paralitica (0,1%-2%) - A doenca consiste normalmente de sintomas
prodromicos (semelhante a forma abortiva) que pode ser bifasica (especialmente em
criangas), com irritacdo das meninges e eventual aparecimento de paralisia flacida
assimétrica, envolvendo todos os musculos, ou paresias, envolvendo apenas alguns grupos
musculares, devido ao dano espinhal e/ou bulbar causado pelo virus (MOORE & MORENS,
1984; WHITE & FENNER, 1994).

1.7 PROFILAXIA

Poliovirus, agente causal da poliomielite, possui trés sorotipos agrupados segundo a
antigenicidade do capsideo. Quando painéis de anticorpos monoclonais neutralizantes sao
utilizados, diferencas antigénicas sdo observadas entre as cepas dos trés sorotipos. Entretanto,
estas diferengas sdo invariavelmente confinadas aos limites de cada sorotipo, o que tem
proporcionado uma profilaxia eficiente no controle da poliomielite, através da utilizacado de
duas vacinas: a vacina de poliovirus inativada (IPV “Inactivated Poliovirus Vaccine”)
desenvolvida por JONAS SALK e, a vacina de poliovirus oral (OPV “Oral Poliovirus
Vaccine”) desenvolvida por ALBERT SABIN, ambas contendo os trés sorotipos de
poliovirus. A utilizacdo da OPV nas campanhas de imunizagdo em massa foi o principal fator

no sucesso da erradicagdo de poliovirus selvagem nas Américas (DE-QUADROS et al, 1997).
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Uma dose de OPV (0,5 ml administrada oralmente) contém, um minimo de 10°
DICTsy (dose infectante em cultura de tecido) para cepa Sabin do poliovirus tipo 1
(P1/Sabin); 10> DICTs para a cepa Sabin do poliovirus tipo 2 (P2/Sabin) e 10°>* DICTs para
a cepa Sabin tipo 3 (P3/Sabin), balanceada em uma formulagdo de 10:1:3, respectivamente.
Cada dose de 0,5 ml também contém <25 pg de estreptomicina e neomicina (MMWR, 1997).

A OPV consiste de cepas Sabin obtidas a partir de amostras selvagens. Todos os trés
tipos P1/Sabin, P2/Sabin, e P3/Sabin que compdem a OPV foram derivados a partir de
isolados selvagens por passagens seriadas em tecido de macacos in vifro e in vivo sobre uma
variedade de condi¢des, que diferem para cada uma das trés cepas (ALMOND, 1987;
RACANIELLO, 1988). Estas cepas perdem a sua neuroviruléncia, mas ndo a capacidade de
se replicarem na garganta induzindo uma protecdo especifica contra uma infec¢do
subseqiiente com poliovirus neurovirulentos (SABIN & BOULGER, 1973).

A OPV vem sendo amplamente usada por diversas razdes: a) maior facilidade de
administracdo (via oral); b) menor custo para aplicagdo; c) habilidade em induzir ndo apenas
anticorpos séricos, mas também anticorpos secretores (IgA), e d) pela rapidez com que a
vacina induz o aparecimento de imunidade duradoura (SABIN, 1985). A imunidade intestinal
induzida pela OPV tem um importante papel na quebra da cadeia da circulagdo de poliovirus
selvagens e limita e previne a re-infeccdo em humanos, prevenindo, deste modo, a
transmissdo natural de poliovirus (MELNICK, 1996). Estas propriedades tornaram a OPV a
vacina de elei¢@o para a iniciativa de erradicagdo da poliomielite (WRIGHT et al., 1991).

O Programa Nacional de Imunizacdo (PNI) do Ministério da Satde recomenda a
administracdo de quatro doses da vacina atenuada, com inicio aos dois meses de idade, sendo
as trés primeiras doses aplicadas com intervalos de dois meses, com um refor¢o aos 15 meses;

a quarta aos cinco anos de idade (WHO, 2003).

1.8 POLIOMIELITE PARALITICA ASSOCIADA A VACINA

A OPV ¢ tida como uma das vacinas mais seguras atualmente em uso, entretanto, a
selecdo de variantes apresentando um aumento da neuroviruléncia constitui um problema real
no tocante a seguranca da vacina. Existe um pequeno, mas constante risco de casos de
poliomielite associados ao uso da vacina (VAPP “Vaccine Associated Paralytic
Poliomyelitis ) e outros efeitos adversos da vacina (FRIEDRICH, 1998).

Esta doenca esta mais freqiientemente associada com as cepas vacinais dos sorotipos 2

e 3 e raramente com o sorotipo 1 (NKOWANE et al., 1987). Dos 105 casos de VAPP que
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ocorreram nos Estados Unidos em 1973 até 1984, 14 casos ocorreram em individuos
imunocompetentes, 35 casos ocorreram em vacinados, 50 em pessoas que tiveram contato
com os vacinados, e seis em pessoas com nenhum histérico aparente de vacinacdo ou
exposi¢do as vacinas (NKOWANE et al., 1987). O sorotipo P3/Sabin foi mais comumente
encontrado tanto em vacinados quanto em comunicantes; P2/Sabin foi mais freqiiente em
comunicantes do que em vacinados, e P1/Sabin foi raramente implicado (ESTEVES, 1988).

Em relagdo a classificacdo de casos associados a vacina, a Organizacdo Pan
Americana da Saude considera como tal: doenca paralitica aguda com isolamento do
poliovirus vacinal em amostras de fezes (PAHO, 1994).

Existem dois tipos de casos de paralisia associado a vacina da poliomielite: no proprio
vacinado ou no comunicante. Surge entre quatro a 40 dias depois da vacinagdo, no caso do
proprio vacinado, e entre quatro e 85 dias no comunicante (MS, 2005).

A incidéncia encontrada de VAPP nos Estados Unidos foi de 1 caso/2,5 milhdes de
doses de OPV distribuidas (1980-1989) (WRIGHT et al., 1991), 1 caso/1,4 milhdes de doses
na Inglaterra e em Gales (1985-1991) e de 1 caso/1,5-2,2 milhdes de doses na América Latina
(1989-1991) (ANDRUS et al., 1995).

Estima-se que 250-550 casos de VAPP ocorram anualmente (WHO, 2003) numa
propor¢do de 1 caso/l milhdo de doses de vacinas distribuidas (WOOD et al, 2000). No
Brasil, a incidéncia de VAPP tem sido de 1 caso/4,4 a 6,7 milhoes de doses administradas
entre todos os vacinados (MS, 2005).

Mudangas fenotipicas devido a variabilidade das cepas Sabin sdo provavelmente uma
das causas para a ocorréncia de casos de VAPP. Durante a replicacdo das cepas vacinas em
humanos, diferentes modificacdes gendmicas, como mutagdes, delegdes, inser¢des e
recombinagdes tém sido observadas (MACADAM et al.,, 1989; DRIESEL et al., 1995;
BELLMUNT et al., 1999; MULDERS et al., 1999). Como as cepas derivadas da OPV sao
excretadas nas secre¢des nasofaringeais e nas fezes apos a vacinagdo, o vacinado torna-se
uma fonte de disseminacdo de poliovirus, que pode ser transmitido para individuos
susceptiveis e causar poliomielite (FRIEDRICH, 1998).

Com a erradicacdo dos poliovirus selvagens, tem-se sugerido que a transmissao
potencial de poliovirus derivados de OPV poderia ter implicagdes para sua erradicagdo.
Exemplos da circulagao de cepas poliovirus derivados da vacina (VDPVs “Vaccine Derived
Poliovirus ”’) tem recentemente sido descritos na Ilha de Hispanhola, Filipinas, Madagascar ¢

Egito (KEW et al., 2004).
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1.9 POLIOVIRUS DERIVADO DA VACINA

As mais importantes propriedades biologicas dos poliovirus derivado da vacina
circulantes (cVDPVs) isolados sdo a sua elevada capacidade em causar a doenga paralitica e a
sua capacidade em manter a transmissao pessoa-pessoa. Quando testado experimentalmente,
os isolados apresentaram-se neurovirulentos assim como os poliovirus selvagens para
camundongos PVR-Tg. Assim como os poliovirus selvagens, os isolados cVDPV tem
demonstrado a capacidade de se replicar em culturas de células sobre temperaturas supra-
otimas, apresentando altos titulos. Todos os isolados caracterizados apresentaram
propriedades antigénicas mais relacionadas aquelas referentes aos poliovirus selvagens do que
aquelas referentes as cepas Sabin originais (KEW et al., 2002; YANG et al., 2003).

Desde Janeiro de 2001, todos os poliovirus isolados sdo submetidos a dois métodos de
diferenciacdo intratipica (ITD): um antigénico e um molecular. Os virus classificados como
“non-Sabin-like” sdo poliovirus selvagens, os “Sabin-like” sdo classificados como virus
vacinais, ¢ qualquer resultado discordante ou isolados Sabin que falhem nos testes ITD sdo
remetidos imediatamente para a analise gendmica de VP1. Estes isolados sdo classificados
segundo o resultado do seqiienciamento: a) virus vacinal = <1% de diferen¢a nucleotidica
entre a amostra viral isolada e a seqiiéncia do virus Sabin padrdo correspondente b) VDPV =
1%—-15%, e c) virus selvagem = >15%: (MMWR, 2002). A avaliacdo da divergéncia na
seqiiéncia do gene VPI1 dos isolados Sabin pode ser utilizada como um “relégio molecular”
para estimar a duracdo da replicagdo. A demarcacdo de 1% de diferenca na seqiiéncia
nucleotidica de VP1 implica que a replicagdo do virus vacinal tenha ocorrido por
aproximadamente um ano (KEW et al., 2002).

Derivados da cepa OPV Sabin tém sido classificados em duas categorias: 1)Virus
OPV-like ou Sabin-/ike: a maioria dos isolados relacionados a vacina ¢ classificada como
“OPV-like” e apresentam um estreito relacionamento de seqiiéncia (>99% de identidade de
seqiiéncia de VP1) com as cepas OPV originais (MMWR, 2004) e, 2) Poliovirus derivado da
vacina: sao definidos como virus que apresentam <99% de identidade de seqiiéncia de VP1
quando comparada a cepa Sabin parental ¢ a extensao de suas mudancas genéticas & o
indicativo de uma replicagdao prolongada (MMWR, 2004). Os VDPVs foram posteriormente
categorizados em: 1) VDPVs circulantes (cVDPVs) quando existe a evidéncia de transmissao
pessoa-pessoa, 2) VDPVs associados a imunodeficiéncia (iVDPVs) quando isolados em
pessoas imunodeficentes (geralmente sem uma disseminagdo secundaria), ¢ 3) VDPVs

ambiguos (aVDPVs) quando ndo existem evidéncias suficientes a respeito de circulagdo ou do
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envolvimento de pacientes imunodeficientes, ou quando a origem do virus ndo ¢ especifica de
um paciente (como por exemplo, amostras isoladas do meio ambiente) (MMWR, 2005).

A circulagdo de VDPVs tem sido confirmada no Egito, Hispanhola, Filipinas e
Madagascar (YANG et al., 2003; KEW et al., 2002; SHIMIZU et al., 2004, ROUSSET et al.,
2003). Surtos causados pelo poliovirus do tipo 1 cVDPV foram detectados na China em 2004
(os isolados foram obtidos a partir de dois casos de paralisia flacida aguda (AFP “Acute
Flaccid Paralysis”) e em trés comunicantes na Provincia de Guizhou e na Indonésia em 2005
(12 casos). O poliovirus do tipo 2 VDPV foi isolado de casos tnicos de AFP na Republica
Democratica de Lao em 2004, em Hong Kong, na China e na Arabia Saudita em 2005. Surtos
relacionados aos poliovirus tipo 2 e poliovirus tipo 3 VDPVs estdo sendo investigados em
Madagascar. O poliovirus tipo 3 VDPV foi confirmado em um caso de AFP e oito
comunicantes em Madagascar em 2005. VDPVs isolados de fontes distintas de casos de AFP
(aVDPVs) também tém sido descritos. Um poliovirus tipo 3 aVDPV foi isolado a partir de
uma amostra de agua de esgoto coletada na Estonia em 2003. O poliovirus tipo 2 aVDPV ¢ o
mais frequentemente detectado e tem sido isolado intermitentemente a partir de amostras de
aguas de esgoto coletadas na Eslovaquia (entre outubro de 2003 a fevereiro de 2005), Egito (a
partir de uma Unica amostra em 2005), e Israel (intermitentemente durante 2004-2005). Em
2003, o poliovirus tipo 1 VDPV foi isolado a partir de uma amostra isolada de uma crianga
saudavel na Mongolia, e um poliovirus tipo 2 VDPV foi isolado de uma crianca sadia em
Latvia. Um poliovirus tipo 2 VDPV foi isolado de uma crianga sadia no Japao em 2004. O
poliovirus tipo 3 VDPV foi também isolado no Japao em 2005 de um adulto com paralisia
flacida aguda e a partir de uma crianga na mesma casa que tinha sido vacinada contra a

poliomielite (Figura 07) (MMWR, 2004; MMWR, 2005).
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SURTOS DE VDPVs
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Figura 07: Surtos de pdélio associados com a circula¢ao de poliovirus derivado da vacina
(http://www.polioeradication.org/content/fixed/opvcessation/opve_vdpv.asp)

1.10 INSTABILIDADE DO GENOMA DOS POLIOVIRUS

Mutagoes sao freqiientes, porque os poliovirus, como outros virus de RNA de fita
simples e polaridade positiva, apresentam uma RNA-polimerase-RNA-dependente com
elevado potencial de erro. A replicacdo viral € direcionada pelas RNA polimerases virais, de
fidelidade relativamente baixa, com freqii€ncia de erro caracteristica de 10% a 10* nucleotideos
erroneamente incorporados por ciclo replicativo. Isso significa que a replicacdo dos poliovirus
resulta em uma populagdo de moléculas de RNA contendo, em média, pelo menos uma
mutacdo. Enquanto algumas dessas mutacgoes sao deletérias ou afuncionais para os virus e sdo
eliminadas por sele¢do natural, outras sdo neutras e persistem na populagdo viral, sendo
descritas como quasiespecies (TAFFS et al., 1995).

A heterogeneidade e a plasticidade das populagdes virais t€ém imediata implicacdo nas
vacinas de virus atenuados. Tem sido demonstrado através de marcadores genéticos como
rctao (“Replicative Capacity at elevated Temperatures”) e testes de neuroviruléncia em

macacos MNVT (“Monkey Neurovirulence Test”), que a propagacao de cepas Sabin, tanto in
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vitro como in vivo, resulta em mudancas graduais em alguns marcadores de atenuacdo viral
(BENYESH-MELNICK & MELNICK, 1959; SABIN, 1957, 1961).

Durante o processo de atenuacgdo, os trés sorotipos de poliovirus Sabin sofreram
mutagdes pontuais (marcadores principais de neuroviruléncia), em uma localizagdo similar,
no sitio de entrada ribossomal interno IRES da regido 5’-NCR do genoma, na regido do
dominio V (WIMMER, 1997). Os pontos de muta¢ao atenuantes nas IRES das amostras Sabin
sdo os nucleotideos 480 em P1/Sabin (KAWAMURA et al., 1989), 481 em P2/Sabin
(MACADAM et al., 1991a), e 472 em P3/Sabin (EVANS et al., 1985). Estas mutagdes
desestabilizam a estrutura secundaria do RNA (MACADAM et al., 1992). Acredita-se que
essa desestabilizagdo perturbe a ligacdo de fatores celulares neurais especificos para o sitio de
entrada ribossomal interno no RNA viral gendmico, havendo iniciacdo da tradugdo do
genoma viral de forma insuficiente, com um decréscimo da replica¢do viral nos neurénios
(induzindo a um fenotipo atenuado) (PALLANSH & ROSS, 2001).

Em outras palavras, esses fatores, nos neuronios, ligam-se a um sitio de entrada
ribossomal da amostra Sabin mutante bem menos eficientemente do que no sitio de entrada
ribossomal da amostra selvagem e, portanto, a traducdo do RNA da amostra vacinal ¢
reduzida nos neurOnios, ¢ conseqlientemente a replicagdo viral nestes ¢ atenuada
(PALLANSH & ROSS, 2001).

A comparacdo da seqiiéncia nucleotidica entre as cepas Sabin atenuadas, cepas
vacinais revertentes neurovirulentas e cepas precursoras neurovirulentas das cepas vacinais,
tém permitido identificar diferengas nucleotidicas entre elas, e possiveis muta¢des envolvidas
na atenuac¢do e na reversdo a neuroviruléncia (ALMOND, 1987; RACANIELLO, 1988;
FRIEDRICH, 1992, 1993).

Os poliovirus podem ser recuperados de copias de cDNA do genoma clonado
(RACANIELLO; BALTIMORE, 1981a; RACANIELLO, 1993). Esta técnica tem permitido a
constru¢do de recombinantes entre cepas atenuadas e neurovirulentas, ¢ o uso de mutagénese
sitio-dirigida, na identificagdo de muta¢des envolvidas na atenuagdo e na reversao a
neuroviruléncia (MINOR, 1992, 1993; MINOR et al., 1993). A utilizacdo desta técnica
permitiu que determinantes significantes de atenuagdo fossem encontrados nas regides 5’-

NCR ¢ na no gene VP1 das cepas Sabin.
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1.10.1 Bases moleculares da atenuacio e da reversiao a neuroviruléncia da cepa

vacinal P1/Sabin

A cepa atenuada P1/Sabin (P1/LSc,2ab) foi derivada de uma cepa neurovirulenta
selvagem denominada P1/Mahoney/41, isolada de fezes de uma crianca saudavel (ALMOND,
1987; RACANIELLO, 1988). A comparagdo da seqiiéncia nucleotidica completa da cepa
P1/Sabin (NOMOTO et al., 1982; TOYODA et al., 1984) com a seqiiéncia da sua cepa
precursora P1/Mahoney/41 (KITAMURA et al.,, 1981; RACANIELLO & BALTIMORE,
1981b) demonstrou mais de 56 diferencas nucleotidicas, sendo que 21 destas eram também
deram origem a trocas de aminoacidos entre as duas cepas, as quais ocorreram durante o
processo de atenuagdo. Testes de neuroviruléncia em macacos utilizando recombinantes inter
e intratipicos construidos entre a cepa P1/Sabin e a cepa P1/Mahoney demonstraram que as
mutacdes envolvidas na atenuagdo da cepa P1/Sabin estdo espalhadas por todo o genoma viral
(OMATA et al., 1986). A principal mutacdo atenuante foi identificada como A43—G na
regido 5’-NCR (KAWAMURA et al., 1989).

Experimentos com poliovirus recombinantes intratipicos sugeriram que os principais
determinantes gendmicos que limitam a multiplicacdo da cepa atenuada P1/Sabin em células
de neuroblastoma humano estdo localizados na metade 5° do genoma viral, embora a metade
3’ também parece contribuir de algum modo para este fenotipo (AGOL et al., 1989).

A analise de poliovirus revertentes neurovirulentos derivados de P1/Sabin,
selecionados em altas temperaturas, demonstrou que uma muta¢do na regido 5’-NCR,
Usps—C (nesta posicdo, os genomas de P1/Mahoney e P1/Sabin sdo idénticos apresentando
Uszs), uma mutagdo Cep03—U na regido codificante do gene da 3pP! (levando a alteragdo de
His7;3—Tyr na RNA polimerase viral) e uma mutacdo Gr44;—A na regido 3’-NCR (altimo
nucleotideo antes da seqiiéncia poli-A do genoma de P1) sdo importantes para a reversao da
cepa P1/Sabin a neuroviruléncia em macacos (CHRISTODOULOU et al., 1990).

A participacdo da mutacdo no nucleotideo 480 também foi sugerida pela observagao
de que Usys—C em combinagao com G744;— A aumentou a neuroviruléncia de P1/Sabin, onde
o grau no marcador de lesdes histologicas em primatas foi aproximadamente a metade
daquela estipulada para P1/Mahoney (CHRISTODOULOU et al., 1990).

Lotes vacinais da cepa P1/Sabin com uma quantidade aumentada de revertentes de
Gugo—A e Usys—C apresentaram um elevado aumento da neuroviruléncia em testes em
macacos realizados para avaliar a seguranca de lotes vacinais (REZAPKIN et al., 1994;

1998).
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Outra observacdo feita sugere que a mutacdo Cg3—U, quando associada com as
mutagdes Usy;s—C e Graa—A, confere ao virus um fenotipo completamente virulento. Este
estudo ainda sugeriu que a mutagdo Usys—C suprime o efeito atenuante da base G no
nucleotideo 480, ¢ que mutagdes Aj433—C, levando a substituicdo Metys—Leu de VP3,
G741—U, levando a substituicdo de Alags—Ser de VP1, e Ay79s—G, levando a substituicdo
Thrjps—Ala de VPI1, também poderiam ter um efeito na reversdo a neuroviruléncia
(CHRISTODOULOU et al., 1990).

Testes de neuroviruléncia de recombinantes construidos entre a cepas P1/Sabin e a
cepa P1/Mahoney, em camundongos PVR-Tg, sugeriram uma contribuicdo importante do
nucleotideo 480 para a expressdao do fenotipo neurovirulento ou atenuado (HORIE et al.,
1994). Este estudo sugeriu a participagdo de uma mutacdo de Go3s—U de VP4 para a
atenuacdo da cepa P1/Sabin. Outros testes de neuroviruléncia de recombinantes entre as cepas
P1/Sabin e P1/Mahoney e de mutantes sitios-dirigidos, em camundongos PVR-Tg,
identificaram mutacdes atenuantes adicionais aquela encontrada no nucleotideo 935, 2438-
VP3, 2795-VP1 ¢ 2879-VP1. A mutacao atenuante Goss—U leva a substituicao Alags— Ser de
VP4; a mutagdo Ujyyszgs—A leva a substituicdo de Leuys—Met de VP3; a mutacdo Girr97—A
leva a substituicdo de Alajgpe—Thr de VP1; a mutagdo C,370—U leva a substituicdo de
Leuj34—Phe de VP1 (BOUCHARD; LAM; RACANIELLO, 1995).

O uso de quimeras entre P1/Sabin e P2/Sabin adaptadas a camundongos (cepa v510)
sugere fortemente que a substitui¢do Usro3—C (Tyr;3—His), na regido da polimerase viral
3D ¢ um determinante atenuante da cepa P1/Sabin. A analise dos valores dos testes de
neuroviruléncia em camundongos demonstrou que tanto Ces € Gago atuam
independentemente para atenuar o poliovirus tipo 1. Além disto, este estudo demonstrou que
quando o genoma viral apresentava estas duas mutagdes, e ambas eram expressas, elas
apresentam um efeito acumulativo na atenuacdo, preferencialmente, do que um efeito
sinérgico. A mutagao Cepo3 atua como a principal contribui¢do para o fenotipo temperatura
sensivel, entretanto, a introdu¢ao de apenas uma mutagdo Cero3 no gene 3D em dois
mutantes analisados, ndo resultou em aumento da termosensibilidade, sugerindo que a
mutacdo Cepo3 esta fenotipicamente associada a pelo menos uma das 11 mutagdes localizadas
na regido 3’ terminal do genoma de P1/Sabin (3D"*/3’-NCR) (TARDY-PANIT et al, 1993).

