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RESUMO

NASCIMENTO, C. A. Variabilidade genética da proteina G do HRSV de amostras
com genétipo BA. 2011. 174 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2011.

O virus respiratorio Sincicial Humano (HRSV) é classificado em dois grupos, HRSV-
A e HRVSV-B de acordo com as suas caracteristicas antigénicas. Ambos os grupos
sdo classificados em diferentes gendétipos que podem co-circular durante uma
mesma epidemia, com um ou dois gendtipos dominantes, podendo ser recorrentes
em anos consecutivos. No presente estudo o HRSV foi o patégeno mais
frequentemente associado a infecgbes do trato respiratério inferior de criangas
menores de 5 anos de idade, sendo responsavel por 33,5% do total de criangas
atendidas no Hospital Universitario da USP ou na Santa Casa de Misericoridia de
Sao Paulo (1431 de 4274), durante os anos de 2001 a 2009 na cidade de S&o
Paulo. Isolados de HRSV-B com duplicagéo de 60 nt no gene codificador da proteina
G, foram descritos pela primeira vez em Buenos Aires, Argentina em 1999,
constituindo um novo genoétipo denominado BA. Nos anos seguintes, esse gendtipo
foi identificado em outras regides do mundo. Para avaliar a epidemiologia e evolugéo
desse novo gendtipo no Brasil, as 1431 amostras foram submetidas a RT-PCR
seguido de sequenciamento da regidao G2 do gene G. A duplicagao foi detectada em
104 amostras correspondendo a 72% das amostras de HRSV-B identificadas.
Quando analisadas com sequéncias de diversos paises, as sequéncias brasileiras
agruparam-se em 7 clusters, previamente denominados como linhagens BA-Il, BA-
lll, BA-VI e BA-IV, sendo esta ultima subdividida em sublinhagens: BA-IVa, BA-IVb,
Brazil-l (2006-2009) e Brazil 1l (2005-2006). As amostras identificadas de 2001 a
2004, foram classificadas entre as linhagens BA-II, Il e VI. Durante esse periodo, a
circulacdo foi baixa (apenas 5 amostras). A maioria das amostras do Estado de Séo
Paulo (cidades de S&o Paulo, Jundiai, Ribeirdao Preto e Itapevi) de 2005 a 2009
agruparam dentro da linhagem BA-IV. Ressalta-se que em 2005 e 2006 a
prevaléncia foi alta, correspondendo a 100% e 95,6% das amostras de HRSV-B
identificadas, respectivamente. Entre 2007 e 2008 houve declinio na circulacao,
seguido de um aumento significativo em 2009 (26% do total de amostras), sendo

essas amostras foram agrupadas, em sua maioria, em um cluster separado (Brasil-



II), estabelecendo um cluster temporal e geografico. As principais caracteristicas da
evolugdo deste gendtipo foram: i. as sequéncias de aminoacidos apresentaram
mutagcdes pontuais de insergdo e/ou substituigho de aminoacidos, ii. A regido
duplicada apresentou alta variabilidade no decorrer do tempo, iii: algumas alteragdes
de nucleotideos e/ou aminoacidos ocorridas nos primeiros anos de isolamento
fixaram-se no restante das amostras, levando a definicdo dos clados contendo

amostras mais recentes.

Palavras-chave: Virus respiratério. Variabilidade genética. Virus respiratério Sincicial

Humano. Genétipo BA. Proteina G.



ABSTRACT

NASCIMENTO, C. A. Genetic Variability of the G protein of HRSV samples with
BA genotype. 2011. 174 p. Ph.D. thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2011.

The human respiratory syncytial virus (HRSV) is classified into two groups, HRSV-A
and HRVSV-B according to their antigenic characteristics. Both groups are classified
into different genotypes that can co-circulate during the same epidemic, with one or
two dominant genotypes, and may recur in consecutive years. In this study, HRSV
was the pathogen most commonly associated with lower respiratory tract infections in
children under 5 years of age, accounting for 33.5% of children treated at the
Hospital Universitario da Universidade de Sao Paulo ou Santa Casa de Misericdsdia
de Sao Paulo (1431 to 4274) during the years 2001 to 2009 in Sdo Paulo. Isolated
HRSV-B with duplication of 60 nt in the gene encoding the G protein, were described
for the first time in Buenos Aires, Argentina in 1999, representing a new genotype
called BA. In subsequent years, this genotype was identified in other regions of the
world. To evaluate the epidemiology and evolution of this new genotype in Brazil, the
1431 samples were subjected to RT-PCR followed by sequencing of the G2 region of
the gene G. The duplication was detected in 104 samples representing 72% of
samples HRSV-B identified. When analyzed with sequences from several countries,
the Brazilian sequences were grouped into seven clusters, previously known as
strain BA-II, BA-Ill, BA-IV and BA-VI, the latter being subdivided into sublineages:
BA-IVa, BA-IVb, Brazil-l (2006-2009) and Brazil 1l (2005-2006). Samples identified
from 2001 to 2004, were placed between the lines BA-II, Il and VI. During this
period, circulation was low (only 5 samples). Most samples of Sao Paulo (Sdo Paulo
city, Jundiai, Ribeirao Preto and Itapevi) from 2005 to 2009 grouped within the
lineage BA-IV. It is noteworthy that in 2005 and 2006 the prevalence was high,
corresponding to 100% and 95.6% of samples HRSV-B identified, respectively.
Between 2007 and 2008 there was a decline in circulation, followed by a significant
increase in 2009 (26% of total samples), and these samples were grouped mostly in
a separate cluster (Brazil-Il), establishing a temporal cluster and geography. The
main features of the evolution of this genotype were: i. the amino acid sequences

showed mutations of insertion and / or substitution of amino acids, ii. The duplicated



region showed high variability over time, iii: few changes of nucleotides and / or
amino acids in the first years of isolation have become fixed in the remaining

samples, with the definition of clades containing samples later.

Key words: Respiratory virus. Genetic variability. Human Respiratory Syncytial Virus.

BA genotype. G Protein.
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1 INTRODUGAO

1.1 Historico

O virus respiratorio sincicial (RSV) foi isolado pela primeira vez em 1955
durante uma epizotia ocorrida na Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR)
em Washington DC, nos Estados Unidos, quando um grupo de chimpanzés
apresentou sintomatologia de doenga respiratéria semelhante a um resfriado
comum: coriza, tosse, espirros e secre¢gao nasal mucopurulenta. Morris et al. (1956)
isolaram o agente que causava a doenca e deram o nome de “chimpanzee coryza
agent” (CCA). Aventou-se a hipétese que o CCA poderia ser de origem humana,
sendo possivel que a colénia de chimpanzés tenha se infectado apds o contato com
o0 homem (BELSHE et al., 1991).

A ocorréncia de anticorpos contra CCA em humanos, principalmente em
adolescentes e adultos jovens, foi verificada pelo teste de fixagdo de complemento,
sugerindo infecgdo prévia com esse novo agente. Em 1956, o virus respiratorio
sincicial, foi isolado pela primeira vez, de duas criancas, uma com pneumonia e
outra com crupe (difteria laringea) em Baltimore (CHANOCK et al., 1957a, 1957D).

Estudos sorolégicos realizados na época mostraram que a maioria das
criancas em Baltimore tinham sido infectadas com RSV antes dos quatro anos de
idade. InvestigacOes similares, em varias partes do mundo, indicaram que o RSV
estava associado com doencas do trato respiratério inferior, como pneumonia e
bronquiolite (COLLINS et al., 2001).

A denominagdo ‘virus respiratério sincicial', deriva de sua caracteristica de
formar sincicios resultantes da fusdo de células infectadas, formando uma célula
multinucleada no trato respiratério (COLLINS et al., 2001).

Posteriormente, foi verificado que este virus era o principal agente causador
de doencas agudas do trato respiratério inferior durante a infancia, sendo
responsavel por um elevado indice de hospitalizagdes de criancas até 5 anos de
idade com alto custo para os sistemas de saude (VIEGAS et al., 2005; GLEZEN et
al., 1986). Estudos recentes, como o realizado por Canducci et al. (2008), com
criangas acometidas por doencgas respiratorias graves hospitalizadas no norte da

Italia, demonstraram que, ao analisar 322 aspirados de nasofaringe, 150 (46,6%)
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foram positivos para pelo menos um dos virus pesquisados, sendo que 28% das
amostras foram positivas para virus respiratério sincicial humano (HRSV), seguido
de 14,3% para metapneumovirus (hMPV), 8,7% para Coronavirus humano (hCoV) e
2,2% para bocavirus humano (HBoV). Esses dados confirmam, ainda hoje, a
importancia do HRSV nas doencas respiratérias graves em criangas.

Durante o primeiro ano de vida, cerca de 70% das criancas sofrem a infecgao
pelo HRSV, sendo que por volta dos 3 anos, 100% ja terao contraido o virus (OGRA,
2004; TRISTAM e WELLIVER, 1995; GIRARD et al., 2005) e o pico de incidéncia
ocorre entre 2 e 7 meses de vida (ANDERSON et al., 1990).

Apesar das reinfecgdes serem comuns durante toda a vida, inclusive numa
mesma epidemia (SCOTT et al., 2006), a primeira infeccao por HRSV geralmente é
mais grave, as re-infecgcbes em criangas mais velhas sdo brandas e em adultos
saudaveis a doenga raramente é grave ou fatal (OGRA, 2004; HALL et al., 1991).
Ren et al. (2009) relataram que dos 5808 adultos com infecgbes do trato respiratério
analisados entre os anos de 2005 a 2009, 34,6% apresentaram ao menos um
patdgeno viral, sendo que casos positivos para HRSV ndo chegaram a 1,0% dos
isolados, confirmando que a infec¢ao por esse virus em adultos ndo costuma causar
infeccbes sérias do trato respiratério, ndo havendo diferengas significativas na
detecgcao viral em amostras clinicas entre as infec¢cdes respiratdrias inferiores e
superiores. Entretanto, resfriados causados por HRSV em criangas mais velhas sao
mais prolongados e graves do que os causados por outros virus (RUUSKANEN et
al., 1993; HALL et al., 2001).

Atualmente o HRSV também é descrito como importante patégeno em idosos
e pacientes imunocomprometidos, com elevado indice de mortalidade em pacientes
transplantados (ISON et al., 2002; COLLINS et al., 2001).

No Brasil, o primeiro artigo relatando o isolamento do HRSV foi publicado por
Candeias et al. (1967). Estudos demonstraram que as doengas respiratérias agudas
(DRAs) perfazem 25-50% das consultas dos postos de saude e cerca de 2/3 dos
atendimentos de emergéncia em hospitais (SUTMOLLER et al., 1995). Dados mais
recentes da cidade de Sdo Paulo mostram que o HRSV foi o patégeno viral mais
frequentemente identificado em criangas (41,8%) com DRA (VIEIRA et al., 2001).
Outros estudos realizados em varias regides do pais relataram que o HRSV foi
responsavel por 17% a 68% das infec¢des virais em criangas internadas (MOURA et
al., 2003; CALEGARI et al., 2005; MOURA et al.; 2006; D'ELIA, 2005; SERAFINO et
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al., 2004, THOMAZELLI et al., 2004; PECCHINI et al., 2008), demonstrando a

importancia desse patégeno no pais.

1.2 Aspectos clinicos

A transmissdao do HRSV pode ocorrer por contato com secrecdes, via
aerossol e, mais freqlientemente, por maos e objetos contaminados, sendo muito
infeccioso quando em contato diretamente nas mucosas do olho ou nariz. O HRSV
pode permanecer viavel por até 6 horas em diferentes superficies (TRISTAM e
WELLIVER, 1995).

O HRSV é um importante agente de infec¢gdes nosocominais, podendo atingir
até 47% dos neonatos em bergarios € em enfermarias, sendo responsavel por até
90% das hospitalizagdes de criangas de até 2 anos de idade (COLLINS e GRAHAM,
2008). Os funcionarios de hospitais podem contribuir na disseminagao do virus, pela
presenca de secregdes contaminadas nas maos, roupas ou outros objetos (HALL et
al., 1975). A propagagao do virus é favorecida em ambientes fechados, como
creches ou escolas. Criancas lactentes infectadas pelo HRSV constituem o maior
reservatorio do virus, pois excretam grande quantidade de particulas virais,
facilitando a contaminagao de individuos proximos (HALL et al., 2001).

O HRSV replica-se nas células do trato respiratério, causando um processo
inflamatério que inclui destruicdo do epitélio, edema e aumento de producado de
muco na regido. O periodo médio de incubagao do virus é de 3 a 5 dias, quando
ocorrem as primeiras manifestacdes clinicas tipicas de um resfriado comum, com
secregao nasal clara, tosse moderada, febre baixa e algumas vezes “chiado”
evoluindo, geralmente, para a recuperagdo no periodo de aproximadamente uma
semana. Alguns casos, entretanto, que incluem pacientes de risco, como criangas
prematuras, com displasia broncopulmonar, doenga cardiaca congénita,
imunodeficiéncia congénita ou adquirida, transplantados e com fibrose cistica, as
manifestagdes clinicas podem evoluir para um quadro mais grave, com sintomas de
pneumonia e bronquiolite, requerendo hospitalizacdo (RUUSKANEN et al., 1993;
HALL et al., 2001; OGRA et al., 2004).

As infeccdes por HRSV associadas a predisposicdo alérgica podem
comprometer os pulmbes e contribuir para o desenvolvimento de doencas

inflamatdrias, como a asma (BECNEL et al., 2005). Estudos demonstraram que 75%
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dos pacientes que apresentaram bronquiolite pelo HRSV no primeiro ano de vida,
exibiam chiado ou problemas nas fungdes pulmonares nos anos posteriores a
infeccdo e, que esses sintomas clinicos diminuem gradualmente ao longo dos 10
anos seguintes. Stein et al. (1999) examinaram 1000 criangas, desde a infancia até
o inicio da adolescéncia, verificando que pacientes que apresentavam doencas
brandas do trato respiratorio causadas pelo HRSV nos primeiros 3 anos de vida,
apresentaram aumento de “chiado” até os 6 anos de idade e o risco de asma
subsequente diminuiu progressivamente até os 13 anos. Por outro lado, em um
grupo de criangcas que apresentou infeccao grave pelo HRSV no primeiro ano de
vida, houve um aumento na frequéncia da obstrugdo nos brénquios e asma até os 7
anos de idade, quando comparado com criangas nao afetadas por bronquiolites
graves (SIGURS et al.,, 2000). O risco de desenvolvimento de asma alérgica e
redugao das fungdes pulmonares nestes pacientes podem persistir até os 13 anos
(SIGURS et al., 2005).

O HRSV atualmente é reconhecido como um importante patégeno para a
populagdo idosa, principalmente para a parcela que vive agrupada em instituicbes
(FALSEY, 1998; HAN et al., 1999; FALSEY e WALSH, 2000). Adultos que
apresentam outras complicacdes, como doenca obstrutiva pulmonar cronica, doenca
cardiaca e imunocomprometidos, estao predispostos a infecgbes mais graves pelo
virus (FALSEY e WALSH, 2000).

A mortalidade ndo é comum, sendo que as maiores taxas encontram-se entre
as criangas com doengas associadas, tais como displasia broncopulmonar,
hipertensdo pulmonar, doenga cardiaca congénita, imunocomprometidos e
transplantados (McDONALD et al., 1982; GROOTHUIS et al., 1988). Os receptores
de transplante de érgéos sdlidos geralmente apresentam predisposi¢cédo a infecgdes
mais sérias do que os transplantados de medula 6ssea (HARRINGTON et al., 1992).

A presenca de altas concentracdes de anticorpos nas maes durante o pico
sazonal pode proteger as criangas concebidas neste periodo. Entretanto, os bebés
concebidos fora desse periodo poderdo ser mais suscetiveis ao HRSV quando
nascerem 9 a 10 meses depois, devido aos baixos niveis de anticorpos maternos
(ZACHARIAH et al., 2009).
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1.3 Caracteristicas do virus

O HRSV é um virus bastante labil e sensivel a detergentes e extremos de
temperatura e pH (AUSAR et al., 2005), sendo que a 55 °C é rapidamente destruido.
Apds um periodo de 24 horas a 37 °C fora da célula, pode ocorrer redugao de até
90% da sua infectividade e se estocado a 4 °C por uma semana, a infectividade
diminui para 1%. Os ciclos de congelamento e descongelamento destroem as
particulas virais. O congelamento rapido em gelo seco com alcool preserva a
infectividade, particularmente se sacarose ou glicerina séo adicionadas ao meio de
congelamento e se o estoque for feito a baixas temperaturas (-70 °C) (TRISTAM e
WELLIVER, 1995).

1.3.1 Classificagao

O HRSV é membro da ordem Mononegavirales, virus de RNA (acido
ribonucléico) de fita simples e polaridade negativa (Mono, do grego Monos “unico,
simples”, Nega “de RNA polaridade negativa, Virales, do latim Virale “virus”).
Pertence a familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae e género
Pneumovirus (Tabela 1). Os géneros da familia Paramyxoviridae sao diferenciados
pelo diametro, numero de genes e glicoproteinas de superficie. A particula viral do
HRSV nao apresenta hemaglutinina e nem neuraminidase (van REGENMORTEL et
al., 2000).
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Tabela 1 - Exemplos de virus de RNA com fita simples negativa (ssRNA) classificados segundo
o Comité Internacional de Taxonomia dos Virus, versao 2009.

Familia Subfamilia Género Espécie

Paramyxovirinae  Respirovirus Sendai Virus

Human Parainfluenza Virus 1 e 3

Morbillivirus Measles Virus
Rinderpest Virus
Canine Distemper Virus
Rubulavirus Mumps Virus
Paramyxoviridae Human Parainfluenza Virus 2 e 4
Pneumovirinae Pneumovirus Human Respiratory Syncytial Virus
Bovine Respiratory Syncytial Virus

Murine pneumonia Virus

Metapneumovirus Avian metapneumovirus

Human metapneumovirus

Fonte: Comité Internacional de Taxonomia dos Virus

Dentro do género Pneumovirus existem além do HRSV, o RSV bovino
(Bovine Respiratory Syncytial Virus - BRSV) e o virus da pneumonia do camundongo
(Murine pneumonia Virus). Foram descritas também amostras de BRSV em caprinos
e ovinos, nao consideradas como espécies diferentes, mas, representantes,
juntamente com o BRSV, de um subgrupo de amostras de ruminantes (Figura 1)
(van REGENMORTEL et al., 2000).
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Figura 1: Classificagdo dos membros da familia Paramyxoviridae.
Fonte: Collins et al. (2001).

1.3.2 Estrutura do virus

O virion é composto de nucleocapsideo de simetria helicoidal envelopado. O
virus € pleomorfico com didmetro variando de 150 a 300 nm (Figuras 2 e 3). O
envelope viral tem origem na membrana citoplasmatica da célula hospedeira, sendo,
portanto, de constituicao lipoprotéica. Sua superficie possui glicoproteinas de origem
viral, que formam projec¢des de 11-20 nm, separadas por intervalos de 6-10 nm, que
estdo envolvidas no processo de aderéncia e penetragdo do virus. O genoma viral €
composto de RNA de fita simples nao segmentado de polaridade negativa (-ssRNA),
com peso molecular aproximado de 5 x 10° KDa (HUANG e WERTZ, 1982;
COLLINS et al.,, 2001; WELLIVER et al.,, 2003), contendo 15.222 nucleotideos
(WERTZ, 2004; COLLINS et al., 2007).
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Figura 2: Modelo representativo do Virus Respiratério Sincicial Humano.
Fonte: Warwick University.