O efeito termo-sensivel associado a regidao 3’ terminal do genoma P1/Sabin ¢ resultado
de um efeito acumulativo e/ou sinérgico de pelo menos trés determinantes, incluindo, em
adicdo o codon Hisys, o Ilesgy (Uzg7;) de 3D ¢ os nucleotideos G441 € Cra19 na regiao 3’-
NCR. Dos trés residuos de P1/Sabin, Asnss (Ag143), His7s, e Ilesen, resultantes de mutacdes

~ . . 1 . ~ . .
ndo-silenciosas em 3D, somente His7, € Iless; parecem afetar as fungdes virais em altas
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temperaturas e, estdo envolvidos, independentemente, na sensibilidade a temperatura, apesar
de apresentarem um efeito mais potencializado quando expressas juntamente, podendo afetar
outras func¢oes virais. O residuo His;; reduz a iniciacdo da sintese de RNA viral acima de
38°C enquanto Ilesq; parece afetar a atividade da polimerase 3D, uma vez que este residuo
localiza-se perto do dominio D (aminoacidos 351-361), um dominio comum para varias RNA
polimerases. Resultados sugerem que G7s4; sozinha ou em associagdo com Crs1 estd
envolvida no fendtipo termo-sensivel de P1/Sabin, enquanto, C7419 ndo contribui para o efeito
(GEORGESCU et al., 1995a). A mutagdo na posigdo 7441 parece estar envolvida na iniciagao
da sintese da fita negativa de RNA (BORZAKIAN et al., 1993).

Testes de neuroviruléncia utilizando mutagénese sitio-dirigida para gerar mutantes
P1/Sabin/P1/Mahoney com mudancas nucleotidicas nestas posi¢des, seguidos por testes de
neuroviruléncia em macacos demonstraram que em contraste com estudos anteriores a
mutacdo Gugp de P1/Sabin para Asgp em P1/Mahoney resulta somente em um pequeno
aumento na viruléncia. Além disto, a mutacdo 6203 nesta cepa teve um pequeno efeito
adicional no nivel de neuroviruléncia. Portanto, estes estudos moleculares t€ém sugerido que
uma mutacdo Asg0—G da regido 5’-NCR da cepa P1/Sabin tem uma contribui¢do importante
na atenuacdo, enquanto uma mutagao de Ugy;—C, resultando na substituicdo de um
aminodcido na RNA polimerase viral, também tem sido sugerida como um determinante de
atenuacdo, embora em um grau menor. Em contraste com os estudos anteriores, este estudo
indicou que Gasgo possui apenas um efeito atenuante menor do que o da posi¢do anterior. Estes
resultados confirmam a existéncia de outros determinantes atenuantes espalhados ao longo do
genoma da cepa P1/Sabin (McGOLDRICK et al., 1995). Interessantemente, ambas as
mutagdes Gugo € Cer03 juntas em P1/Mahoney sdo selecionadas in vitro (FURIONE et al.,
1993; OTELEA et al., 1993). Entretanto, estas reversdes nao foram correlacionadas com o
aumento da neuroviruléncia em lotes de vacinas (REZAPKIN et al., 1994).

Os nucleotideos 480 ¢ 525 apresentam um pareamento de bases na raiz da estrutura
em loop do dominio F da regido 5’-NCR (SKINNER et al., 1989), dominio este que faz parte
da IRES (MUZYCHENKO et al., 1991). E um pareamento de bases ndo continuas que ocorre
na estrutura secundaria da regido 5’-NCR (PILIPENKO et al., 1989; MUZYCHENKO et al.,
1991; HELLEN et al., 1995). Tem sido sugerido que Gagyp de P1/Sabin resulta na alteracao de
um par de bases Augo:sos—U encontrado na cepa P1/Mahoney para um par de bases
Gusgo:s2s—U  encontrado na cepa P1/Sabin, sugerindo que o fenotipo atenuado esta
parcialmente associado ao enfraquecimento do parecamento das bases em uma estrutura
altamente conservada (CHRISTODOULOU et al., 1990; MUZYCHENKO et al., 1991;
AGOL, 1991; MINOR, 1992; MACADAM et al., 1994). A alteragdo da estrutura secundaria
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da regido 5°-NCR, causada por Guso, poderia alterar a interacdo do RNA viral com um ou
mais fatores do hospedeiro necessarios para a iniciagdo da traducdo, levando a uma
diminui¢do do nivel da tradugdo, replicagdo e neuroviruléncia viral (SVITKIN; MASLOVA;
AGOL, 1985, 1988; KAWAMURA et al., 1989; AGOL, 1991; MUZYCHENKO et al.,
1991). A presenca de uma mutagdo revertente Gago—A ou uma mutagao supressora Usys—C
revertem esse processo (CHRISTODOULOU et al., 1990; MUZYCHENKO et al., 1991). Por
outro lado, o forte pareamento das bases ¢ a atividade in vitro do RNAm viral poderiam ser
restaurados tanto por uma reversao direta Asgo ou por uma mutacdo Csys (MUZYCHENKO et
al., 1991).

Outros estudos sugerem que a mutagdo atenuante de Ugo3;—C, levando a substitui¢ao
de Tyr;3—His da RNA polimerase viral, esteja envolvida na termo-sensibilidade da cepa
vacinal ¢ diminua a eficiéncia da sintese do RNA viral (CHRISTODOULOU et al., 1990;
TARDY-PANIT et al., 1993).

A mutacdo Graq; da regido 3’-NCR poderia alterar a estrutura secundaria e/ou
afinidade com o fator do hospedeiro pelo RNA viral, inibindo da replicagao
(CHRISTODOULOU et al., 1990).

A extensiva pesquisa de passagens em culturas de células para todos os trés tipos de
poliovirus atenuados detectou um relativo numero de mutagcdes que consistentemente
acumulam—se durante as condi¢des de cultivo in vitro com um perfil especifico para cada
substrato e para as condi¢des utilizadas na propagacdo viral (REZAPKIN et al., 1994, 1995;
TAFEFES et al., 1995).

Mutantes consistentemente acumulando-se durante passagens seriadas in vitro foram
identificadas através do teste molecular MAPREC (“Mutant Analysis by Polimerase chain
Reaction and Enzyme Cleavage ™).

Estas mutacdes foram observadas na regido ndo codificante (480, 525 e 7441) e nas
regides codificantes, (1449, 4994 ¢ 6203) e 1123 e 1141 (mutagdes silenciosas). Mutagdes
ndo silenciosas Giaa9—A € Gag9s— A induzem uma Glnjgs—Arg de VP2 e no aminoacido 238
de 2C, respectivamente (REZAPKIN et al., 1994). O papel destas mutacdes ¢ desconhecido,
mas vale a pena lembrar que VP2 localiza-se no na superficie da particula viral, estando
envolvida na neutralizagao dos poliovirus com anticorpos neutralizantes (PAGE et al., 1988) ¢
que na regido 2C encontra-se a regido conhecida por apresentar a propriedade guanidina-
resistente do virus, além de estar envolvida de algum modo na replicacdo do RNA (LI &
BALTIMORE, 1988).

REZAPKIN e colaboradores (1994) observaram o acimulo de mutagdes que

consistentemente sdo inseridas no genoma de P1/Sabin. O virus vacinal foi passado 10 vezes
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em dois cultivos celulares, AGMK e Vero, ambas em temperatura 6tima e supra-6tima (34°C
e 37°C) com o objetivo de amplificar consistentemente mutacdes selecionadas para um nivel
detectavel. Em células AGMK o nivel de acumulacdo foi mais lento, € ambas as mutagdes
foram se acumulando gradualmente, com Aygy mais rapido que Csps. Quando P1/Sabin foi
propagado em cultura de células Vero, o pareamento A:U foi mais rapidamente selecionado
ao invés de G:C em cultura confluente, demonstrando que o “status” do substrato celular
pode afetar ndo somente o nivel de acumulagdo, mas também o tipo de reversdo. A mutacdo
mais proeminente selecionada foi o pareamento complementar 480-525, trocando G:U no
dominio F da regido 5’-NCR tanto para A:U ou G:C. A quantificagdo simultdnea de mutagdes
nos nucleotideos 480 e 525 demonstrou que estes revertentes nunca ocorrem
simultaneamente, sugerindo que a configuracdo instavel A:C possa ser letal para o virus. Em
contraste, a substituicdo do fraco pareamento G:U presente na cepa P1/Sabin tanto por A:U ou
por G:C aumenta a adaptacdo do virus tanto em culturas de células quanto no SNC de
macacos, resultando na perda da atenuagdo (REZAPKIN et al., 1994).

Para identificar outras muta¢des no genoma viral adquiridas durante a replicagdo no
SNC de primatas ndo humanos, isolados foram pesquisados através da técnica de SHA
(“Sequency Heterogeneity Assay”). Todas as mutagdes encontradas foram localizadas na
regido ndo codificante: 480, 525, Ugio—C, Ga741—A, Alagg—Thr de VPle o pares de bases
GU-AU ou GU-GC formado pelos nucleotideos U7427/7441—C (REZAPKIN et al., 1994). O
nucleotideo Ug;2 € complementar a base A do codon AUG dentro do elemento B-box, um
componente essencial a IRES dos poliovirus (PILIPENKO et al., 1992). Isto sugere que
Us12—C pode influenciar a iniciacao da sintese proteica (LU et al., 1996). A alteracao Aj74; €
um determinante de termo-sensibilidade do virus, sendo selecionado em culturas de células a
38,5 °C, mas nao em 37 °C (LU et al., 1996). A mutacdo Uy47—C ¢ complementar ao
nucleotideo 7441 (PILIPENKO et al., 1992), e provavelmente estabiliza o “hairpin” do RNA
viral. Esta mutagdo C7427 foi sempre encontrada na mesma molécula RNA que continha Asgp
enquanto a sua freqiiéncia diminui em culturas devido a competi¢do com virus contendo Css
(LU et al, 1996).

A construcdo e caracterizacdo de mutantes P1/Sabin determinaram uma reversiao no
nucleotideo 189 da regido 5’-NCR que parece apresentar um papel no aumento da
neuroviruléncia ¢ na perda da sensibilidade da temperatura. Entretanto, o efeito de Ujgo
depende da presenga de outros determinantes (GEORGESCU et al., 1997).

Em um estudo envolvendo o seqiienciamento nucleotideo parcial de cepas derivadas
da cepa P1/Sabin isoladas de cinco casos VAPP, foi demonstrado Gago—A em todas as cepas

(OTELEA et al., 1993). Em um outro estudo, cepas de poliovirus derivadas da cepa P1/Sabin
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isoladas de fezes de quatro casos de VAPP, também apresentaram Gagp—A em trés cepas e
Usps—C em outra cepa (LI et al., 1996).

As mutagdes nos nucleotideos 480 e 525 também foram observadas em poliovirus
derivados da cepa P1/Sabin ap6s multiplica¢do no intestino de individuos vacinados saudaveis
(MINOR & DUNN, 1988; DUNN et al., 1990; GUILLOT et al., 1994). A Figura 08

demonstra a localizacdo dos principais nucleotideos atenuantes na cepa Sabin 1.

P1/Capsideo P2/Nao Capsideo P3/Nao Capsideo

< > < > < >
P1 P2 P3

VP4

5°NC

<:>7 | 3'NC A(n)

VPg

T106A
L225M
A6|SS | L1 ? AF

I I | I I
A480G G935U 2795A
U2438AG C2879U

Figura 08: Localizacdo dos principais nucleotideos atenuantes (barras inferiores) e
substituicoes de aminoadcidos (barras superiores) na cepa Sabin 1. Abreviagdo dos
residuos de nucleotideos: A, adenina; C, citosina; G, guanina; U, uracila. Abreviagao dos
residuos de aminoacidos: A, alanina; F, fenilalanina; H, histidinina; L, leucina; M, metionina;
S, serina; T, treonina; Y, tirosine. Adaptado de KEW et al., 2005.

1.10.1.1 Modificagdes genomicas em poliovirus tipo 1 isolados de casos de poliomielite

associados a vacina e de individuos vacinados saudaveis

Em um estudo envolvendo o seqiienciamento parcial de cepas P1/Sabin derivadas de
isoladas de cinco casos VAPP (quatro de fezes e uma de SNC), foi demonstrado uma mutagao
revertente Gago->A em todas as cepas (OTELEA et al., 1993; GUILLOT et al., 1994). Em
uma destas cepas, isolada de fezes, foram observadas outras mutagdes revertentes nos
nucleotideos 2749-VP1, 6141 e 6203 (3D™), 7441 (3’-NCR), e também outras mutagdes
novas (OTELEA et al., 1993). Em um outro estudo, cepas de poliovirus derivados da cepa
P1/Sabin isoladas de quatro casos VAPP, também apresentaram varias mutagdes, entre as
quais uma mutagao Gago—A em trés cepas e uma mutacdo Usys—C em outra cepa (LI et al.,

1996). Duas destas cepas também apresentaram um genoma recombinante com substitui¢ao
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de Cgr03—U, levando a mudanca de His;3—Tyr da RNA polimerase viral (LI et al., 1996).
Como todas as cepas derivadas de P1/Sabin isoladas de casos VAPP (oito das fezes e uma do
SNC), e citadas acima, mutaram no nucleotideo 480 (ou 525) (OTELEA et al., 1993; Ll et al.,
1996), ¢ interessante observar que uma cepa derivada da cepa P1/Sabin sem mutagdes nos
nucleotideos 480 e 525, e também sem mutagdes nos nucleotideos 476 (CONTRERAS et al.,
1992), 2741, 2795, 6203 e 7441, foi isolada do SNC de um caso de poliomielite associado a
vacina (GEORGESCU et al., 1994), sugerindo que estas mutagdes podem ndo ser essenciais
ao estabelecimento da doenga.

Das dez cepas de poliovirus derivadas da cepa P1/Sabin isoladas de casos VAPP
(OTELEA et al.,, 1993; GEORGESCU et al.,, 1994; LI et al.,, 1996), apenas duas
demonstraram ser recombinantes possuindo parte do genoma derivado, provavelmente, de
cepas selvagens (LI et al., 1996). O isolamento de poliovirus recombinantes em casos de
VAPP sugeriu que a recombinacdo também pode contribuir para o aumento da
neuroviruléncia. A analise de poliovirus isolados em casos de VAPP demonstrou que existe
uma selecdo durante a replicacdo da cepa P1/Sabin in vitro contra His7; (Cea03), llessz (U7071)
de 3D, ¢ contra G4 da regido 3’-NCR. Entretanto, U77; (Ilessz) pareceu ser mais estavel
do que (Ce03) Hisyz € Graa;. Todos os isolados recombinantes analisados apresentaram a
mutagdo revertente Ceo3—U (3DP”) (GEORGESCU; DELPEYROUX; CRANIC, 1995).
Outras mutagoes, adicionais a Gagp—A também foram encontradas no genoma de poliovirus
recombinantes, nos codons 189 (5’-NCR), 65-VP4, 60-VP3, 59-60-VP3, 90-VP1, 106-VP1,
222-VP1, 36-2A, 134-2A, 1885, 3052, 3073, 3991 e Ussso (regido 3C) isolados de casos de
VAPP (GEORGESCU et al., 1997).

As mutagdes nos nucleotideos 480 e 525 também foram observadas em poliovirus
derivados da cepa P1/Sabin apds replicagdao no intestino de individuos vacinados saudaveis
(MINOR & DUNN, 1988; DUNN et al., 1990; MUZYCHENKO et al., 1991; GUILLOT et
al., 1994). Embora em outro estudo a mutagao revertente Gago—A nao tenha sido observada
em poliovirus derivados da cepa P1/Sabin, apds passagens no trato intestinal de individuos
saudaveis, uma mutagdo de Us76—A foi observada, e também foi sugerido que esta mutagao
poderia ter algum papel na reversdo a neuroviruléncia (CONTRERAS et al., 1992). A
mutacdo nesta posicdo converte um par de bases nao pareado U-U nos nucleotideos 476-528
em um par A-U em uma estrutura secundaria da regido 5°’-NCR.

No Brasil, oito amostras P1/Sabin derivadas isoladas de casos de paralisia foram
parcialmente seqiienciadas com o objetivo de investigar as mutacgdes revertentes nas posicoes
480, 525 e 6203 do genoma. Quatro amostras apresentaram Gugo—A, seis amostras

apresentaram Usys—C e sete amostras apresentaram Cgro3—U levando a substitui¢do de
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His73—Tyr da RNA polimerase. Uma amostra apresentou Guago, Aaso € Csas, Usas, € manteve
Ce203, indicando que pelo menos duas populacdes se encontravam presentes (FRIEDRICH et

al., 1995).

1.10.2 Bases moleculares da atenuaciio e da reversio a neuroviruléncia da cepa

vacinal P2/Sabin

A cepa atenuada P2/Sabin (P2/P712,Ch,2ab) foi derivada de uma cepa selvagem com
baixa neuroviruléncia, denominada P2/P712/56, isolada de fezes de uma crianca saudavel
(RACANIELLO, 1988).

A analise da seqiiéncia nucleotidica da cepa P2/Sabin revelou que ela difere de uma
cepa revertente neurovirulenta, P2/117 em 23 nucleotideos. Destas 23 mutacdes verificadas,
tr€s foram encontradas na regido 5’-NCR do genoma. As 20 mutagdes restantes ocorrem na
regido codificante gerando cinco mudangas de aminoacidos, uma mutagdo em cada proteina
de capsideo VP4 e VPI, uma na proteina nao estrutural 2B, ¢ duas mutagdes na 3p™!
(POLLARD et al., 1989).

A comparagdo da seqiiéncia nucleotidica parcial da regido 5’-NCR da cepa precursora
da cepa P2/Sabin demonstrou a presenca de Csog € de Ga4g1 (MUZYCHENKO et al., 1991).

A cepa vacinal P2/Sabin possui A4s;, enquanto P2/117 apresenta uma base G nesta
posi¢do (POLLARD et al., 1989). A transi¢do da posicdo 481 parece ser acompanhada por
uma segunda mutagdo na posi¢do 398; onde aqui, a base U da cepa P2/Sabin ¢ normalmente
substituida por uma base C. A mesma combinagdo de Cios € Gus; parece como uma
caracteristica do precursor da cepa P2/Sabin, P/712 (MUZYCHENKO et al., 1991).

Diferentemente do pareamento de bases entre os nucleotideos 480 e 525 no genoma
P1/Sabin, o pareamento entre os nucleotideos 398 ¢ 481 em P2/Sabin ndo ¢é previsto pela
existéncia de uma estrutura secundaria na regido 5’-NCR (RIVERA; WELSH; MAIZEL,
1988; PILIPENKO et al., 1989; SKINNER et al., 1989, MACADAM et al., 1991a, 1992),
mas sim pelo envolvimento de interagdes terciarias (PILIPENKO et al.,, 1989). Esta
desestabilizacdo da estrutura secundaria (e/ou terciaria da regido 5’-NCR) da cepa P2/Sabin
altera a sua interagdo com um ou mais fatores do hospedeiro necessarios para a iniciagdo da
traducdo, resultando em uma tradugdo ineficiente do RNA viral, a qual diminuiria
parcialmente a replicacdo e neuroviruléncia viral (MUZYCHENKO et al., 1991; AGOL,
1991; MACADAM et al., 1991a, 1994). O pareamento das bases 398-481 confere vantagens

para o crescimento viral em certas linhagens celulares diferenciadas. A mutacdo Gagi—A
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diminui a eficiéncia da iniciagdo da poliproteina (MUZECHENKO et al., 1991), devido a
deficiéncia do RNA em direcionar a sintese de proteinas virais especificas (SVITKIN;
MASLOVA; AGOL, 1985; SVITKIN et al., 1988; 1990). O papel da mutacao Usgs—C parece
ser menos significante na eficiéncia da traducdo (MUZYCHENKO et al., 1991). Todos os
derivados de P2/Sabin isolados de casos de VAPP com aumento da neuroviruléncia
demonstraram reversdo de Gus;, € a maioria deles também apresentava Cago
(MUZYCHENKO et al., 1991).

A construgdo de recombinantes entre a cepa atenuada P2/712 e a cepa neurovirulenta
adaptada a camundongos P2/Lasing e o uso de mutagénese sitio-dirigida foi utilizado para
identificar regides do genoma de P2/Sabin que atenua a viruléncia de P2/Lasing em
camundongos (REN; MOSS; RACANIELLO, 1991). Estes estudos demonstraram que Aus;
da regido 5’-NCR e Ajgo do aminodcido 143-VP1 (Ile—Val ou Ile—Thr) sdo os principais
determinantes atenuantes no genoma de P2/712 em camundongos normais ¢ em camundongos
PVR-Tg (MOSS; O’NEIL; RACANIELLO, 1989; REN; MOSS; RACANIELLO, 1991).

Recombinantes entre a cepa atenuada P2/Sabin e a cepa revertente neurovirulenta
P2/117, isolada de um caso de VAPP, juntamente com o uso de mutagénese sitio-dirigida,
demonstrou que A4 da regido 5°-NCR e Ilejs3 de VPI1, também sdo importantes
determinantes da atenuacdo da cepa P2/Sabin em primatas. Mutagdes em apenas estes dois
determinantes atenuantes resultaram em um virus altamente neurovirulento (MACADAM et
al., 1993). Embora mutacdes revertentes nestes dois determinantes atenuantes sejam
importantes para a reversao a neuroviruléncia da cepa P2/Sabin, muta¢des nos nucleotideos
Usos, Uss7 € Agss (5’-NCR) e Ugsg induzindo Alay;—Ser de VP4 da cepa P2/Sabin também
estdo envolvidas na atenuag@o e na reversdo desta cepa a neuroviruléncia (REN; MOSS;
RACANIELLO, 1991; MACADAM et al., 1991a; 1993).

Revertentes P2/Sabin neurovirulentos sempre perdem Ile 43 de VP1, por Val, Thr, Ser,
Asn resultante a partir de mutagdes nos nucleotideos 2908 ¢ 2909. Os residuos de Val e Thr,
pelo menos, resultam na perda da atenuacao tanto em macacos como em camundongos PVR-
Tg (MACADAM et al., 1991a; REN; MOSS; RACANIELLO, 1991).

Ficou demonstrado que a cepa P2/Sabin ¢ geneticamente estavel sob as condicdes
utilizadas na producao da vacina, mas a neuroviruléncia aumenta significativamente quando o
virus ¢ submetido a condi¢cdes anormais de cultivo. O genoma de P2/Sabin propagado acima
de cinco passagens em cultura de células AGMK a 34°C e 37°C apresentou duas e trés
mutacdes respectivamente, e para virus propagado em células Vero, nas mesmas

temperaturas, trés ¢ 11 mutagdes foram encontradas respectivamente (TAFFS et al., 1995).
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Todos os trabalhos supracitados revelam que a reversao Ass;—G da regido 5’-NCR ¢
um importante determinante no teste de neuroviruléncia em macacos. Entretanto, analises de
lotes vacinais onde o virus foi propagado seriadamente por seis vezes com o intuito de se
obter uma maior quantidade de mutac¢des, demonstrou que o nivel de neuroviruléncia foi
baixo, concluindo que a presenca apenas de Gg; ndo aumenta a neuroviruléncia do poliovirus
tipo 2 em macacos. O papel desta mutagdo foi verificado utilizando-se uma cepa P2 usada na
produgdo de OPV na China, Chung 2. Esta cepa foi derivada por passagem seriada sob
condi¢cdes de baixa temperatura e multiplicidade. A seqiiéncia nucleotidica de Chung 2
revelou que ela difere de P2/Sabin em 52 sitios. Chung 2 apresenta 100% do tipo selvagem
Gus1, mas possui grau de neuroviruléncia extremamente baixo em macacos Rhesus
(REZAPKIN et al, 1999). A Figura 09 demonstra a localizacdo dos principais nucleotideos

atenuantes na cepa Sabin 2.

P1/Capsideo P2/Nao Capsideo P3/Nao Capsideo
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Figura 09: Localizacdo dos principais nucleotideos atenuantes (barras inferiores) e
substituicoes de aminoacidos (barras superiores) na cepa Sabin 2. Abreviacdo dos
residuos de nucleotideos: A, adenina; C, citosina; G, guanina; U, uracila. Abreviacdo dos
residuos de aminoacidos: I, isoleucina; T, treonina. Adaptado de KEW et al., 2005.

1.10.2.1 Modificagdes gendmicas em poliovirus tipo 2 isolados de casos de poliomielite

associados a vacina e de individuos vacinados saudaveis

Mutagdes revertentes em determinantes atenuantes da cepa P2/Sabin tém sido
observadas em poliovirus isolados de casos de VAPP. Uma mutagdo A43;—G na regido 5’-

NCR e mutagdes nos codons (nucleotideos 2908, 2909 e¢ 2910) do aminoacido 143-VP1,
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levando a substituicdo do aminoacido atenuante Ile por outros aminoacidos, foram observadas
previamente em todas as cepas do tipo 2 isoladas de fezes e/ou SNC de casos VAPP
(POLLARD et al, 1989; EQUESTRE et al., 1991; MUZYCHENKO et al., 1991;
MACADAM et al, 1991a, 1993; GUILLOT et al., 1994; GEORGESCU et al., 1994, 1995a).
A unica excecdo em um destes estudos foi uma cepa isolada do SNC de um caso VAPP, que
apresentou mutacdo A4gz;—G, mas manteve a Ilejs3 atenuante em VP1 (GEORGESCU et al.,
1994). Uma mutagdo de Usos—C da regido 5’-NCR, também foi freqlientemente observada
em cepas poliovirus tipo 2 isoladas de casos VAPP (MUZYCHENKO et al., 1991;
MACADAM et al., 1991a).

A mutacdo Asg;—G também foi observada em poliovirus derivados da cepa P2/Sabin
isoladas de casos de individuos vacinados saudaveis (MINOR & DUNN, 1988; DUNN et al.,
1990; MACADAM et al, 1991a, 1993). A substituicio de Ilejss de VP1 por outros
aminodcidos, também foi observada em poliovirus derivados da cepa P2/Sabin isolados de
fezes de individuos vacinados saudaveis, apos a multiplicacdo do virus no intestino humano,
também demonstrando uma sele¢do contra Ilejs3 em VP1 (MACADAM et al., 1993).

Embora mutacdes sejam importantes para a reversdo a neuroviruléncia da cepa
P2/Sabin, o freqiiente isolamento de poliovirus tipo 2 recombinantes de casos VAPP sugere
que a recombinagdo gendmica também pode estar envolvida no aumento da neuroviruléncia
desta cepa (LIPSKAYA et al., 1991; FURIONE et al., 1993; GEORGESCU et al., 1994;
1995a,b).

Mutagdes em sitios antigénicos das proteinas do capsideo também tém sido
observadas em poliovirus tipo 2 isolados de casos de VAPP (FIORE et al, 1987), e poderiam
agir como um mecanismo de escape contra respostas imunologicas.

Vinte e trés isolados derivados de P2/Sabin de amostras de casos de VAPP, de
comunicantes saudaveis e de criangas com diagndstico suspeito de poliomielite no Brasil
foram analisados quanto a presenca de mutagdes nas posicoes 398 e 481 da regido 5’-NCR e
no aminoacido 143-VP1. O seqiienciamento parcial demonstrou que 10 amostras Csog, 16
amostras Gug; € 15 amostras com Ser-Asn-Thr-Val em 143-VP1. Uma amostra apresentou
U:Cs9g aproximadamente na mesma propor¢ao, indicando a presenca de pelo menos duas
subpopulagdes, enquanto uma segunda amostra apresentou Asg;—G, indicando que uma

pequena populacdo Gug; estava presente (FRIEDRICH et al., 1995).
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1.10.3 Bases moleculares da atenuacio e da reversiao a neuroviruléncia da cepa

vacinal P3/Sabin

A cepa atenuada P3/Sabin (P3/Leon 12alb) foi derivada de uma cepa neurovirulenta
selvagem denominada P3/Leon/37, isolada do cérebro e medula espinhal de um caso fatal de
poliomielite paralitica em 1937 (RACANIELLO, 1988).

A comparagdo da seqiiéncia nucleotidica completa da cepa P3/Sabin (STANWAY et
al., 1984; TOYODA et al., 1984; WEEKS-LEVY et al., 1991) com sua precursora
neurovirulenta P3/Leon/37, e seu revertente neurovirulento P3/119/70 revelou 10 e nove
diferengas nucleotidicas respectivamente (WESTROP et al., 1989).

A construcdo de recombinantes entre a cepa P3/Sabin e a cepa P3/Leon, demonstrou
que Gopo—T, Canp—U da regido 5’-NCR e Cyp34—U, levando a uma substitui¢do de
Serg;—Phe em VP3, sdo importantes para a atenuacdo da cepa P3/Sabin em macacos
(WESTROP et al., 1989; CHUMAKOV et al., 1991). Estudos sugeriram que Uz493—C,
levando a uma substitui¢do de Iles—Thr de VPI1, também apresenta algum efeito na
atenuacdo (WEEKS-LEVY et al.,, 1991; TATEM et al., 1992). A analise da seqiiéncia
nucleotidica do revertente neurovirulento P3/119 sugere que a mutacdo no nucleotideo 7432,
anterior a cauda poli-A também apresenta um papel na atenuagao de P3/Sabin (WESTROP et
al., 1989).

A construcdo de poliovirus recombinantes contendo a regido codificante de
P2/Lansing e a regido 5°’-NCR de P3/Leon 12alb, P3/Leon/37 e P3/119/70 demonstrou que,
os isolados que apresentavam C,7, eram neurovirulentos em camundongos, enquanto aqueles
que continham a base U nesta posi¢do eram atenuados (LA MONICA; ALMOND;
RACANIELLO, 1987). A presenga de C47, aparentemente aumenta a eficiéncia da translacao
do RNA viral (SVITKIN et al., 1990). Quando poliovirus recombinantes foram cultivados em
linhagem celular de neuroblastoma humano, recombinantes Ui;; produziram titulos
aproximadamente 10 vezes menores do que virus neurovirulentos com a base C nesta posicao,
embora estes virus tenham replicado igualmente bem em células HeLa (LA MONICA &
RACANIELLO, 1989).

Andlises de recombinantes selecionados em temperatura acima de 37°C demonstraram
que o fenotipo sensivel a temperatura esta atribuido a Pheg; de VP3 da cepa atenuada
(FILMAN et al., 1989; MINOR et al., 1991). A localizagdo desta mutacdo na estrutura sugere
que ela deva atuar na desestabilizag@o das interagdes entre protomeros adjacentes, inibindo a

reunido dos protdmeros em pentdmeros, impedindo a montagem do virion (MACADAM et al,
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1991b), similarmente a substituicao Ieu;s—Ile de VP2 (MACADAM et al., 1989; FILMAN et
al., 1989).

O aminoécido 6 esta localizado na regido N-terminal de VP1, regido esta que atua na
entrada do virus na célula susceptivel. Esta regido de VP1 ¢ externalizada e a sua exposicao ¢
necessaria para a ligacdo dos lipossomas. A substitui¢do de Ilec—Thr parece enfraquecer a
externalizacdo do N-terminal (FRICK & HOGLE, 1990).

Também foi demonstrado que Cas7, s@o rapidamente selecionadas durante passagens
seriadas em células renais de macaco verde africano, utilizadas na producdo da vacina
(CHUMAKOV et al., 1991; HORIE et al., 2001). Lotes vacinais que falharam no teste de
neuroviruléncia em macacos continham uma propor¢do maior de virus contendo C47, do que
nos lotes que passaram no teste (CHUMAKOYV et al., 1991; DORSAM et al., 2000).

O nucleotideo 472 pareia com o nucleotideo 537 em uma estrutura secundaria da
regido 5°’-NCR (PILIPENKO et al., 1989; AGOL, 1991). A base atenuante U no nucleotideo
472 do RNA viral da cepa P3/Sabin, resulta na alteracdo de um par de bases Cy72-537—G
encontrado na cepa neurovirulenta P3/Leon/37 para um par de bases Ua7,.537—G encontrado
na cepa P3/Sabin, sugerindo que o fendtipo atenuado estd parcialmente associado ao
enfraquecimento de um par de bases em uma estrutura secundaria altamente conservada
(PILIPENKO et al., 1989; AGOL, 1991). A desestabilizac¢do da estrutura secundaria da regido
5’-NCR, causada pela base atenuante U,7,, poderia alterar a interagdo do RNA viral com um
ou mais fatores do hospedeiro necessarios para a inicia¢do da tradugdo, resultando em uma
diminui¢do da traducdo, multiplicacdo, e neuroviruléncia viral (SVITKIN; MASLOVA;
AGOL, 1985; 1988; AGOL, 1991). A Figura 10 demonstra a localizacdo dos principais

nucleotideos atenuantes na cepa Sabin 3.
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Figura 10: Localizacdo dos principais nucleotideos atenuantes (barras inferiores) e
substituicoes de aminoadcidos (barras superiores) na cepa Sabin 3. Abreviagao dos
residuos de nucleotideos: A, adenina; C, citosina; G, guanina; U, uracila. Abreviagao dos
residuos de aminoacidos: A, alanina; C, cisteina; F, fenilalanina; H, histidinina; I, isoleucina;
L, leucina; M, metionina; S, serina; T, treonina; Y, tirosine. Adaptado de KEW et al., 2005.

1.10.3.1 Modificagdes gendmicas em poliovirus tipo 3 isolados de casos de poliomielite

associados a vacina e de individuos vacinados saudaveis

Uma mutacdo revertente Us7—C da regido 5’-NCR foi observada em todos os
poliovirus derivados da cepa P3/Sabin isolados de fezes e/ou SNC de casos de VAPP, mas
Pheg; de VP3 foi mantida na maioria dos casos (ALMOND et al., 1984, 1985; CANN et al.,
1984; EVANS et al., 1985; MINOR et al., 1989, MACADAM et al., 1989; GEORGESCU et
al., 1994; DRIESEL et al., 1995). Foi sugerido que outras mutacdes no capsideo seriam
capazes de suprimir o efeito atenuante da Pheg; de VP3 (MINOR et al., 1989; MACADAM et
al., 1989; DRIESEL et al., 1995). Uma muta¢ao adicional no aminoacido 54 de VPI, levando
a substitui¢do de Ala por Thr ou Val, também foi freqlientemente encontrada em poliovirus
tipo 3 isolados de casos de VAPP (MINOR et al., 1989; MACADAM et al., 1989). Uma
mutacdo Gi43— A na regido 5’-NCR ocorreu em varias cepas de poliovirus tipo 3 isoladas de
casos de VAPP (DRIESEL et al., 1995).

Uma mutag¢do Us7,—C observada em poliovirus derivados da cepa P3/Sabin isolados
de casos de VAPP, também tem sido observada em individuos vacinados saudaveis,
demonstrando uma forte selegdo contra U no nucleotideo 472 durante a replicagdo do virus no
intestino humano (EVANS et al., 1985; MINOR & DUNN, 1988; MACADAM et al., 1989;
DUNN et al., 1990; TATEM et al., 1991; CONTRERAS et al., 1992; DRIESEL et al., 1995).

A substitui¢do de Pheg;—Ser de VP3 ou mutacdes supressoras em proteinas do capsideo,
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também foram observadas em poliovirus tipo 3 isolados de individuos vacinados saudaveis
(MACADAM et al., 1989; CONTRERAS et al., 1992; DRIESEL et al., 1995).

A recombinagdo genomica também tem sido observada em poliovirus derivados da
cepa P3/Sabin isolados de casos de poliomielite associados a vacina (MACADAM et al.,
1989; FURIONE et al., 1993; GEORGESCU et al., 1994; GEORGESCU; DELPEYROUX;
CRANIC, 1995; DRIESEL et al., 1995). Mutacdes em sitios antigénicos também foram
observadas em poliovirus tipo 3 isolados de casos de VAPP e de individuos saudaveis
(MINOR et al., 1986, 1989; MACADAM et al., 1989).

Um virus derivado recombinante isolado de um caso de VAPP foi encontrado
apresentando uma mutacdo adicional no dominio V da regido 5’-NCR no nucleotideo 510 que
resulta no enfraquecimento do par de bases G-C entre os nucleotideos 488 ¢ 510 (SKINNER
et al., 1989). O virus recombinante perdeu o fendtipo atenuado e sensivel a temperatura
devido a reversdo C47,. MutacOes adicionais foram encontradas no sitio secundario do
aminoacido 30-VP2 e/ou 232-VP1, localizado na interface pentamérica e protomérica do
virion respectivamente, 6194 (6203 em P1/Sabin) no cédon do aminoacido 73-3D que
também esta associado a sensibilidade a temperatura ¢ no residuo 50-VP3 que faz parte do

sitio antigénico 3B (MARTIN et al., 2002).

1.11 RECOMBINACAO

Teoricamente, a recombinagdo ¢ um mecanismo mais eficiente de evolugdo do que
mutacdo pela transferéncia de um nimero de propriedades do virus original em um Unico
evento. A presenca de populacdes variantes de poliovirus ao nivel intestinal proporciona uma
abundancia de material para a selecdo de variantes que crescem mais eficientemente (EGGER
& BIENZ, 2002).

A recombinacdo RNA-RNA ¢ alcancada através de dois mecanismos diferentes. A
recombina¢do nao-replicativa foi proposta como sendo mediada por estruturas parecidas
como ribossomos no genoma de poliovirus, enquanto a recombinagdo replicativa foi
encontrada ocorrendo através de um mecanismo de troca da polimerase durante a sintese da
fita RNA negativa. Esta freqiiéncia esta em torno de 10% a 20% dos recombinantes entre as
fitas progénies, podendo vir a ocorrer ao longo de todo o genoma. Estruturas em forma de
duplo looping estdo envolvidas na recombinacdo permitindo o alinhamento de fitas parentais
através do processo de troca. A recombinagdo ¢ considerada como sendo importante para a

evolucdo de todos os virus e para a conservagao de todo o genoma, acontecendo numa maior

37



freqiliéncia, nos casos dos poliovirus, apds a vacinacdo com a vacina trivalente oral (EGGER
& BIENZ, 2002).

O processo de recombinagdo, durante a sintese de fitas RNA negativas, requer uma
relagdo proxima entre o doador parental e as fitas RNA positivas receptoras. Existem varios
mecanismos nos quais diferentes fitas RNA poderiam trazer essa intima relacdo no interior de
células infectadas: 1) poderia ser uma intera¢do entre complexos individuais de replicacdo,
por exemplo, pela mudanca de RNA através da progénie viral que, liberado a partir de um
complexo de replicagdo, poderia invadir um segundo complexo; 2) varios complexos de
replicacdo poderiam se misturar para formar um complexo contendo mais do que uma fita de
RNA parental e, 3) o complexo de replicagdo poderia ser construido por duas ou mais fitas
RNA parentais diferentes e deste modo, conteria mais de uma populagdo RNA se replicando

(EGGER & BIENZ, 2002).

1.12 POLIOVIRUS DERIVADO DA VACINA - RECOMBINACAO

Os poliovirus apresentam a habilidade de recombinar seu material genético, em niveis
que superam a maioria, se nao todos, os virus RNA (WIMMER; HELLEN; CAQO, 1993). Tal
habilidade torna-se mais 0bvia entre as cepas vacinais, principalmente devido a natureza da
OPV. As recombinagdes genéticas ocorrem naturalmente em decorréncia da capacidade das
cepas Sabin em trocar material genético durante a replicacdo viral no organismo dos
vacinados (KEW & NOTTAY, 1984).

A recombinacdo provavelmente ocorre durante a sintese do RNA de fita negativa
(KIRKEGAARD & BALTIMORE, 1986). A administragdo de OPV proporciona 6timas
condigdes para uma infec¢do simultanea das células favorecendo a possibilidade de
recombinacdo entre os trés genomas de poliovirus. KEW e NOTTAY (1984) descreveram
dois isolados obtidos de casos de paralisia em comunicantes de vacinados com a OPV
trivalente, ¢ demonstraram que um poliovirus tipo 3 isolado possuia as proteinas de capsideo
do tipo 3 e proteinas ndo estruturais do poliovirus tipo 2 e, um poliovirus tipo 2 isolado
recombinou com o tipo 1 para formar um genoma recombinante S2/S1. MINOR e
colaboradores (1986) descreveram o isolamento em pacientes, apds a primeira dose de OPV
trivalente, de um poliovirus tipo 3 fenotipicamente e genotipicamente instavel apos o periodo
de 73 dias de excre¢do. Um isolado recombinante S3/S2 e um isolado apresentando um

complexo arranjo gendmico S3/S2/S3 foram obtidos apos o 8° e 0 42° dia de excregao.
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A recombinag¢do ¢ um fendmeno comum in vivo para poliovirus tipo 3 isolados apos a
imunizacao primaria com OPV trivalente. A analise dos isolados de seis vacinados através das
técnicas de 71 Rnase oligonucleotide fingerprint e seqiienciamento do RNA gendmico,
demonstrou que vacinados excretando poliovirus tipo 3 por longos periodos eventualmente
produzem genomas recombinantes com os tipos 1 e 2 (CAMMACK et al., 1988).

Poliovirus derivado da vacina com genomas recombinantes t&ém ocorrido naturalmente
e s@o freqiientemente isolados tanto de vacinados saudaveis (CAMMACK et al., 1988;
CUERVO et al., 2001) como de casos de VAPP (LIPSKAYA et al., 1991; FURIONE et al.,
1993; GEORGESCU et al., 1994, 1995; GUILLOT et al., 2000; CUERVO et al., 2001;
MARTIN et al., 2002; KEW et al., 2002).

Dois tipos de recombinagdo tém sido observados: a recombinacdo intertipica onde os
doadores das seqiiéncias sdo cepas Sabin (Sabin/Sabin) e, a recombinacdo intratipica, onde
segmentos especificos do genoma de virus Sabin sdo trocados por seqiiéncias ndo vacinais
derivadas de poliovirus selvagens (GEORGESCU et al., 1995; GUILLOT et al, 2000) ou, de
enterovirus ndo polio, principalmente os enterovirus do grupo C (KEW et al, 1998, 2002; LIU
et al., 2000; BROWN et al., 2003).

Poliovirus recombinantes tém sido isolados em 50% e 67% dos casos envolvendo
P2/Sabin e P3/Sabin, respectivamente (FURIONE et al., 1993). Recombinagdes intertipicas
P1/Sabin sao raras, mas ocorrem, de fato, seqiiéncias de proteinas nao estruturais de P1/Sabin
sdo encontradas nos recombinantes P3/Sabin e P2/Sabin isolados (CUERVO et al., 2001).

A andlise combinatéria de dois segmentos polimodrficos distantes do genoma dos
poliovirus (uma na regido da proteina de capsideo VPI e outra na da regido 3D, de 70
isolados a partir de 84 casos de VAPP coletados na Roménia durante 1980-1990 demonstrou
que 49% dos genomas recombinantes pertenciam ao poliovirus tipo 2 e 68% ao poliovirus
tipo 3. A maioria dos isolados apresentou genoma recombinante intertipico (vacinal/vacinal),
entretanto, seis isolados P2/Sabin e dois isolados P3/Sabin diferiram no perfil dos marcadores
de RFLP (“Restriction Fragment Lenght Polymorphism™) para a regidao 3D das cepas Sabin
em mais de um sitio de restrigdo, sugerindo recombinagdo com vacinal/nao vacinal
(FURIONE et al, 1993).

GEORGESCU e colaboradores (1994) detectaram oito isolados com genoma
recombinante de casos de VAPP na Roménia. A maioria foi facilmente reconhecida como
recombinantes intertipicos vacina/vacina através de marcadores de RFLP (S2/S1, S3/S1,
S3/S2, S2/S3/S1 e um genoma quadruplo S2/S3/52/S3), entretanto, um isolado apresentou

perfis atipicos (S2/ndo vacinal).
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Marcadores de RFLP direcionados para a regido C-terminal da 3D e para a regido
3’-NCR do genoma de 138 isolados demonstrou que os sitios de juncdo de recombinagao
encontravam-se localizados na regido codificante das proteinas ndo estruturais (regides P2 e
P3), proteinas envolvidas na clivagem proteolitica ¢ na replicacdo gendmica e, que a maioria
das jungdes do tipo 2 encontrava-se na regidao de P3 (3A e 3D enquanto a maioria do tipo 3
estava na regido de P2 (2A e 2C) (CUERVO et al., 2001).

Apesar das jungdes de recombinagdo serem geralmente localizadas na regido
codificante das proteinas ndo estruturais, em alguns isolados, entretanto, os sitios de
recombinacdo residem na regido das proteinas de capsideo (MARTIN et al., 2002). Um
poliovirus recombinante P2/Sabin/selvagem isolado de um caso de VAPP na Roménia
(GEORGESCU et al., 1994) apresentou um genoma contendo a regido de capsideo de
P2/Sabin sendo flanqueada em suas extremidades por duas unidades de origem ndo vacinal. A
parte central incluia a regido codificante das proteinas de capsideo e o N-terminal da protease
2A (a partir do aminoacido 8 de VP4 ao aminoacido 69 de 2A). A primeira unidade genomica
nao vacinal era a regido 5’-NCR inteira enquanto, a segunda, era quase toda a regido das
proteinas ndo estruturais e a regido 3’-NCR. As duas extremidades de origem ndo vacinal da
cepa isolada foram comparadas com todos as cepas de poliovirus vacinais, poliovirus
selvagens e enterovirus ndo polio. A primeira unidade gendmica apresentou similaridade com
seqiiéncias de poliovirus igual ou maior que 97,9%, enquanto o doador da seqiiéncia na regido
5’-NCR néo pode ser identificado (GEORGESCU et al, 1995).

A porcentagem dos isolados contendo genomas recombinantes varia
consideravelmente de acordo com o sorotipo. Entre 134 isolados analisados 82% foram
P3/Sabin e 62 % P2/Sabin. Dos 55 isolados P1/Sabin, um era uma mistura recombinante e
ndo um genoma recombinante. Parece existir uma associagdo preferencial dos segmentos
gendmicos de acordo com o sorotipo de origem. O tipo P2/Sabin recombinante foi mais
freqlientemente associado com segmentos do genoma de P1/Sabin (20 S2/S1 contra seis
S2/83). Igualmente, P3/Sabin preferiu segmentos genomicos derivados de P2/Sabin (26 S3/S2
contra seis S3/S1). Segmentos gendmicos P1/Sabin foram mais freqiientemente associados a
P2/Sabin do que a P3/Sabin (20 S2/S1 contra seis S3/S1) (CUERVO et al., 2001).

A cinética da excrecao de cepas recombinantes em vacinados indica que genomas
recombinantes podem ser excretados durante a primeira semana apds a primeira dose da
vacina e que uma relativa abundéncia das cepas recombinantes, de acordo com o sorotipo,
ocorre no 14°dia (CAMMACK et al., 1988). Possivelmente, durante os 14 dias que se seguem
a vacinacdo, exista uma replicagdo simultdnea das cepas vacinais no organismo, otimizando

as chances de dois virus infectarem a mesma célula e em decorréncia disto, trocar material
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genético através de recombinacdo. Depois disto, a imunidade intestinal dos vacinados e
fatores desconhecidos no hospedeiro podem restringir a replicacdo de alguns sorotipos e deste
modo limitar a possibilidade de eventos adicionais de recombinacgdo. Isto sugere que o nivel e
as caracteristicas dos recombinantes sdo determinados pela cinética da replicagdo de cada um
dos trés sorotipos. A maioria dos vacinados excreta primeiro o poliovirus do tipo 1, depois o
tipo 2, e finalmente o tipo 3, o que explicaria porque o tipo 2 recombina mais freqlientemente
com tipol e o tipo 3 com tipo 2 (CUERVO et al., 2001).

Um virus isolado de um caso de VAPP na Bielortssia foi caracterizado através dos
testes de diferenciacdo intratipica e pela utilizacdo de anticorpos monoclonais Sabin
especificos como um poliovirus tipo 3 ndo-Sabin-like. A andlise da seqiiéncia nucleotidica
completa da regido de VP1 e de parte da protease 2A revelou um genoma recombinante
intertipico P3/Sabin/P2Sabin com uma juncdo dentro da regido de capsideo. Este evento de
recombinac¢do resultou na inser¢do de uma seqiiéncia de 120 nucleotideos de P2/Sabin na
porcdo 3’ terminal de VP1 no genoma de P3/Sabin. Uma analise posterior revelou uma
estrutura gendémica S3/S2/S1 derivado com os sitios de juncdo localizados nos nucleotideos
3251-3258 (porg¢ao 3’ terminal de VP1) e 4988-4996 (porcao 3’ terminal de 2C e a regido das
proteinas estruturais) (MARTIN et al., 2002).