Figura 3: Fotomicrografia do Virus Respiratério Sincicial Humano.
Fonte: University of South Carolina

Cada particula infecciosa contém apenas uma cépia funcional do genoma
(COLLINS et al., 2001). Nas células infectadas pelo HRSV foram identificados 10
genes codificando 11 proteinas — NS1, NS2, N, P, M, SH, G, F, M2 (M2-1 e M2-2), L
(Figura 4). As proteinas NS1 e NS2 e M2-2 sdo ndo estruturais. As demais s&o
estruturais, sendo a M proteina de matriz, N (nucleoproteina), P (fosfoproteina), L
(Large — polimerase) e M2-1 as proteinas do nucleocapsideo viral e trés séo
glicoproteinas de superficie — G (adesdo), F (fusdo) e SH (small hydrophobic)
(COLLINS et al., 2001; COLLINS e GRAHAM, 2008).
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Figura 4: Esquema do Genoma do HRSV.
Fonte: Virology Down Under

A relagcdo completa de todos os genes e proteinas com seus respectivos
tamanhos e pesos esta descrita na tabela 2 e a disposi¢cdo das proteinas no virion
esta esquematizada na figura 5.

Tabela 2- Relagdo dos genes (quantidade de nucleotideos) e as proteinas por eles
codificadas: quantidade de aminoacidos, peso molecular da proteina nao
processada e processada e seus produtos.

Gene Tamanho do Tamanho da Peso da proteina Peso da proteina

gene proteina nao processada processada
(nucleotideos) (aminodcidos) (KDa) (KDa)

N 1203 391 43 45
P 914 241 27 33

L 6578 2165 250 250
M2-1 961 194 22 22
SH 410 64 8 8
G* 923 298 33 90
F 1903 574 63 70
NS1 532 139 16 14
NS2 503 124 15 15
M2-2 961 90 1 1
M 958 256 29 25

Legenda por agrupamento de cores:

Vermelho: constituintes do nucleocapsideo

Azul: glicoproteinas de superficie

Verde: proteina nao estruturais

Preto: proteinas de matriz

Tabela modificada de Carromeu, 2007.

* O tamanho da proteina G pode variar de 292 a 319 aminoacidos de acordo com a amostra viral
(TRENTO et al., 2006).
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Matrix protein (M)
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Figura 5: Esquema de uma particula de pneumovirus.
Fonte: ViralZone

As proteinas NS1 (Peso molecular (PM) 15,5 KDa) e NS2 (PM 14,6 KDa),
possuem 139 e 124 aminoacidos, respectivamente. O gene que as codifica possui
532 e 503 nucleotideos respectivamente. Suas fungdes nao estdo totalmente
esclarecidas, podendo, pelo fato de serem nao estruturais, estar relacionadas a
regulacéo da sintese do RNA, a morfogénese do virion, interagcdo com as células
hospedeiras (COLLINS et al.,, 2001), inducédo e sinalizagao de interferon (INF) e
inibicdo de apoptose (COLLINS e GRAHAM, 2008). Essas proteinas estao presentes
em abundancia em células infectadas e em pouca quantidade nos virions
(RUUSKANEN et al., 1993; CANE et al., 2001). Estudos “in vitro” demonstram que a
proteina NS1 tem um forte poder inibidor da transcricao e replicacdo do RNA. Mas
ainda nao esta estabelecido 0 quanto essa fungao de regulagao negativa da proteina
NS1 esta presente na infec¢ao natural pelo HRSV (ATREYA et al., 1998).

As proteinas P, L, N e M2-1 estdo associadas ao nucleocapsideo e ao RNA
gendmico, formando o complexo ribonucleoproteina, considerado como a unidade
minima para a transcri¢ao e replicagao do virus.

A proteina P ¢é altamente fosforilada, acida e tem um papel chave na

regulacéo do processo de transcricdo e replicagdo. Possui 241 aminoacidos, peso
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molecular de 35 KDa e o gene que a codifica possui 914 nucleotideos (COLLINS et
al., 2001). A fosfoproteina (P) € um co-fator da polimerase que interage com a
polimerase (L) e a nucleoproteina (N) em locais especificos. Acredita-se que essa
proteina auxilie na ligagdo da polimerase ao complexo RNA-N auxiliando na
translocagcdo do complexo da polimerase durante os processos de transcricdo e
replicacao (TRAN et al., 2007).

A nucleoproteina (N) possui 391 aminoacidos, peso molecular de 43,4 KDa,
sendo que o gene que a codifica possui 1203 nucleotideos. E a principal proteina
estrutural do nucleocapsideo, estando, estritamente associada ao RNA gendmico
(COLLINS et al.,, 2001). O RNA genémico do HRSV forma um complexo com a
proteina N (N-RNA) que é utilizado como molde para a replicagédo e transcrigdo do
RNA pelo complexo da polimerase. O complexo proteina N-RNA pode prevenir a
formagéo de estruturas secundarias na molécula de RNA, protegendo a mesma de
degradacao por RNAses intracelulares do hospedeiro (caracteristica vista em outros
membros dos Mononegavirales) e reduzindo a formagédo de RNAs de dupla fita, o
que poderia levar a uma resposta celular antiviral (COWTON et al., 2006; COLLINS
et al.,, 2007). O gene codificador da nucleoproteina N (Figura 6) é relativamente
conservado nos isolados (KAPLAN et al., 2008).

Figura 6- Esquema da estrutura de 24 A da proteina N do HRSV complexada ao RNA
obtida por microscopia eletrbnica de nucleocapsideos purificados, em vista
transversal . cada volta da hélice do nucleocapsideo é formada por 10 moléculas
da proteina N, gerando o aspecto de anel.

Fonte: MacLellan et al. (2007).
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A proteina L, constituida de 2165 aminoacidos e com peso molecular de 250
KDa é a maior proteina do HRSV, sendo similar em tamanho a de outros membros
da familia Paramixoviridae. O gene que a codifica possui 6578 nucleotideos
(COLLINS et al., 2007). A proteina contém seis segmentos altamente conservados e
com possiveis dominios funcionais (COLLINS et al., 2007). Acredita-se que esta
proteina seja necessaria em todos os processos enzimaticos para produgdo de
RNAs virais funcionais, incluindo a polimerizagdo de nucleotideos, metilagdo na
porcao terminal 5° com formagao do cap e poliadenilagdo na por¢cdo 3' dos RNAmM
(HERCYK et al., 1988; GRDZELISHVILI et al., 2005; OGINO et al., 2005, LIUZZI et
al., 2005).

As proteinas M (Peso molecular 27 KDa) e M2-1 (peso molecular 22 KDa)
possuem 256 e 194 aminoacidos respectivamente, sdo internas e nao glicosiladas, e
0 gene que as codificam possuem 958 e 961 nucleotideos respectivamente. As
fungdes da proteina M sdo mediar a associagdo do nucleocapsideo com o envelope
nascente (COLLINS et al., 2001), inibir a transcrigao celular no inicio das infecgdes e
subsequentemente interagir com o nucleocapsideo para inibir a transcricao viral
(GHILDYAL et al. 2002; FENG et al., 1987). A proteina M2-1 interage com a proteina
P e N, atua como um fator no processo de transcricdo, prevenindo o término
prematuro durante esse processo (COLLINS et al., 2001; FEARNS e COLLINS,
1999; CARTEE et al., 2001; CUESTA et al., 2000). Também favorece a passagem
da polimerase viral pela regido intergénica permitindo seu acesso a unidade final de
transcricdo (HARDY et al., 1999; HARDY et al., 1998). A funcado da M2-1 & essencial
para a replicacdo do HRSV e alteragdes nesta seqiéncia diminuem a infectividade
do virus (TANG et al., 2001).

A proteina M2-2 (PM 11 KDa) possui 90 aminoacidos e o gene que a codifica
961 nucleotideos. E uma proteina reguladora envolvida na regulagéo da transcrigéo
e replicagdo do RNA viral durante o ciclo replicativo do virus (ATREYA et al., 1998;
SCHIMIDT et al., 2001). Quando expressa em altos niveis, inibe completamente a
replicagao do virus, sugerindo que sua participagdo na replicagdo do virus seja
critica (CHENG et al., 2005).

A proteina SH é uma molécula pequena de 64 aminoacidos para o grupo A ou
65 aminoacidos para o grupo B (CHEN et al., 2000) e o gene que a codifica possui
410 nucleotideos. Possui uma sequéncia hidrofébica, que vai do aminoacido 14 ao

41, pela qual se insere na membrana citoplasmatica da célula hospedeira. Sua
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porcao carboxila-terminal é externa a membrana citoplasmatica. Possui sitios para
adicao potencial de carboidratos tanto na regido amino como na carboxi-terminal.
Nas células infectadas pode estar presente de quatro formas diferentes dependendo
do grau de glicosilagdo, conhecidas como SH,, SHy, SH, e SH;, sendo que a SHy € a
mais abundante e representa a forma n&o glicosilada de 7,5 KDa. A SHgy, com peso
molecular variando de 13 a 15 KDa, corresponde ao SH, contendo uma cadeia
lateral de oligossacarideos unidos e ligados por ligacéo glicosidica do tipo N. E o
precursor das formas SH, e SH;. A forma SH,, com peso molecular variando de 21 a
40 KDa, é uma versao da proteina modificada por adigao de polilactosaminoglicano.
A SH;, com peso molecular de 4,8 KDa, € uma forma truncada da proteina SH,
gerada pela tradugao no segundo cédon AUG. A funcéo da proteina SH durante a
replicacao ainda nao foi esclarecida, mas supde-se estar envolvida na adsorcgéao,
penetragcdo e desnudamento do virus (COLLINS et al., 2001; TECHAARPORNKUL
et al., 2001; FELDMAN et al., 2001; RIXON et al., 2004). Os virus recombinantes
com delecdo do gene SH, apresentam replicagdo normal em cultura de células,
inclusive com formacdo de sincicios (KARRON et al., 1997; BUKREYEV et al.,
1997). E possivel que a fungdo da SH seja modificar alguma propriedade do
Complexo de Golgi da célula hospedeira para facilitar o transporte das proteinas
virais pela via de secrecdo, uma vez que ha acumulo dessas proteinas na
membrana desta organela (RIXON et al., 2004). Como sua estrutura € em forma de
um canal iénico. Kochva et al. (2003) sugerem que ela seja uma viroporina (Figura
7), que altera a permeabilidade da membrana e permite a passagem de compostos

de baixo peso molecular.
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Figura 7: A - Estrutura homopentamérica do segmento transmembrana da proteina SH do
HRSV obtido a partir da procura global através de simulagdes de dindmica
molecular de multiplas variantes de SH. Figura gerada pelo MOLSCRIPT
(Kraulis, 1991). B - (superior) modelo da estrutura da proteina de superficie SH
do HRSV, olhando ao longo do suposto poro do terminal carboxila. (Inferior)
Modelo de estrutura da proteina de superficie SH do HRSV, rotagdo de 90°.
Uma das hélices foi removida para mostrar o suposto canal interior. Figura
gerada pelo PYMOL (Delano).

Fonte: Kchova et al. (2003).

Fuentes et al. (2007) demonstraram que a proteina SH do HRSV possui
funcdo similar a de outras proteinas SH existentes em membros da familia
Paramyxoviridae. Esta proteina é responsavel por inibir a sinalizagdo do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) que esta associado entre outras fungbes, com a
sinalizagdo para apoptose de células infectadas por virus, tendo, portanto, um
importante papel na inibicdo da apoptose celular, o que pode favorecer a
propagagao do virus

A glicoproteina F é uma proteina do tipo |, ou seja, estd ancorada na
membrana proxima a regido carboxila-terminal (intracitoplasmatica) e contém uma
sequéncia sinal de clivagem proxima a regido amino terminal (localizada na parte
externa da membrana citoplasmatica). Possui 574 aminoacidos, peso molecular de
70 KDa e o gene que a codifica possui 1903 nucleotideos. Identificada como
proteina de fusdo, é a responsavel pela ligagdo do envelope viral com a membrana
citoplasmatica da célula hospedeira, liberando o nucleocapsideo diretamente dentro
do citoplasma. Proporciona também a fusdo da célula infectada com uma adjacente,
favorecendo a formagéao de sincicios (Figura 8) (COLLINS et al., 2001; COLLINS e
GRAHAM, 2008). A F é a unica glicoproteina necessaria para infecgao em cultura de
células (KARRON et al., 1997; TECHAARPORNKUL et al., 2001).
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Figura 8: Modelo de uma camada lipidica com proteina de fusdo. (A) Camada lipidica
formando um poro de fusdo. (B) Proteina F intermediando a formagao da poro de
fusao.

Fonte: Smith et al. (2009).

Banile

A proteina F é sintetizada como um precursor inativo denominado FO que
consiste em dois dominios denominados F2 (aminoacidos 1-130) e F1 (aminoacidos
137-154) e de um peptideo clivavel (aminoacidos 131-136) (BOLT et al., 2000;
SUGRUE et al., 2001; RIXON et al., 2002). Ap6és a sintese e a glicosilagao, a
proteina FO é clivada proteolitcamente por uma protease celular em duas
subunidades, F2 (peso molecular 20 KDa) e F1 (peso molecular 68 KDa), que
permanecem ligadas por pontes dissulfeto (MATTHEWS et al., 2000). Para
Pneumovirus e Paramyxovirus, em geral, os primeiros 19 a 26 aminoacidos da
porcdo amino terminal da subunidade F1 sdo hidrofébicos e estdo diretamente
envolvidos com a insergdo na membrana (COLLINS et al., 2001; TRISTAM e
WELLIVER, 1996). A subunidade F1 é relativamente bem conservada, sendo sua
funcdo comprometida mediante delegcbes ou substituicbes de aminoacidos
(COLLINS et al., 2007). A representacdo esquematica do precursor FO pode ser

visualizada na figura 9.
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Figura 9: Representacao esquematica da glicoproteina F. Os dois dominios F1 e F2 sao
formados apds a clivagem proteolitica do precursor FO. A regido transmembrana
(TM), o sinal de clivagem (SC), localizado entre os aminoacidos 131-136 de FO e
o sitio de fusao (PF) hidrofébico e rico em glicina, estdo assinalados.
Fonte: Collins et al. (2001).

A glicoproteina G é uma proteina do tipo Il, ou seja, estda ancorada a
membrana préxima a sua por¢ao amino-terminal por um dominio hidrofdbico, néo
clivavel, tipo sinal ancora, que se estende do residuo 38 ao 66 (LICHENSTEIN et al.,
1996; COLLINS e GRAHAM, 2008). Possui de 289 a 319 aminoacidos, dependendo
da amostra viral e 0 gene que a codifica possui, em geral 918 nucleotideos (grupo A)
e varia de 920 a 980 nucleotideos para o grupo B (JOHNSON et al., 1987;
MARTINEZ et al., 1999; TRENTO et al. 2003; ZLATEVA et al. 2004). A glicoproteina
G é sintetizada como uma proteina de peso molecular de 33 KDa, sendo
posteriormente glicosilada para a obtengao da sua forma madura de peso molecular
de 90 KDa.

A proteina G possui um dominio extracelular no qual se encontram duas
regides variaveis, N-terminal e C-terminal, que contém alto teor de serina e treonina,
entre os aminoacidos 69-164 e 207-298, com aproximadamente 56% de divergéncia
entre as amostras A e B (JOHNSON et al., 1987). Intercalando essa regido de alta
variabilidade, existe uma regido mais conservada com um pequeno segmento de 13
aminoacidos (164-176) e quatro residuos de cisteina (C173, C176, C182, C186),
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conservados em todas as amostras de HRSV (SULLENDER, 2000), sugerindo ser
este segmento o responsavel pela ligagdo do virus a um receptor celular. A
representagao esquematica da glicoproteina G pode ser visualizada na figura 10.

O ectodominio carboxila-terminal da proteina G caracteriza-se por conter um
alto teor de serina e treonina (cerca de 30%) que séo potenciais sitios de ligacédo de
glicidios por ligagdes glicosiladas do tipo “O”, ou seja, a ligagao de glicidios a &tomos
de oxigénio das cadeias destes aminoacidos. A glicosilagdo da proteina também se
faz por ligacdo glicosidica tipo “N”, ou seja, a ligagado de glicidios ao atomo de
nitrogénio da cadeia lateral da asparagina. O ectodominio externo contém, portanto,
de 3 a 8 sitios para ligacao glicosidica tipo “N” e mais de 70 sitios potenciais para
adicao de oligossacarideos por ligagao glicosidica tipo “O”, embora se estime que a
proteina madura possua de 24 a 25 cadeias de glicidios O-ligados (WERTZ et al.,
1985; JOHNSON et al., 1987). Possui também um alto teor de residuos de prolina
(cerca de 10%) o que contribui para a redugdo das estruturas secundarias da
proteina (COLLINS et al., 2001). Sabe-se que a glicoproteina G € uma proteina
analoga a hemaglutinina de outros virus da familia Paramyxoviridae, porém nao
possui agcdo hemaglutinante (TRISTAM e WELLIVER, 1996). Devido a sua
constituicéo, foi sugerido que a glicoproteina G do HRSV seria homdloga as mucinas

secretadas pelas células epiteliais (JOHNSON et al., 1987).
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Figura 10: Representacdo esquematica da glicoproteina G. (A) Estrutura primaria de
aminoacidos da linhagem A2, sendo: Tm = dominio transmembrano; cito =
dominio interno a membrana citoplasmatica; CCCC = quatro residuos de
cisteina (C'"®, C'"®, C'% e C'®) conservados em todas as amostras. (B) Regigo
de 13 aminoacidos que se liga ao receptor estritamente conservada nas
amostras de HRSV; (C) Representagao das duas regides variaveis da proteina
G intra e intergrupos do HRSV, ricas em serina e treonina, compreendendo os
aminoacidos 69-163 e 199-298 e regidao conservada compreendendo os
aminoacidos 163-199. As regides transmembrana e citoplasmatica compreendo
0s aminoacidos 1-69, sdo conservadas.

Fonte: Sullender (2000).

A maturagcdo dos carboidratos das ligagdes do tipo N e O presentes na
proteina G ocorre no complexo de Golgi, resultando na proteina madura (FERNIE et
al.,, 1990; LAMBERT et al., 1988; LEVINE et al., 1987; WERTZ et al., 1985). A
estrutura da glicoproteina G do HRSV é diferente das proteinas anti-receptoras
obrigatérias de outros membros da familia Paramyxoviridae.

A primeira regido hipervariavel do ectodominio externo da proteina G (G1),
anterior ao agrupamento de cisteina, pode adotar uma estrutura de bastonete devido
a adicao de varias ligagbes de cadeias de agucar do tipo O (JENTOFT, 1990). Essa
glicosilagado da regido C-terminal influencia na expressao de epitopos nessa regiao
(GARCIA-BEATO et al., 1996). A segunda regido hipervariavel da proteina G (G2),
pode ser localizada externamente no homotrimero, sendo mais acessivel aos
anticorpos e menos restrita a mudangas genéticas, como verificado em mutantes de
escape que foram selecionados com stop codons prematuros ou mutagées na fase
de leitura (frame-shift) (MELERO et al., 1997). A figura 11 mostra um modelo da
estrutura tridimensional da glicoproteina G.

Ha poucas informagdes disponiveis sobre a variabilidade da regido N-

terminal do gene da proteina G, principalmente do subgrupo B, mas se sabe que
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esta regido contém epitopos especificos importantes. Ao analisar as amostras de
HRSV isoladas na Tunisia e em outras areas geograficas (Kenia, Bélgica, Reino
Unido, Qatar, Canada e Coréia do Sul) durante diferentes epidemias demonstrou-se

estreita similaridade entre os isolados (FODHA et al., 2008).

Figura 11: Modelo tridimensional da estrutura homotrimera da proteina G, do HRSV.
Pontes dissulfeto (S-S) e as regides N e C-terminal sdo mostradas. Os
retangulos abertos indicam o dominio transmembrana e os sombreados as
regides variaveis.

Fonte: Langedijk et al. (1996) e modificada por Melero et al. (1997).