GUILLOT e colaboradores (2000) analisando 88 isolados de casos de VAPP na
Roménia demonstraram cinco isolados carregando seqii€éncias de origem ndo vacinal. O
seqiienciamento combinado das regides VPI, 2C, 3D ¢ 3’ terminal do genoma através de
marcadores de RFLP demonstrou que 76% dos isolados implicados nestes casos de VAPP
tinham genomas recombinantes. A andlise destes casos de VAPP indica que a recombinagao
de cepas OPV ndo esta restrita as cepas poliovirus, mas poderia envolver enterovirus nao
polio. A maioria destes recombinantes foi vacinal/vacinal, entretanto, cinco isolados
mostraram segmentos gendmicos ndo vacinal sendo classificados como recombinantes
vacinal/selvagem. Para um isolado, a seqiiéncia nucleotidica da regido de 3D identificou o
doador da seqiiéncia vacinal de um isolado como P1/Sabin, enquanto os outros quatro
recombinantes ndo puderam ter o doador da seqiiéncia selvagem identificado. O alinhamento
das seqiiéncias dos poliovirus tipo 1 isolados no surto ocorrido na ilha de Hispanhola revelou
que a regido codificante das proteinas ndo estruturais dos genomas era proveniente de cepas

enterovirus nao pélio (KEW et al., 2002).
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1.13 HISPANHOLA

O 1ultimo caso de poliomielite nas Américas associado com a circulagdo de virus
selvagem foi detectado em Junin, Peru em 1991 (DE-QUADROS et al., 1997). O ultimo caso
de poliomielite no Caribe ocorreu na ilha de Hispanhola, que est4 dividida entre a Republica
Dominicana (onde o ultimo caso descrito foi em 1985) e Haiti (onde o ultimo caso notificado
foi em 1989). Desde 1992, a investigagdo de aproximadamente 20.000 casos de AFP por toda
a América (DE-QUADROS et al.,, 1997) tem sido somente de casos esporadicos de VAPP
(ANDRUS et al., 1995).

O unico caso conhecido de infecgdo por poliovirus selvagem nas Américas depois de
1991, foi associado a importagdes para dentro do Canada em 1993. O contato entre grupos
religiosos holandeses com objegdes a vacinacdo e a comunidade canadense, de similar filiacao
religiosa, ocasionou um surto do P3/selvagem. O seqiienciamento de amplicons gerados a
partir da regido 5’-NCR e da por¢aoVP1/2A dos genomas dos isolados, indicaram uma
similaridade genética maior do que 99% com a cepa holandesa. Nenhuma destas importacdes
estava associada com a doenga paralitica, € ndo houve nenhuma evidéncia da disseminagao do
virus por toda a comunidade (DEBROT et al., 1997).

No verdo de 2000, casos de AFP foram descritos em Bonao, Republica Dominicana, e
Port—de-Paix, Haiti, comunidades que se encontram separadas por aproximadamente 300 km.
Amostras destes pacientes foram positivas para o poliovirus tipo 1. Uma caracterizacao inicial
dos isolados através da utilizagdo de conjuntos de sondas poliovirus genotipo-especifico
RNA, que especificamente reconhecem o genoma da cepa Sabin-poliovirus relacionados,
indicou que estes eram poliovirus derivados da vacina (DE et al., 1995). Entretanto, varias
observagdes levantaram a suspeita de que os casos de AFP em Hispanhola poderiam ser
causados pela circulacdo de poliovirus selvagem: (1) os pacientes tinham paralisia residual;
(2) os casos ocorreram no pico da estagao de transmissdao dos enterovirus (e poliovirus); (3)
um paciente nao foi imunizado ¢ um outro foi imunizado incompletamente (apenas uma dose
de OPV foi administrada); e (4) o poliovirus tipo 1 ¢ o primeiro agente de surtos de
poliomielite (PATRIARCA; SUTTER; OOSTVOGEL, 1997). Uma caracterizagdo da
seqiiéncia de dois isolados, comparando a proteina VP1, demonstrou que eles ndo eram
relacionados [identidade de VP1 <82%] aos Pl/selvagens previamente endémicos em
Hispanhola ou nas Américas ou a qualquer poliovirus rotineiramente encontrado em outras
partes do mundo (KEW et al., 1995). Em contraste, os isolados haitianos ¢ dominicanos
demonstraram 97,4 e 98,0% de identidade de VP1, respectivamente para a cepa P1/Sabin

OPV. Entretanto, o grau de similaridade da seqiiéncia de VP1 para a cepa OPV foi
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substancialmente menor que a normalmente observada (>99,5%) nos isolados a partir de
casos de AFP ou VAPP (MMWR, 2000). Além disso, a afinidade entre as seqiiéncias de dois
isolados sugeriram que estes eram derivados de um recente ancestral comum, como ¢ tipico
dos poliovirus selvagens isolados durante um surto.

Durante o periodo de um ano, 123 casos de AFP foram notificados na Republica
Dominicana, 13 destes foram confirmados como poélio pelo isolamento do poliovirus tipo 1 a
partir de pacientes ou de seus comunicantes. No Haiti, 33 casos de AFP foram investigados no
periodo de agosto de 2000 a julho de 2001. Sete casos adicionais associados com o cVPDV
do tipo 1 foram encontrados em 2001. Dois pacientes morreram de poliomielite bulbar.
Somente um paciente recebeu as trés doses de OPV, 11 pacientes ndo foram vacinados, sete
foram vacinados incompletamente e, dois pacientes ndo tinham o estado de vacinacdo
conhecido (KEW et al, 2002).

O poliovirus do tipo 1 VDPV foi isolado de 19 pacientes ¢ 12 comunicantes nos dois
paises. Todos os 31 isolados eram estreitamente relacionados e pareciam ser a progénie de
uma recente infeccdo comum de OPV. A diversidade de nucleotideos de VP1 dos isolados
haitianos (0,030 diferencas por sitio de nucleotideo) foi substancialmente maior do que a dos
isolados dominicanos (0,007 diferenca nucleotidica por sitio). Os isolados do norte do Haiti
foram mais estreitamente relacionados entre si do que os isolados provenientes do sul, os
quais por sua vez representaram trés linhagens distintas (KEW et al, 2002).

Os tempos aproximados dos eventos na historia da transmissdo de surto de um virus
podem ser estimados a partir da seqiiéncia de VP1 entre os isolados, das datas de coletas dos
espécimes, e do grau de evolucdo de VP1. Por assumir que a grau de evolugdo no interior de
VP1 foi de 0,030 substitui¢cdo por sitio sinonimo por ano, KEW e colaboradores (2002),
estimaram que a dose inicial de OPV ocorreu no final de 1998 ou no inicio de 1999 e que as
linhagens do norte e do sul do Haiti divergiram em meados de 1999 enquanto as linhagens do
sul divergiram novamente poucos meses depois. A proximidade da relagdo das seqii€ncias
entre os isolados dominicanos sugeriu que um ancestral comum ocorreu na primavera de 2000
(KEW et al., 2002).

Todos os virus isolados do surto ocorrido na ilha de Hispanhola eram recombinantes.
As seqiiéncias da regido 5’-NCR e a regido do capsideo eram derivadas de P1/Sabin, enquanto
a maioria das seqiliéncias ndo capsideo eram derivadas de outras espécies de enterovirus C
(OBERSTE et al., 1999b).

Um bloco de seqiliéncias recombinantes (posicdo 3811 para aproximadamente 3952;
regido 2AP°/2B) foram compartilhadas em todos os isolados do surto. Uma relagdo proxima

(93,7 para 100% de identidade) entre seqiiéncias dentro deste bloco proporcionou uma forte

43



evidéncia da sua introdu¢do por um simples evento de recombinacdo e confirmou que o virus
do surto era derivado de uma tnica fonte de infec¢do. Seqiiéncias da regido de ndo capsideo
de 21 isolados dominicanos foram geralmente muito similares, exceto para os isolados de trés
comunicantes de um caso em Navarrete, no qual a seqiiéncia da regido 3D derivava de um
outro enterovirus. A relac@o entre as seqiiéncias nao capsideo de 10 isolados e do isolado em
Pilate tinha pontos de quebra de recombinagdo em comum com o principal grupo dominicano.
Entretanto, os isolados de casos de Port-de-Paix e de um caso fatal de Port-au-Prince diferem
em suas seqiliéncias da regido ndo capsideo de outros isolados haitianos e dominicanos e a
partir de cada um. Pelo menos quatro diferentes enterovirus recombinaram com o poliovirus
tipo 1 VDPV durante sua circulagcdo em Hispanhola (KEW et al., 2002).

Os cVDPVs isolados do presente surto recuperaram duas das mais importantes
propriedades biologicas dos poliovirus selvagens: a capacidade de causar doenca paralitica
severa em humanos e a capacidade da extensiva transmissao pessoa-pessoa.

Todos os 31 isolados tinham a substituicdo nucleotidica Gsgo— A da regido 5’-NCR e,
outros alelos que conferem atenuacao para P1/Sabin também reverteram (nas posigdes 6143,
6203, 7071, e 7441). As propriedades genéticas dos isolados do surto foram consistentes com
suas associagdes com a doenca paralitica em humanos e com outras propriedades
determinadas experimentalmente. O primeiro dos dois isolados foi encontrado como sendo
altamente neurovirulentos para camundongos transgénicos expressando o receptor humano
para poliovirus, e ao contrario de P1/Sabin, foi capaz de replicar em altos titulos em células
HeLa a 39,5°C (KEW et al, 2002).

A circulagdo de VDPV ocorreu num ambiente de baixa cobertura vacinal por todo o
Haiti e em partes da Republica Dominicana. No Haiti, niveis de cobertura com as trés doses
de OPV para criancas com idade inferior a um ano foram os menores nas Américas (cerca de
30% de 1992 para 1997) e cerca de 60% no ano de 2000. Os niveis de cobertura nacionais
foram altos na Republica Dominicana (de 72% para 84% de 1993 a 2000), mas a cobertura foi
muito baixa (20% a 30%) nas comunidades do surto (KEW et al., 2002).

As falhas na cobertura vacinal foram acompanhadas pela falha na vigilancia,
especialmente no Haiti. Contudo, uma reconstrucdo razoavel dos eventos que levam a um
surto pode ser avaliada a partir de dados epidemioldgicos e virologicos combinados. O surto
provavelmente comegou no Haiti, quando a dose de rotina de OPV foi dada a uma crianca
morando numa comunidade com uma baixa cobertura vacinal. O surto na Republica
Dominicana comecou com a importagdo do virus VDPV de linhagem haitiana em uma

comunidade com baixa cobertura vacinal de OPV.
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1.14 FILIPINAS

Os poliovirus tipo 1 e tipo 3 selvagens foram endémicos nas Filipinas até 1993, e a
regido, juntamente com outros paises do oeste do Pacifico, receberam a certificacdo de area
livre de poliovirus selvagem em 2000. Casos de AFP continuam e a pesquisa de poliovirus
nas Filipinas ndo tem detectado qualquer infec¢ao por virus selvagem apos 1993 (SHIMIZU
et al., 2004; MMWR, 2001a).

Entretanto, durante o periodo de marco a julho de 2001, trés casos de AFP associados
a cVDPVs foram descritos nas Filipinas. O primeiro paciente, um menino de oito anos de
idade do norte da ilha de Mindanao, apresentou sinais de paralisia em 15 de margo de 2001. O
segundo paciente, uma menina de trés anos de idade, da ilha de Luzon, apresentou sinais de
meningite em 21 de julho de 2001. Ambos os pacientes receberam as trés doses de OPV. O
terceiro paciente, um menino de 14 meses de idade da provincia de Cavite, com historico de
duas doses de OPV, apresentou sinais de paralisia em 26 de julho de 2001. Somente o terceiro
caso teve paralisia residual 60 dias ap6s a data do inicio dos sintomas. Nenhum dos pacientes
tinha viajado para fora das suas areas de residéncia desde a data do seu nascimento, e
nenhuma liga¢do epidemioldgica direta entre os trés casos de AFP foi encontrada. Uma
amostra de fezes foi coletada de um comunicante saudavel do terceiro paciente da provincia
de Cavite em 23 de setembro de 2001 (SHIMIZU et al, 2004; MMWR, 2001a).

O nivel de cobertura vacinal com as trés doses de OPV tem sido de aproximadamente
de 80% nas Filipinas desde aos anos 90. Entretanto, falhas na imunidade provavelmente
ocorreram em 1997, quando a campanha nacional de imunizacdo em massa com a OPV foi
pela ultima vez conduzida nas Filipinas. A imuniza¢do subnacional que cobriu as areas
urbanas de Manila, Cebu, e Davao e partes de Mindanao seguiram em 1998 e 1999, mas nao
incluiram as trés provincias onde ocorreram os casos de cVDPVs (MMWR, 2001a).

Todos os quatro isolados foram identificados através de microneutralizagdo como
poliovirus tipo 1. Os métodos de hibridizacdo por sonda de RNA e¢ PCR identificaram os
isolados como Sabin 1-/ike, mas apresentaram antigenicidade semelhante ao ndo Sabin-/ike
pela diferenciagdo intratipica por ELISA. Estes isolados foram caracterizados pela andlise das
suas seqiiéncias nucleotidicas de VP1. A andlise da seqliéncia de VP1 determinou que os
poliovirus tipo 1 isolados eram estritamente relacionados com P1/Sabin, diferenciando em
3,1% (Mindanao-01-1 ¢ Luzon 01-2), 3,4% (Luzon-01-1) ¢ 3,5% (Luzon-01-2c) identidade,
indicando que todos eram cVDPVs. Uma andlise filogenética mais detalhada da seqiiéncia
gendmica entre os cVDPVs isolados revelou que eles foram muitos relacionados entre eles

(99,0% a 99,9% de identidade nucleotidica). Resultados do GenBank determinaram que o
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mais proximo relacionado com os ¢cVDPVs das Filipinas era P1/Sabin. O seqiienciamento
completo dos genomas dos isolados cVDPVs revelou que todos eram recombinantes entre
P1/Sabin e um virus ndo Sabin. A identidade das seqiiéncias entre P1/Sabin e Mindanao-01-1
foi 296% nas regides 5’NCR, de capsideo e 2AB e <85% na regido de ndo capsideo. Os
outros isolados cVDPVs mostraram seqiiéncias muito similares com P1/Sabin, e os quatro
compartilharam =99% de identidade nucleotidica entre eles. Os quatro isolados apresentaram
uma recombinacdo comum num sitio localizado no meio da regido 2B (entre os nucleotideos
3927-3949) (SHIMIZU et al, 2004).

A seqiiéncia da regido de ndo capsideo dos isolados filipinos foi relacionada a outros
poliovirus (as trés cepas Sabin e os isolados de Hispanhola com diferentes seqiiéncias de nao-
capsideo), e enterovirus da espécie C, mas nenhuma seqii€ncia com >95% de identidade foi
encontrada. Este sugere que a seqiiéncia da regido de ndo capsideo recombinante deve ser
classificada dentro do grupo da espécie C dos enterovirus (SHIMIZU et al, 2004; BROWN et
al., 2003).

A seqiiéncia gendmica completa dos quatro cVDPVs foram comparadas com aquelas
de P1/Sabin e do parente neurovirulento Mahoney. Os quatro cVDPVs compartilharam
Gugo—A do dominio V da regido 5’NCR e nas posi¢des 7410 e 7441 de 3’NCR. Os cVDPVs
isolados também diferenciaram-se de Sabin em nove reversdes de aminoéacidos para o parente
Mahoney. Entre as trés reversdes de aminoacido nas proteinas de capsideo, duas alteragcdes de
aminoacidos em VPl (VPI1-99 e VP1-106) foram localizadas dentro do sitio 1 de
neutralizacdo antigénica. Quatro diferencas de aminoacidos foram mapeadas na regido 3pr!
(residuos 53, 73, 250 e 362) (SHIMIZU et al, 2004).

Os isolados Mindanao 01-1 e Luzon 01-2 demonstraram potente neuroviruléncia em
camungongos PVR-Tgl enquanto o isolado Luzon 01-2¢ exibiu moderada atenuag¢do ou
neuroviruléncia. Os isolados Mindanao 01-1, Luzon 01-2 e Luzon 01-01 apresentaram
moderada sensibilidade a temperatura. A exce¢do foi Luzon 01-2c que apresentou baixa
sensibilidade (SHIMIZU et al, 2004).

A relagdo entre as seqiiéncias dos isolados sugeriu que a circulagdo de VDPV teve
inicio em 1998. Embora os trés casos tenham ocorrido em comunidades separadas, a estreita
similaridade entre as seqiiéncias dos isolados sugere que o virus se disseminou via uma Unica
cadeia minimamente ramificada, em contraste com o desenho da transmissao em multi-cadeia

encontrada nos casos em Hispanhola (SHIMIZU et al, 2004).
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1.15 MADAGASCAR

Cinco casos de AFP associados com o poliovirus tipo 2 cVDPV foram descritos em
duas diferentes comunidades no sul da provincia de Madagascar durante o periodo de outubro
de 2001 a abril de 2002. O primeiro caso foi isolado no distrito urbano de Toliara e os quatro
casos restantes foram oriundos de um distrito rural de Taolagnaro. O tltimo caso veio de um
comunicante de um dos trés casos de Taolagnaro. Nenhum dos pacientes havia recebido
tratamento completo com as trés doses de OPV (ROUSSET et al., 2003).

Os perfis dos marcadores de RFLP das regides VP1/2A (nucleotideos 2872 ¢ 3647) de
todos os isolados foram idénticos aos de P2/Sabin, mas apresentaram diferencgas nas regides
VP3/VP1 (nucleotideos 1915 a 2883), permitindo distinguir dois grupos (isolados de Toliara e
isolados de Taolagnaro) e dois subgrupos (isolados de margo e de abril). O perfil dos
marcadores de RFLP das regides de nao capsideo, 3D ¢ 3°-NCR (nucleotideos 6535 ¢ 7439)
também contribuiram para confirmar a existéncia de dois grupos separados. Este ultimo perfil
foi completamente diferente daqueles para as trés cepas vacinais, sugerindo recombinagao
com outros enterovirus. O seqiienciamento da regido de ndo capsideo confirmou a existéncia
de duas linhagens derivadas a partir de eventos de recombinacdo com dois enterovirus nao
identificados pertencentes ao cluster filogenético C. A regido de VP1 dos poliovirus tipo 2
isolados de Toliara e Taolagnaro diferiram da cepa Sabin em 1% a 2,5 % de nucleotideos
respectivamente. Esta diferenca pode indicar que as duas cepas isoladas véem se replicando ¢
circulando por aproximadamente um a 2,5 anos, respectivamente. Os isolados da area rural
foram mais relacionados entre si (<1% de diferenca nucleotidica) e diferentes das cepas rurais
(2,9% de diferenca nucleotidica), indicando a existéncia de duas linhagens genéticas
(ROUSSET et al., 2003).

A ultima notificacdo de poliovirus selvagem foi em 1997 e deste modo, acredita-se
que os VDPVs detectados sejam produtos de recombinacdo entre as cepas OPV e dois
enterovirus nao pélio (ROUSSET et al., 2003).

A detecg@o de duas linhagens distintas de cVDPV em Madagascar indica o potencial
de que cVDPVs possam emergir, independentemente, em localidades onde ha falhas na

imunizagao (ROUSSET et al., 2003).
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1.16 EGITO

O 1ultimo poliovirus tipo 2 selvagem caracterizado no Egito foi isolado de um caso em
1979. Entretanto, o ultimo ano da circulagdo do poliovirus selvagem ¢é desconhecido, pois a
vigilancia para os casos de AFP e poliovirus selvagem s6 foi iniciada no pais depois da
década de 90 (YANG et al., 2003).

De 1988 a 1993, o poliovirus tipo 2 foi freqiientemente isolado de pacientes com
poliomielite clinicamente confirmada. A maior parte dos pacientes ndo era imunizada e
nenhum histérico de exposicdo recente a OPV foi relatado, sugerindo a continua circulacio de
P2/selvagem. Esta suposicdo foi refor¢cada pelo achado de 30 poliovirus tipo 2 isolados que
apresentaram propriedades antigénicas duplamente reativas (propriedades antigénicas tanto de
P2/Sabin como de P2/selvagem) quando no teste de diferenciagdo intratipica usando a técnica
de ELISA. Os testes de hibridizacdo com sonda nucléica e diagndstico por PCR revelaram
que os 30 isolados eram geneticamente relacionados com P2/Sabin. A seqiiéncia nucleotidica
de VP1 de dois isolados, Qalyubiya/88-1 e BeniSuef/93, foram comparados com a seqiiéncia
de P2/Sabin, trés isolados P2/selvagens e nove isolados P2/selvagens provenientes de casos
ocorridos na Asia, Africa, Europa ¢ América do Sul durante 1977 ¢ 1991. Os dois isolados
Qalyubiya/88-1 e BeniSuef/93 foram claramente identificados como cVDPVs, apresentando
uma identidade de seqiiéncia de VP1 mais proxima com P2/Sabin de 97,2% e 93,3%
respectivamente, do que com qualquer um dos poliovirus selvagens (76,6% a 81,1% de
identidade nucleotidica de VPI). Os isolados Qalyubiya/88-1 e BeniSuef/93 compartilharam
15 substituicdes nucleotidicas de VP1 distinguindo-se de P2/Sabin, compativel com suas
derivacdes a partir de uma infec¢do ancestral comum. Para visualizar os mecanismos de
divergéncia entre os isolados, estes foram agrupados em 11 grupos de linhagens genéticas,
que correspondem a mecanismos independentes de evolucao divergindo a partir de P2/Sabin.
O grupo mais relacionado apresentou uma média de 26 diferencas nucleotidicas em VPI1 e o
grupo mais distante teve uma média de 73 diferencgas nucleotidicas entre eles (YANG et al.,
2003).

A anélise de regressdao de VP1 para o nivel de evolugdo sugere que todas as linhagens
derivaram de uma Unica fonte de infec¢do de OPV que ocorreu durante 1982, e que a progénie
da infeccao inicial circulou pelo Egito durante 1982-1993. As seqiiéncias das regides 5’-NCR
dos isolados Qalyubiya/88-1 ¢ BeniSuef/93 foram aparentemente derivadas de outros virus
diferentes de P2/Sabin (<85 % de identidade de seqiiéncia de nucleotideo para a regido
5’NCR de P2/Sabin). A identidade nucleotidica das seqiiéncias das regides de ndo capsideo e

3’NCR dos isolados Qalyubiya/88-1 e BeniSuef/93 foram 82,7% e 83,2%, respectivamente,
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com P2/Sabin e de 86,4% identidade de seqiiéncia entre eles. As seqiiéncias entre P2/Sabin e
Qalyubiya/88-1 e BeniSuef/93 sugerem que pelo menos dois eventos de recombinagdo
ocorreram tanto na regido 5’NCR como na regido de ndo capsideo durante a evolucdo de
cVDPV. As seqiiéncias heterologas ndo foram identificadas com qualquer P1/Sabin ou
P3/Sabin ou qualquer outro poliovirus caracterizado e foram mais relacionadas com o grupo
de C enterovirus (MMWR, 2001b; YANG et al., 2003).

Ambos os isolados Qalyubiya/88-1 e BeniSuef/93 apresentavam Gug;, mas
diferentemente da maioria dos isolados Sabin—like, as seqiiéncias 5°-NCR envolvidas
provavelmente derivaram de outros enterovirus. Os isolados Qalyubiya/88-1 ¢ BeniSuef/93
dividiram a mesma troca de aminoacido Ile—Thr na VP1-143. Os testes em camundongo
PVR-Tg21 demonstraram que os isolados eram neurovirulentos como o P2/selvagem isolado
em 1942. BeniSuef/93 apresentou propriedades antigénicas semelhantes ao da cepa vacinal,

com uma substituicdo nucleotidica Uzggo—A em VP1 (YANG et al., 2003).

1.17 POLIOVIRUS DERIVADO DA  VACINA  ASSOCIADO A
IMUNODEFICIENCIA

Os poliovirus podem ser encontrados na orofaringe durante 1-2 semanas apoOs a
infecgdo, e de 1-2 meses no intestino. A excrecdo pode ser intermitente, mas os poliovirus
podem ser encontrados nas fezes de virtualmente todos os pacientes com poliomielite. Em
seguida, a taxa de excrec¢do fecal diminui 10%-15% por semana dentro do primeiro més apos
o inicio da paralisia (ALEXANDER; GARY; PALLANSCH, 1997).

Nao existem relatos de pessoas imunocompetentes como carreadores de poliovirus
durante longos periodos. Uma vez que a excregdo viral nas fezes tenha cessado, o individuo
deixa de ser fonte de infec¢dao. Entretanto, a replicagdo dos poliovirus pode ocorrer por
periodos prolongados entre individuos imunocomprometidos (DOWDLE & BIRMINGHAM,
1997).

Individuos imunodeficientes representam um reservatorio potencial para a
reintroducdo de poliovirus apos a erradicacdo da poliomielite devido a possivel excrecdo
cronica das cepas vacinais. Apos a exposicao a OPV, pessoas imunocompetentes excretam o
virus vacinal por um tempo limitado, geralmente ndo superior a 2 a 3 meses (ALEXANDER;
GARY; PALLANSCH, 1997). Em contraste, durante a replicacio em individuos
imunodeficientes, particularmente aqueles com deficiéncia de células B associadas a
hipogamaglobulinemia, podem apresentar uma excrecao bastante prolongada e por periodos

variados: 684 dias (HARA et al., 1981), 3,5 anos (DOWDLE & BIRMINGHAM, 1997) ¢ 5,5
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anos (BELLMUNT et al, 1999). Neste tultimo caso o poliovirus tipo 1 foi isolado a partir de
amostras de um paciente portador de sindrome da imunodeficiéncia comum variavel (CVID-
“Commom Variable Immunodeficiency Syndrome).

A vacina OPV ¢ contra-indicada em pessoas imunodeficientes em funcao do alto risco
de VAPP, entretanto, na maioria dos casos, a imuniza¢gdo com a vacina oral ocorre antes do
diagnostico da imunodeficiéncia.

Individuos portadores de deficiéncia primaria de células B e T apresentam um risco de
VAPP trés vezes maior do que individuos imunologicamente competentes (SUTTER &
PREVOTS, 1994).

Um estudo desenvolvido na década de 60 na Inglaterra descreveu que 28 de 30
individuos anticorpo-deficientes que receberam OPV monovalente excretaram poliovirus por
mais de um meés. Dois individuos deste estudo desenvolveram um periodo longo de excrecao
(> 6 meses), um excretando o poliovirus tipo 1 e outro o tipo 3 (citado por WOOD et al.,
2000). Em 1977, um paciente com agamaglobulinemia apresentou excrecdo de poliovirus tipo
2 por dois anos apos o inicio da poliomielite (HARA et al.,1981).

Pacientes com deficiéncia seletiva de IgA foram imunizados com OPV na campanha
nacional na Finlandia em resposta ao P3/selvagem em 1984. Amostras de fezes de oito
pacientes que receberam dose Unica de OPV foram coletadas entre os dias dois e 35 ¢
novamente seis meses. Os pacientes com deficiéncia de IgA excretaram poliovirus por
periodos mais longos do que os controles imunologicamente competentes, entretanto, nenhum
periodo foi superior a seis meses (SAVILAHTI et al., 1988).

Um estudo retrospectivo de 37 pacientes de casos de VAPP ocorridos nos Estados
Unidos durante o periodo de 1975-1997 revelou que a prevaléncia entre pacientes
imunodeficientes com VAPP excretando poliovirus por mais de seis meses foi maior que
16,2% ou um em seis pacientes. A prevaléncia da persisténcia de poliovirus entre os pacientes
declina com o tempo apos a ultima dose de OPV: apds seis meses, seis pacientes (19,4%)
ainda eliminavam poliovirus, em um ano, trés (14,3%), em cinco anos apenas um (4,8%).
Nenhum paciente apos 10 anos, desde a tltima exposi¢do, a OPV foi encontrado excretando
poliovirus (KHETSURIANI et al., 2003).

Dois isolados de poliovirus tipo 1 coletados de duas amostras fecais, uma no inicio da
paralisia ¢ a outra coletada 5,5 anos apds o aparecimento do quadro de paralisia,
demonstraram 5,4% e 8,3% de diferenca nucleotidica em relagdo a cepa vacinal. Ambos os
isolados apresentaram as reversdes nucleotidicas 480 e 6203 relacionadas ao genotipo

selvagem (BELLMUNT et al., 1999).
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MARTIN e colaboradores (2000) descreveram as caracteristicas genéticas e
fenotipicas de sete amostras seqiienciais do poliovirus tipo 3 isoladas de uma paciente
hipogamaglobulinemica, que excretou o poliovirus tipo 3 por 637 dias apds ter sido
imunizada com a vacine monovalente Sabin 3. Todos os isolados apresentaram a reversao
U472—C na 5°-NCR e Pheg;—Ser emVP3. As amostras foram coletadas a partir do dia 36 até
o dia 637 ap6s a vacinacgdo, quando a excrecao parece ter cessado espontaneamente. Durante
os 21 meses de excre¢do, a paciente ndo apresentou qualquer sintoma de paralisia.

A andlise da seqiiéncia de VP1 de poliovirus tipo 1 VDPV isolado de um caso VAPP
de um paciente portador de CVID, demonstrou que o isolado divergia da seqiiéncia da cepa
Sabin aproximadamente em 10%, sugerindo que o poliovirus havia se replicado cerca de sete
anos antes do inicio da doenca paralitica (KEW et al., 1998). A andlise molecular de um
poliovirus tipo 2 VDPV isolado de um paciente portador de CIVD mostrou mais de 10% de
divergéncia com a cepa P2/Sabin sugerindo que este paciente tenha excretado poliovirus por
mais de 10 anos (WOOD et al., 2000).

Infeccdes persistentes por poliovirus derivado da vacina associado a imunodeficiéncia
(iVDPV) tem sido notificadas em regides com niveis altos ou intermedidrios de
desenvolvimento, onde a taxa de cobertura com OPV ¢ elevada e aonde a expectativa de vida
dos pacientes imunodeficientes pode ser prolongada através de tratamento clinico apropriado.
Um poliovirus tipo 1 iVDPV isolado de um caso na Russia, de uma populagdo aparentemente
imunizada, exibiu propriedades antigénicas ndo-Sabin-/ike quando analisado através dos
testes de diferenciagdo intratipica. O perfil de VP1 do poliovirus tipo 1 isolado, através da
analise por PCR-RFLP demonstrou ser este idéntico a P1/Sabin, enquanto os perfis das
regides 2AB e 3D foram similares a P2/Sabin. O seqiienciamento completo do genoma
revelou um duplo recombinante entre P1/Sabin e P2/Sabin (S1/S2/S1). O primeiro sitio de
juncdo ocorreu na regido VP1/2A e o segundo, no meio de 3D (CHERKASOVA et al., 2002).

Entretanto, excretores cronicos parecem ser bastante raros. Nenhum periodo longo de
excrecao foi observado numa pesquisa realizada com 306 pacientes de deficiéncia de IgG nos
Estados Unidos, México, Brasil e Inglaterra, e com 40 pacientes com deficiéncia de IgA nos
Estados Unidos (HALSEY et al., 2004).

A paralisagao da vacinacdo com a OPV ird inevitavelmente resultar num decréscimo
da populagdo imunizada e criar a oportunidade de uma possivel reintroducao de poliovirus e
de VDPVs na populagdo suscetivel. Excretores cronicos representam um sério risco a
populagdo. Um estudo retrospectivo na suspensao do uso de OPV na Bielorrissia em 1963-
1966 demonstrou a disseminacdo e evolucdo de linhagens independentes de VDPVs. Trés

isolados apresentaram genomas recombinantes contendo a regido 5’-NCR e a regido de
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capsideo derivada de P2/Sabin, dois destes contendo as regides das proteinas ndo estruturais

de P1/Sabin e, outro de um virus nao identificado (KOROTKOVA et al., 2003).

1.18 POLIOVIRUS DERIVADO DA VACINA — MEIO AMBIENTE

A vigilancia ambiental ¢ epidemiologicamente importante, pois reflete as propriedades do
virus circulante na comunidade (DIVIZIA et al., 1999; SHULMAN et al., 2000), avalia o
risco potencial de infecgdo a partir do meio ambiente ¢ de alimentos (JAYKUS, 1997) e,
avalia a eficiéncia das campanhas de imunizagdo para eliminacdo do tipo selvagem,
especialmente durante os ultimos estagios para a erradicacao da poliomielite (DESHPANDE;
SHETTY; SIDDIQUI, 2003).

SEDMAK e colaboradores (2003) demonstraram a importancia de testes de rotina em
amostras coletadas a partir do meio ambiente (esgoto) como suplemento aos testes realizados
em amostras clinicas, utilizadas no diagnostico dos Enterovirus. A correlagdo amostra clinica-
meio ambiente ndo foi igual a 100% porque um maior niimero de sorotipos de Enterovirus foi
detectado clinicamente do que em amostras do meio ambiente, e alguns sorotipos isolados nas
amostras de esgoto nunca foram detectados nas espécimes clinicas.

O levantamento de poliovirus ambiental ¢ um poderoso método para a monitoragdo da
circulagdo de poliovirus em populagdes que apresentam alto nivel de cobertura vacinal, mas
que se encontram proximas a regides geograficas de endemicidade (SHULMAN et al., 2000)
e na de pesquisa de poliovirus tipo selvagem circulante na auséncia de casos de AFP (HOVI
et al., 1996; MANOR et al., 1999). Além disso, o Levantamento de Poliovirus Ambiental
(EPS “Environmental Poliovirus Surveillance”) mostrou ser um método extremamente
sensivel em detectar uma amostra de poliovirus se apenas uma em cada 10.000 pessoas estiver
excretando (HOVI et al., 2001). As propriedades de poliovirus isolados do meio ambiente
refletem diretamente no tipo de virus excretado apds a imunizagdo com a vacina polio oral ou
durante uma epidemia, especialmente porque os virus excretados podem mudar gradualmente,
durante a replicacdo no trato digestivo humano (WOOD & MACADAM, 1997), de atenuado
a virulento, adquirindo as caracteristicas de transmissdo e neuroviruléncia do poliovirus
selvagem (KEW et al., 2002).

Em 1996, um surto de poliomiclite associado ao poliovirus tipo 1 selvagem, ocorreu na
Albania acometendo 145 pacientes, causando 87 casos de paralisia persistente ¢ 16 mortes
(FIORE et al., 1998). Durante o surto, quatro poliovirus isolados a partir de amostras de dgua

do Rio Lana foram caracterizados pelo seqlienciamento parcial do genoma (5’NCR e VP1). O
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resultado das analises das seqiiéncias do isolado denominado Lana A demonstrou uma
identidade de 96% com P2/Sabin enquanto o isolado denominado Lana B demonstrou ser um
poliovirus recombinante intertipico entre P2/Sabin e P1 selvagem (regido 5’NCR e VP1
respectivamente), ambos contendo mutacao Asgi—G (DIVIZIA et al., 1999).

Portanto, a detecgdo de cVDPVs num ambiente como potencial causa de poliomielite deve
dirigir a atencdo especialmente quanto a taxa de cobertura vacinal e o numero de individuos
suscetiveis com aumentado risco de infecgio (VINJE et al., 2004).

Durante a epidemia de cVDPVs na ilha caribenha de Hispanhola, o EPS foi implementado
como complemento da investigacdo de AFP. Cinqlienta e cinco amostras de agua de rio e de
esgoto foram coletadas quatro meses apds o primeiro caso ter sido detectado na Republica
Dominicana e durante o pico do surto. Dos 23 enterovirus isolados, 10 foram positivos para
P1/Sabin 1, sete para P2/Sabin 2, cinco para o P3/Sabin e um isolado foi positivo tanto para o
tipo 2 quanto o tipo 3. Devido ao surto ocorrido em Hispanhola estar associado com o tipo 1
cVDPV (KEW et al., 2002), a variabilidade genética das 10 cepas P1/Sabin foi investigada
pela analise da seqiiéncia nucleotidica da regido de VP1. No total sete isolados foram
relativamente proximos um dos outros (96,3% a 97,9% de identidade nucleotidica) em relacao
a amostra P1/Sabin ¢ entre si (97% a 100% de identidade), entretanto, o relacionamento das
seqiiéncias foi substancialmente menor do que aquela normalmente observada (>99,5% de
identidade nucleotidica) em isolados de AFP e VAPP. A anélise da regido 5’NCR revelou que
todas os isolados possuiam as substituicdes Gago—A e Usys—C, apresentando valores de
neuroviruléncia semelhantes que a cepa Mahoney (VINJE et al., 2004).

Em 2002, um poliovirus isolado PV3/EST/02/E252 (E252) foi isolado de amostra de 4gua
de esgoto na Estonia A caracterizag@o preliminar do isolado E252 através de RT-PCR-RFLP
revelou um perfil atipico de restricio em dos marcadores de RFLP. O isolado ndo foi
reconhecido por nenhum dos antisoros no teste de imunoensaio. O seqiienciamento de VP1
mostrou 86,7% de identidade nucleotidica com a seqiiéncia de P3/Sabin. A regido 5’-NCR
proxima a 3’ terminal da regido codificante de 2C foi relacionada a P3/Sabin enquanto o
restante do genoma foi mais relacionado a P1/Sabin. A provavel regido de juncdo de
recombina¢do de S3/S1 foi encontrada na regido codificante de 2C. Multiplas substituigdes
nucleotidicas foram observadas ao longo do genoma, incluindo em todos os marcadores
genéticos ligados a reversao a neuroviruléncia. O isolado E252 perdeu o seu fendtipo termo-
sensivel em células GMK e RD e foi capaz de se replicar em temperaturas elevadas assim
como o P3/Leon (BLOMQVIST et al., 2004).

A analise viroldgica de amostras do meio ambiente ¢ um método eficaz para a detecgdo da

importagdo de poliovirus dentro de paises onde o virus ndo ¢ endémico. A pesquisa de
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poliovirus a partir de amostras do meio ambiente foi implementada em Israel seguindo o
ultimo surto de poliomielite ocorrido no pais em 1988 associado ao poliovirus tipo 1
selvagem. A ocorréncia deste surto foi de extrema importancia, pois ocorreu dentro de uma
populacdo com alta prevaléncia de anticorpos neutralizantes para o poliovirus tipo 1 e porque
a maioria dos casos ocorreu em pessoas que receberam as trés doses de OPV. Quatro
poliovirus tipo 1 selvagem foram isolados a partir de amostras de esgoto (SHULMAN et al.,
2000a). Durante o mesmo ano, outros 25 isolados RCT-positivos (capacidade reprodutiva a
temperatura supra-o6tima) foram coletados a partir de amostras de dgua de esgoto, dos quais 20
foram identificados como tipo 2 ¢ 5 como sendo pertencentes ao tipo 3. A analise da
seqiiéncia nucleotidica da regido P1 do genoma (codificante das quatro proteinas de capsideo)
de poliovirus tipo 2 isolado revelou, que esta diferia de P2/Sabin em 8,3% (220 de 2646)
nucleotideos, sendo sugerido que o virus havia replicado por um periodo de seis anos desde a
administracdo da dose inicial de OPV. As mutag¢des Gus1—A da regido 5’NCR e Isoj43—Thr
de VP1 foram encontradas no genoma do isolado, sendo altamente neurovirulento para
camundongos transgénicos. Devido ao alto nivel de cobertura vacinal em Israel, casos
associados com o poliovirus tipo 2 neurovirulento deveriam ser presumivelmente raros.
Entretanto ¢ possivel que a circulagdo do poliovirus tipo 2 possa ocorrer na auséncia de casos
de paralisia dentro de uma comunidade localizada com uma cobertura vacinal elevada
(SHULMAN et al., 2000b).

No Japao, a investigacdo de poliovirus no ambiente, durante o periodo de 1993 al1995,
levou ao isolamento de 78 poliovirus isolados. Destas amostras, seis (trés do tipo 2 e trés do
tipo 3) foram isolados de agua do rio e 72 (16 do tipo 1, 28 do tipo 2, e 28 do tipo 3) foram
isolados de 4guas de esgoto. Dos 78 isolados, a seqiiéncia nucleotidica dos 36 isolados (quatro
do tipo 1, 17 do tipo 2, e 15 do tipo 3) foram idénticas as cepas Sabin de referéncia. Os outros
42 isolados (dois do tipo 1, 14 do tipo 2, e 16 do tipo 3 foram VDPV com 1,4% de diferenga
nucleotidica) (MATSUURA et al., 2000).

A antigenicidade neutralizante e a neuroviruléncia de 13 amostras P1/Sabin isoladas de
aguas de esgoto no Japdo demonstraram que nove amostras apresentaram fenotipo
neurovirulento e que parte dos sitios antigénicos neutralizantes de cinco das nove amostras
encontravam-se alterados. A analise das seqii€éncias nucleotideos de VP1 e de VP3 de trés
amostras dos 13 isolados foram idénticos a P1/Sabin. As outras 10 amostras apresentaram um
dos seis pontos de mutagdo nestas regides e foram identificadas como VDPV tendo menos de
1,4% de divergéncia nucleotidica de P1/Sabin (MATSUURA et al., 2000). Das 10 amostras
variantes de vacina quatro foram virulentas apresentando as substituicdes A4go € Csps (HORIE

et al., 2002).
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Através do teste de MAPREC, 29 poliovirus tipo 3 VDPV e 25 poliovirus tipo 2 VDPV
isolados coletados de agua de rios e de esgoto no Japdo foram caracterizados quanto ao nivel
de revertentes Ca7, € Gasy, respectivamente. Do total de amostras P3/VPDV caracterizadas, 16
(55%) apresentaram a taxa de Ca7; entre 2% e 91%, enquanto o nivel de revertentes Gus;

estimado dos 23 (92%) P2/VDPV foi de 44% a 96% (YOSHIDA et al., 2002; 2000).
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2 RELEVANCIA

Os surtos de poliomielite nas ilhas de Hispanhola, Filipinas e Madagascar tém
demonstrado que poliovirus derivados da vacina potencialmente neurovirulentos podem
continuar a circular em regides onde os poliovirus selvagens ja haviam sido erradicados.

A pesquisa de paralisia flacida aguda (AFP) tem sido a principal estratégia para o
sucesso dos esfor¢os em alcangar a erradicacdo da poliomielite, entretanto, a habilidade dos
virus vacinais geneticamente mutados de circular por mais de dois anos antes do surgimento
de casos da doenca em areas declaradas livres da polio, enfatiza a importancia de métodos
alternativos de pesquisa na era pos-erradicacao.

Ao nos aproximarmos da erradicacdo da poliomielite mundialmente a notificagdo de
surtos causados por VDPVs levanta questdes importantes quanto ao momento € o modo de
interromper a vacinagdo contra os poliovirus apds a certificagdo da erradicacdo de todos os
poliovirus selvagens. E essencialmente importante determinar se a vacinagdo pode ser
seguramente interrompida apods a erradicacdo e, se entdo, como isto deveria ser realizado.

A pesquisa de poliovirus isolados a partir do meio ambiente, tanto em areas livres da
polio como em regides onde o poliovirus ainda ¢ endémico, poderia ser utilizada para detectar
a presenga de poliovirus sempre antes do surgimento de casos de poliomielite, estabelecer
decisdes para promover a pesquisa de AFP, procurar falhas na cobertura vacinal, identificar
riscos de grupo, e por ultimo, promover a imunizagao de criangas, deste modo, prevenindo,
possivelmente, casos e surtos que poderiam ser inevitaveis.

Apoés a suspensdo global da vacinagdo com OPV, a manutengdo de uma rigorosa
pesquisa da circulagdo de poliovirus devera ser mantida por um futuro devido o risco da
emergéncia de cVDPVs dentro de 3 a 5 anos em uma populacdo ndo imunizada.

Portanto, o estudo relacionado a pesquisa de poliovirus no meio ambiente, objetivando
a producao de dados sobre as caracteristicas moleculares das cepas isoladas, tem importantes
implicagdes para estratégias atuais e futuras da iniciativa de erradicagdo global da poliomielite

da Organiza¢cdo Mundial da Saude.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral caracterizar geneticamente o genoma de

poliovirus isolados a partir de amostras ambientais.

3.2  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o isolamento de poliovirus em amostras coletadas do meio ambiente.

e Comparar as seqiiéncias de nucleotideos obtidas com aquelas das amostras vacinais
de referéncia, detectando mutagdes importantes para a reversdo a neuroviruléncia dos
poliovirus, através do seqiienciamento da regido de 5’-NCR e do gene VPI.

e Observar os principais determinantes de atenuacdo presentes na regido 5’-NCR e no

gene VP1do genoma dos poliovirus.

e Pesquisar a presenca de amostras de poliovirus vacinais Sabin derivados.

e Pesquisar a existéncia de recombinacdes (intertipicas ou interespécies) nos genes 2C

e 3D dos poliovirus isolados.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 AMOSTRAS AMBIENTAIS

Neste estudo foram analisadas 27 amostras de dgua de esgoto coletadas no Estado de
Sdo Paulo durante os anos de 1999, 2000 e 2001. As amostras foram processadas pela
CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de Sdo Paulo) e
enviadas ao Laboratério de Enterovirus do Instituto Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro para

caracterizagdo ¢ identificacdo viral.

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas quinzenalmente nos seguintes locais: Aeroporto de
Cumbica, em Guarulhos, na cidade de Santos, no porto e no estaleiro da CODESP
(Companhia de Docas do Estado de Sao Paulo), no porto de Sdo Sebastido em Sao Sebastido,
no Hospital das Clinicas da Universidade de Sdo Paulo e, na Santa Casa de Misericordia,
ambos situados na cidade de Sao Paulo.

Esta coleta foi realizada através da técnica de Moore (mecha de gaze) conforme o
protocolo da norma técnica CETESB/L5.505, que consiste na imersdo de mechas de gaze
hidrofila, arranjada em trés dobras, durante 7 dias consecutivos em agua de esgoto. As mechas
foram acondicionadas em sacos plasticos e transferidas para béqueres de 500 ml, previamente
identificados com os dados das amostras, contendo 100 ml de solugdo de extrato de carne a
3% durante 30 minutos. Apos este periodo, a mecha de gaze foi torcida, de tal forma que todo
o material aderido a essa mecha fosse retirado. Em seguida, o material retirado da mecha foi
filtrado através da passagem por gaze dupla, fixada na parte superior de um novo béquer de
500 ml, com a finalidade de retirar residuos grosseiros. Apos a filtracdo, o pH foi ajustado
para 3,5 com solugdo de HCL 6N e as amostras foram concentradas através de centrifugagao a
4000 rpm por 15 minutos em centrifuga refrigerada. Logo apds a centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado ¢ o sedimento ressuspenso em 15 ml de solucdo de fosfato de
sodio a 0,15M, pH 9,0 seguido por agitagao durante 15 minutos. O pH foi ajustado para 7,0-
7,2 e em seguida, foram procedidas as etapas de reducdo do efeito citotdoxico e de

descontaminac¢do da amostra (CETESB, 2001).
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4.2.1 Reducao dos efeitos citotoxicos dos concentrados finais das amostras de

agua de esgoto

Para a reducdo dos componentes toxicos, os concentrados finais das amostras foram
processados através de limpeza com Vertell XF e a descontaminagdo da amostra com filtros
com membrana Zeta Plus 60S. O porta-filtro que contem a membrana Zeta Plus 60S foi
acoplado em um recipiente estéril e a membrana tratada com agua destilada e com 10 ml de
soro fetal bovino a 10%, com auxilio de seringa hipodérmica e pressdo manual. Em seguida, o
porta filtro foi transferido para um recipiente estéril previamente rotulado com os dados da
amostra e procedida a filtracdo da mesma, utilizando seringa hipodérmica e pressdo manual.
Ap0s a filtragdo o filtro foi lavado com 2 ml de meio de Eagle com 10% de soro fetal bovino

inativado, pH 9,0 (CETESB, 2001).