A glicoproteina G pode suportar insergbes e delegdes ou multiplas
substituicbes de aminoacidos sem a perda de sua fungdo (BEELER e COELING,
1989; TRENTO et al., 2003; SATO et al. 2004; SCOTT et al., 2004; ZLATEVA et al.,
2004; NAGAI et al., 2004).

Levine et al. (1987) verificaram que anticorpos contra a proteina G, inibiam a
ligacdo dos virus as células, demonstrando sua participagdo no processo de
adsorcdo do virus a célula hospedeira. Observou-se que mesmo sofrendo mutacdes
espontaneas (KARRON et al., 1997) ou engenheiradas, com delegdes no gene G, o
HRSV pode ser isolado em cultura de células (TECHAARPORNKUL et al., 2001),
podendo se replicar eficientemente em certos tipos de células (ex.: Vero — rim de
macaco verde africano) e ineficientemente em outros (ex.: HEp-2 - carcinoma de

laringe). Por outro lado, embora a proteina G ndo seja necessaria para infecgdao em
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certos tipos de células in vitro, ela é determinante para a eficiéncia da infectividade
do virus in vivo e esta deve ser a razao de sua presenca em todos os isolados virais
ja analisados (LOW et al., 2008).

As glicoproteinas F e G sdo as mais importantes proteinas envolvidas na
resposta imune (CANE, 2001), sendo que anticorpos, tanto policlonais como
monoclonais (MAbs) especificos contra elas, sdo capazes de neutralizar o virus in
vitro (ANDERSON et al., 1988; HENDRY et al., 1988). Estudos realizados em
camundongos, pela transferéncia passiva de monoclonal anti-F, mostraram haver

redugao da replicagao de virus nos pulmdes (TAYLOR et al., 1984).

1.3.3 Organizagao genémica

Conforme ja mencionado, o genoma do HRSV é composto de 15.222
nucleotideos (COLLINS et al., 2001). A figura 12 mostra o esquema do mapa

genético do RNA gendémico do HRSV, feito com base na cepa A2.

NS1NS2 N P M SH G F M2 L
532 503 1203 914 958 410 923 1903 961 6578
3

leader (44) (68) ’ trailer (155)

...UCAAUAAUUUUU...
L gene-end

«.CCCCGUUUAU...
NS1 gene-start

.ucafungal uuuy CCCCGUUUAY...
NS1/NS2 G’;\AUUGUCUUCUGUUUUUA i1 9)

NS2N  AAUUCCUCUCUAUAUUCUAUCUUCUA (26)
NP AN

PM CCUUUCCCA (9)

M/SH AUAUGUGUA (9)

SH/G AUCAGUAUUGUUACUUGAUCCUAUAGU-
UCUGAUUGUUAVUGUAA (44)

GfF GUAUAAUAGUGUUUUUCGGUACUGGUU-
GAAUUUGUCUUAGUUUUAUUUGAGA (52)

Fm2 GUGUUAACUUACGGUCUAAUUGAAUGG-
UAGACAUUUUUACUUUUGA (46)

sequence encoding M2 mRNA 68

1 sequence encoding L mRNA

e e e e e e F -

3..UAAGUUCAACACCCUGUUUUACCUAGGGUAAUAAUUACCUUUAAGACGAUUACAAAUAGAU UGGCUAU_QM!!AAAUMLQCCACA... 5
. L gene-start M2 gene-end

Figura 12: Mapa genético do RNA gendmico do HRSV (Linhagem A2). Os genes sao
identificados de acordo com a proteina que codificam (listadas ao longo da parte
superior do mapa). Os numeros abaixo dos nomes de cada proteina
correspondem ao tamanho, em nucleotideos das sequéncias apontadas. As
duas caixas de texto mostram, em detalhes, as regides de jung¢des entre os
genes (regides intergénicas) e a regido de sobreposicao entre os genes M2 e L
(overlap).

Fonte: Extraido de Collins et al. (2001).
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A porgcao 3’ do RNA gendémico consiste de uma regido leader extragénica de
44 nucleotideos. A regiao leader é seguida por dez genes virais na seguinte ordem:
3’ —NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5’. O gene L é seguido de uma regido trailer
extragénica de 155 nucleotideos. Cada gene comega com um sinal conservado de
inicio do gene (gene-start signal) composto por nove nucleotideos cuja sequéncia é
3 —-CCCCGUUUA (exceto para o gene L que apresenta as seguintes diferengas
sublinhadas: 3 —-CCCUGUUUUA). Cada gene termina com um sinal
semiconservado de término do gene (gene-end signal) composto por doze a treze
nucleotideos cuja sequéncia é 3’ - UCA ﬁJN Gﬁﬁ JUU- que direciona a terminacgéao
transcripcional e a poliadenilagdo (COLLINS et al., 2001).

Os primeiros nove genes nao apresentam sobreposi¢coes e sdo separados por
regides intergénicas que, para a linhagem A2, variam de 1 a 52 nucleotideos. Os
dois ultimos genes, M2 e L, apresentam uma sobreposigcdo de 68 nucleotideos.
Sendo assim, o sinal de inicio do gene L esta localizado dentro do gene M2 bem
como o sinal de término e poliadenilagdo do gene M2 esta localizado dentro do gene

L (COLLINS et al., 2001).
1.3.4 Replicacao viral

A adsorcao do virus a receptores presentes na superficie da célula hospedeira
€ mediada pela glicoproteina G. Um glicosaminoglicano (GAG) semelhante a
heparina, composto de uma sequéncia alternada de acido hexurdnico e
glucosamina, ou outro ainda nao identificado, seriam os receptores celulares
(KRUSAT e STRECKERT, 1997; HALLAK et al., 2000; KWILAS et al., 2009). Ainda é
objeto de investigagdo se a interagdo € apenas um passo inicial para a posterior
ligagdo do virus a um receptor de alta afinidade (MARTINEZ e MELERO, 2000;
HALLAK et al., 2000b).

O processo de transcricdo do genoma viral inicia apos a liberagdo do
nucleocapsideo no citoplasma. Os genes sao transcritos na diregao 3’ - 5’ a partir de
um unico promotor localizado na posicdo 3’. De acordo com 0 mecanismo proposto
para o HRSV, a enzima RNA polimerase RNA dependente contacta a regidao leader
do genoma iniciando a transcrigdo do primeiro nucleotideo. Na jung&o entre a regido
leader e o primeiro gene, o pequeno transcrito € liberado e a polimerase recomega a

transcrigdo por um mecanismo sequencial de inicio-fim, guiada pelos sinais de inicio
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do gene (start-signal-gene) e fim do gene (end-signal-gene). O resultado € a sintese
de uma série de mRNAs subgendmicos. Os RNAs parecem ser copias exatas dos
genes, nao havendo evidéncias de modificagbes como um splicing, por exemplo. Os
RNAs transcritos recebem um cap na extremidade 5 e s&o poliadenilados na
extremidade 3’ (COLLINS et al., 2001; COLLINS e GRAHAM et al., 2008

Além da transcricdo e traducdo das proteinas, outro passo importante é a
replicagdo que produz moldes adicionais do genoma para transcri¢éo e replicagcao e
fornece genomas em grande quantidade para serem incorporados nas novas
particulas virais. A producao da fita complementar de RNA positivo (+ssRNA), que
servira de molde para gerar cépias do genoma viral (-ssRNA), requer que a
maquinaria de produgdo de RNA entre num modo de “anti-terminagao”, ignorando
todos os sinais de inicio e fim presente entre os genes e entre a sequéncia leader e
o gene NS1 (KINGSBURY, 1990).

A maturagdo do virus ocorre, num primeiro passo, com a montagem do
nucleocapsideo pela combinagdo da proteina N com o RNA gendmico seguido da
adicao das proteinas P e L. A montagem do envelope se da com as glicoproteinas
virais, modificadas por glicosilagdo durante seu transporte através do reticulo
endoplasmatico e Complexo de Golgi, ocupando o lugar das proteinas celulares na
membrana plasmatica. Em seguida, as proteinas da matriz se agregam na porgao
interna do envelope nascente. Finalmente, o nucleocapsideo alcanca a superficie e
ocorre 0 brotamento do mesmo, levando consigo uma por¢do da membrana
plasmatica, num processo inverso ao da penetragao por fusdo (KINGSBURY, 1990)
(Figura 13).

Figura 13: Micrografia eletrbnica do HRSV em processo de brotamento na membrana
celular. O quadro menor na parte superior mostra particulas virais ja liberadas
pela célula.

Fonte: The C. Everett Koop Institute ([2010])
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Os RNAm e as proteinas virais podem ser detectados apds 4 a 6 horas no
citoplasma celular depois da infeccao e o pico de sintese das proteinas virais em
torno de 18 a 20 horas. A liberagdo da progénese viral comecga entre 10 e 12 horas
depois, chegando ao seu maximo apdés 24 horas, e continua até a completa
destruicdo celular que varia de 30 a 48 horas ap6s infeccdo (ARSLNAGIC et al.,
1996; COLLINS et al., 2007).

1.3.5 Caracterizacdo antigénica e molecular

Estudos iniciais sugeriram que havia somente um sorotipo de HRSV, porém,
Coates e Chanock (1962) observaram diferengcas antigénicas entre duas amostras.
Entretanto, foi somente com a utilizagdo de anticorpos monoclonais (MAbs) que
essas diferengcas se mostraram mais definidas, principalmente apds os trabalhos de
Anderson et al. (1985) e Mufson et al. (1985) que estabeleceram definitivamente a
divisdo das amostras em dois grupos distintos, denominados A e B.

Diversos trabalhos relatam que a maior divergéncia entre os grupos A e B
esta na glicoproteina G, no qual apresenta divergéncia de aproximadamente 47% na
sequéncia de aminodacidos entre os grupos e uma divergéncia de aproximadamente
20% dentro do mesmo grupo antigénico (COLLINS e GRAHAM, 2008; SULLENDER
et al., 1991; JOHNSON et al., 1987). A diversidade da proteina G ndo é homogénea,
sendo maior no ectodominio externo que possui apenas 44% dos aminoacidos
idénticos entre os dois grupos comparado com 83% das regides transmembranas e
dominio citoplasmatico (JOHNSON et al.,, 1987; REICHE et al., 2009). Estudos
demonstraram haver variagbes antigénicas dentro de cada um dos grupos,
possibilitando a divisdao em subtipos caracteristicos. Anderson et al. (1988),
baseados na reatividade ou ndo das amostras com diferentes MAbs, estabeleceram
um total de 10 subtipos que foram designados arbitrariamente de A1 a A7 e de B1 a
B3. Hall et al. (1990) descreveram o subtipo B4 dentro do grupo B. Mais tarde, os
principais estudos sobre variabilidade genética da glicoproteina G classificaram o
grupo A nos gendtipos GA1 a GA7 (PERET et al., 1998 e 2000), SAA1 (VENTER et
al., 2001) e NA1 e NA2 (SHOBUGAWA et al., 2009) e o grupo B nos gendétipos GB1
a GB13 e SAB1 a SAB3 (PERET et al., 1998, 2000; VENTER et al., 2001; ZLATEVA
et al., 2005). Recentemente, em 1999, um novo gendtipo dentro do grupo B

denominado BA foi descrito pela primeira vez em Buenos Aires, na Argentina,
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caracterizado pela duplicacdao de 60 nucleotideos na posi¢cédo 732-791 do gene G
(TRENTO et al., 2003). Estudos recentes classificam este novo gendtipo em BA-I a
BA-VI (TRENTO et al., 2010).

1.4 Diagnéstico laboratorial

O diagndstico rapido e preciso do HRSV faz-se necessario para evitar o uso
desnecessario de antibidticos e a utilizagcdo de terapia especifica com Ribavirina,
além de permitir a execugdo das medidas necessarias para evitar infecgbes
nosocominais, nas quais o HRSV ocupa posi¢ao de destaque (TURNER, 1996; HITE
e HUANG, 1996).

O diagnéstico laboratorial do HRSV pode ser direto, pela detecgdo de
antigenos virais, do acido nucléico e/ou do virus infectante ou indireto, pela detec¢ao
de anticorpos especificos para o agente (WARIS, 1992). Em rotina, as secregbes
respiratorias sdo utilizadas como material bioldgico para o diagnéstico direto, sendo
os melhores espécimes, os aspirados ou lavados de secregbes de nasofaringe
(MACKIE et al., 1991; MASTERS et al., 1987).

A cultura de células foi o método padrao ouro para o diagnéstico do HRSV até
aproximadamente meados dos anos de 1990, quando a RT-PCR (reagédo em cadeia
da polimerase apos transcrigdo reversa) tornou-se viavel comercialmente em muitos
paises do mundo (HENRICKSON et al., 2004; NOLTE et al., 2007).

A imunofluorescéncia (IF) € uma técnica muito utilizada para detectar o HRSV
em células epiteliais da nasofaringe ou para confirmar o isolamento do virus apos a
cultura de células. Esta técnica apresenta cerca de 80-90% de sensibilidade e
especificidade quando comparada a técnica de isolamento (KELLOG et al., 1991).
Entretanto, esse método requer alguns cuidados essenciais para o seu sucesso, tais
como a presenga de um numero adequado de células e de um microscopista
treinado. O ensaio imunoenzimatico € um método rapido que permite analise de um
numero grande de amostras, e € aplicado tanto para a detecgao de antigenos virais
no material clinico como para identificagao do virus isolado em cultura de células. Os
mesmos cuidados adotados na preparagdo do material para a imunofluorescéncia
devem ser adotados. Estes testes, geralmente utilizam a combinag&o de anticorpos
monoclonais (MAbs) para a captura do antigeno em fase sélida, seguida por

anticorpos anti-antigenos marcados com peroxidase (CHAO et al., 1979;
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SARKKINEN et al., 1981). As vantagens destes ensaios sobre a imunofluorescéncia
sdo objetividade de leitura e a possibilidade de automacgao.

O Test Pack € um ensaio imunoenzimatico em membrana de nitrocelulose
utiizado para a deteccdo de antigenos do HRSV. Disponivel em forma de Kit
comercial (Abbott, North Chicago, lllinois, EUA), o Test Pack ¢ um método de
diagnéstico rapido de HRSV, sendo utilizado na triagem de pacientes, porém é
menos sensivel do que a imunofluorescéncia (MILLER et al., 1993).

Outras metodologias de diagnostico rapido, como QuickLab RSV Test
(SLINGER et al., 2004), Binax NOW (SELVARANGAN et al., 2008), BD Directigen
(SELVARANGAN et al., 2008; GRONDAHL et al., 2005), BD Directigen EZ (OHM-
SMITH et al., 2004), VIDAS (RIBES et al., 2002), Thermo ElectronTM RSV OIA
(ALDOUS et al., 2005) foram desenvolvidas e analisadas, porém nenhum
apresentou resultado satisfatério quanto a sensibilidade e especificidade, quando
comparados a IFl e isolamento em cultura (OHN-SMITH et al., 2004).

O diagnéstico laboratorial também pode ser realizado pela detec¢do do acido
nucléico viral diretamente do material clinico pela técnica de RT-PCR, que permite,
também, a caracterizacdo molecular das cepas (GILBERT et al., 1996; VALDIVIA et
al., 1997; PITKARANTA et al., 1998 a, b; GOTTSCHALK et al., 1996; ZHENG et al.,
1996, METEYARD e YOUNG, 1994; PERET et al., 1998, 2000). A RT-PCR é
considerada uma técnica de alta sensibilidade (REIS et al., 2008), especialmente util
no diagnodstico de infecgbes, em que tanto a quantidade quanto o periodo de
excregao do virus sdo pequenos, como € o caso de pessoas idosas ou recém
nascidos (WALSH et al., 2001; FREYMUTH et al.,1997; FAN et al., 1998; KEHL et
al., 2001; MULLINS et al., 2004; WILLIAMS et al., 2004; ROVIDA et al., 2005).

A RT-PCR rapidamente mostrou ser significativamente mais sensivel e mais
especifica para detecgdo do HRSV, influenza (Flu) e a maioria dos outros virus
respiratorios (BECK et al., 2010). Nos ultimos anos, os laboratérios tem aperfeicoado
as técnicas automatizadas de extragdo de acidos nucléicos e amplificacao por RT-
PCR para detecgéao viral nas amostras clinicas (KUMAR et al., 2008; HUANG et al.,
2009).

Varios multiplex PCR e RT-PCR foram desenvolvidos demonstrando
sensibilidade igual ou, na maioria das vezes, superior a cultura de células
convencional e outros métodos de deteccdo de antigenos (COIRAS et al., 2003;
ROVIDA et al., 2005; WEINBERG et al., 2004).
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Uma variagdo da técnica de RT-PCR utilizada atualmente na deteccao de
viroses respiratorias € o ensaio de RT-PCR detectado por GeneScan . Este método
analisa fragmentos de DNA com base na deteccdo automatica de fluorescéncia
durante a eletroforese em capilar, bastante utilizada em procedimentos que
requerem precisdo no tamanho e na quantidade do DNA, incluindo selecdo e
validacdo de SNP (single nucleic polimorfism), analise de microsatélites, detecgdo de
polimorfismo e outros. Essa técnica baseia-se na utilizagdo de um primer marcado
com fluorescéncia e outro ndo marcado utilizado para amplificar um alvo especifico
que gerara produtos de tamanho esperado. O produto amplificado € combinado com
um peso molecular padrao e submetido a uma eletroforese em sequenciador
automatico, no qual o produto fluorescente € medido e quantificado (THOMAZELLI
et al., 2004).

Real-time PCR é uma técnica de diagnostico que combina a RT-PCR
convencional com uma tecnologia que capta os sinais da fluorescéncia durante os
ciclos da PCR. A real-time PCR apresenta maior sensibilidade e especificidade
quando comparada ao isolamento em cultura de células, shell vial e RT-PCR
convencional (HU et al., 2003).

Nascimento et al. (2006) padronizaram a RT-PCR em tubo unico utilizando kit
comercial (AccessQuick’MRT-PCR Systems — Promega) que demonstrou ser uma
técnica de diagnodstico rapida, sensivel e de menor custo que a RT e PCR
separadas, além de diminuir as chances de contaminagao durante o processo.

Com uma sensibilidade maior que a da RT-PCR e um tempo de 90 minutos
gastos com o diagnostico, o kit de diagnostico rapido denominado
NucliSENS®EasyQ NASBA é uma excelente alternativa de meétodo diagnostico
rapido para detecgdo do HRSV (TILLMANN et al., 2008).

1.5 Prevencao e tratamento

A transmissdao do HRSV pode ser prevenida pela aquisicdo de praticas
basicas de higiene, incluindo lavagens regulares das méos, prevengcdo da
propagagao por objetos contaminados e o isolamento de pacientes durante o
diagnostico (SIMON et al., 2006; VISSER et al., 2008).

A prevencdo de infeccbes pelo HRSV por meio de uma vacina foi muito

estudada, contudo, sem sucesso até o momento. A primeira vacina produzida e
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testada em criangas e lactentes era de virus inativado com formalina. Porém, além
de ndo proteger contra a doenga, as criangas vacinadas sofreram doengas mais
graves em exposi¢cao subsequente ao virus, com cerca de 80% de hospitalizagdes e
dois 6bitos, quando comparadas com o grupo controle ndo vacinado (DUDAS e
KARRON, 1998). O aumento da gravidade da doenca foi demonstrado em modelos
animais e € resultado de varios fatores: i - inadequada produg¢do de anticorpos
neutralizantes no soro; ii - baixa imunidade local; iii - deposi¢édo do complexo imune;
iii - indugdo da resposta exacerbada do tipo Th2, com eosinofilia pulmonar e
aumento da produgao de citocinas IL-4 e IL5 (DURBIN et al., 2003; POLACK et al.,
2002).