422 Eliminacio de bactérias e fungos dos concentrados finais das amostras de

agua de esgoto e certificaciio da esterilidade

Antes de ser inoculado em culturas de células, a amostra foi submetida ao teste de
esterilidade quanto a presenga de bactérias e fungos contaminantes. Este teste foi realizado em
camara de fluxo laminar vertical observando-se todas as medidas de assepesia. Em um tubo
estéril, previamente rotulado com os dados da amostra, foi adicionado 0,3 ml de penicilina,
0,3 ml de sulfato de gentamicina, 0,3 ml de fungizona liquida (250 pg /ml) e a amostra teste.
A mistura foi mantida sob homogeneizacao vigorosa e deixada em contato durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Apos esse periodo, 1 ml da amostra teste foi inoculado em dois tubos de caldo de soja
e triptona. Os tubos inoculados foram incubados em estufa a 37°C e leituras diarias durante 14
dias foram realizadas. Durante o periodo de leitura as amostras foram mantidas a —70°C. A
amostra foi considerada livre de contaminantes se o caldo de soja e triptona ndo apresentaram

turvagao ou qualquer outra evidéncia de crescimento de microrganismos durante os 14 dias de

incubacdo (CETESB, 2001).

4.3 ISOLAMENTO VIRAL

As amostras foram inoculadas em células RD (células dipléides de rabdomiosarcoma

embrionario humano) e L20B (linhagem celular transgénica derivada de células L de
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camundongo, que expressa receptores para os poliovirus). Dois sistemas foram utilizados:
técnica de plaqueamento direto e inoculacdo em meio liquido. As amostras apresentando
efeito citopatico positivo ou placas de lise em uma das linhagens foram submetidas a
identificagdo por reagdes de RT-PCR utilizando primers especificos para deteccdo do
poliovirus (selvagem, Sabin 1, 2 e 3) e a soroneutralizagdo com poo!/ de Melnick (BULLETIN
OF WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1973).

4.4 PREPARACAO DE ESTOQUE VIRAL

Com o objetivo de se obter um estoque viral para a realizacdo das etapas posteriores
do trabalho, as amostras de poliovirus isoladas foram inoculadas, em volumes de 0,2 ml, em
monocamadas de células RD, fornecidas pelo CDC (Center for Disease Control and
Prevention, Atlanta / Georgia - USA) ao Laboratério de Enterovirus da Fiocruz/RJ.

As células foram cultivadas em tubos transparentes para cultura de células, estéril,
descartavel de 15 mm x 160 mm em poliestireno. O volume do inéculo foi mantido em
contato com a monocamada de células por 30 minutos, com tubos inclinados, para facilitar a
adsor¢ao viral. Apds este tempo, adiciona-se 1,8 ml de meio de manutengao, constituido por
meio MEM-Eagle Earle’s contendo 2% de soro fetal bovino Para cada grupo de amostras
inoculadas, um controle de células (tubo nao inoculado) foi incluido, servindo como padrao
negativo. As culturas celulares inoculadas foram mantidas em estufa a 36°C e submetidas a
leituras didrias, com auxilio de um microscopio invertido. Os tubos apresentando efeito
citopatogénico (ECP) caracteristico foram estocados a —20°C para posterior identificagao

(WHO, 2004).

4.5 IDENTIFICACAO DE ENTEROVIRUS POR RT-PCR

Para a confirmac¢do da identidade dos isolados como pertencente ao género dos
enterovirus, foi utilizada a técnica de transcrigdo reversa (RT-PCR). O par de iniciadores (ou
primers) utilizados nas reagdes (EVR e EVF) flanqueiam a regido terminal 5’-NCR (nao
codificante) do RNA, que ¢ uma regido conservada e comum ao genoma de todos os
enterovirus humanos conhecidos. O tamanho do fragmento amplificado esperado € de 153 pb.

A seqiiencia do primer EVR (R — Reverse) é: 5’-att gtc acc ata age age ¢-3’ ¢ a
posi¢do em que ele se complementa ao genoma ¢ entre os nucleotideos (nt) 599-581. Ja a
seqiiéncia do primer EVF (F — Forward) é: 5’-cte cgg ccc ctg aat geg get a-3° (nt 445-466).

Este par de primers ¢ utilizado na rotina do diagndstico do Laboratério de Enterovirus (dados
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nao publicados). Foram aliquotados 3 pl de suspensdo viral, apresentando efeito citopatico,
em tubos tipo eppendorf de 0,2 ml e este conteudo foi aquecido a 95°C por 3 minutos para a
inativacdo viral. Apds a inativacdo, foram acrescentados 5 pl de tampdo para PCR 10X
concentrado e 50 pmoles do primer R (EVR), e foi procedida uma etapa de desnaturagdo do
RNA seguida de uma etapa de hibridizagdo do primer, submetendo a mistura a 95°C por 5
minutos em um termociclador GeneAdmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) e, em
seguida, colocando-a em banho de gelo. A seguir, foram adicionados ao tubo 50 pmoles do
primer F (EVF), 40 U de inibidor de RNAse (RNAsin, Promega), 5 U de Tag DNA
Polimerase (Life Technologies), 20 U de transcriptase reversa (SuperScript II, Life
Technologies), 10 mM de mistura de ANTP’s (100 mM de cada deoxinucleotideo trifosfato -
dATP, dGTP, dCTP e dTTP) (Life Technologies), completando-se o volume para 25 pul com
agua deionizada autoclavada. A reagdo de transcri¢do reversa foi realizada a 42°C por 20
minutos e 95°C por 3 minutos, seguida por 33 ciclos de 95°C por 45 segundos, 55°C por 45
segundos e 70°C por 45 segundos em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems).

A manipulacdo das amostras € o preparo das misturas de enzimas e reagentes
utilizados na RT-PCR foram realizados em ambientes distintos, a fim de evitar contaminagdo

cruzada.

4.6 CONFIRMACAO DOS ISOLADOS COMO POLIOVIRUS

Apo6s a confirmacdo de que a amostra isolada pertencia ao género Enterovirus, uma
nova reacdo de RT-PCR foi realizada com o objetivo de identificar se as amostras enterovirus
positivas eram poliovirus. As amostras positivas foram submetidas a duas novas reacoes
visando a identificagdo do sorotipo e se eram de origem vacinal ou selvagem.

A seqiiéncia do primer PANPVR (R — Reverse) é: 5°-tti aii jer tgi cer ttr tt-3’ ¢ a
seqiiéncia do primer PANPVF (F — Forward) é: 5’-cit ait cin git tyg aya tg-3’
(KILPATRICK et al., 1996) (I=Inosina; Y=C/T; W=A/T;M=A/C;,R=A/G;N=A/
C/G/T).

Foram aliquotados 3 pl da suspensdo celular, apresentando efeito citopatico, em tubo
do tipo eppendorf de 0,2 ml e inativados por aquecimento a 95°C durante 3 minutos. Logo
ap6s, foi acrescentado tampdo para PCR 10X concentrado ¢ 50 pmoles do primer R

(PANPVR). A mistura foi aquecida a 95°C por 5 minutos em um termociclador GeneAmp®
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PCR System 9700 (Applied Biosystems) para o desenovelamento do RNA. Em seguida, o
tubo foi colocado em um banho de gelo e depois centrifugado brevemente, para ser
adicionado 50 pmoles do primer F (PANPVF), 40 U de inibidor de RNAse (RNAsin,
Promega), 5 U de Taq DNA Polimerase (Life Technologies), 20 U de transcriptase reversa
(SuperScript 1I, Life Technologies), 10 mM de mistura de dNTP’s (100 mM de cada
deoxinucleotideo trifosfato - dATP, dGTP, dCTP e dTTP) (Life Technologies), completando-
se o0 volume para 25 pl com agua deionizada autoclavada. A transcri¢do reversa foi realizada a
42°C por 30 minutos 95°C por 3 minutos, seguida por 30 ciclos das seguintes etapas: 94°C
por 45 segundos, 42°C por 45 segundos e 60°C por 45 segundos em termociclador
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems).

4.7 DETERMINACAO DO SOROTIPO DE POLIOVIRUS ATRAVES DE RT-
PCR

Apoés a confirmagdo de que a amostra isolada pertencia ao género Poliovirus os
isolados foram submetidos a uma nova reacao de RT-PCR para determinacdo do seu sorotipo.

A seqiiéncia do primer PANPVI1R (R — Reverse) é: 5’-atc ati cty tci arc aty tg-3’ ¢ A
seqiiéncia do primer PANPVIF (F — Forward) é: 5’-tge gig aya cia cic aya t-3°. A seqiiéncia
do primer PANPV2R (R — Reverse) é: 5’-ayi ccy tci aci rei cey te-3’ e a seqiiéncia do primer
PANPV2F (F — Forward) é: 5’-tge gig aya cia cic aya t-3’. A seqliéncia do primer
PANPV3R (R — Reverse) ¢é: 5’-cci aiy tgi ter tti gyr te-3’ e a seqiiéncia do primer PANPV3F
(F — Forward) é: 5’-aay cci tei rti tty tay ac-3’ (KILPATRICK et al., 1998) ) (I= Inosina; Y
=C/T,W=A/T;M=A/C;R=A/G;N=A/C/G/T).

Para cada suspensao celular, foram aliquotados 3 pl em 3 tubos eppendorf de 0,2 ml, e
este contetido foi aquecido a 95°C por 3 minutos para a inativagdo viral e colocados em gelo
para um rapido resfriamento. Apds a inativacdo, foram acrescentados 19 pl do PANPVI
primer + buffer A no primeiro tubo, 19 ul de PANPV?2 primer + buffer A no segundo, ¢ 19 ul
de PANPV3 primer + buffer A no terceiro. Os primers degenerados PANPV sorotipos 1,2 ¢ 3
flanqueiam a regido VP1 do genoma do poliovirus amplificando segmentos com tamanhos de
70, 79 e 140 pb respectivamente.

A seguir a mistura foi aquecida a 95°C por 5 minutos em um termociclador
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) para o desenovelamento do RNA. Em

seguida, cada tubo foi colocado em um banho de gelo e depois centrifugado brevemente, para
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ser adicionado 5 pl do buffer B contendo enzimas (0,7 pul de DTT a 1M, 6,9 pl de inibidor de
RNAse (RNAsin, Promega) a 40 U/ul, 3,6 ul de transcriptase reversa (AMV- RT, Invitrogen) a
25 U/ul e 13,7 pl de Tag DNA Polimerase (Life Technologies) a 5 U/ul). A reacdo de
transcri¢do reversa foi realizada a 42°C por 30 minutos 95° C por 3 minutos, seguida por 30
ciclos das seguintes etapas: 94°C por 45 segundos, 42°C por 45 segundos e 60°C por 45
segundos em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems).

A manipulacdo das amostras e o preparo das misturas de enzimas e reagentes
utilizados na RT-PCR foram realizados em ambientes distintos, a fim de evitar contaminagao

cruzada.

4.8 DIFERENCIACAO INTRATIPICA DOS POLIOVIRUS ISOLADOS

Apos a identificagdo do sorotipo de cada amostra, foi pesquisada a origem da cepa
quanto a sua origem, se vacinal ou selvagem. Essa reacdo ¢ feita através de PCR multiplex
contendo trés pares de primers especificos para cada sorotipo vacinal. A determinagdo da
origem do virus como sendo vacinal ou selvagem foi realizada pela interpretagdo do resultado
desta reagdo, ou seja, amostras positivas sdo de origem vacinal e as negativas de origem
selvagem.

A seqiiéncia do primer PV1SabinR (R — Reverse) é: 5’-tce act gge tte agt gtt-3’ e a
seqliéncia do primer PVI1SabinF (F — Forward) é: 5’-agg tca gat get tga aag c-3°. A
seqiiéncia do primer PV2SabinR (R — Reverse) é: 5’-cgg ctt tgt gtc agg c-3’ ¢ a seqliéncia do
primer PV2SabinF (F — Forward) é: 5’-ccg ttg aag gga tta cta aa-3’. A seqiiéncia do primer
PV3SabinR (R — Reverse) é: 5’-agt atc agg taa gct atc c¢-3° e a seqiiéncia do primer
PV3SabinF (F — Forward) é: 5’-agg geg ccc taa ctt tg-3’ (YANG et al., 1991).

Em um unico tubo 3 pL da suspensao celular foram aliquotados em tubo eppendorf de
0,2 ml, seguido de inativacdo por aquecimento a 95°C durante 3 minutos ¢ colocados em gelo
para um rapido resfriamento. Em seguida, foram acrescentados 19 ul de PV1Sabin primer +
buffer A, PV2Sabin primer + buffer A e PV3Sabin primer + buffer A). Estes
oliogonucleotideos flanqueiam a regido VP1 do genoma do poliovirus amplificando
segmentos com tamanhos de 97, 71 e 53 pb, respectivamente.

A mistura foi aquecida a 95°C por 5 minutos em um termociclador GeneAmp® PCR
System 9700 (Applied Biosystems) para o desenovelamento do RNA. Em seguida, o tubo foi
colocado em um banho de gelo e depois centrifugado brevemente, para ser adicionado 5 pl do

buffer B acrescido de enzimas (0,7 pl de DTT a 1M, 6,9 ul de inibidor de RNAse (RNAsin,
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Promega) a 40 U/pl, 3,6 pl de transcriptase reversa (AMV-RT, Invitrogen) a 25 U/ul e 13,7 pl
de Taqg DNA Polimerase (Life Technologies) a 5 U/ul). A reagdo de transcri¢do reversa foi
realizada a 42°C por 20 minutos e 95°C por 3 minutos, seguida por 33 ciclos das seguintes
etapas: 95°C por 45 segundos, 55°C por 45 segundos e 70°C por 45 segundos em
termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems).

4.9 CARACTERIZACAO GENOMICA DOS POLIOVIRUS ISOLADOS
4.09.1 Extraciao do RNA viral

As amostras de poliovirus foram submetidas a extragdo de RNA com o uso do
reagente 77 vizol® LS (Life Technologies), de acordo com o protocolo sugerido do fabricante.
Este método baseia-se na desnaturagdo de proteinas e precipitacdo seqiiencial de acidos
nucléicos contidos no meio através do fenol, na presenca de sais de guanidina, que ¢ um
inibidor da enzima RNAse. Para esta técnica, 250 ul da suspensdo celular, apresentando 4+
(++++) ECP (efeito citopatico), foram adicionados em 750 pl de Trizol® LS. A mistura foi
agitada por 2 minutos em um agitador tipo vortex e incubada a temperatura ambiente durante
5 minutos para destruicdo do capsideo ¢ liberagcdo do RNA. Foram adicionados 200 pl de
cloroformio, os tubos foram homogeneizados vigorosamente no vortex por 15 segundos e
incubados por 5 minutos a temperatura ambiente. Os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm
por 15 minutos a 8°C. O RNA presente na fase aquosa, perfazendo um volume de
aproximadamente 70% do volume de Trizol® Ls utilizado inicialmente (~500 ul), foi
cuidadosamente transferido para um novo tubo e o RNA foi, entdo precipitado com 500 pl de
alcool isopropilico agitando-se vigorosamente e incubando por 40 minutos a temperatura de —
20 °C. Os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 20 minutos a 8°C. O sobrenadante foi
desprezado e o preciptado, contendo o RNA, foi lavado adicionando-se 1000 pl de etanol
75%, agitando o tubo e centrifugando por 10 minutos a 14.000 rpm a 8°C. Apos este periodo,
o sobrenadante foi desprezado, ¢ a lavagem foi repetida, desta vez adicionando-se etanol
absoluto, com centrifugacao apos a lavagem, de 10 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi
cuidadosamente descartado.

O preciptado, entdo, foi seco em um termobloco a 60°C e ressuspenso em 9 pl de dgua

deionizada estéril para ser utilizado para na sintese do cDNA.
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4.9.2 Sintese de cDNA

Nesta etapa o RNA extraido a partir da suspensdo celular foi transcrito em cDNA de
acordo com a seguinte reacdo: Em um tubo de 0,5 ml foram adicionados o RNA extraido e
ressuspenso em 9 pl adgua deionizada autoclavada e 100 pmoles de Oligo dT (Promega).O
tubo foi homogeneizado e a mistura foi incubada a 70°C por 10 minutos. Em seguida, o tubo
contendo a mistura foi levado para um banho de gelo e em seguida centrifugado rapidamente.
Foram adicionados 4 pl de 5X first strand buffer cDNA (Invitrogen), 0,1M, de DTT, 10 mM
de cada deoxinucleotideo trifosfato — dATP, dTTP, dCTP e dGTP (Invitrogen), 40 U de
RNAsin (Promega), completando-se o volume para 9 ul com agua deionizada autoclavada. O
tubo foi homogeneizado e a mistura foi incubada a 42°C por 2 minutos. Finalmente, foram
adicionados 20 U de transcriptase reversa (Superscript II, Invitrogen), resultando em um
volume final de 20 pl. A reacdo foi submetida a nova incubacdo a 42°C por 50 minutos. As
amostras de cDNA obtidas foram estocadas a -20°C até seu uso nas reacdes de RT-PCR.
Todas as incubacdes da sintese de cDNA foram feitas em termociclador GeneAmp® PCR

System 9700 (Applied Biosystems).

493 Reacio de RT-PCR para amplificacdo da regido 5’-NCR do genoma dos

poliovirus

A amplificacdo da regido 5’-NCR foi realizada utilizando-se 3 pl das amostras de
cDNA obtidas nas reacdes acima, tampao de PCR 10X concentrado [200 mM Tri-HCI (pH
8.4), 500 mM KCl, 1,5 ml de MgCl, a 50 mM], 50 pmoles do primer anti-senso (EVR) e 100
pmoles do primer senso (S11S) direcionados para os dois extremos da regido, 10 mM de
mistura de cada dNTP’s (Invitrogen), 5 U/ul de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e,
completando-se o volume para 50 pl com agua deionizada autoclavada. A mistura foi
submetida a 30 ciclos de 95°C por 1 minuto, 55°C por 40 segundos ¢ 70°C por 1 minuto ¢ um
periodo de extensao final de 5 minutos a 72°C em termociclador GeneAmp® PCR System
9700 (Applied Biosystems).

A seqiiéncia do primer EVR (R — Reverse) ¢: 5’-att gtc acc ata age age ¢-3” (nt 599-
581) e a seqiiéncia do primer S118S (F — Forward) é: 5’-tat agg tta aaa cag ctc tgg ggt tg-3’
(nt 01-20).
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Para evitar contaminacgdo entre as amostras e os produtos amplificados, a extracdao do
RNA viral e o preparo das misturas de enzimas e reagentes utilizados na sintese do cDNA e

na PCR foram feitos em ambientes distintos.

4.9.4 Reacdo de RT-PCR para amplificacdo do gene VP1 do genoma dos

poliovirus

A amplifica¢do do gene da proteina de capsideo VP1 foi realizada da seguinte forma:
utilizaram-se 3 pL das amostras de cDNA obtidas, tampdao de PCR 10X concentrado [200
mM Tri-HCI (pH 8.4), 500 mM KCl, 1,5 ml de MgCl, a 50 mM], 10 pmoles do primer anti-
senso (Q8) e 10 pmoles do primer senso (Y7) direcionados para os dois extremos do gene da
proteina, 10 mM de mistura de cada dNTP’s (Invitrogen), 5 U/ul da enzima Tag DNA
polimerase (Invitrogen), e completando-se o volume para 50 pul com éagua deionizada
autoclavada. A mistura foi submetida a 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 42°C por segundos
e 60°C por 30 segundos, finalizando-se com um periodo final de extensdo a 72°C por 5
minutos em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems).

a seqiiéncia do primer Q8 (R — Reverse) é: 5’-acy aag agg tct cta ttc cac-3’. A
posicdo em que ele se complementa ao genoma ¢ entre os nucleotideos 3504-3483, ¢ a

seqiiéncia do primer Y7 (f — Forward) é: 5’-ttt gtg tca gee tgt aat gac-3’ (nt 2402-2422).

4.9.5 - Reacdo de RT-PCR para amplificacio da regiio 2C e 3D do genoma dos

poliovirus

Foram realizadas reagdes de PCR utilizando-se primers recombinantes especificos
para o sorotipo, visando o reconhecimento de regidoes de recombinagao nas regides 2C, ¢ 3D
do genoma.

Para cada reacdo de PCR foram utilizados 0,5 pl das amostras de cDNA obtidas,
tampao de PCR 10X concentrado [200 mM Tri-HCI (pH 8.4), 500 mM KClI, 1,5 ml de MgCl,
a 50 mM], 10 pmoles de cada primer (REC-primer 1, 2 e 3), 10 mM de mistura de dNTP’s
(Invitrogen), 5 U/ul da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen) e, completando o volume
para 25 pl de agua deionizada autoclavada. A mistura foi submetida a 32 ciclos de 95°C por
45 segundos, 50°C por 1 minuto e 65°C, finalizando-se com um periodo de extensdo final a
72°C por 5 minutos em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems).
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Estes nucleotideos ligam-se especificamente a segmentos das por¢des 2C e 3D do
RNA viral amplificando segmentos de 199 pb e 226 pb (S1-REC), 189 pb e 225 pb (S2-REC)
e 199 pb e 228 pb (S3-REC) respectivamente (KILPATRICK et al., 2004).

A seqiiéncia do primer S1-REC 321 (R - Reverse) para a regido 2C ¢é: 5’-tat gta gtt
gtt aat ggt atg-3’ (nt 4482-4462) e a seqiiéncia do primer 281 (F — Forward) é: 5’-tgt aac
aaa act tag aca ac-3’ (nt 4284-4303). A seqiiéncia do primer SI-REC 288 (R - Reverse) para
a regido 3D ¢é: 5’-atc gca ccc tac tge tga-3’ (nt 6648-6631) e a seqii€ncia do primer 287 (F —
Forward) é: 5°-taa gga aat gca aaa act gc-3° (nt 6423-6442).

A seqiiéncia do primer S2-REC 284 (R - Reverse) para a regido 2C é: 5’-tgg ata gat
agc cac cge-3’ (nt 4412-4395) e a seqiiéncia do primer 283 (F — Forward) é: 5’-caa att cat
tag ttg gtt gc-3° (nt 4224-4243). A seqiiéncia do primer S2-REC 302 (R - Reverse) para a
regido 3D ¢é: 5’-gga tca caa cca act geca ct-3’ (nt 6649-6630) e a seqiiéncia do primer 300 (F
— Forward) é: 5°-agg aaa tgc gga gac tct ta -3’ (nt 6425-6444).

A seqiiéncia do primer S3-REC 322 (R - Reverse) para a regido 2C ¢é: 5’-tat gta att
att aat ggt gtg-3 (nt 4482-4462) e a seqiiéncia do primer 320 (F — Forward) é: 5’-tgt aac
caa att gaa aca gt-3’ (nt 4284-4303). A seqiiéncia do primer S3-REC 318 (R - Reverse) para
aregido 3D ¢é: 5’-gga tcg cat cca act gea ct-3° (nt 6650-6671) e a seqiiéncia do primer 319 (F
— Forward) é: 5°-caa aga aat gca aag act tt-3’ (nt 6423-6442).