O avango nas técnicas de biologia molecular e da biotecnologia na ultima
década possibilitou o teste de novos métodos para fabricagdo de vacinas como:
atenuagdo do virus gerada por passagens em cultura de células a baixas
temperaturas juntamente com o uso de agentes mutagénicos (CROWE et al., 1994;
RANDOLPH et al.,, 1994); vacinas contendo subunidades virais (BELSHE et al.,
1993; HOMA et al., 1999; OIEN et al., 1994) e virus recombinantes que contém os
epitopos protetores do HRSV (BRANDT et al., 1997; COLLINS et al., 1990; CROWE
et al., 1994). Como exemplo cita-se as vacinas de subunidades utilizando proteina F
purificada (PFP) ou proteina F em conjunto com G e M (Sanofir-Pasteur) ou ainda, o
dominio central da proteina G, BBG2Na, desenvolvidas e submetidas a testes
clinicos. Dentre todas as PFP, apresentou resultados mais promissores,
apresentando-se segura e imunogénica em adultos, criangas acima de 12 meses
com ou sem doenga pulmonar, bem como em idosos e mulheres gravidas (FALSEY
et al.,, 1997; GROOTHUIS et al., 1998; PIEDRA et al., 1996). Os recém-nascidos de
maes que receberam a vacina apresentaram titulo quatro vezes maior em
comparagao aqueles cujas maes receberam o placebo (PIEDRA et al., 1998).

As vacinas atenuadas aplicadas na mucosa respiratoria foram desenvolvidas
por mais de uma década, sendo a mais estudada, a atenuada por
termossensibilidade, e com crescimento adaptado ao frio. Porém, o uso dessas
vacinas esta comprometido pela possibilidade de reversao genética e da viruléncia,
além da baixa imunogenicidade (WRIGHT et al., 2000). Outras metodologias de
atenuacgao de virus foram desenvolvidas envolvendo a delegbes em alguns genes,
como por exemplo, os genes NS1, NS2 e SH; G; NS2 e M2-2, no entanto, os

resultados mostraram que a replicagao viral in vitro foi praticamente igual ao controle
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(COLLINS e MURPHY, 2002). A combinagao de vacinas de virus atenuado com as
vacinas de subunidades também é uma opc¢ao considerada para protecao contra
doencas causadas pelo HRSV, entretanto estudos preliminares foram inconclusivos
em criancas e idosos (GIRARD et al., 2005).

Apesar de todos os esforcos, nenhuma das vacinas tem previsdo de
licenciamento ou utilizagdo, embora algumas estejam em estagios avangados de
ensaio clinico (GRAHAM, 2011; SCHICKLI et al., 2009; RAMILO, 2009; ADAIR,
2009; ANDERSON et al., 2010; NOKES e CANE, 2008). As maiores restricdes ao
desenvolvimento de vacinas incluem o sistema imune imaturo do publico alvo da
imunizagéo, a capacidade do RSV de escapar da imunidade inata, falha na indugcao
da imunidade adaptativa para prevenir as reinfecgdes, histérico da exacerbagao da
doencga induzida pela vacina e auséncia de modelo animal permissivo a infeccao
pelo HRSV (GRAHAM, 2011).

Nas infecgdes do trato respiratorio inferior, causadas pelo HRSV, o tratamento
indicado consiste em remocdo mecanica das secregdes, posicionamento apropriado
da crianga, administragdo de oxigénio umidificado e nos casos mais graves a
assisténcia respiratoria (COLLINS et al., 2001).

O antiviral Ribavirina (1-B-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide), um
nucleosideo analogo a guanosina, constitui uma terapia indicada para o tratamento
do HRSV, e esta licenciada desde 1986. O seu uso € indicado na forma de aerossol
(COMMITTEE ON INFECTIOUS DISEASES, 1993) para tratamento de doencgas
graves causadas por HRSV. O alto custo e o tratamento prolongado (12 horas ou
mais de inalagdo) fazem com que o uso da ribavirina tenha sua validade contestada
(WYDE, 1998; BROUGHTON et al., 2003; VENTRE et al., 2004; EMPEY et al.,
2010).

Outro potencial candidato para o tratamento das infecgbes causadas pelo
HRSV é o RSV604, uma benzodiazepina com atividade anti-RSV, que ¢é ativa contra
isolados clinicos de ambos os grupos do HRSV, A e B. Testes in vitro e outros
realizados em animais, como camundongo e ratos, demonstraram que RSV604 é um
potente inibidor da replicacdo do HRSV, além de ser tolerado por todas as espécies
testadas. Este € o candidato mais promissor para o tratamento de doencgas
causadas em humanos pelo HRSV. A resisténcia viral apresentou-se por mutagao
no gene que codifica a proteina do nucleocapsideo, indicando um diferente

mecanismo deste componente na atividade anti-RSV. Essa droga esta sendo
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testada atualmente e se encontra na fase clinica Il (NOKES e CANE, 2008;
CHAPMAN et al., 2007).

Um diferente enfoque para a atividade antiviral contra HRSV é o uso de
pequenos RNAs de interferéncia (siRNA) que reduzem a produgao de proteina por
inibir o mRNA alvo em uma sequéncia especifica. Esses pequenos RNAs de
interferéncia séo fitas complementares ao RNA viral alvo, contendo de 21 a 23
nucleotideos que hibridizam na extremidade 3’ da fita do RNA viral que se encontra
sob a forma de fita simples (BARIK, 2004; deVINCENZO et al., 2007). A principal
vantagem de se usar os siRNA é que n&o necessita de elucidacdo da proteina,
sendo teoricamente possivel construir siRNA para qualquer RNA viral, bastando
apenas saber qual é a sequéncia do virus. Um grande numero de mRNA é
indispensavel para o ciclo de vida viral, fazendo com que eles sejam alvos para agao
do silenciamento génico, o que diminui assim a chance de mutantes de escape e
também de virus com resisténcia a droga (BARIK, 2004).

Um problema com a efetividade do uso dos antivirais contra HRSV é que a
maioria dos pacientes sé procura os cuidados médicos quando a infecgéo ja esta
bem estabelecida e, que os muitos sinais da doenga deve ser uma consequéncia da
resposta imune para o virus, mais do que o resultado da replicacao viral per si
(NOKES e CANE, 2008).

Diante da falta de uma vacina eficaz, a imunoprofilaxia passiva é feita com o
uso de imunoglobulinas (lgs). A primeira medida efetiva na prevengéo da infecgdo do
trato respiratério inferior e, consequentemente, a hospitalizagao de criangas, foi a
administragcdo mensal, via intravenosa, de imunoglobulinas confeccionadas a partir
de plasma humano com altos titulos anti-HRSV, como o RSV-IGIV (Respigam®)
(SASTRE et al., 2004). Este ultimo consiste do fracionamento de uma IgG humana
utilizada para alta neutralizagédo da atividade do HRSV (NOKES e CANE, 2008).

Para melhorar a poténcia dos anticorpos e substituir a administragéo
intravenosa por intramuscular foi desenvolvido um anticorpo monoclonal anti-HRSV
denominado MEDI-493 ou Palivizumab (Synagis™), aprovado pelo FDA (Food and
Drug Administration) desde 1998, que se mostrou eficaz na redugao de internagdes
por HRSV em lactentes de alto risco. O Palivizumab € uma IgG de camundongo
humanizada que atua ligando-se a glicoproteina F. A profilaxia mensal com
Palivizumab foi associada, em geral, a uma reducao de 55% nas hospitalizagbes por
HRSV (CARDENAS et al., 2005).
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Um desestimulante para o uso do Palivizumab é o alto custo financeiro
associado ao trabalhoso programa de prevencéo. Cada frasco contendo 100 mg do
remédio custa em torno de U$ 900,00 sendo que a dose recomendada é de 15
mg/Kg de peso corporal, administrada uma vez por més durante a época de
epidemia do HRSV. As ampolas, uma vez abertas e reconstituidas, devem ser
utilizadas no prazo maximo de 6 horas (COMMITTEE ON INFECTIONS DISEASES
AND COMMITTEE ON FETUS AND NEWBORN, 1998; MEDIMMUNE Inc,;
PEDIATRIC PHARMACOTHERAPY — UNIVERSITY OF VIRGINIA, 1998).

Bosso (2008) avaliou os padrdes obtidos pelo sequenciamento de sitios
especificos do gene da proteina F de amostras brasileiras com os sitios de epitopos
do monoclonal humanizado, Palivizumab, utilizado como tratamento da doenca
causada pelo HRSV e verificou que ndo houve existéncia de mutantes de escape
nas amostras analisadas.

Essas mutagbes ocorreram em dois nucleotideos que estdo diretamente
associadas a resisténcia in vitro ao Palivizumab. Outros trabalhos corroboram com a
hipotese da existéncia de mutantes de escape por conseguir produzir em cotton rats
virus resistentes ou parcialmente resistentes ao Palivizumab (ZHAO et al., 2004,
2005, 2006).

Estudos mais antigos realizados in vitro utilizando outros tipos de monoclonais
e policlonais, ja demonstravam a formagao de mutantes de escape provenientes de
cultura celular contra a proteina G e F (BEELER et al., 1989; GARCIA-BARRENO et
al., 1990; LOPEZ et al., 1990; CROWE et al.,, 1998; WALSH et al., 1998)
demostrando pontos de mutagcdo de grande relevancia bioldgica (ARBIZA et al.,
1992; LOPEZ et al., 1998).

Hospitalizagbes devido a infecgdes pelo RSV em individuos tratados
profilaticamente pelo Palivizumab sédo raras, porém ja foram descritas,
principalmente durante o intervalo entre a primeira e segunda injecdo, quando os
niveis da droga no organismo podem ser baixos. Adams et al. (2010) descreveram
que um bebé prematuro (25 semanas de gestacgao) tratado profilaticamente com o
Palivizumab, seguindo o protocolo de 3 injegdes com intervalo de aproximadamente
40 dias cada, apresentou sintomas de infecgado respiratéria 3 dias apds a ultima
dose. O bebé foi internado na UTI e o diagndstico laboratorial foi HRSV. O
sequenciamento do gene F do virus isolado revelou a presenga de duas mutagdes

na regiao da ligagao da proteina com a droga. As mutagdes ocorreram nas posigoes
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272 e 276 (asparagina para serina na posi¢cao 276 e Lisina para serina na posi¢ao
272, tanto na amostra viral como no virus isolado em cultura, e Lisina por acido
glutdmico na posigao 272, apdés a passagem do virus em cultura de célula com
presenca do palivizumab). As duas posi¢gdes foram descritas em outros estudos,
tanto in vivo como in vitro, como relacionadas ao aparecimento de resisténcia a
droga (ZHAO e SULLENDER, 2005; ZHAO et al., 2006).

O mais recente medicamento que esta sendo testado em fase clinica Ill para
a prevencao de infeccdes pelo HRSV no trato respiratério inferior € um anticorpo
monoclonal humanizado, o Motavizumab, anteriormente conhecido como
Numax®(CARBONELL-ESTRANY et al., 2010). O Motavizumab é um anticorpo
monoclonal anti-RSV ultrapotente derivado do palivizumab. Apresenta melhores
taxas de associacdo e dissociacdo o que resulta em até 44 vezes melhora na
capacidade de neutralizar o virus in vitro, mas apresentou apenas ligeiro aumento na
poténcia in vivo quando testados em cotton rats.

Um estudo comparativo entre o Palivizumab e o Motavizumab mostrou que o
perfil de seguranga de ambos sdo similares para bebés. Além disso, o indice de
hospitalizagbes com esse novo medicamento foi reduzido em 26% e a incidéncia de
infec¢cdes do trato respiratorio inferior causada por HRSV, que exigiam tratamento
médico ambulatorial, reduziu em 50% (deVINCENZO et al., 2008).

1.6 Epidemiologia

O HRSV ocupa um papel de destaque dentre as doengas agudas do trato
respiratorio, principalmente em criangas, tanto nos paises desenvolvidos com em
desenvolvimento (SCOTT et al.,, 2006), com maior prevaléncia em paises em
desenvolvimento (BRYCE et al.,, 2005) Pode ocorrer em todas as faixas etarias,
entretanto, criangas de 6 semanas a 9 meses sédo as que desenvolvem problemas
mais sérios, tais como: pneumonia e bronquiolite (COLLINS et al., 2001).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que o HRSV cause 64
milhdes de infecgdes e que 160 mil pessoas vao a obito anualmente (COLLINS e
GRAHAM, 2008; WHO, 2009).

O indice de hospitalizagbes de criangas, geralmente fica em torno de 13 a
27,4 para cada 1000 nascimentos (McLAURIN et al., 2005; SANGARE et al., 2006;
LEADER et al., 2002, 2003; IWANE et al., 2004), com maior prevaléncia em criangas
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de até 6 meses de idade (SHAY et al.,, 1999; BOYCE et al., 2000; IWANE et al.,
2004; HOLMAN et al., 2004). Entretanto, cerca de 10 a 20% sao criangas de 1 a 2
anos de idade (McLAURIN et al., 2005; IWANE et al., 2004).

A epidemia do HRSV apresenta uma sazonalidade bem definida, ocorrendo
anualmente no final do outono, inverno ou inicio da primavera, mas nao durante o
verdo. Cada epidemia dura cerca de 5 meses, com 40% dos casos ocorrendo
durante os meses de pico, geralmente no meio do surto (COLLINS et al., 2001).
Paises com clima temperado, como Argentina e Paquistdo, tem uma sazonalidade
similar aos paises norte americanos e europeus, ja em paises de clima tropical &
relatado o aumento da incidéncia do HRSV nas épocas de chuva. Diferengas
marcantes na sazonalidade do HRSV tém sido relatadas em regides
geograficamente proximas, como Mogcambique e Africa do Sul, ou Bangladesh e
india (GIRARD et al., 2005).

Fatores geograficos e climaticos sao claramente associados com o carater
sazonal do HRSV (STENSBALLE et al., 2003), mas fatores comportamentais como
por exemplo aglomeracdo em locais fechados que causa intensa exposicao
(GIRARD et al., 2005; BULKOW et al., 2002; SIMOES et al., 2003) e mudangas
ciclicas na suscetibilidade da populagdo (STENSBALLE et al.,, 2009) também tem
sido associado. indices de superlotacdo e densidade populacional bem como a
populacdo urbana ou rural podem ser usados para estratificar a duracdo das
epidemias de HRSV. A probabilidade da epidemia do HRSV se estender por mais de
20 semanas ¢é diretamente proporcional ao numero de criangas abaixo de 5 anos de
idade por domicilio e ao nimero de criancas por Km? (ZACHARIAH et al., 2009). Em
alguns paises os fatores climaticos parecem ser mais importantes do que o contato
social (WEBER et al., 2001).

No Brasil os surtos ocorrem, geralmente, nos meses de outono/inverno
estendendo-se em algumas ocasides ao inicio da primavera (CINTRA et al., 2001;
MIYAO et al., 1999; NASCIMENTO et al.,, 1991; VIEIRA et al.,, 2001; BOTOSSO,
2002). Estudos mostram que a incidéncia do HRSV em diferentes localidades do
Brasil, como em Fortaleza, Salvador e Uberlandia apresentam a mesma
sazonalidade, com os surtos iniciando em janeiro ou fevereiro e terminando em julho
ou agosto (MOURA et al., 2006; CALEGARI et al., 2005; SERAFINO et al., 2004).

Em Sao Paulo, o pico do surto do HRSV, ocorre no outono e nao esta

associado com estacdes chuvosas, sendo, entretanto, coincidente com a época em
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que sao observados altos niveis de poluicdo na cidade. Entretanto, a associagao
entre a poluigdo ambiental e a incidéncia do HRSV néo foi suficientemente estudada
(HEIN, 1997).

Embora muitos estudos tem procurado explicar o padrao da atividade do
HRSV relacionados a fatores climaticos e ao comportamento humano, nenhuma
explicacéo definitiva ainda foi encontrada (MLINARIC et al., 2009).

As diferencas de patogenicidade entre os grupos A e B ainda nao estao
totalmente esclarecidas. Alguns autores concluiram que as infecgdes pelo grupo A
resultam em doengas mais graves (TAYLOR et al., 1989; McCONNOCHIE et al.,
1990; HALL et al., 1990; IMAZ et al., 2000; GILCA et al., 2006). Por outro lado,
Zelaya et al. (1994) e Hornsleth et al. (1998) constataram maior gravidade em
criangas infectadas pelo grupo B. Ha ainda autores que n&do observaram em seus
estudos diferengas significativas de patogenicidade entre os dois grupos (OLIVEIRA
et al., 2008; KAPLAN et al., 2008; RUSSI et al., 1989 a, b; BROUARD et al., 1993;
MCINTOSH et al., 1993; STRALIOTTO et al., 1994). Estudos revelaram haver maior
incidéncia de doengas graves no trato respiratorio inferior e maior prevaléncia do
HRSV em criangas do sexo masculino (QUEIROZ et al., 2002, MLINARIC et al.,
2009; OSTLUND et al., 2008; SILVA et al., 2008; KAPLAN et al., 2008; OLIVEIRA et
al., 2008).

O padréo de circulagdo dos grupos A e B divergem de local para local e de
ano para ano. Dados da literatura revelam que os dois tipos tém circulado
conjuntamente em muitas epidemias em varias regides do mundo, com prevaléncia
do grupo A (ANDERSON et al., 1991; COLLINS et al., 2002; VIEGAS et al., 2005,
FRABASILE et al., 2003; SCOTT et al., 2004 e ZLATEVA et al., 2004; GILCA et al.,
2006; BOTOSSO, 2002; KAPLAN et al., 2008), embora tenham sido descritos surtos
com predominancia do grupo B (HENDRY et al., 1986; LUKIC-GRLIC et al., 1998;
MLINARIC et al., 2009; TRENTO et al., 2010).

A gravidade da doenga geralmente € mais alta quando ha coinfecgdes virais
do que em infecgao causada por apenas um unico virus (CILLA et al., 2008).

As reinfecgdes sdo comuns durante toda a vida. Em uma comunidade no
Kenia, foi demonstrado que as reinfecgbes com HRSV foram identificadas em 11
(3,3%) das 338 criancas analisadas no periodo de 1 ano (NOKES et al., 2004).
Estudo realizado em Houston, Texas, demonstrou que 83% de criancas infectadas

durante o primeiro ano de vida foram re-infectadas no segundo ano e 46% foram re-
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infectadas durante o terceiro ano (GLEZEN et al., 1986). Pacientes infectados com
HRSV A ou B podem ser reinfectados com um virus do mesmo grupo € do mesmo
genadtipo durante infec¢des consecutivas (SATO et al., 2005).

A alta variabilidade genética do HRSV pode ser uma das causas das re-
infecgcdes. White et al. (2005) sugeriram que a infecgdo por um determinado grupo
ou gendtipo influencia a dindmica de transmissdo de variantes homodlogas ou
heterdlogas.

Ha mais de dez anos, a variabilidade da proteina G do HRSV ¢é investigada
(MELERO et al., 1997; CHOI e LEE, 2000; SCOTT et al., 2004; ZLATEVA et al.,
2004; VIEGAS et al., 2005; GALIANO et al., 2005), demonstrando a existéncia de
varios genotipos co-circulando em um mesmo surto, com predominancia de um ou
dois gendtipos, os quais podem continuar circulando por varios anos consecutivos,
ou diminuir nos surtos subsequentes, até o seu desaparecimento (CANE et al., 1994,
1991; JOHANSEN et al., 1997; COGGINS et al., 1998; LUKIC-GRLIC et al., 1998;
PERET et al.,, 1998, 2000; CHRISTENSEN et al, 1999; CHOI e LEE 2000;
ZLATEVA et al., 2004, 2005; BOTOSSO et al., 2009).

Os gendtipos que surgem no final de um surto tendem a predominar no
proximo (SATO et al., 2004; ZLATEVA et al., 2005). As mudangas decorrentes das
alteragdes genéticas podem alterar a estrutura antigénica do virus, conferindo uma
vantagem evolutiva, permitindo a reinfeccdo de individuos expostos ao HRSV
anteriormente.

Nos estudos realizados por Botosso (2002), sobre a diversidade genética da
glicoproteina G do HRSV entre os anos de 1995-1998, confirmam a alternancia na
circulagao de cepas de HRSV em Sao Paulo no decorrer dos anos, mas ainda nao
se sabe se esse fendbmeno € decorrente da imunidade desenvolvida pela populagao
ou se esta relacionado a caracteristicas de um gendétipo em particular ou, ainda, se é
necessaria a predominancia de um determinado gendtipo para a ocorréncia de um
novo surto.

Estudos tem mostrado que o padrao de evolugdao do HRSV assemelha-se
com o do virus influenza B. As principais caracteristica da circulacdao do HRSV sao:
1) epidemias sdao comumente provocadas por virus classificados em mais do que um
genadtipo, sendo que num determinado local o gendtipo predominante em uma
epidemia é frequentemente substituido por outros gendétipos nos anos consecutivos;

2) a maioria dos genotipos do HRSV séo distribuidos em todo o mundo, além disso,
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amostras isoladas em locais distantes e em anos diferentes podem ser mais
semelhantes do que amostras isoladas no mesmo local durante uma mesma
epidemia; 3) dentro de cada linhagem ocorre o acumulo progressivo de mudangas
na sequéncia do gene codificador da proteina G; 4) mudangas sindnimas nos
nucleotideos sao distribuidas uniformemente por todo o gene da proteina G,
enquanto que mudangas nao sinbnimas estdo acumuladas nas duas regides
hipervariaveis (G1 e G2) da proteina G, podendo sugerir a idéia de selegao positiva
para muitas dessas mudangas (MELERO et al., 1997, WOELK et al., 2001;
ZLATEVA et al., 2004, 2005).

A epidemiologia molecular do gene G do HRSV na Nova Zelandia foi
realizada pela analise de 106 amostras do grupo A (entre os anos de 1967 a 2003) e
38 do grupo B (entre os anos de 1984 a 2004). O agrupamento temporal demonstrou
que os isolados do grupo B agruparam mais fortemente do que os isolados do grupo
A. Os isolados do grupo B mostraram maior variabilidade genética, em termos de
uso de stop codon e consequentemente, mudancas no tamanho da proteina por
insercoes e delecdes que o HRSV-A. A taxa de mutacéo para o HRSV A foi de 2,6 x
10 mudancas por nucleotideo/ano, enquanto que para o HRSV B foi de 3,5 x 107
mudancas de nucleotideo/ano. Levando em consideracdo ambas as observacgoes,
verificou-se que ambos os grupos evoluem diferentemente, com os isolados do
grupo B evoluindo mais rapido do que os isolados do grupo A (MATHESON et al.,
2006).

1.7 HRSV do grupo B com insergao de 60 nucleotideos

Trento et al. (2003) em 2003 descreveram trés isolados clinicos de HRSV
(BA3833/99B, BA3859/99B e BA4128/99B), classificados antigenicamente no grupo
B que continham uma duplicagéo de 60 nucleotideos entre as posi¢des 792 e 851 da
regido C-terminal do gene codificador da proteina G e os denominou de BA, em
funcédo do seu isolamento ter ocorrido em Buenos Aires, na Argentina (Figura 14).
Essas amostras foram isoladas de trés centros hospitalares e em diferentes datas no
ano de 1999.

Desse ano em diante foi relatada, em diversos locais do mundo, a circulagao
desse novo genotipo dentro do grupo B, que se caracterizava por possuir essa

insercdo de 60 nucleotideos na regido C-terminal do gene G (SCOTT et al., 2004;
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NAGAI et al., 2004; SATO et al. 2004; ZLATEVA et al., 2004).
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Figura 14: (A) Sequéncia parcial de nucleotideos do gene da proteina G do HRSV
mostrando a inser¢cdo de 60 nucleotideos na regido C-terminal do gene da
proteina G de trés isolados. (B) Analise filogenética dos trés isolados citados
em (A).

Fonte: Trento et al. (2003).

A estrutura secundaria, relativamente estavel, formada pelo RNA viral nos
isolados do gendtipo BA (Figura 15), sugere que a insergdo tenha se formado
durante a replicacdo do RNA viral pela polimerase, que copiou duas vezes 0 mesmo
fragmento antes de continuar a sintese do RNA complementar, sugerindo um
possivel mecanismo de geracdo do segmento duplicado. Em um determinado
momento do processo de duplicacdo da molécula de RNA, a polimerase que estava
ligada ao RNA viral, copiou novamente os 60 nucleotideos ja copiados antes de
continuar a sintese do RNA complementar (TRENTO et al., 2003).
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Figura 15: Estrutura secundaria da molécula de RNA referente ao segmento duplicado na
regidao C-terminal do gene da proteina G em isolados de HRSV com insergéo de
60 nucleotideos.
Fonte: Trento et al. (2003).



57

A sequéncia de nucleotideos do gene G dos isolados BA foi traduzida em um
polipeptideo de 315 aminoacidos, o maior encontrado entre os isolados de HRSV
até aquela data. No ectodominio da proteina G do HRSV ha sitios potenciais para a
O-glicosilagao e N-glicosilagdo. A duplicagdo dos 60 nucleotideos ocorreu em uma
regido que possui inumeros sitios potenciais para a O-glicosilagao, resultando na
insercdo de 20 aminoacidos na estrutura polipeptidica da proteina G e,
consequentemente, na inclusdo de muitos sitios potenciais de O-glicosilagao,
conforme ilustrado na figura 16. A regido C-terminal da proteina G tem se mostrado
imunologicamente relevante. Assim, é possivel que a duplicacdo de parte dos
aminoacidos nessa regido como ocorre nesses isolados, mudem a estrutura
antigénica da proteina G, conferindo a ela uma vantagem evolucionaria que permita
reinfectar individuos expostos previamente ao virus ancestral sem insergao
(TRENTO et al., 2003).
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Figura 16: Esquema da estrutura primaria da proteina G do HRSV com insergédo de 60
nucleotideos (BA3833/99G). Legenda:( = ) indica a regido transmembrana;
(V) indica potencial de N-glicosilagao; ( | ) indica potencial de O-glicosilagao;
(@) indica residuos de cisteina. As regides variaveis da proteina G séo
indicadas. A sequéncia de aminoacidos entre os residuos 240 e 280 é mostra o
segmento de 20 aminoacidos que foi duplicado.
Fonte: Trento et al. (2003).

Os isolados do gendtipo BA ilustraram a introdugdo de uma nova e drastica
mudanga na proteina G durante a propagag¢ao natural do HRSV. O fato desses 3
isolados argentinos possuirem sequéncias muito similares (duas delas idénticas)
sugere que eles se originaram de um unico e curto evento que ocorreu antes de
serem isolados (TRENTO et al.,, 2003). Em trabalho recente, Trento et al. (2010)
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mostraram que o primeiro isolado do HRSV do grupo B com a duplicagdo de 60
nucleotideos ocorreu na cidade de Madri,Espanha, no més de dezembro de 1998
(epidemia de 1998-1999). Esta amostra foi coletada poucos meses antes do primeiro
isolado ser descrito, com a referida duplicacao de 60 nucleotideos, em Buenos Aires
(junho de 1999). No entanto, a amostra espanhola apresentou mudangas em dois
nucleotideos na regido duplicada o que sugere que o0s ancestrais continuariam
sendo dois dos trés isolados de Buenos Aires que continham cdpias idénticas do
segmento duplicado (TRENTO et al., 2010).

A figura 17 reflete a disseminagao global do HRSV com a inser¢ao de 60
nucleotideos, denominado BA, desde o seu surgimento, ocorrido, provavelmente, em
1998 em Madri e a partir dai sua circulagdo em diversos paises. Analises
filogenéticas realizadas com as sequéncias representantes destes gendtipos
provenientes de diversas localidades dividiram as amostras em 6 clusters diferentes,
BA-l a BA-VI. As amostras do grupo BA-I circularam extensivamente em Buenos
Aires de junho a agosto de 1999. Em dezembro do mesmo ano, a primeira amostra
nao-Argentina de BA-I com copia idéntica do segmento duplicado foi encontrada na
Bélgica (ZLATEVA et al., 2005), podendo pressupor que o HRSV BA-I atravessou o
Oceano Atlantico naquela direcdo, onde o virus disseminou-se em um periodo de
poucos meses. Nos anos subsequientes, essas amostras tiveram um numero
limitado de acumulo de mudangas no segmento duplicado tendo circulado em
lugares muito distantes, evidenciando a rapida disseminagédo do HRSV em todo o
mundo e a sua variabilidade genética (TRENTO et al., 2006). Esse gendtipo, BA-I,

circulou até 2002, desaparecendo a seguir.
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Figura 17: Distribuicdo geografica das seqiiéncias do gendtipo BA. O mapa mostra a
localizagdo que o HRSV com a duplicagéo de 60 nucleotideos (BA) foi isolado
e publicado indicando os grupos correspondentes e os anos de isolamento
desde 2008 como mostrado no mapa.
Fonte: Trento et al. (2010).

Um Junico isolado (Beijing/B/04/11) de HRSV B com insercdo de 60
nucleotideos foi relatado na China no ano de 2004 e pertence ao gendtipo BA-VI
(ZHANG et al., 2007)

O BA Il surgiu na Bélgica em 2001, depois na Argentina em 2002-2003 e
entdo no Brasil e em Beijing em 2004. O gendtipo BA-IlIl foi encontrado
primeiramente em Buenos Aires e Madri em 2002 e o BA-IV na Bélgica (1999-2003).
Este ultimo nao foi encontrado em Buenos Aires e no Brasil antes de 2004, o que
mostra que provavelmente ele foi importado. O gendtipo BA-IV corresponde a 70%
das sequéncias isoladas atualmente, e esta dividido em 4 clusters diferentes — BA-
IVa, BA-IVb, Brazil e India (TRENTO et al., 2010).

O rapido acumulo de mudangas no gene da proteina G é um indicativo da
acao de forcas de pressao seletiva para acelerar a flutuabilidade genética.
Notavelmente, a evolugdo das sequéncias dos isolados BA (2,5-3,0 x 1073
substituicdo de nucleotideos/regides/anos) é significativamente mais alta do que as
demonstradas pelos outros grupos antigénicos de HRSV A (1,83-26 x 107

substituicdo de nucleotideos/regides/anos) e B (1,95-3,5 x 10 substituicdo de
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nucleotideos/ regides /anos) (JENKINS et al., 2002; ZLATEVA et al., 2004, 2005;
MATHENSON et al., 2006).

A pressdo seletiva imunologica em algumas regides do ectodominio da
proteina G do HRSV é importante para a evolugédo do HRSV (MELERO et al., 1997;
WOELK et al., 2001; ZLATEVA et al., 2004, 2005; BOTOSSO et al., 2009). Algumas
regides selecionadas positivamente para isolados do grupo B estédo localizadas na
regido duplicada ou proximas a ela (ZLATEVA et al., 2005; BOTOSSO et al., 2009).
Isso deve contribuir para acelerar o acumulo de mutagées na regido duplicada
comparada a outros segmentos do gene da proteina G (TRENTO et al., 2006).

A vantagem seletiva dos isolados BA em relagdo a outros gendtipos é
desconhecida, mas a condi¢gdo imunoldgica nativa da populagdo humana a respeito
desse novo gendtipo deve ter contribuido para a sua rapida disseminagdo em todo o
mundo (TRENTO et al., 2010).

A proporcao de isolados BA em todo o mundo aumentou gradualmente até
2004 e 2005, periodo no qual prevaleceu sobre os demais gendtipos do grupo B,
independentemente da prevaléncia do grupo B sobre o grupo A, por exemplo, na
Bélgica, na qual o gendtipo BA correspondeu a 100% dos isolados do grupo B em
trés epidemias consecutivas (2003 a 2006) (ZLATEVA et al., 2007). Dados muitos
similares foram encontrados também em Nova Deli, na India (PARVEEN et al., 2006)
e na Africa do Sul (VISSER et al., 2008). Dados epidemiolégicos publicados em
Niigata (Japao) mostraram uma alta prevaléncia do gendétipo BA entre os isolados do
grupo B, que chegou a 91,1% em 2002-2003 e 100% em 2003-2004 (SATO et al.,
2005). Em Madri a mesma tendéncia é observada com a prevaléncia do genétipo BA
variando de 80% a 100% nas ultimas estag¢des (2005-2006, 2006-2007, 2007-2008)
(TRENTO et al., 2010).

Os dados apresentados indicam que a prevaléncia do gendtipo BA tem

aumentado em diversos paises, correspondendo a 100% das amostras do grupo B
identificadas apos 2005-2006 (TRENTO et al., 2010).
No Brasil, a primeira vez que o gendtipo foi detectado foi em 2001, a partir de
amostras clinicas de duas criancas internadas no Hospital Universitario da USP, na
cidade de Sao Paulo. A seguir foram identificadas duas amostras em 2003, uma em
2004 e, em 2005, o gendtipo tornou-se o mais prevalente na cidade (BOTOSSO et
al., 2009).
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Visando caracterizar a evolugdo do HRSV genétipo BA no Brasil, foram
analisadas sequéncias dos genes G (correspondendo a por¢ao G2 C-terminal) de
amostras isoladas entre os anos de 2001 a 2009, no Estado de Sao Paulo (cidades
de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, Jundiai e Itapevi) e entre os anos de 2004 e 2009 no
Estado do Ceara (cidade de Fortaleza). Essas sequéncias foram comparadas com
sequéncias disponiveis no GeneBank de diversas partes do mundo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

- Estudar a variabilidade genética de amostras de HRSV pertencentes ao genétipo

BA, que contém duplicagao de 60 nucleotideos no gene G, identificadas no Brasil;

2.2 Objetivos especificos

- Sequenciar o gene G das amostras de HRSV pertencentes ao gendtipo BA,

circulantes em Sao Paulo;
- Identificar todas as alteragdes de nucleotideos e aminoacidos das amostras
brasileiras na segunda regido hipervariavel da proteina G do HRSV de amostras BA

do ano 2001 a 2009;

- Analisar o padrdo de circulagdo do gendtipo BA no Brasil utilizando amostras

colhidas em cidades do Estado de Sao Paulo e na cidade de Fortaleza no Cear3;

- Analisar o padrao de circulagao do gendétipo BA em todo o mundo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

As amostras foram colhidas de criangas menores de 5 anos de idade
atendidas na clinica pediatrica do Hospital Universitario da Universidade de Sao
Paulo (HU-USP) nos setores de Enfermaria, Pronto Atendimento, Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) e Bergario entre o més de janeiro de 2001 e dezembro de
2008 que apresentaram quadro clinico de doenga no trato respiratorio. Também no
ano de 2008 foram colhidas amostras do Hospital da Santa Casa de Misericérdia de
Sao Paulo (HSC-SP) e em 2009 somente deste ultimo, totalizando 4274 amostras.
Os espécimes foram colhidos com consentimento pés-informado dos pais ou
responsaveis que assinaram um Termo de Consentimento com aprovagdo da
Comissdo de Etica Médica do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da
Universidade de S&o Paulo (USP) (Anexo A).

3.2 Fluxograma de trabalho

As amostras colhidas durante os anos de 2001 a 2005 foram previamente
triadas para identificagdo do HRSV, seguido da genotipagem para identificagdo do
gendtipo BA por Botosso et al. (2009).

As amostras provenientes do HU-USP colhidas nos anos de 2006 e 2007
foram submetidas ao diagndstico por RT-PCR GeneScan para identificagdo de 8
virus respiratorios, dentre eles o HRSV, conforme Thomazelli et al. (2007).

As amostras provenientes do HU-USP colhidas em 2008 e do HSC-SP
colhidas em 2008 e 2009 foram submetidas a reagao de Imunofluorescéncia Indireta
(IF1) para diagnodstico de 7 virus respiratorios pelos Laboratorios de Analises Clinicas
dos respectivos Hospitais.

Todas as amostras HRSV positivas foram submetidas a PCR para
amplificacdo parcial do gene G seguido de sequenciamento de nucleotideos,
alinhamento das sequéncias, identificagcdo do gendtipo BA e analises filogenéticas
(secoes 3.6 a 3.9). O fluxograma de trabalho envolvendo desde a colheita das

amostras até as analises filogenéticas esta demonstrado na figura 18.
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e Colheita das amostras

* Processamento das amostras

* Diagnostico por IFl ou Gene Scan

» Amplificacao parcial do gene G

e Sequenciamento parcial do gene G

* Alinhamento e identificacdo do genotipo BA

* Analises filogenéticas

Figura 18: Fluxograma de trabalho dividido em 7 etapas no qual as 3 primeiras foram
realizadas pela rotina do Laboratério de Virologia Clinica e Molecular do ICB-
USP, e dos laboratérios do HU-USP e HSC-SP com as amostras colhidas entre
0s anos de 2006 e 2009.

3.3 Colheita das amostras

Amostras de secregbes de nasofaringe e swab nasal de criangas foram
colhidas no maximo 48 horas apés a admissdao no HU-USP ou HSC-SP. Foram
utilizados dois frascos contendo 4 mL de solugcdo salina tamponada com fosfatos
(PBS) 0,01M pH 7.2, esterilizada. De uma das narinas da crianga, foram colhidos
espécimes clinicos em um swab umedecido em PBS e transferido imediatamente
para o mesmo frasco, contendo a solugao. A outra narina foi fluidificada com 1 mL
de PBS estéril proveniente do 2° frasco. Apdés a umidificagéo, foi introduzida uma
sonda esterilizada (sonda uretral n°® 6) que a vacuo, aspirou a secregdao de

nasofaringe, depositando-a num equipo de solugao parenteral, também esterilizado.
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3.4 Processamento das amostras clinicas

O processamento foi realizado em um periodo de aproximadamente 4h apds
a colheita. O aspirado nasofaringeano e o meio contendo o swab foram misturados,
homogeneizados, tratados com 1000 U/mL de penicilina, 1000 pg/mL de
estreptomicina e 50 U/mL de Nystatina (Gibco BRL®). As amostras foram separadas
em 4 aliquotas: duas de 250 uL para a RT-PCR adicionando-se 750 uL de TRI/zol®
Reagent (Invitrogen™) em cada uma e estocando-as em freezer -70 °C, e duas
partes para estoque em freezer -70 °C (500 pL) adicionando-se a amostra meio de
congelamento volume a volume (40% de Meio Minimo Essencial de Eagle —
MEM/Sigma Chemical Co., acrescido de 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de
estreptomicina, 50% de Soro Fetal Bovino — SFB/Cultilab e 10% de glicerina
esterilizada — Sigma Chemical Co.), utilizando-se o método do congelamento rapido
em nitrogénio liquido. No presente estudo foram utilizadas amostras mantidas em
TRIzof° Reagent.

3.5 Triagem das amostras de HRSV pertencentes ao genétipo BA

Foram utilizadas neste estudo 25 amostras dos anos de 2001 a 2005
pertencentes ao genotipo BA previamente identificadas por Botosso et al. (2009) e
disponiveis no GeneBank (n. de acesso EU582432 a EU582433, EU582447 a
EU582449, EU582467 a EU582483 e EU582458 a EU582460 e FJ427350).

Foram utilizadas também 27 amostras do ano de 2005 pertencentes ao
gendtipo BA gentilmente cedidas pela Dra. Danielle Bruna Leal de Oliveira, do ICB-
USP.

Entre os anos de 2006 e 2007 as amostras clinicas foram submetidas a
triagem pela técnica de GeneScan para identificagdo do RSV (THOMAZELLI et al.,
2007) (seg¢ao 3.5.1). Ja entre os anos de 2008 e 2009 as amostras clinicas foram
submetidas a triagem pela técnica de IF| para identificacédo do RSV (secao 3.5.2).