4.9.6 Visualizacio dos produtos amplificados

4.9.6.1 Gel de Acrilamida

Para visualizacdo dos produtos amplificados na RT-PCR, 10 ul do produto
amplificado foram misturados a 4 pl de tampao da amostra (Loading buffer 6X) e a mistura
foi aplicada em um gel de acrilamida 10%. Foi utilizado como referéncia de tamanho
molecular, o marcador 50 bp (Invitrogen). A corrida de eletroforese foi realizada a uma
corrente de 200 Volts em tampdao TBE 0,5X por 30 a 40 minutos e, em seguida, o gel foi
corado em solugdo de brometo de etidio (0,1 pug/ml). Os produtos da amplificacdo foram
visualizados em um transiluminador de ultravioleta e os resultados fotografados com filme

Polaroid 667.
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4.9.6.2 Gel de Agarose

Para visualizacdo dos produtos amplificados de 1100 pb correspondentes ao gene da
proteina VP1, 50 ul do produto amplificado foram misturados a 8 pl de tampao da amostra
(Loading buffer 6X) e a mistura foi aplicada em um gel de agarose 1%. Foi utilizado como
referéncia de tamanho molecular, o marcador 100 bp (Invitrogen). A corrida de eletroforese
foi realizada a uma corrente de 120 Volts em tampao TAE 1X por 30 a 40 minutos e, em
seguida, o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio (0,1 pg/ml). Os produtos da
amplificagdo foram visualizados em um transiluminador de ultravioleta e os resultados

fotografados com filme Polaroid 667.

4.9.7 Purificagao dos produtos de RT-PCR

Os produtos de amplificacdo foram purificados utilizando-se o kit comercial
OIAquick® Gel Extraction (Qiagen), seguindo-se o protocolo do fabricante, com algumas
modificacdes. As amostras de RT-PCR para o gene da proteina VP1 e da regido 5’-NCR
foram eluidos em gel de agarose 1%. As bandas de interesse (1100 pb e 700 pb) foram
excisadas dos géis com ajuda de um bisturi, pesadas e transferidas para tubos de 1,5 ml.

Foram adicionados aos tubos tampao de solubilizacdo QG, na proporgdo de 300 pl de
tampao QG / 100 mg de gel). Os tubos foram incubados por 10 minutos a 50°C em
termobloco, com homogeneizagdes a cada 3 minutos para garantir a solubilizacdo do gel.
Ap6s total solubilizacdo, a cor da mistura foi verificada para garantir que o pH estivesse
menor que 7,5. O gel integralmente dissolvido foi transferido para colunas dispostas sobre
tubos coletores de 2,0 ml, e esses tubos foram centrifugados por 1 minuto a 13.200 rpm. O
filtrado foi descartado em frasco exclusivo para o descarte de tampao QG. Foram adicionados
mais 500 pl de tampdao QG para remover todo o residuo da agarose, e os tubos foram
centrifugados por 1 minuto a 13.200 rpm e o filtrado descartado novamente. O procedimento
baseia-se na capacidade de ligagdo do DNA na coluna, pela qual a amostra passa durante o
procedimento de purificacdo. Apos a retencdo do DNA na coluna, foram adicionados 750 pl
de tampdo de lavagem PE, seguido de centrifugacdo a 13.200 rpm por 1 minuto, e o filtrado
descartado. Para garantir que todo residuo de etanol do tampao PE fosse removido, a coluna
foi novamente centrifugada e a mesma colocada em um tubo de 1,5 ml estéril e identificado.
Para a eluicao do DNA, agora purificado, foram realizadas duas etapas de lavagem, a primeira
adicionando-se 50 pl de tampao EB no centro da coluna e centrifugando a 13.200 rpm por 1
minuto ¢ a segunda, adicionando-se 30 pl de tampao EB, incubando por 1 minuto a
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temperatura ambiente e novamente centrifugando a 13.200 rpm por 1 minuto. A coluna foi

descartada e o filtrado estocado a —20 °C.

4.9.8 Avaliaciao quantitativa dos produtos de PCR purificados

Uma aliquota de 4 pl do DNA purificado foi misturada com 2 pl de Loading buffer 6X
e 6 ul de agua deionizada autoclavada foi aplicada em gel de agarose 1% preparado com
tampao TAE 1X corado com brometo de etidio (1,8 pl da solucdo estoque a 10 mg/ml). A
intensidade da banda de cada produto foi avaliada por comparagdo com um padrdo de
marcador de massa molecular Low Mass DNA Ladder (Invitrogen) indicando a concentragao
de DNA contida em cada amostra.

A corrida eletroforética foi realizada a 120 Volts por 40 minutos e o gel foi levado ao

transiluminador de ultravioleta e os resultados fotografados com filme Polaroid 667.

4.9.9 Seqiienciamento dos produtos de RT-PCR

Para esta reagdo foi utilizado o kit comercial “ABI BigDye@ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction v3.1” (PE Applied Biossystems) de acordo com o protocolo do
fabricante. O fundamento do método de seqiienciamento do kit utilizado ¢ baseado na
marcacao fluorescente dos dideoxinucleotideo (ddNTP’s) incorporados as cadeias de DNA,
de tamanhos variaveis formados durante os ciclos de desnaturacdo, anelamento e extensao.

O volume final de cada reacdo foi de 20 pl, contendo os seguintes componentes: DNA
purificado a ser seqiienciado (na concentrag¢do de 140 ng); 10 pmoles do primer reverso Q8 ou
do primer senso Y7 (utilizados separadamente em cada um dos tubos) para a proteina VPI; 5
pmoles do primer reverso EVR para a regido 5’-NCR; 6,4 ul do tampao de seqlienciamento
Big Dye@ terminator 5X sequencing buffer (Taq DNA Polimerase, dNTP’s, ddNTP’s
marcados, MgCl, e Tris-HCI pH 9,0) e 1,6 pul de tampao Big Dye@ terminator v3.1 cycle
sequencing ambos fornecidos pelo kit. A reagao foi processada em termociclador GeneAmp®
PCR System 9700 (Applied Biosystems) com 30 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 42 °C por
20 segundos e 60 °C por 1 minuto.
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4.9.10 Purificacdo dos produtos de Cycle Sequencing

Os produtos de extensdo obtidos nas reagdes de cycle-sequencing foram purificados
por precipitacdo com etanol (Merck, Germany). Os produtos foram transferidos para tubos de
1,5 ml contendo 20 pl de agua estéril e 60 ul de isopropanol absoluto (Merck, Germany).Os
tubos foram brevemente agitados (em vortex) e deixados em repouso por 15 minutos para a
precipitagdo do produto. Em seguida, foram centrifugados por 20 minutos a 13.200 rpm. O
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 250 pl de isopropanol a 75%, vortexando
rapidamente os tubos e centrifugando novamente, por 5 minutos a 13.200 rpm. O
sobrenadante foi desprezado e o contetido dos tubos foi completamente seco sob pressao

negativa em aparelho SVC 100 Speed Vac (Savant Instruments) para posterior analise.

4.9.11 Analise das seqiiéncias obtidas nas recdes de Cycle Sequencing

As amostras secas foram ressuspensas em 20 pl de tampao TSR (Template Supression
Reagent — Applied Biossystems) e aquecidas em termobloco a 95°C por 3 minutos para
desnaturag¢do, ecvitando a formagdo de estruturas secundarias. As amostras foram
imediatamente colocadas em banho de gelo até o momento de serem analisadas.

As seqiiéncias nucleotidicas obtidas foram analisadas em seqiienciador automatico PE

310 Genetic Analyser, gerando eletroferogramas caracteristicos.

4.9.12 Programas utilizados para analise das seqiiéncias

As seqiiéncias obtidas foram editadas utilizando o programa Bio Edit versao 7.0

(HALL, 1999) e posteriormente comparadas com seqiiéncias ja depositadas no banco de

dados contido no Gene Bank através do programa Blast, para confirmagdo da identidade viral

e do sorotipo (ALTSCHUL et al., 1990).
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5 RESULTADOS
5.1 PROPAGACAO DOS ISOLADOS EM CULTURA CELULAR

Todos os 27 isolados, provenientes de amostras de agua de esgoto coletadas pela
CETESB no Estado de Sao Paulo durante os anos de 1999, 2000 e 2001, puderam ser

propagados em cultura de células RD e L20B, apresentando efeito citopatico caracteristico.

5.2 IDENTIFICACAO DE ENTEROVIRUS ISOLADOS POR RT-PCR

A reacdo de RT-PCR foi procedida para confirmar o resultado do isolamento viral e
para confirmar se o virus isolado pertencia ao grupo enterovirus (PCR-GRUPO). As 27
amostras de virais propagadas em células RD foram também positivas por RT-PCR.
Fragmentos com tamanho molecular esperado (153 pb), para o par de primers utilizado (EVR

e EVF), foram obtidos (Figura 11).
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Figura 11: Perfil eletroforético, em gel de acrilamida 1%, dos produtos amplificados,
por reacao de PCR, utilizando o par de primers EVR e EVF (153pb). Linha 1: Padrao de
tamanho molecular 50 bp Low Mass DNA Ladder (Invitrogen). Linhas 2-9: amostras
positivas; Linha 10: controle positivo.

53 CONFIRMACAO DOS ISOLADOS COMO POLIOVIRUS
Apos a confirmacdo de que a amostras isoladas pertenciam ao grupo enterovirus, nova

rea¢do RT-PCR foi realizada com o objetivo de identificar se os isolados enterovirus positivos

eram poliovirus (PCR-PAN). Todos os 27 isolados, PCR-GRUPO positivos, foram PCR-PAN
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positivos. Fragmentos de 79 pb, que € o esperado para o par de primers utilizado (PANPVR e
PANPVF), foram obtidos (Figura 12).
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Figura 12: Perfil eletroforético, em gel de acrilamida 1%, dos produtos amplificados,
por reacio de PCR, utilizando o par de primers PANPVR e PANPVF (79pb). Linha 1:
Padrao de tamanho molecular 50 bp Low Mass DNA Ladder (Invitrogen). Linhas 2-6:
amostras positivas; 7: amostra negativa; 8-10; amostras positivas, 11: controle positivo.

5.4 IDENTIFICACAO DOS SOROTIPOS DE POLIOVIRUS POR RT-PCR

Ap6s a confirmacdo de que os isolados pertenciam ao género Poliovirus, os mesmos
foram submetidos a nova reacdo de RT-PCR para determinacdo do seu sorotipo (PCR-PV).
Os seguintes sorotipos de poliovirus foram identificados: 5 poliovirus do sorotipo 1, 20
poliovirus do sorotipo 2 e 2 poliovirus do sorotipo 3. Fragmentos de 70, 79 e 140 pb,
respectivamente, os quais sao esperados para os pares de primers utilizados (PANPVRI1, 2 ¢ 3

e PANPVFI, 2 e 3), foram obtidos (Figura 13).

72



Figura 13a Figura 13b
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Figura 13: Perfil eletroforético, em gel de acrilamida 1%, dos produtos amplificados,
por reacdo de PCR, utilizando os pares de primers PANPVR 1,2 ¢ 3 e PANPVF 1,2 e 3.
Figura 13a: Linha 1: Padrdo de tamanho molecular 50 bp Low Mass DNA Ladder
(Invitrogen). Linha 2: amostra positiva (PV1); 3: controle positivo (PV1); 4: controle
negativo, 5: amostra positiva (PV2); 6: controle positivo (PV2); 7: controle negativo. Figura
13b; Linha 1: Padrao de tamanho molecular 50 bp Low Mass DNA Ladder (Invitrogen). Linha
2: amostra positiva (PV3); 3: controle positivo (PV3).

5.5 MULTIPLEX RT-PCR PARA A DIFERENCIACAO
INTRATIPICA DOS POLIOVIRUS IDENTIFICADOS

Apos a identificagdo do sorotipo de cada amostra (item anterior), foi pesquisada a
origem do isolado quanto a ser vacinal (PCR-Sabin) ou selvagem. Todos os 27 poliovirus
isolados (5 PV tipo 1, 20 PV tipo 2 e 2 PV tipo 3) foram identificados como sendo de origem
vacinal (PCR-Sabin positivos). Fragmentos de 97, 71 e 53 pb, os quais s@o os esperado para
os pares de primers utilizados (PVSabinR 1, 2 e 3 e PVSabinF 1, 2 e 3), respectivamente,
foram obtidos (Figura 14)
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Figura 14: Perfil eletroforético, em gel de acrilamida 1%, dos produtos amplificados,
por reagio de PCR, utilizando os pares de primers PVSabinR1, 2 e 3 e PVSabinF1, 2 e 3.
Linha 1: Padrao de tamanho molecular 50 bp Low Mass DNA Ladder (Invitrogen). Linha 2:
amostra positiva (Sabinl); 3: amostra positiva (Sabin2); 4: amostra positiva (Sabin3); 5:
controles positivos (Sabinl, 2 e 3).

5.6 AMPLIFICACAO DA REGIAO VPI DO GENOMA DOS POLIOVIiRUS
ISOLADOS

Ap0s a propagacao do isolado em culturas de células, o RNA gendmico foi extraido, e
o gene VPI1, o qual codifica a principal proteina do capsideo, do poliovirus foi amplificado
pela técnica de RT-PCR, utilizando-se o par de primers Q8 e Y7. Todos os 27 isolados
mostraram um produto de PCR com tamanho caracteristico de 1100 pb, apos realizagdo da
eletroforese em gel de agarose 1% e coloracdo com solugdo de brometo de etideo (Figura

15).

1100 pb
600 pb

Figura 15: Perfil eletroforético, em gel de agarose 1%, dos produtos amplificados, por
reacdo de PCR, utilizando o par de primers Q8 e Y7 (1100 pb). Linha 1: Padrao de peso
molecular 100 bp Low Mass DNA Ladder (Invitrogen). Linhas 2-6: amplificagdo do
fragmento VP1 de poliovirus por RT-PCR (1100 pb).
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5.7 AMPLIFICACAO DA REGIAO 5°-NCR DO GENOMA DOS POLIOVIRUS
ISOLADOS

A regido da 5’-NCR do poliovirus foi amplificada pela técnica de RT-PCR, utilizando
o par de primers EVR e S118S. Todos os 27 isolados demonstraram um produto amplificagdo
de tamanho caracteristico de 700 pb, apos realizagdo da eletroforese em gel de agarose 1% e

coloracdo com solu¢do de brometo de etideo (Figura 16).
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Figura 16: Perfil eletroforético, em gel de agarose 1%, dos produtos amplificados, por
PCR, utilizando o par de primers EVR e S118. Linha 1: Padrdo de tamanho molecular 100
bp Low Mass DNA Ladder (Invitrogen). Linhas 2-10: amplificacdo do fragmento da regido 5°-
NCR de poliovirus por RT-PCR (700 pb).

5.8 AMPLIFICACAO DA REGIAO 2C E 3D DO GENOMA DOS POLIOVIRUS
TIPO 1

Como todos os cVDPVs identificados at¢é o momento apresentavam seqiiéncias
recombinantes, conjuntos de primers para cepas Sabin recombinantes (SAB-REC) foram
desenvolvidos como um método alternativo para a pesquisa de VDPVs. Isolados ndo
recombinantes € vacina/nao vacina recombinantes podem ser identificados de pelo padrao de
reatividade com os primers SAB-REC. Quando os primers SAB-REC sdo utilizados os
isolados relacionados a vacina geram produtos de amplificacdo especificos, pois este conjunto
de primers especificamente amplifica as seqliéncias que correspondem as cepas Sabin de
referéncia (KILPATRICK et al., 2004).

Fragmentos das regides 2C e 3D do poliovirus tipo 1 foram amplificados, por RT-
PCR, utilizando o par de primer S1-REC. Todas as 5 amostras poliovirus tipo 1 mostraram
perfil caracteristico com produtos de amplificagdo de tamanho esperado (2C — 199 pb e 3D -
226 pb), apos realizagdo da eletroforese em gel de agarose 1% e coloragdo com solucao de
brometo de etideo (Figura 17). Nenhuma amostra mostrou ser recombinante nas regides 2C e

3D do genoma.
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Figura 17: Perfil eletroforético, em gel de poliacrilamida, dos produtos amplificados, por
PCR, utilizando REC-primer S1-REC. Linha 1: Padrdo de tamanho molecular 50 bp Low
Mass DNA Ladder (Invitrogen). Linhas 2-6: amplificagdo do fragmento da regidao 2C (199 pb)
e 3D (226 pb) do poliovirus tipo 1 por RT-PCR.

5.9 AMPLIFICACAO DA REGIAO 2C E 3D DO GENOMA DE POLIOVIRUS
TIPO 2

Fragmentos das regides 2C e 3D do poliovirus tipo 2 foram amplificados pela técnica
de RT-PCR, utilizando o par de primers S2-REC. Todas as 20 amostras poliovirus tipo 2
mostraram os produtos de amplificagdo com o tamanho caracteristico (2C — 189 pb e 3D —
225 pb), apos realizagdo da eletroforese em gel de agarose 1% e coloragdo com solucao de
brometo de etideo (Figura 18). Nenhuma amostra mostrou ser recombinante nas regides 2C ¢

3D do genoma.

200 pb

Figura 18: Perfil eletroforético, em gel de poliacrilamida, dos produtos amplificados, por
PCR, utilizando REC-primers S2-REC. Linha 1: Padrdo de tamanho molecular 50 bp Low
Mass DNA Ladder (Invitrogen).Linhas 2-11: amplificacdo do fragmento da regido 2C (189
pb) e 3D (225 pb) do poliovirus tipo 2 por RT-PCR.
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5.10 AMPLIFICACAO DA REGIAO 2C E 3D DO GENOMA DE POLIOVIRUS
TIPO 3

Fragmentos das regides 2C e 3D do poliovirus tipo 3 foram amplificados pela técnica
de RT-PCR, utilizando o par de primers S3-REC. Todas as 2 amostras poliovirus tipo 3
mostraram produtos de amplificagdo com o tamanho caracteristico (2C — 199 pb e 3D — 228
pb), apos realizacdo da eletroforese em gel de agarose 1% e coloragdo com solugdo de
brometo de etideo (Figura 19). Nenhuma amostra mostrou ser recombinante nas regides 2C ¢

3D do genoma.

Figura 19: Perfil eletroforético, em gel de poliacrilamida, dos produtos amplificados, por
PCR, utilizando REC-primers S3-REC. Linha 1: Padrdo de tamanho molecular 50 bp Low
Mass DNA Ladder (Invitrogen).Linhas 2-5: amplificacdo do fragmento da regidao 2C (199 pb)
e 3D (228 pb) do poliovirus tipo 3 por RT-PCR.

5.11 SEQUENCIAMENTO NUCLEOTIDICO

5.11.1 Seqiienciamento e analise da regido 5’-NCR dos poliovirus tipo 1 isolados
As seqiiéncias nucleotidicas obtidas da regido 5’-NCR dos poliovirus tipo 1 isolados

foram alinhadas com as seqii€ncias correspondentes as da cepa padrao P1/Sabin (REZAPKIN

et al., 1994), visando a observagdo dos nucleotideos das posigdes 480 e 525. Os resultados

encontram-se na Tabela 02 e as diferencas encontradas estio indicadas em negrito.
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Posicao 480 Posicao 525

P1/Sabin G U
P1/26826 G=A U
P1/26827 G<A U
P1/26831 G=A U
P1/28090 G<A U
P1/30808 G=A U

Tabela 02: Diferencas nucleotidicas observadas nas posi¢cdes 480 e 525 da regido 5’-
NCR dos poliovirus tipo 1 isolados, em relacdo a cepa vacinal P1/Sabin padrao.

As amostras P1/26826, P1/26831 ¢ P1/30808 apresentaram, na mesma propor¢ao, uma
base G e uma base A no nucleotideo 480, indicando que pelo menos duas subpopulagdes
estdo presentes, uma mantendo a base G, enquanto a outra reverteu para A neste nucleotideo.
As amostras P1/26827 e P1/28090 mantiveram a base G no nucleotideo 480, embora uma
subpopulagao de revertentes apresentando uma base A nesta posi¢cdo também foi observada.

Todas as amostras mantiveram a base U no nucleotideo 525.

5.11.2 Seqiienciamento e analise da regido 5’-NCR dos poliovirus tipo 2 isolados

Através do seqiienciamento nucleotidico parcial da regido 5’-NCR dos poliovirus do
tipo 2 isolados, foi possivel obter seqiiéncias que posteriormente foram alinhadas, com a cepa
P2/Sabin (REZAPKIN et al., 1999), visando a observacdo do nucleotideo das posicdes 481.
Os resultados encontram-se na Tabela 03 e as diferengas encontradas estdo indicadas em

negrito.
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Isolado Posicio 481
P2/Sabin
P2/26177
P2/26178
P2/26180
P2/26181
P2/26182
P2/26183
P2/26184
P2/26185
P2/26825
P2/26828
P2/26829
P2/26830
P2/26832
P2/28088
P2/28089
P2/28094
P2/28095
P2/30805
P2/30806
P2/30807

>QQ>>>>>>§>>>>>>>>>>>

Tabela 03: Diferencas nucleotidicas observadas na posicao 481 da regido 5°-NCR dos

poliovirus tipo 2 isolados, em relacio a cepa vacinal P2/Sabin padrao.

Vinte amostras de poliovirus sorotipo 2 foram analisadas. As amostras P2/30805 e
P2/30806 apresentaram a reversao Asg;—G. A amostra P2/26829 manteve a base A no
nucleotideo 481, embora uma subpopulacdo revertente, apresentando a uma base G nesta

posicao, também foi observada.

5.11.3 Seqiienciamento e analise da regido 5’-NCR dos poliovirus tipo 3 isolados
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As seqiiéncias obtidas, de parte da regido 5’-NCR dos poliovirus tipo 3 isolados,
foram alinhadas, com a cepa P3/Sabin (STANWAY et al., 1983), visando a observagdo do
nucleotideo da posi¢do 472. Os resultados encontram-se na Tabela 04 e as diferencas

encontradas estdo indicadas em negrito.

Isolado Posicao 472

P3/Sabin
P3/26179
P3/30809

oli@][=

Tabela 04: Diferencas nucleotidicas observadas na posi¢cdo 472 da regido 5’-NCR dos
poliovirus tipo 3 isolados, em relacdo a cepa vacinal P3/Sabin padrao.

As amostras P3/26179 ¢ P3/30809 apresentaram a base revertente C no nucleotideo

472.

5.11.4 Seqiienciamento e anadlise da regido VP1 dos poliovirus isolados

As seqiiéncias completas de nucleotideos do gene que codifica a principal proteina de
capsideo viral, VP1 (poliovirus tipo 1 =906 nt, poliovirus tipo 2 = 903 nt e poliovirus tipo 3 =
900 nt), das 27 amostras de poliovirus isoladas foram alinhadas com as das cepas padrdes de

referéncia (Human poliovirus strain Sabin 1 complete genome, strain Sabin 1 [nimero de

acesso V01150], Human poliovirus strain Sabin 2 complete genome, strain Sabin 2 [ntimero

de acesso AY184220], Human poliovirus strain Sabin 3 complete genome, strain Sabin 3

[nimero de acesso AY184221]).Para cada isolado, os nucleotideos que sdo idénticos a cepa

padrao estdo representados por pontos (.), enquanto que aqueles que diferem dos padroes
estdo representados pelas bases A, T, G ou C (Figura 20).

Todas as seqiiéncias nucleotidicas foram traduzidas em seqiiéncias de aminoacidos
pelo programa BioEdit com o objetivo de identificar se as diferengas nucleotidicas resultariam
em alteracdoes nas seqii€ncias protéicas codificadas. Na Figura 21 esta representado o
alinhamento de 302, 301 ¢ 300 aminoacidos da regido de VP1 dos 27 isolados pertencentes

aos sorotipos 1, 2 e 3 respectivamente, em comparagao com seus respectivos padroes.
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5.11.5 Poliovirus tipo 1

Através do alinhamento de 906 nucleotideos do gene VP1 foi possivel observar que
todos os cinco isolados pertencentes ao tipo 1, apresentaram 100% de identidade nucleotidica

entre si e com a cepa padrdo.

5.11.6 Poliovirus tipo 2

Nas andlises comparativas das seqiiéncias nucleotidicas dos 20 isolados pertencentes
ao tipo 2, 16 isolados apresentaram uma tnica diferenca localizada na posi¢ao 2807 (A—>G)
que resultou na mudanga de aminoéacido no residuo 109 (L—A). Os quatro isolados restantes
apresentaram 100% de identidade nucleotidica entre si e com a cepa padrio.

O isolado 26183 apresentou duas diferencas nucleotidicas adicionais além da
diferenga na posicao 2807 (A—G): 2789 (G— A) e 2828 (T—G).

O isolado 26184, quando comparado a cepa padrdo, apresentou duas substituigdes
nucleotidicas nas posi¢des 2807 (A—>G) e 2945 (A— Q).

Na Tabela 05 estio relacionadas as diferencas nucleotidicas encontradas entre os

poliovirus tipo 2 isolados e as alteracdes de aminoacidos acarretadas.

5.11.7 Poliovirus tipo 3
Quando comparadas com a cepa padrdo as duas amostras isoladas apresentaram

apenas uma substitui¢do nucleotidica na posicdo 2493 (C—T), acarretando na alteracdo de

aminodcido (Tabela 06).
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Isolado Posicio Alteracao Residuo de aa Aminoacido
P2/26177 2807 A—>G 109 K—R
P2/26178 2807 A->G 109 K—>R
P2/26180 2807 A—->G 109 K—>R
P2/26181 2807 A—->G 109 K—>R
P2/26182 2807 A—>G 109 K—R
P2/26183 2789 GoA 103 R—>K

2807 A—>G 109 K—R

2828 TG 116 VoG
P2/26184 2807 A—->G 109 K—R

2945 A->G 155 Y—C
P2/26185 2807 A—>G 109 K—R
P2/26825 - - - -
P2/26828 2807 A—>G 109 K—R
P2/26829 2807 A->G 109 K—>R
P2/26830 2807 A—>G 109 K—R
P2/26832 2807 A->G 109 K—>R
P2/28088 2807 A—>G 109 K—>R
P2/28089 2807 A->G 109 K—>R
P2/28094 2807 A—>G 109 K—R
P2/28095 2807 A->G 109 K—>R
P2/30805 - - - -
P2/30806 - - - -
P2/30807 - - - -

Tabela 05: Substituicoes nucleotidicas e de aminodcidos observadas na regido do gene da
proteina VP1 de isolados do sorotipo 2 quando comparados com a cepa vacinal P2/Sabin
padrao. Legenda: K = Lisina; R = Arginina; V = Valina; G = Glicina; Y = Tirosina; C =

Cisteina.
Isolado Posicio Residuo de aa Aminoacido
P3/Sabin 2493 6 T
P3/26179 2493 6 T—l
P3/30809 2493 6 T-I

Tabela 06: Substituicdes nucleotidicas e de aminoacidos observadas na regiio do gene da
proteina VP1 de isolados do sorotipo 3 quando comparados com a cepa vacinal P3/Sabin
padrao. Legenda: T = Treonina; [ = Isoleucina
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6 DISCUSSAO

A) ANALISE DA CARACTERIZACAO GENOMICA DE POLIOVIRUS TIPO 1
ISOLADOS DE AMOSTRAS DO MEIO AMBIENTE.

As analises das seqiiéncias nucleotidicas dos poliovirus do tipo 1 isolados,
demonstraram que todos os cinco isolados mutaram no nucleotideo Gsgo—A da regido 5’-
NCR. Esta mutacdo tem sido reconhecida por varios autores como estando associada a
reversdo da cepa atenuada P1/Sabin para o fendtipo neurovirulento. As cepas P1/26826,
P1/26831 e P1/30808 apresentaram a base G (encontrada na cepa atenuada Sabin) e a base A
(encontrada na cepa virulenta Mahoney) no nucleotideo 480, aproximadamente na mesma
proporcao, indicando que pelo menos duas subpopulacdes estdo presentes, uma mantendo a
base G, enquanto a outra reverteu para A neste nucleotideo. As cepas P1/26827 e P1/28090
mantiveram a base G no nucleotideo 480, embora uma pequena subpopulacdo de revertentes
apresentando a base A nesta posic@o tenha sido observada. Esta observacdo poderia sugerir
que estes isolados apresentem um aumento de neuroviruléncia, o que, entretanto s6 poderia
ser confirmado através de testes de neuroviruléncia em camundongos transgénicos ou em
macacos.

FRIEDRICH e colaboradores (1995) analisaram quatro isolados de casos de paralisia
classificados como Sindrome de Guillain Barré no Brasil. Trés isolados mutaram no
nucleotideo 480 de G—A. Além disso, todas as cepas cVDPVs do tipo 1 isoladas a partir de
casos de poliomielite associados a vacina tanto na ilha Caribena de Hispanhola em 2000-01,
como nas Filipinas em 2001, apresentaram a mutacdo revertente Gago—A (KEW et al., 2004,
SHIMIZU et al., 2004). Durante o surto, como complemento da atividade de pesquisa de
AFP, a pesquisa de poliovirus no ambiente (EPS) foi implantada. Sete cepas cVDPVs tipo 1
isoladas de amostras ambientais demonstraram a substituicio Ggo—A (VINIJE et al., 2004).

A homologia de 100% apresentada entre os nossos isolados, na regiao de VP1, quando
comparados com a cepa atenuada P1/Sabin de referéncia demonstra a auséncia de circulagao

dessas amostras nas comunidades.



B) ANALISE DA CARACTERIZACAO GENOMICA DE POLIOVIRUS TIPO 2
ISOLADOS DE AMOSTRAS DO MEIO AMBIENTE

O seqiienciamento nucleotidico parcial da regido 5’-NCR e total da regido do gene
VP1 dos poliovirus tipo 2 isolados e, a comparacdo com a seqiiéncia nucleotidica da cepa
P2/Sabin, confirmou a origem vacinal destes poliovirus, e também permitiu detectar mutacdes
nestas regides.

A mutagdo Asg—G, observada em poliovirus tipo 2 isolados de casos de VAPP,
também tem sido observado em poliovirus tipo 2 isolados de fezes de contatos saudaveis de
casos associados a vacina e de fezes de individuos vacinados saudaveis (MINOR & DUNN,
1998; DUNN et al.,, 1990, MACADAM et al, 1991a; FRIEDRICH et al.,, 1995),
demonstrando uma forte selecdo contra a base A no nucleotideo 481 durante a replicacao da
cepa P2/Sabin no intestino humano. Cepas VDPVs tipo 2 isoladas a partir de casos de
paralisia no Egito apresentaram Gug;, mas diferentemente da maioria dos isolados Sabin—/ike,
as seqiiéncias 5’-NCR envolvidas provavelmente derivaram de outros enterovirus. Os isolados
também apresentaram troca de aminoacido Ile—Thr na VP1,43 (YANG et al., 2003).

E interessante observar que a maioria das cepas isoladas no presente estudo manteve a
base A nesta posi¢cdo. Uma possibilidade é a de que uma ou mais mutagdes no genoma viral
puderam influenciar na selecdo da base A no nucleotideo 481 (MINOR et al., 1993). Nao
podemos descartar a possibilidade de que certas caracteristicas bioquimicas de fatores do
hospedeiro interagindo com a regido 5’-NCR do RNA viral poderiam selecionar isolados
mantendo a base A no nucleotideo 481 (SVITKIN, 1988).

A mutagao Ujg9— A levando a substituicdo de Ile por outros aminoacidos em VP1 43,
ndo foi observada em nenhum dos poliovirus do tipo 2 isolados. Como supracitado nao se
pode descartar a possibilidade da atuacdo de fatores do hospedeiro sobre regido 5’-NCR do
RNA viral, induzindo a selecdo de isolados mantendo Uxgg.

A comparagdo da seqliéncia nucleotidica dos poliovirus tipo 2 isolados com a
seqiiéncia da cepa P2/Sabin padrdo permitiu a identificagcdo de varias diferengas nucleotidicas.
Dezesseis isolados apresentaram Agg7—G levando a substitui¢do do aminoacido Lys por Arg
no residuo 109 de VPI. O isolado P2/26183 apresentou Gj739—A levando a substituicao
Argjps—Lys ¢ a mutagdo Trg3—G (Val;16—Gly), enquanto a cepa P2/26184 apresentou a
mutacdo Agss—G (Cysiss—Tyr). Nenhuma das mutagdes encontradas tém sido implicadas
como fatores principais para mudancas na viruléncia de poliovirus tipo 2, entretanto, a
possibilidade de estas mutagdes revertentes terem algum efeito na reversdo da cepa P2/Sabin a

neuroviruléncia ou de apresentarem algum papel no estabelecimento da doenca ndo pode ser



descartada. Além disto, estas mutacdes podem também conferir alguma vantagem seletiva
como conseqiiéncia da adaptacdo da cepa P2/Sabin para a replicacdo no intestino.

A cepa P2/26183 apresentou 99,6% de divergéncia nucleotidica em comparag¢do com a
cepa P2/Sabin de referéncia e a cepa P2/26284 apresentou 99,3% de divergéncia nucleotidica
em VPI. Esta mudancas ndo podem ser consideradas criticas com relagdo a presenca
prolongada dessas amostras no meio ambiente, mais provavelmente, devem-se a alta
eficiéncia de replicagdo e traducdo do genoma dos poliovirus do tipo 2, com a conseqiiente

tendéncia ao acimulo de mutagdes.

C) ANALISE DA CARACTERIZACAO GENOMICA DE POLIOVIRUS TIPO 3
ISOLADOS DE AMOSTRAS DO MEIO AMBIENTE.

As analises das seqiiéncias nucleotidicas dos dois poliovirus do tipo 3 isolados revelou
que estes apresentavam duas mutacdes importantes envolvidas na reversdo ao fenotipo
neurovirulento: Us7,—C da regido 5’-NCR (WESTROP et al., 1989; CHUMAKOV et al.,
1991) e lleg—Thr (Uzp34—C) de VP1 (WEEKS-LEVY et al., 1991; TATEM et al., 1992). A
mutagdo revertente Us7,—C da regido 5°-NCR foi observada em todos os poliovirus
derivados da cepa P3/Sabin isolados de fezes e/ou SNC de casos de VAPP (ALMOND et al.,
1984, 1985; CANN et al., 1984; EVANS et al., 1985; MINOR et al., 1989, MACADAM et
al., 1989; GEORGESCU et al., 1994; DRIESEL et al., 1995), isolados de um paciente
apresentando hipogamaglobulenemia (MARTIN et al., 2000) e em um tipo 3 aVDPV isolado
a partir de uma amostra de dgua de esgoto na Estonia em 2002 (BLOMQVIST et al., 2004).

Estudos sugeriram que Uz493—C, levando a uma substituicdo de Ilec—Thr de VPI1,
também apresenta algum efeito na atenuacdo (WEEKS-LEVY et al., 1991; TATEM et al.,
1992). O aminoécido Iles esta localizado na regido N-terminal de VP1, regido esta que atua na
entrada do virus na célula susceptivel. Esta regido de VP1 ¢ externalizada e a sua exposi¢ao ¢
necessaria para a ligacdo dos lipossomas. A substitui¢do de Ilec—Thr parece enfraquecer a

externalizacao do N-terminal (FRICK & HOGLE, 1990).

D) IMPLICACOES DE CVDPVS PARA O PLANO DE ERRADICACAO GLOBAL DA
POLIOMIELITE

O principal risco para a poliomielite em todo o mundo envolve a infec¢do por

poliovirus selvagem. Entretanto a maior parte deste risco esta localizada em poucos



reservatorios na Africa e na Asia. No restante do mundo, o problema deriva do continuo uso
da OPV. Em decorréncia dos recentes surtos de poliomielite associados com o envolvimento
de VDPVs em Hispanhola, Filipinas, Egito e Madagascar, a pesquisa de cepas VDPV tornou-
se uma parte importante na pesquisa de rotina para poliovirus selvagens dentro da Iniciativa
de Erradicacao Global.

Todos os surtos ocasionados por cVDPVs foram restritos a ilhas, entretanto, se um
surto cVDPV ocorresse em a populagdo central do continente, a incidéncia de casos de VAPP
superaria drasticamente a taxa de casos registrados anualmente, e poderia ser igualada aquelas
registradas nos surtos de poliovirus selvagens (KEW et al., 2004).

O plano de acdo esté ligado a trés estagios principias de erradicagdo: pré-erradicagdo,
pos-erradicagdo global, e pos—OPV. O estagio atual de pré-erradicagdo demonstra os avangos
na interrupcao da transmissdo dos poliovirus selvagens. A circulagcdo do poliovirus tipo 2 nao
tem sido notificada em todo o mundo desde outubro de 1999, ¢ a circulagdo do poliovirus tipo
3 tornou-se altamente focalizada em somente 4 paises em 2005. O maior contratempo desde a
adocdo do plano global foi a deteccdo em 22 paises de surtos devido a importacdo do
poliovirus tipo 1. Em marco de 2006, 14 destes 22 paises nao notificaram casos por mais de 6
meses e aparentemente retornaram ao stafus de area livre da polio.

O periodo de pos-erradicacdo irda comegar um ano apods deteccdo do ultimo poliovirus
selvagem. O periodo de pos-OPV comecara com a interrupcdo em todo o mundo da
administracdo de OPV. Entretanto, a suspens@o da vacinacdo ira inevitavelmente resultar em
um dramatico crescimento de uma populagdo ndo imunizada e criar uma oportunidade para
uma rapida disseminagdo de poliovirus emergentes.

KOROTKOVA e colaboradores (2003) realizaram uma analise da interrup¢ao do uso
de OPV em uma regido da Republica da Bielorrassia ocorrida durante o periodo de 1963 a
1966, demonstrando a circulagdo disseminada de poliovirus OPV-derivados dentro de uma
comunidade ndo imunizada. A imunizagdo com a vacina OPV trivalente comecou em 1959. A
partir de 1961 a 1966, dois rounds de campanha nacional em massa foram conduzidas durante
o periodo inverno-primavera, atingindo >90% de nivel de cobertura vacinal. No entanto,
criancas de dois distritos (uma populagao total de 160.000) ndo foram imunizadas a partir de
marco de 1963 a marco de 1966, exceto 40 criangas em seis enfermarias que receberam uma
unica dose da OPV trivalente em marco de 1955. A pesquisa de anticorpos anti-poliovirus no
soro de criangas nascidas pelo menos 1 ano apos a interrupgao da OPV demonstrou que 21
criancas (de um total de 57) apresentavam titulos iguais ou maiores a 1:8 de anticorpos
neutralizantes para o poliovirus do tipo 2. A analise também demonstrou a disseminacdo e

evolucdo de linhagens independentes de VDPVs. Trés isolados apresentaram genomas



recombinantes contendo a regido 5’-NCR e a regido de capsideo derivada de P2/Sabin, dois
destes contendo as regides das proteinas ndo estruturais de P1/Sabin e, outro de um virus nao
identificado. Um isolado apresentou seqiiéncia nucleotidica semelhante a um poliovirus tipo 1
selvagem isolado durante o mesmo periodo (agosto de 1965) em uma outra cidade da
Bielorrussia.

A pesquisa de AFP é o modelo padrdo no programa da WHO de erradicagdo global
dos poliovirus selvagens. A pesquisa de VDPVs comecou em 1997 nas Américas, com o
seqiienciamento dos genes VP1 dos poliovirus isolados a partir de casos de AFP na regido
(DA SILVA et al., 2000). Infelizmente, esta abordagem ndo preveniu a tempo o surto
ocorrido em Hispanhola porque nenhum poliovirus havia sido isolado 5 anos precedendo o
surto (KEW et al., 2000). A ocorréncia de casos de VDPVs também realca a necessidade dos
paises em manter uma pesquisa sensivel de poliovirus. Imediatamente apos o surto de VDPVs
em Hispanhola, uma triagem intensiva de VDPV no ambiente foi imediatamente iniciada
pelos laboratorios dentro da rede de Laboratorios Global Polio WHO (WHO, 2002; 2005). O
tipo 2 VDPVs ¢ o mais freqiientemente detectado e tem sido isolado intermitentemente a
partir de dgua de esgoto coletada na Eslovaquia, Egito e Israel (WHO, 2005). De acordo com
outros estudos VDPVs foram isolados a partir de agua de esgoto e de rio no Japdo dentro de
tr€s meses apos a vacinacdo com a OPV, e varios destes VDPVs 1 e 3 isolados mostraram
aumento da neuroviruléncia (HORIE et al.,, 2002; YOSHIDA et al., 2002). Mais
recentemente, um poliovirus tipo 3 mostrando 13% de divergéncia da cepa P3/Sabin foi
isolado da Estonia (BLOMQVIST et al., 2004). Um pesquisa no Egito revelou uma
prolongada e extensiva circula¢do do poliovirus tipo 1 selvagem ao mesmo tempo em que 0s
casos positivos de poliovirus ¢ AFP eram raramente raros (EL BASSIONI et al., 2003)

A capacidade de virus vacinais geneticamente mutados de se replicarem por cerca de 2
nos antes da sua detec¢do, como nos surtos de Hispanhola e Filipinas, ambas declaradas como
areas livres da polio, enfatiza a dificuldade e importancia de uma pesquisa com elevada
sensibilidade na era pos-erradicacdo. Metodologias utilizando amostras de agua para testar a
presenca e poliovirus incrementaria a sensibilidade da pesquisa de AFP.

EPS tem previamente demonstrado o isolamento de cepas derivadas da vacina
apresentando um fenotipo selvagem sem que qualquer caso de poliomielite paralitica fosse
reportado (HOVI et al., 1986; MANOR et al., 1999). Um derivado P2/Sabin isolado a partir
de 4gua de esgoto, na auséncia de casos de pdlio em Israel, demonstrou 91,7% de identidade
nucleotidica com P2/Sabin na regido de capsideo P1 e tinha readquirido algumas

caracteristicas relacionadas ao tipo selvagem. A extensa divergéncia genética sugere que este



virus tenha se replicado em um ou mais individuos aproximadamente por seis anos
(SHULMAN et al., 2000).

Em 1989 foi isolado o ultimo poliovirus selvagem no Brasil e a continua pesquisa de
casos AFP e de poliovirus no Brasil ndo tem detectado qualquer infec¢do pelo poliovirus
selvagem apods este ano. Desde entdo as taxas de cobertura nacional de imunizagdo com a
OPV no Brasil tém sido geralmente altas (acima de 95%). No periodo de 2001 a 2005 as taxas
de cobertura vacinal com a OPV variaram entre 95 a 100% (MS, 2006). Entretanto, o surto
em Filipinas demonstrou que o uso de OPV em niveis de cobertura de pouco abaixo do
desejado (~ 80% a época) (MMWR, 2001a) pode induzir a emergéncia e a disseminagdo de
VDPVs em paises onde o poliovirus selvagem tenha sido erradicado se falhas na imunizagao
forem desenvolvidas em areas locais com risco potencial elevado para a circulagdo de
poliovirus (MMWR, 2000; 2001, 2002), o que realca a importancia em se manter altos niveis
de cobertura vacinal no pais.

Estudos moleculares de virus vacinais isolados de casos de AFP no Brasil mostraram
pouca variabilidade genética sugerindo uma transmissao limitada (DA SILVA et al., 1998). A
populagdo brasileira € altamente imunizada contra a polio, o que limita a disseminagdo de
cepas OPV excretadas. Entretanto, a experiéncia tem demonstrado a crescente dificuldade em
manter altos niveis de cobertura vacinal em paises e regides certificados como areas livres da
poliomielite (KEW et al., 2004).

Apos a interrup¢do da imuniza¢do com a OPV, existe um risco de 3-5 anos de
emergéncia de cVDPVs Em adi¢do, os raros casos de iVDPVs possuem um risco para a
reintroducdo de poliovirus na populagdo (WHO, 2006).

Considerando os riscos e beneficios potenciais inerentes a decisdes relativas ao
momento ¢ a maneira de interromper a vacinagao com a OPV ¢ a sua substituicdo por uma
vacina inativada (Salk) serd necessario contar com a disponibilidade de conhecimentos
cientificos, uma analise dos riscos ¢ beneficios, planos de contingéncia, reservas de vacina
contra o poliovirus, e a aprovagao dos comités mundiais normativos. Uma questdo crucial € se
a transmissao das cepas vacinais excretadas pode prolongar-se de maneira que o poliovirus
consiga reaparecer em uma futura populagdo ndo imunizada. A interrup¢do global da
utilizacdo da OPV apresenta riscos em longo prazo que precisam ser considerados como o
aparecimento de um elevado nimero de pessoas susceptiveis a poliomicelite; epidemias apods a
liberagdo de poliovirus a partir das fontes de contengdo intencionalmente ou nio; poliovirus
derivado da vacina revertendo e adquirindo caracteristicas dos poliovirus selvagens (WOOD;

SUTTER; DOWDLE, 2000).



Apesar da erradicag@o dos poliovirus selvagens no Brasil, ¢ importante ser lembrado
que as cepas Sabin foram derivadas de cepas selvagens neurovirulentas e que poucas
mutagdes sdo aparentemente necessarias para que as cepas das cepas Sabin readquiram
caracteristicas bioldgicas, principalmente a neuroviruléncia, similares aquelas apresentadas
pelas amostras selvagens. Portanto, ha a necessidade de que as taxas de cobertura vacinal
mantenham-se as mais altas possiveis para evitar a transmissdo de cepas vacinais com
neuroviruléncia aumentada a outros individuos. Neste caso a transmissdo de tais cepas
aumentaria a probabilidade do desenvolvimento da doenga e também poderia levar novamente
a circulacdo de cepas neurovirulentas de origem vacinal, o que poderia constituir-se em
grande problema de saude publica caso a vacinag@o fosse suspensa repentinamente.

Individuos vacinados saudaveis também podem excretar virus vacinais altamente
neurovirulentos, demonstrando que existe o potencial de sua transmissd@o a individuos
suscetiveis e a sua circulagdo. Talvez a erradicagéo total da doenca e do virus (evitando casos
associados a vacina) necessite a substitui¢do da vacina Sabin por uma vacina inativada (Salk)
ou outra vacina molecular, impedindo a reintroducado do virus na natureza.

Como a poliomielite causada por cepas selvagens ainda ocorre em alguns paises,
sempre existe a possibilidade da reintroducdo de cepas selvagens origindrias desses outros
paises. Portanto, ha a necessidade da continuidade da vacinagdo com a vacina Sabin, que tem
sido ampla e eficientemente utilizada com o objetivo de erradicar a poliomielite e em outros
paises. Simultaneamente, o estudo de caracterizagdo molecular de amostras de poliovirus
isolados pode auxiliar na compreensdo dos mecanismos envolvidos no estabelecimento da
doenca, e auxiliar na eliminacdo ou redugdo dos casos associados a vacina, através do

desenvolvimento de vacinas incapazes de reverter a neuroviruléncia.



7 CONCLUSOES

mAlgumas amostras virais isoladas do meio ambiente demonstraram possuir mutacdes

consideradas importantes para a neuroviruléncia.

mNenhuma das amostras de poliovirus vacinal isoladas mostraram ser recombinantes.
mNenhuma amostra de poliovirus derivado (VDPV) foi isolada durante o periodo do estudo,
indicando que as taxas de cobertura vacinal tem sido suficientes para que as amostras virais

ndo sejam amplamente disseminadas na populacao.

mA vigilancia ambiental mostrou ser uma ferramenta util na monitorizacdo do programa de

erradicacdo da poliomielite.
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