Apoés a identificagdo, as amostras positivas para RSV tiveram o gene G
amplificado parcialmente pela técnica de RT-PCR conforme Botosso et al. (2009),
com algumas modificagdes, seguido do sequenciamento do gene (segbes 3.6 até
3.9).
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3.5.1 Diagnéstico por PCR GeneScan
3.5.1.1 Extragdo do RNA Total

O RNA foi extraido das amostras clinicas estocadas em TRIzo/® Reagent
(Invitrogen™). Todo processo de extragéo foi realizado em banho de gelo, utilizando
centrifuga refrigerada (Eppendorf 5804R — rotor F-45-30) e reagentes gelados. A
1 mL do lisado foram adicionados 200 pL de cloroformio (Merck), seguido de
homogeneizagdo por 15 segundos em agitador tipo vortex, incubagdo em banho de
gelo por 5 minutos e centrifugagdo a 7200 x g por 15 minutos a 4 °C. O
sobrenadante, fase aquosa, contendo o RNA (aproximadamente 400 uL), foi
transferido para outro microtubo. O RNA foi precipitado adicionando-se 400 pL de
isopropanol (Merck), seguido de homogeneizacdo em vortex, incubagdo por 15
minutos em gelo e centrifugagao 7200 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e ao sedimento foi acrescentado 800 pL de etanol 75% (Merck) diluido
em agua UltraPURE™ (Invitrogen™) seguido de centrifugacdo a 4000 x g por 8
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi novamente desprezado e o sedimento foi

E™ (Invitrogen™) contendo 40 U de

ressuspenso em 50 pyL de agua UltraPUR
Inibidor de Ribonuclease (RNAse OUT — Invitrogen™). O RNA extraido foi
armazenado a -70 °C. Em cada extragao foram utilizadas, como controles positivos,

amostras viral padrdo de HRSV, do grupo A e B e agua como controle negativo.
3.5.1.2 Amostras virais padrdo

Foram utilizadas, como padrao positivo, as amostras de HRVS A2 (Grupo A) e
CH18537 (Grupo B), gentiimente cedidas pela Dra. Marilda Siqueira (Departamento
de Virologia da Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil) cultivadas em

células HEp-2.
3.5.1.3 Linhagem celular
Foram utilizadas as linhagens de células HEp-2. As células foram cultivadas

em Meio Minimo Essencial de Eagle — Cultilab (MEM) acrescido de 100 U/mL de

penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina, além de 10% de SFB (ou 2% no caso de
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meio de manutengdo). O crescimento foi feito em garrafas plasticas de 25 cm? ou
75 cm? (NUNCLON™ — Denmark ou Corning — USA) em atmosfera de 5% de CO; a
37 °C sendo repicadas com auxilio de solugao de Tripsina-EDTA (0,25% de Tripsina
1/250 Sigma Chemical Co. e 0,02% de EDTA - Merck).

3.5.1.4 Inoculagdo em cultura de células

As células foram cultivadas em garrafas plasticas de 25 cm? (NUNCLON™ —
Denmark) até 70-80% de confluéncia. O meio de crescimento foi retirado e inoculou-
se 500 yL de amostra viral padrao. As células foram incubadas a 37 °C por 30
minutos para adsorgao e, em seguida foi acrescentado o meio de manutengado. A
incubacao das células foi realizada nas mesmas condi¢des da segao 3.5.1.3, sendo
diariamente observadas para o aparecimento de sincicios, efeito citopatico (ECP)
caracteristico, até de cerca de duas cruzes (aproximadamente 50% das células
infectadas). A seguir o sobrenadante das culturas foi descartado e o tapete celular
lavado 2 vezes com PBS. Foi adicionado, a seguir, 2 mL de Trizol LS®, sendo este

lisado utilizado no processo de extracao.
3.5.1.5 Obtengédo do cDNA

A transcricdo reversa foi realizada utilizando o kit comercial High-Capacity
cDNA Archive (Applied Biosystems, Inc.), na qual 25 yL de RNA extraido foram
diluidos em tampao contendo 50 pMoles de Random primers, tampao da RT 10x
concentrado (50 mM de Tris-HCI [pH 8,3 a 25 °C], 75 mM de KCI, 3 mM de MgC/?),
10 mM de Dithiothreitol, 250 U de MultiScribe RT enzyme, 1,5 mM de dNTP mix e
agua UltraPURE™ (Invitrogen™) para completar o volume de 50 pL. A mistura foi
incubada a 25°C por 10 minutos e 37 °C por 120 minutos no termociclador
Eppendorf ThermoStart Plus ou termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, Inc.) ou Eppendorf Mastercycler Personal. O cDNA obtido foi

armazenado a -70 °C.
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3.5.1.6 GeneScan RT-PCR

3.5.1.6.1 Primers

Primers complementares a regido correspondente a subunidade F1 do gene
da glicoproteina de fuséo, F, (MAZZULLI et al., 1999; ERDMAN et al., 2003) foram
utilizados para amplificagdo parcial do gene F, sendo que o primer sense possuia
um marcador fluorescente (FAM — Gibco BRL®). A sequéncia dos primers, com a

polaridade, localizagdo no genoma e sequéncias 5 — 3’ estdo descritas na tabela 3.

Tabela 3- Relagdo dos primers utilizados na PCR GeneScan para diagnéstico do HRSV,
polaridade, posicdo no genoma, seqiiéncia 5'- 3’ e referéncias:

Primer e Localizagéao
Seqiiéncia (5’-3’) Referéncia
Polaridade no gene F
RSVAB F1 Erdman et al.
1111-1134 AACAGTTTAACATTACCAAGTGA
FAM (+) (2003)
RSVAB 1468-1490 Erdman et al.
TCATTGACTTGAGATATTGATCG
R1 (-) (2003)

3.5.1.6.2 PCR GeneScan

As amostras foram submetidas ao diagnédstico diferencial para oito virus,
sendo HRSV, Influenza A e B (IA e IB), Parainfluenza 1, 2 e 3 (P1, P2 e P3),
Adenovirus e Metapneumovirus, utilizando o método de GeneScan RT-PCR
proposto por Erdman et al. (2003) e adaptado ao diagnéstico da rotina laboratorial
por Thomazelli et al. (2007). A PCR por GeneScan foi realizada a partir de 10 pL do
cDNA (sec¢ao 3.5.1.5) diluido em tampao Tris-HCI 20 mM [pH 8,4] / 50 mM de KCI /
1,56 mM de MgCl, (Applied Biosystems®), 4 uL de dNTP [1,25 mM] e agua
UltraPURE™ (Invitrogen™) para completar 50 pL. As amostras foram amplificadas

em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems®), inicialmente
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a 94 °C por 5 minutos seguido de 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 54 °C por 1
minuto e 72 °C por 1 minuto e uma etapa final de 72 °C por 5 minutos. Os produtos

foram estocados a 4 °C até a deteccio do produto amplificado.
3.5.1.6.3 Detecgao dos produtos amplificados

Os produtos de PCR foram analisados utilizando o Analisador Automatico de
DNA ABI PRISM modelo 310 (Applied Biosystems®) com deteccdo para marcadores
fluorescentes, utilizando o programa GeneScan para quantificagdo e analise de
fragmentos de DNA. Um microlitro do produto de PCR foi misturado com 11 uL de
formamida deionizada e 0,75 uL de sizestandard (GeneScan TAMRA™500). A
inclusdo do padrdo de peso molecular em cada amostra permitiu a compensacgao de
eventuais variacdes que pudessem ocorrer entre as corridas de eletroforese. Essa
mistura foi colocada no termociclador para denaturagéo a uma temperatura de 95 °C
por 3 minutos e imediatamente colocada em gelo até a andlise. Os produtos foram
submetidos a corrida de eletroforese de DNA no aparelho ABI PRISM modelo 310
(Applied Biosystems®) utilizando um capilar medindo 47 cm de comprimento
preenchido por um polimero POP-4 (Applied Biosystems®). A injecdo da amostra no
capilar durou 5 segundos e a eletroforese foi realizada durante 40 minutos a uma
corrente elétrica de 15.000 volts a 60 °C. Os fragmentos marcados foram detectados
por um feixe a laser e por uma camara CCD utilizando-se um filtro virtual “A” e em
seguida foram analisados pelo programa ABI PRISM modelo 370 GeneScan
(Applied Biosystems®) produzindo eletroferogramas com dados quanto ao tamanho
dos fragmentos em pares de bases (pb) e quanto a intensidade de fluorescéncia

em Unidades Relativas de Fluorescéncia (URF).
3.5.2 Diagnéstico por imunoflorescéncia indireta

O diagnéstico por IFI foi realizado pelos Laboratérios de Imunologia do HU-
USP e do HSC-SP utilizando o kit comercial “Painel de Virus respiratério (RSV) IFA
— Biotrin International, Dublin, Ireland para identificagdo de 7 virus respiratorios:
Influenza virus tipo A e Influenza virus tipo B, Parainfluenza 1, 2 e 3, Adenovirus e

Virus Respiratério Sincicial, seguindo as instrugdes do fabricante.



70

3.6 Amplificagao parcial do gene G

As amostras positivas para HRSV, por ambas metodologias, foram

submetidas a amplificagao parcial do gene G.

3.6.1 Primers utilizados para a amplificagcao do gene G

Primers complementares aos RNA mensageiros (mMRNAs) dos genes das
glicoproteinas G (de adeséao) e F (de fuséo), descritos na literatura, foram utilizados
para amplificar as amostras de HRSV (ZHENG et al., 1996; PERET et al., 1998 e
2000). A localizagao de cada primer no genoma viral, a polaridade, a sequéncia
5’- 3’ e a utilizagao estao representados na tabela 4 e esquematizados na figura 19.

O cDNA obtido, conforme descrito na secao 3.5.1.5, foi amplificado utilizando-
se os primers FV e Gr5. O produto de PCR foi submetido, a seguir, a uma segunda
amplificacao tipo Nested, utilizando os primers GAB e F1AB.

O produto da Nested obtido foi utilizado como fita alvo para a reacido de

sequenciamento utilizando os primers F1AB e GAB.

Tabela 4- Relagéo dos primers utilizados na PCR e na Nested para amplificagdo parcial do
gene G, sua polaridade, localizacdo no genoma, sequéncia 5’ — 3’ e referéncia:

. o Localizagao . . .
Primer Utilizagao Seqiiéncia (5°-3’) Referéncias
no genoma
Nested PCR 3-22 Peret et al.
F1AB (-) L CAACTCCATTGTTATTTGCC
Sequenciamento gene F (1998)
163-186 Zheng et al.
FV (-) PCR GTTATGACACTGGTATACCAACC
gene F (1996)
151- 173 Sanz et al.
Gr5(+) PCR CTGGCAATGATAATCTCAACTTC
gene G (1994)
Nested PCR 504-524 Peret et al.
GAB (+) YCAYTTTGAAGTGTTCAACTT

Sequenciamento gene G (2000)
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Figura 19: Esquema do genoma viral e emparelhamento dos primers utilizados na
amplificagdo parcial do gene G. Os genes estao identificados de acordo com a
proteina que codificam e estéo listados no préprio esquema do genoma viral.
Os retangulos pretos indicam a localizagado dos primers e seu emparelhamento
com as fitas alvo. Os tamanhos esperados dos produtos amplificados para
cada uma das reacgdes estdo indicados a direita do esquema.

3.6.2 Amplificagao parcial do gene G

As amostras positivas para HRSV por GeneScan RT-PCR ou IFI foram
submetidas a PCR para amplificagdo parcial do gene G. A PCR foi realizada
partindo-se de 5 yL do cDNA diluidos no tampao de reagédo — 10 mM tris - HCI [pH
9,0], 2,5 mM MgCly; 50 mM de KCI (PCR buffer 10X - Amersham Pharmacia
Biotech), 0,2 mM de cada dNTP, 1,25 U de Taq DNA polimerase (Amersham
Pharmacia Biotech), 50 pmol de cada primer (FV e Gr5)e agua UltraPURE™
(lnvitrogenTM) para completar 50 pL. A amplificacdo foi feita no termociclador
GeneAmp PCR System 2400, com pré aquecimento a 95 °C por 2 minutos, seguida
de 35 ciclos, cada um deles composto de 1 minuto a 94 °C para denaturacdo do
DNA molde, 1 minuto a 57 °C para o emparelhamento dos primers e 1 minuto a

72 °C para a extensdao das novas cadeias. Findos o0s ciclos seguiu-se um
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aquecimento a 72 °C por 7 minutos de extensao final. A Nested PCR foi realizada
utilizando 1 pyL do produto da primeira amplificagdo da sequéncia parcial do gene
codificador da proteina G nas mesmas condi¢cdes descritas acima, substituindo os
primer FV pelo F1AB e Gr5 pelo GAB (Tabela 4, Figura 19).

3.7 Analise dos produtos amplificados

A detecgao dos produtos amplificados pela PCR/Nested PCR foi realizada por
eletroforese em gel de agarose (Gibco BRL®) a 1,5% em tamp&o TBE 0,5x (45
mM de Tris-Borato e 1 mM de EDTA [pH 8.0]) e 0,5 ug/mL brometo de etideo.
Uma mistura de 10 yL da amostra e 2 yL azul de bromofenol (loading buffer) foi
submetida & eletroforese, em cuba horizontal (Gibco BRL®), em tampao TBE durante
40 minutos a 100 V. A visualizagéo do gel foi realizada em transiluminador de luz
ultravioleta (UV) (BioDoc-It™ Imaging System), sendo fotografado, a seguir, para

uma analise mais detalhada.
3.8 Purificagao dos produtos amplificados do gene G

O produto da Nested PCR foi purificado para remocao de dNTPs e primers
residuais por precipitagdo do etanol 100% (Merck) e acetato de sodio a 3 mM,
pH 5,29 (Merck), seguido de lavagens com Isopropanol a 100%. Para cada 40 pL do
produto de PCR, acrescentou-se 10 upL de agua UltraPURE™ (Invitrogen™),
completando um volume de 50 pL. A essa mistura foi acrescentado 10% (5 yL) do
volume total de acetato de sddio e 110 pyL de etanol 100% (Merck), sendo entéao
homogeneizada em vdrtex. As amostras foram incubadas e permaneceram em
freezer —20 °C por 3 horas, para uma precipitagdo eficiente. Apés o periodo de
incubacgao, os tubos foram centrifugados a 4 °C durante 30 minutos a 20.817 x g. O
sobrenadante foi descartado e ao precipitado adicionado 150 uL de etanol a 75%.
Os tubos foram centrifugados a 4 °C por 10 minutos a 20.817 x g. Novamente o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi submetido a secagem em speed-vacuum a
60 °C por 20 minutos. O pellet foi ressuspendido em 50 pL de agua UltraPURE™
(Invitrogen™). Em seguida o produto purificado foi submetido & eletroforese em gel
de agarose a 1,5% e seu tamanho e quantificagdo foram estabelecidos com o auxilio
de marcador de peso molecular (1Kb DNA Mass Ladder - Gibco BRL®).



73

3.9 Sequenciamento dos produtos amplificados do gene G

Ap6s a purificacdo dos produtos amplificados, as fitas de DNA foram
seqlienciadas utilizando-se o kit “ABI PRISM Dye ™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction kit” (“Big Dye” - Applied Biosystems®), seguindo as instrugdes do
fabricante. Foram utilizados os primers FV e Gr5 para os produtos da PCR ou F1AB
e GAB para os produtos da Nested PCR (tabela 4). Cerca de 3 uL, correspondendo
a 10-30 ng, do produto purificado foram adicionados a um microtubo acrescido de
2 UL do tampéo de sequienciamento (save money - Tris HCI 200mM [pH 9,0] e 5mM
MgCI2), 3,2 pmol do primer, 2 yL do Big Dye v3.1, Applied Biosystems®) e agua
UltraPURE™ (Invitrogen™) para completar um volume final de 10 pL. Este
procedimento foi realizado separadamente para cada um dos primers.

A extensdo enzimatica foi realizada em termociclador GeneAmp PCR System
2400 durante 25 ciclos de 96 °C por 10 segundos para a denaturagdo do DNA,
50 °C por 10 segundos para o emparelhamento dos primers e 60°C por 4 minutos
para a extensao. O produto obtido foi purificado visando a remocao de excesso de
dideoxinucleotideos "terminadores" presentes na reacdo, por precipitacdo com
isopropanol a 75%, seguido de lavagem com etanol a 75%. As amostras purificadas
e precipitadas foram ressuspendidas em 10 yL de formamida ultrapura (Formamida
Hi-Di™ Applied Biosystems®), denaturada a 95 °C por 3 minutos, seguido de um
resfriamento em banho de gelo por 2 minutos, e entdo, submetidas a eletroforese em
Polimero 3100 POP-6™ (Applied Biosystems®), utilizando seqiienciador automatico
ABI PRISM modelo 3100 (Applied Biosystems®).

3.10 Alinhamento das seqiiéncias do gene G

As sequéncias de nucleotideos foram analisadas com o programa Sequence
Navigator versao 1.0 (Applied Biosystems®) obtendo-se um contig de 270 ou 330
nucleotideos correspondente a segunda regido variavel do gene codificador da
glicoproteina G, designada como G2, que compreende os nucleotideos 649-918
para o grupo A e 652-921 para o grupo B.

As sequencias obtidas foram identificadas como pertencentes ao grupo A ou

B. As sequéncias do grupo B foram alinhadas com o protétipo BA4128 99,
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pertencente ao gendtipo BA, (TRENTO et al.,, 2003) utilizando o programa SeAl,
Sequence Alignment Editor (RAMBAUT e CHARLESTON, 2001). As sequéncias que
apresentavam a duplicacdo de 60 nt, caracteristica deste gendtipo, eram

selecionadas para as analises subsequentes.

As sequéncias selecionadas foram alinhadas com sequéncias obtidas de
banco de dados, GeneBank, obtendo-se 2 datas sets, um deles somente com
amostras brasileiras, denominado Brasil, e outro contendo as amostras de todo o
mundo, denominado global.

Para construgao do data set Brasil foram utilizadas 104 amostras genotipadas
como BA, colhidas na Cidade de S&o Paulo entre os anos de 2001 a 2009
referentes a este estudo, 108 sequéncias do Estado de S&o Paulo obtidas do
GeneBank, e 16 sequéncias oriundas do Ceara, referente aos anos de 2004 (3
sequéncias), 2005 (1 sequéncia), 2006 (2 sequéncias), 2007 (6 sequéncias) e 2008
(4 sequéncias), gentiimente cedidas pela Dra. Fernanda Moura (Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Ceara), totalizando um data set com 228
sequéncias (lista das sequéncias e n. de acesso no GeneBank estao representados

no Anexo B).

Para a avaliagdo da evolugédo e circulagdo do gendtipo BA no mundo, foi
preparado um data set global contendo 188 sequéncias obtidas do GeneBank de
diversas regides do mundo, 5 seqiéncias oriundas do Chile, colhidas no ano de
2003, gentilmente cedidas pela Dra. Vivian Luchsinger (Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Faculdade de Medicina da Universidade do Chile) além das 228
sequéncias brasileiras contidas no data set Brasil, acima descrito, totalizando 421
sequéncias (lista das sequéncias e n. de acesso no GeneBank estao representados
no Anexo B).

Cada um dos data sets foi analisado pelo programa Meg Align™ 4.05 -
Expert Analysis Software - DNASTAR, Inc., EUA para Windows, tendo como
resultado a obteng&o do grau de similaridade entre as sequéncias, calculadas par a
par, o que possibilitou a identificacdo das sequéncias de nucleotideos idénticas.
Com o intuito de otimizar as analises subsequientes, tomou-se, aleatoriamente,
apenas uma amostra de cada grupo de sequéncias idénticas (Anexo C e D).

Os alinhamentos finais foram convertidos no formato Nexus e submetidos as

analises filogenéticas posteriores.



75

3.11 Analises filogenéticas

As analises filogenéticas foram realizadas empregando o critério de Maxima
Verossimilhanga, utilizando o programa PAUP*4.0 versao Beta - Sinauer Associates,
Inc, (SWOFFORD, 1998). Inicialmente realizou-se, com cada um dos data sets, o
teste de razdo de verossimilhangca para a escolha do modelo evolutivo a ser
utiizado, com auxilio do programa Modeltest versdo 3.06 (David Posada,
Department of Zoology, Brigham Young University, USA). Depois de escolhido o
modelo, foi realizada uma busca heuristica com o algoritmo de neigboor joing. Foram
calculados os valores de bootstrap com 500 réplicas para verificagao da sustentagao

de ramos nas topologias das arvores obtidas (FELSENSTEIN et al., 1985).
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4 RESULTADOS

4.1 Triagem das amostras de HRSV

As 2805 amostras colhidas entre os anos de 2006 e 2009 de pacientes
atendidos no Hospital Universitario da USP (2006 a 2008) e na Santa Casa de
Misericordia de Sdo Paulo (2008 a 2009) foram submetidas as técnicas de RT-PCR
GeneScan ou IFl, seguindo as metodologias descritas nas se¢des 3.5.1 e 3.5.2,
respectivamente. Do total de 1365 amostras colhidas entre os anos de 2006 a 2007
e analisadas por GeneScan, 424 (31,1%) foram positivas para o HRSV e do total de
1440 amostras colhidas em 2008 e 2009 e analisadas por IFl, 419 (29,1%) foram
positivas para o HRSV. As 1469 amostras colhidas entre os anos de 2001 a 2005
foram previamente triadas e caracterizadas por Botosso et al. (2009), sendo 588
(40%) positivas para o HRSV.

Portanto, das 4274 amostras colhidas durante 9 anos consecutivos, 2001 a
2009, 1431 (33,5%) foram positivas para o HRSV, distribuidas, ano a ano, conforme

descrito na tabela 5.

4.2 RT-PCR e RT Nested PCR

A amplificacdo das amostras pela RT-PCR foi realizada conforme metodologia
descrita na sec¢ao 3.6 e gerou um produto de PCR com aproximadamente 920 pb
para o grupo A e 923 pb para o grupo B. A amplificacdo das amostras pela Nested
PCR gerou um produto com tamanho de aproximadamente 489 bp para amostras do
grupo A e de 492 pb para amostras do grupo B. Os produtos de PCR e Nested PCR
das amostras do gendétipo BA apresentaram tamanho de 973 pb e 552 pb

respectivamente (Figura 20).
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Figura 20: Eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo dos
produtos da Nested PCR do gene G do HRSV. Colunas: PM - Marcador de
peso molecular de 100 pb; 1, 2, 3 e 5: amostras de HRSV do gendtipo BA; 4:
amostra de HRSV do grupo B sem inser¢édo de 60 nucleotideos no gene G; 6:
Controle Negativo (Agua).

As 843 amostras positivas para HRSV entre os anos de 2006 a 2009 foram
submetidas a amplificagao, seguido de sequenciamento do gene G. As sequéncias
obtidas foram alinhadas, utilizando o programa SeAl, com a sequéncia protétipo do
genodtipo BA (BA4128 99B - GeneBank n. acesso AY333364) e aquelas
pertencentes ao grupo B, nas quais foram verificadas a presenga da duplicagdo de
60 nt, coincidente a amostra protétipo, foram selecionadas para as analises
subsequentes.

Do total de 154 amostras sequenciadas durante os anos de 2006 a 2009, 60
pertenciam ao grupo B (39%) e destas 52 foram classificadas como BA, o que
representa 34% do total de amostras sequienciadas e 87% das amostras do grupo B,
distribuidas no decorrer dos anos (tabela 5).

Entre 2001 e 2005 as amostras foram genotipadas conforme Botosso et al.
(2009) e sua distribuicdo no decorrer dos anos esta demonstrada na tabela 5.

Verificamos a co-circulagdo dos dois grupos no decorrer dos anos, com
prevaléncia do grupo B nos anos de 2001, 2005, 2006 e 2009. O gendtipo BA foi
detectado em todos os anos desde a sua primeira descrigcdo na cidade de Sao Paulo
em 2001 (BOTOSSO et al., 2009), a excegédo de 2002 e 2007. Verificamos que o
genaotipo BA teve maior prevaléncia nos anos de 2005, 2006, 2008 e 2009, quando
correspondeu a 100, 95,6, 100 e 89,2%, respectivamente, dentre as amostras do

grupo B circulantes.
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Tabela 5- Numero de amostras colhidas, positivas para HRSV, seqilienciadas, pertencentes

ao grupo A, B e gendtipo BA do HRSV (ano a ano) referente ao periodo de janeiro
de 2001 a dezembro de 2009 na Cidade de S&o Paulo.

0 N°
o Ampsims ATONIS seqlenciadss OUPOR Gupo®  condteo
Positivas (%)

#2001 115 30 (26) 17(56)  4(307) 13(763) 2 (15,3)
#2002 172 53(30.8)  45(85)  33(73.3) 12(266)  0(0)
#2003 336 81 (24) 43 (53) 38(88) 5(12) 2 (40)
#2004 438 187 (426)  53(28) 45(85) 8(15)  1(12.5)
52005 408 237(58)  55(23.2)  8(12,5) %g;% 47 (100)
2006 522 184 (35)  38(20,6)  15(39,5) 23(60,5) 22 (95.6)
2007 843  240(28.4) 28(116) 24(857) 4(143)  0(0)
2008 1001 323(323)  55(17) 50(90) 5(10) 5 (100)
2009 439 96(219)  33(343) 5(15) 28(84.8) 25(89.2)
TOTAL 4274 1431 367 222 145 104

# - Dados retirados de Botosso et al. (2004, 2006, 2009).

§ - Do total de 47 amostras BA, 25 foram retirados de Botosso et al. (2009).

* porcentagem de amostras HRSV-A dentre as amostras seqlienciadas

** porcentagem de amostras HRSV-B dentre as amostras seqlienciadas

& porcentagem de amostras HRSV-B pertencentes ao gendtipo BA dentre as amostras do

grupo B.

4.3 Sequéncias de aminoacidos

Pela analise do grau de similaridade entre as sequéncias, calculadas par a

par, foi possivel identificar dentre as 228 sequéncias do data set Brasil (Anexo C), 24

grupos de sequéncias idénticas, das quais uma foi selecionada aleatoriamente para

as analises subsequentes. Dessa forma, apenas 123 sequéncias que apresentaram

pelo menos uma alteracdo de estado de carater foram submetidas as andlises

filogenéticas.
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As sequéncias de nucleotideos foram traduzidas e o alinhamento das
sequéncias de aminoacidos (aa) correspondente a regido G2 do gene G do HRSV

esta representado na figura 21.
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Verificamos no alinhamento que algumas substituicdes que ocorreram em
relagdo ao protétipo, fixaram-se no decorrer do tempo. Como por exemplo, a
substituicdo Leu223Pro (leucina para prolina) ocorrida, inicialmente em 2003 que se
manteve fixa em praticamente todos os isolados a partir de 2005, assim como a
substituicdo Val271Ala (valina para alanina), ocorrida em 2004, presente na maioria
das amostras de 2005 e fixando-se a partir de 2006. Interessante ressaltar que
algumas dessas substituicbes reverteram ao aminoacido inicial nos anos de 2008 e
2009.

Algumas amostras apresentaram outras inser¢des além da insercdo de 60
nucleotideos. A amostra BR93 2004 isolada na cidade de Sao Paulo em 2004
apresentou a insergdo de uma treonina na posi¢ao 232, a amostra SP_IAL_ 691 06,
também isolada na cidade de Sao Paulo, apresentou uma insergao de Isoleucina na
posicao 232 e a amostra de RP193_05 isolada na cidade de Ribeirdo Preto, Estado
de Sao Paulo, apresentou duas inser¢gées de nucleotideos seguidos - Lisina e
Glutamato na posicéo 226 da sequéncia prototipo (Figura 21).

Em algumas sequéncias foram observadas alteragdes no stop codon, sendo
verificadas proteinas com tamanho variando entre 312 a 319 aminoacidos. No geral,
as amostras mais antigas (2001 a 2005) apresentaram proteinas de 315
aminoacidos (2003/2004 e 2005) ou 319 aminoacidos (ano de 2001) e as mais

recentes 312 aminoacidos (Figuras 21 e 22).

Posicdo do aa 293 303 313
\ \ |

BA4128 99B ENTPNSTQTP TASEPSTSNS |[T*KL*SYA* 312 aa
BR42 2001 i e e .0..0.. .. 319 aa
BR105 2003 B Qe 315 aa
BR140 2003 et e e 0..0.. .. 319 aa
BRO93 2004 it e e Q... V. 315 aa
BR40 2005 e e e e Qa.. 312 aa

Figura 22: Alteragbes de sfop codons com consequentes alteracbes no tamanho da
proteina G das amostras brasileiras. A primeira linha da tabela mostra a
posicao dos aminoacidos na proteina. A primeira sequéncia da tabela, em
negrito, refere-se ao protétipo do HRSV com insergéo de 20 aminoacidos na
regiao G2 da proteina G. Somente os aminoacidos distintos do protétipo sdo
demonstrados nas linhas subsequentes.
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Duas amostras isoladas no Ceara (BR_CE_168 2004 e BR_CE_225 2004)
foram idénticas ao protétipo BA, isolado na Argentina em 1999, e a um isolado em
2003, no Quebec, Canada (QUE_82_02_03), ou seja, ndo apresentaram nenhuma
alteracao de aminoacidos e nucleotideos na regiao duplicata.

A analise de aminoacidos do fragmento anterior a duplicagao (aminoacidos
240 a 259) (tabela 6), ou seja, no segmento que originou a duplicagdo, mostrou que
20% das amostras (n = 25) apresentaram substituicdes de aninoacidos, sendo que
22 apresentaram uma unica alteragdo de aminoacido cada e as 3 restantes
apresentaram duas substituicdes de aminoacidos cada.

Analisando o fragmento duplicado (aminoacidos 261 a 279) (tabela 6),
observamos que das 123 sequéncias brasileiras, 83,6% (n=102) apresentaram
substituicbes de aminoacidos, sendo que 65 amostras apresentaram uma unica
substituicdo de aminoacidos, 22 apresentaram 2 substitui¢des, 10 apresentaram 3
substituicbes e 5 apresentaram quatro substituicoes.

Na tabela 6 também estdo representadas (em cores) as alteragdes de
aminodacidos conservativas e ndo conservativas em relagdo ao prototipo, ou seja,
substituicdo de um aminoacido por outro que pertenga a um grupamento quimico
diferente. A relagdo de aa, siglas e grupos quimicos a qual pertencem estdo no

apéndice deste trabalho.
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Nas seqliéncias analisadas ocorreram 74 mudancas ndo conservativas em relacao
ao prototipo utilizado na comparagao (BA4128_99B).
Analisando o0 numero de mudancas n&o conservativas nas sequéncias

estudadas, obtivemos as seguintes modificagbes descritas na tabela 7.

Tabela 7- Modificagdo de aminoacidos correspondente a regido G2 do gene G do HRSV
genotipo BA de amostras brasileiras colhidas entre 2001 e 2009, localizagao e
tipos de mudangas quanto ao grupo quimico. As cores indicam a classificagao
dos aminoacidos segundo a polaridade dos radicais R: Verde = apolar; Vermelho
= neutro; Azul = basico; Lilas = acido.

Posi¢do das mudangas ndo conservativas de aminoacidos

N° de mudangas

K213-Q, K221—N

2 basico = neutro

R214—-G, K238—M

2 basico = apolar

K234—-E, K213—E, K224—E

3 basico = acido

Y287—H, N230—H, Y297—H, T274—K

4 neutro =» basico

N293—-D

1 neutro = acido

T218—A, T218—l, T227—P, T228—A, T236—I, T239—I, T244—I|, S245—G,
T246—P, T246—-A, Q248—L, T255—A, T255—I, T256—-P, S257—A, T260—-l,
T264—P, S265—G, T266—P, T266—A, S267—L, S267—P, T275—A, T276—P,
S277—-P, T280—A, Y287—P, S288—P, S297—F, S307—F, S307—-V, S309-L,

S309—-P, S311-P, T312-A, S317-P, S397-F

37 neutro =» apolar

D263—N, D263—Y, E292—N, D273—N, D243—-Y

5 acido = neutro

E226—R, E305—-K

2 acido =» basico

D253—-G, E261—G, E292—G, E305—K, E226—G

5 acido =» apolar

P216—S, A220—-T, 1229—T, P237—S, P247—S, P247—-L, 1270—-T, 1271-T, 1273-T,

P291-L, P295—-T, P301-S, P306—S

13 apolar = neutro
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4.4 Analises Filogenéticas

As 123 sequéncias representativas do gendétipo BA envolvendo 330
nucleotideos da regido carboxila-terminal do gene G foram analisadas pelo critério
de Maxima Verossimilhanga. O modelo de substituicdo de nucleotideos selecionado
pelo teste de razdo de verossimilhanga foi Tamura Nei (TN 93) com distribuigao
gama. Foi realizada uma busca heuristica utilizando o algoritmo TBR (tree bisection
reconnection). A topologia da arvore esta representada na figura 23a. Os valores de
bootstrap foram satisfatorios refletindo a boa sustentacdo dos ramos, verificando-se
a separagao das amostras em subgrupos especificos.

A andlise do data set Brasil revelou a presenga de 3 clusters denominados
aleatoriamente de BR-I (Figura 23b), BR-Il (Figura 23c) e BR-Ill (Figura 23d). O
cluster BR-I englobou, no geral, as sequéncias mais antigas, identificadas em 2001
(BR19_2001 e BR 42 2001), 2003 (BR140_2003 e BR105_2003), 2004
(BR93_2004) e 2005 (15 sequéncias) da cidade de S&o Paulo e outras cidades da
regido metropolitana, como Jundiai e Itapevi. Neste cluster também foram agrupados
o protétipo BA 4128 99B, e algumas amostras identificadas mais recentemente:
uma do Ceara (2008), duas de Ribeirdo Preto (2005 e 2006) e uma de Sao Paulo
(2009).

Por outro lado no cluster BR-1l percebe-se que a grande maioria das amostras
datam de 2005 e 2006, totalizando 48 amostras da regido metropolitana de Sao
Paulo e 9 de Ribeirdo Preto. Neste mesmo cluster tivemos 5 amostras do Ceara de
2007 e 2008 e uma amostra (BR_CE_316_2004) de 2004, além de 3 amostras de
2007 e 8 de 2009 colhidas na cidade de S&o Paulo.

O cluster BA-Ill agrupou, predominantemente, amostras isoladas na cidade de
Sao Paulo no ano de 2009 (15 amostras), mas também 4 amostras do Ceara, sendo
duas de cada ano (2006 e 2007) e 4 amostras da cidade de S&o Paulo, duas de
cada ano também (2005 e 2006).

Para a avaliagédo da evolugédo e circulagédo do gendtipo BA no mundo, foi
preparado o data set global contendo 421 sequéncias contendo 330 nt da regido
C-terminal do gene codificador da proteina G, sendo, 188 sequéncias obtidas do
GeneBank de diversas regides do mundo, 5 sequéncias do Chile colhidas em 2003,
mais 228 do data set Brasil (2001 a 2009) objeto de analise deste estudo. A origem

das sequéncias e ano de isolamento estdo descritos na tabela 8.
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Tabela 8- Numero de amostras de HRSV do gendtipo BA distribuidas por ano e local de
isolamento.

Localidade / Ano 99 | 01 | 02 | 03 | 04 | 05 | 06 | 07 | 08 | 09 | TOTAL
LOCAL
Sé&o Paulo* 2 2 1 47 | 22 5 25 104
Séo Paulo 40 28 2 70
IAL*
B
Al g | S Ribeiréo 7 | 7 14
M Preto*
A
P
S ltapevi* 9 9
D |
(0]
L Jundiai* 8 7 15
S
g Fortaleza* 3/ 0| 2|64 16
L
Chile Santiago 5 5
Argentina | Buenos Aires 8 23 | 10 6 47
Europa Bélgica 2 19 | 10 | 14 | 10 | 10 66
Am. do Norte Quebec 1 1 2
Oceania Nova Zelandia 1 1
Africa Africa do Sul 3 3
India 17 19 1 36
Asia Japéao 5 1 1 1 8
China 1 3 21 25
Total /| ANO 10 | 21 35 | 37 | 21 | 143 | 89 9 10 | 46 421

* Sequéncias referente ao data set Brasil.



98

Foram identificados 53 grupos de sequéncias idénticas, das quais uma foi
selecionada aleatoriamente para as analises subsequentes, que somados a 185
amostras unicas gerou um data set de 238 sequéncias, denominado global.

A andlise filogenética destas sequéncias revelou, pelo critério de Maxima
Verossimilhanga, a presenca de 7 clusters, representadas nas figuras 24a, 24b e
24c.

Desde o aparecimento do gendtipo BA, descrito pela primeira vez em 1999,
por Trento et al. (2003), verificamos sua disseminagdo e expansao por diversas
localidades no mundo. A sublinhagem BA-I agrupou as amostras circulantes entre os
anos de 1999 e 2003, principalmente na América do Sul, englobando Argentina e
Chile. Este foi o unico cluster que nao teve nenhuma amostra brasileira.
Ressaltamos que, embora Trento et al. (2010) tenham descrito o desaparecimento
dessa sublinhagem em 2002, verificamos que as amostras do Chile, circulantes em
2003, foram classificadas dentro dessa sublinhagem, indicando que talvez que ela
tenha sido importada dos paises vizinhos. Ja na sublinhagem BA-IlI verificamos
amostras de diversas localidades, como Bélgica (2001 e 2002), Argentina (2003), e
Brasil (2005). A sublinhagem BA-lll agrupou, em sua maioria, as amostras
circulantes em Buenos Aires, entre os anos de 2003 e 2004, embora fossem
também encontradas sequéncias da india (2005) e Brasil (2005). Na sublinagem BA-
VI encontramos em sua maioria amostras Belgas circulantes em 2003, além da
presenca de duas amostras brasileiras, ambas isoladas em 2001 e que nao
apresentam mais circulagdo atualmente. As sequéncias mais recentes estao
agrupadas, em sua maioria, em um mesmo cluster, dividido em varias sublinhagens,
muitas vezes representando um cluster geografico, conforme verificado na figura
24c, na qual verificamos as amostras Indianas e de origem asiatica (China, Japao e
india) formando clusters separados, assim como as amostras brasileiras, que estdo
divididas em dois clusters, um englobando amostras de 2005 a 2006 (e uma amostra

belga e duas indianas) e o outro somente com amostras brasileiras de 2006 a 2009.



BRI

Figura 23a: Topologia da arvore filogenética obtida pelo critério de maxima verossimilhanga
utilizando 228 sequéncias do genotipo BA (nucleotideos 652 a 982)
constituintes do data set Brasil, mostrando a posi¢cdo exata de cada uma das

amostras na arvore. As amostras estdo agrupadas em 3 grandes clusters
representados pelas cores vermelhas, verde e azul.
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Figura 23b: Ampliacdo de parte da figura 23a mostrando o cluster BR-I 2001-2005 e a
posicdo das amostras que constituem esse grupo. Os niumeros marcados nos
ramos representam valores de bootstrap (500 réplicas).
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Figura 23c: Ampliagdo de parte da figura 23a mostrando o cluster BR-Il 2006-2009 e a
posigdo das amostras que constituem esse grupo. Os nimeros marcados nos
ramos representam valores de bootstrap (500 réplicas).
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Figura 24a: Topologia da arvore filogenética obtida pelo critério de maxima verossimilhanga

utilizando 239 sequéncias do gendtipo BA (nucleotideos 652 a 982). As
amostras brasileiras estdo representadas por BR = Sao Paulo (analisada neste
estudo); JU = Jundiai (S&o Paulo); IAL = Sdo Paulo (Sao Paulo); ITA = Itapevi
(Sdo Paulo); RP = Ribeirdo Preto (Sado Paulo) e BR_CE = Ceara. As
sequéncias internacionais estdo representadas por CHI = Chile; SA = Africa do
Sul; QUE = Canada; BE = Bélgica; DEL e PN = india; BA = Argentina; H, LZY e
Beijing = China; S00-4, NG e Rsvi_Okinawa_JPN = Japao; NZB = Nova
Zelandia.
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Figura 24b: Ampliacédo de parte da figura 24a mostrando os clusters BA-IVb (2005 a 2008),

BA-IVa (1999 a 2004), BA-1ll (2002 a 2005), BA-VI (2001 a 2005), BA-I (1999
a 2003) e BA-II (2001 a 2005). As amostras brasileiras estao representadas
por BR = Sao Paulo (analisada neste estudo); JU = Jundiai (Sao Paulo); IAL =
Sao Paulo (Sao Paulo); ITA = Itapevi (Sdo Paulo); RP = Ribeirao Preto (Sao
Paulo) e BR_CE = Ceara. As sequéncias internacionais estao representadas
por CHI = Chile; SA = Africa do Sul; QUE = Canada; BE = Bélgica; DEL e PN
= india; BA = Argentina; H, LZY e Beijing = China; S00-4, NG e
Rsvi_Okinawa JPN = Japao; NZB = Nova Zelandia. Clusters expandidos
representando as sublinhagens BA-I, BA-Il, BA-Ill e BA-IVa, BA-IVb e BA-VI.
Os numeros marcados nos ramos representam valores de bootstrap (500
réplicas).



105

DEL_DCD_06
Fo6 DEL_FDW_05
——— DAL s :
Pgé)LaAlFfisggaD BEL GAW_05 (1 India (2005 a 2008)
——— PNOG_138888

BR1372I1_200 I

BR1265_2006 "
BR676_2006 (2) SP_IAL_956_2006

ITA AL 29- SP_IAL_1196_2006
e fronz BR1281_2006
———p AL 368 U-IAL 248
—— SP_IAL_368" 1510505

Rl M

 DELRDG 05 RP103_05
BE_13183 04 PNO6_226448

— =" P ["DEL_DCG 06 -

L8 PG 3268 DEL_FBW_05
A laL 217 PN s

:m) SP_IAL_900_2006

BR249_2005 BR319_2005 Brasil (2005 a 2006)
A,
BR3909_2009 (1) - —
BRI15 2205 RP108_05
IR 1787 2007 BR691_2006
o R e
BRIZ57_2006 () 3309% 2000

JU_IAL_1042_2006
SP_IAL_230

|10 —= 20 -
JU,\ALﬁjmi'm BR3892_2009 -
BR3950 2009 (1) LZY161 BA'IV

. BR4463_2009

BR611_2006

BR4101_2009

86 L7Y30 (4)'[%¥% ?0

[——PNOG_185%48 Jeome 27184 } Asia (2008)

———BR3945 2009~
—— _PNOG_324B Okmawgfz%%z,%goog
R3921_2009

BR2878 2009 (1)
BR2928_2009
—lsp IAL_779 2006 L7v145 JU_IAL_317 -

BR3936 2%53670_2009
BA_100 04 BR3133_2009
BR_CE_239 2007,

BR_CE_205_2007 (1)
sp IALI 6912006 BR3937 2000 BR3836_2009 .
BRCE_358-2006 gp cp 337 2006 - Brasil
EO07 () PNOB 226458 T - =

BR_CE_. _
_:85 BRCE_ 3052008 -2 2008 (2006 a 2009)
BRI31 2005  SP_IAL_876_2006 (1)

. BR618_2006

BR3979_2009
0_['BR3942_2009 (3 BR3995_2009

307_21
9_2
1040 2006
BR4466_2009 /
SP_IAL_1018_2006 -
88

BR_CE_228 2008 | sy557
BR3974_2009

NG_64-06

RP189_06 BE_9382_05

. DEL_AID_05

LZY139

Figura 24c: Ampliacéo de parte da figura 24a mostrando os clusters india (2005 a 2008),
Brasil (2005 a 2006), Asia (2008) e Brasil (2006 a 2009).As amostras
brasileiras estdo representadas por BR = Sdo Paulo (analisada neste estudo);
JU = Jundiai (Sao Paulo); IAL = Sao Paulo (Sao Paulo); ITA = Itapevi (Sao
Paulo); RP = Ribeirdo Preto (Sdo Paulo) e BR_CE = Ceara. As sequéncias
internacionais estdo representadas por CHI = Chile; SA = Africa do Sul; QUE
= Canada; BE = Bélgica; DEL e PN = india; BA = Argentina; H, LZY e Beijing
= China; S00-4, NG e Rsvi_Okinawa_JPN = Japdo; NZB = Nova Zelandia.
Clusters expandidos representando as sublinhagens circulantes no Brasil e
Asia entre 2005 a 2009. Os numeros marcados nos ramos representam
valores de bootstrap (500 réplicas).
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5 DISCUSSAO

O HRSV apresenta distribuicdo mundial e é o principal patégeno relacionado
a infecgdes do trato respiratorio inferior em lactentes, criangas em idade pré-escolar
e idosos, com incidéncia entre criancas hospitalizadas variando de 26% a 56%
(BYINGTON et al., 2002; NASCIMENTO et al., 1991; SUTMOLLER et al., 1995;
MIYAO et al., 1999; AVENDANO et al., 1991; AVILA et al., 1990; BEDOYA et al.,
1996; CABRERA ROCA et al., 1997; FORSTER et al., 2004; GARCIA et al., 2004;
OHM-SMITH et al.,, 2004; KUYPERS et al,, 2006; CORSELLO et al.,, 2008;
PECCHINI et al., 2008). As reinfeccdes sdo comuns por toda a vida (SCOTT et al.,
2006; SHOBUGAWA et al., 2009; MOORE et al., 2009; PECCHINI et al., 2008),
sendo que a primeira infeccdo por HRSV geralmente € mais grave, as re-infecgdes
em criangas mais velhas sao brandas e em adultos a doenga raramente é grave ou
fatal (OGRA 2004; HALL et al.,, 1991). A prevaléncia de patdégenos virais na
populacdo adulta gira em torno de 34%, porém, a prevaléncia do HRSV é baixa
(REN et al., 2009). Entretanto, os adultos podem ser uma fonte potencial de infecgao
do HRSV para criangas (HALL et al., 1976).

No presente estudo o HRSV foi o patégeno mais frequentemente associado a
infeccdes do trato respiratério inferior de criangas menores de 5 anos de idade,
sendo responsavel por 33,5% do total de criangas atendidas nos Hospitais
Universitario da USP ou Santa Casa de Misericorida (1431 de 4274), durante os
anos de 2001 a 2009 na cidade de S&o Paulo.

Pelas suas caracteristicas genéticas e antigénicas, o HRSV ¢é dividido em dois
grupos, A e B, sendo que a maior diferenga esta na glicoproteina G (MUFSON et al.,
1985; JOHNSON et al., 1987; HENDRY et al., 1988). Geralmente os dois grupos
apresentam co-circulagéo durante os surtos, sendo o HRSV do grupo A isolado mais
frequentemente do que o grupo B, embora haja relatos de predominéncia do grupo B
em varias localidades e anos diferentes (ANDERSON et al., 1991; VIEGAS et al.,
2005; FRABASILE et al., 2003; SCOTT et al., 2004; ZLATEVA et al., 2004, 2007;
GILCA et al., 2006; HENDRY et al., 1986; LUKIC-GRLIC et al., 1998; KAPLAN et al.,
2008; MLINARIC et al., 2009). Embora o numero de amostras caracterizadas no
presente estudo seja pequeno em alguns anos, verificamos que durante o periodo

estudado houve a co-circulagdo de ambos os grupos, com predominancia alternada
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entre os grupos A (2002, 2003, 2004, 2007 e 2008) e grupo B (2001, 2005, 2006e
2009).

Estudos epidemioldgicos realizados em diferentes regides do Brasil, como na
cidade de Belém do Para, na regido Norte (MELLO e SILVA, 1992), na cidade de
Salvador, no Nordeste (MOURA et al., 2003), no Rio de Janeiro, Ribeirdo Preto,
Uberlandia e Sao Paulo no Sudeste (SIQUEIRA et al., 1991; CINTRA et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2008; BOTOSSO 2002, 2004, 2006; CAMPOS et al., 2007) e em
Porto Alegre na regiao Sul (STRALIOTTO et al., 2001) relataram a circulagdo de
ambos os grupos, com uma predominédncia do grupo A e com raros casos de
predominancia do grupo B (SIQUEIRA et al., 1991; CINTRA et al., 2001).

A analise da variabilidade genética do gene G permitiu a divisdo em varios
gendtipos, que podem co-circular durante um mesmo surto, geralmente com
predominancia de um ou dois, que podem tanto persistir no decorrer dos anos, como
ter a circulacdo diminuida até o desaparecimento (PERET et al., 1998, 2000;
VENTER et al., 2001; BOTOSSO, 2002; BOTOSSO et al., 2009; MATHENSON et
al., 2006; ZLATEVA et al., 2004, 2005; MOURA et al., 2004; SILVA et al., 2008). A
classificagdo em genotipos, entretanto, ndo pode ser considerada conclusiva, a
medida que um numero maior de sequéncias do gene G do HRSV sao analisadas,
novos genotipos estdo continuamente emergindo, enquanto outros podem nao mais
ser detectados (SULLENDER, 2000; CANE, 2001).

Dentro dessa premissa, em 1999, em Buenos Aires na Argentina, foi
identificado um novo gendtipo, denominado BA, que apresentava uma duplicagéo de
60 nucleotideos na posigdo correspondente ao nucleotideo 792 da regido G2 do
gene da glicoproteina G da amostra protétipo CH18537 do HRSV-B. Nos ultimos dez
anos, esse novo gendtipo foi detectado em varias regides do mundo demonstrando
sua larga disseminacao (SCOTT et al., 2004; TRENTO et al., 2003, 2006 e 2010;
NAGAI et al., 2004, BOTOSSO et al., 2009; ZLATEVA et al., 2007; PARVEEN et al.,
2006; SATO et al., 2005; VISSER et al., 2008).

Para analisar a diversidade genética das amostras pertencentes ao genotipo
BA, com insercédo de 60 nt do gene G na cidade de S&o Paulo, foram colhidas
amostras de criangas atendidas e internadas no Hospital Universitario da
Universidade de Sao Paulo no periodo de janeiro de 2006 a dezembro de 2007 e no
Hospital da Santa Casa de Misericérdia de Sdo Paulo no periodo de janeiro de 2008

a dezembro de 2009. Apdés a amplificacdo parcial do gene G foi verificado que



108

algumas amostras tiveram produtos amplificados que migraram mais lentamente no
gel de agarose quando comparados com outras amostras, apresentando padréo de
banda maior que o esperado (Figura 20).

As sequéncias de nucleotideos da regido G2 do gene G destas amostras
foram alinhadas e comparadas com o protétipo BA disponivel no GeneBank,
confirmando a presencga da duplicagéo dos 60 nucleotideos (TRENTO et al., 2003).

Para o estudo da circulagdo do gendtipo BA no Brasil, além das sequéncias
desse estudo, foram analisadas outras sequéncias pertencentes a esse gendtipo
identificadas no pais, a partir de 2001, data na qual as primeiras amostras
pertencentes ao genotipo BA foram descritas no Brasil (BOTOSSO et al., 2009), dois
anos apos ter surgido na Argentina (TRENTO et al., 2003).

A arvore filogenética da figura 23a representa a circulagdo do gendétipo BA em
duas diferentes regides do Brasil, Nordeste (cidade de Fortaleza, Ceara) e Sudeste
(cidades do estado de Sdo Paulo). As sequéncias formaram 3 clusters de acordo
com uma relagao temporal (BR-I, BR-Il e BR-IIl), com alternancia na circulagao das
linhagens com o passar do tempo.

O primeiro cluster englobou as amostras mais antigas (2001 a 2004), quando
0 gendtipo apresentou baixa circulagao (2 em 2001, 3 em 2004 (1 de SP e 2 do CE)
e 2 em 2003) e algumas de 2005. A grande maioria das amostras identificadas em
2005 e 2006 agrupou no segundo cluster. Durante esses anos o gendtipo
apresentou larga disseminagao em Sao Paulo, sendo o predominante entre todos os
gendtipos identificados, tanto na grande Sao Paulo, que englobou amostras
identificadas nas cidades de Sao Paulo, Jundiai e Itapevi, como na cidade de
Ribeirao Preto, localizada a 336 km da capital. Entretanto nao foi identificada
nenhuma amostra deste genétipo no ano de 2005 no Ceara (PERDIGAO, 2009). As
duas amostras identificadas em 2007, na grande Sao Paulo, também agruparam
nesse cluster.

O terceiro cluster agrupou as sequéncias da cidade de Sdo Paulo obtidas em
2008 e 2009, ano no qual houve, novamente, um aumento da circulacdo de virus
(90,9% dentre as amostras do grupo B). Portanto, verificamos a partir de 2001, uma
expansao gradual até o ano de 2004, rapida expansédo em 2005 e 2006 seguido de
diminuigcdo no tamanho efetivo da populacdo entre os anos de 2007 e 2008, e nova
expansao no ano de 2009. Trento et al. (2010) descreveu uma histéria demografica

semelhante com sequéncias de varias localidades do mundo, com aumento gradual
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da prevaléncia do gendtipo BA desde o seu surgimento, em 1999, primeiro de
maneira moderada, até o ano de 2003, seguido de rapida expansao nos anos de
2004 e 2005. Apds esse periodo houve uma diminuicido no tamanho da populagao,
provavelmente pelo efeito conhecido como efeito de gargalo (Bottleneck effect) apds
o surgimento da nova linhagem, conhecida como BA-IV, que substituiu todas as
linhagens circulantes, sugerindo uma adaptagéo do gendtipo ao seu hospedeiro.

Entretanto, no estado do Ceara a circulacao do HRSV e, consequentemente,
do gendtipo BA foi diferente. Os primeiros dados obtidos datam de 2004, no qual as
4 amostras classificadas dentro do grupo B pertenciam ao genétipo BA (PERDIGAO,
2009). Nao foram realizados estudos anteriores a esse ano, ndo sendo, portanto,
possivel determinar o inicio da circulagdo deste gendtipo na cidade de Fortaleza
(Moura, 2010 — comunicacgdo pessoal'). Perdigdo (2010) relatou que durante os
anos de 2004 a 2008, as amostras do grupo A e B apresentaram um equilibrio de
circulagao, com ligeira predominéncia do grupo A em todos os anos, com excegao
de 2005, ano no qual o grupo A foi o predominante, sendo detectadas poucas
amostras do grupo B e nenhuma do gendtipo BA. Nos demais anos (2004, 2006,
2007 e 2008), o gendtipo BA foi o mais detectado entre amostras do grupo B,
demonstrando um padréo de circulgdo diferente do verificado na regido sudeste do
Brasil, parecendo estar deslocado em 1 ou 2 anos (Figura 23a).

A dindmica de circulacdo do HRSV — sazonalidade e duracido das epidemias
pode ser influenciada, dentre outras condigbes, pela sele¢ao natural devida a
imunidade adquirida e mudangas ciclicas na suscetibilidade da populacao, a indices
de superlotagdo, densidade populacional e a fatores geograficos e climaticos
(ZLATEVA et al., 2005; STENBALLE et al., 2003, 2009; GIRARD et al., 2005;
BULKOW et al., 2002; SIMOES et al., 2003; ZACHARIAH et al., 2009).

As diferengas de circulacdo entre as duas regides brasileiras também é
verificada com outras viroses respiratorias, como o Influenza, na qual a circulacao
ocorre de maneira similar a uma “onda” anual, com inicio da circulacado das cepas
nas zonas equatoriais, disseminando-se progressivamente para as zonas tropicais e
subtropicais, geralmente mais populosas, com um intervalo de aproximadamente
trés meses entre o pico das regides Norte e Sul do pais (ALONSO et al., 2007).

Interessante ressaltar ainda, que 2 amostras de 2004 do estado do Ceara,

! MOURA, Fernanda. Universidade Federal do Ceara, 2010.
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apresentaram sequéncias idénticas ao protétipo BA isolado em 1999 em Buenos
Aires, Argentina, podendo supor que esta foi importada diretamente de |a e estava
entre as ultimas amostras isoladas pertencentes que mantinha a mesma informacao
genética do isolado argentino.

Ao analisar o data set contendo as amostras brasileiras isoladas entre 2001 e
2009, verificamos que a maioria das amostras apresentaram mudancas na
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos em relagao ao prototipo BA.

Algumas amostras apresentaram inser¢cdes esporadicas, como a BR93 2004
e SP_IAL_691 06, isoladas na cidade de Sao Paulo, que tiveram uma insergao de
treonina e isoleucina, respectivamente, na posi¢cao 232 da proteina G do protétipo
BA. A amostra RP_193_05, isolada na cidade de Ribeirdo Preto, apresentou duas
insercdes, Lisina e Glutamato na posicdo 226 do protétipo. Essas insergdes, no
entanto, ndo ocorreram em mais nenhuma outra amostra estudada. Insercdes de
poucos aminoacidos de maneira esporadica também sdo descritas na literatura
(ZLATEVA et al., 2004, 2005; BOTOSSO et al, 2009).

Analisando o fragmento correspondente a regido G2 das amostras
pertencentes ao gendtipo BA, foi observada a presenga de algumas mutagdes
pontuais de aminoacidos em algumas amostras, sem correspondéncia em outras.
Por outro lado, algumas alteragbes ocorridas nos primeiros anos de isolamento
deste gendtipo fixaram-se no restante das amostras, demonstrando, talvez, uma
vantagem evolutiva para adaptacao do virus ao hospedeiro. Como por exemplo, cita-
se as alteragdes nos sitios 223 (Leu223Pro) e 271 (Val271Ala), ocorridas a partir do
ano de 2004. Noventa (73%) das 123 amostras brasileiras, tiveram a substituicdo do
aminoacido Valina por Alanina na posi¢cdo 271, fixando praticamente em todas as
amostras a partir do ano de 2005. Trento et al. (2010) descreveram essas mutagdes
como definidoras dos clados correspondentes aos gendtipos mais recentes dentro
da sublinhagem BA-IV, (sitio 223 - BA-IVb, MAD-II, MAD-III, India, Brasil e sitio 271 -
India e Brasil). Outro exemplo envolve uma substituicdo ocorrida no residuo 270
(isoleucina para treonina), também dentro do fragmento duplicado, que ocorreu na
maioria das amostras colhidas até o ano de 2004, revertendo nas amostras mais
recentes (a partir de 2005) para o aminoacido original. Botosso et al. (2009)
relataram que esse sitio estava sob pressao seletiva positiva e que também ocorria
um fendmeno denominado flip flop, nos quais ha a tendéncia de reversao dos

aminoacidos aos originais, revelando que, embora a proteina G suporte
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modificacdes, insercoes e dele¢cdes ha um limite do repertério de alteragao de aa em
sitios especificos.

Nas amostras analisadas, também foi possivel observar que os cddons de
terminacao, (stop codons), estado localizados em 3 posigdes diferentes, gerando
diferengas na extensdo da proteina, que pode conter 312, 315 e 319 aminoacidos,
sendo que as amostras isoladas entre 2001 e 2005 apresentaram tamanho
correspondente a 315 ou 319 aminoacidos, devido a uma alteragdo no cdédon 313
(stop para GIn). Por outro lado, as amostras mais recentes, apresentaram proteina
composta de 312 aminoacidos, devido a nova alteragdo nesse sitio, revertendo de
GIn para Stop. Botosso et al. (2009), descreveram esse sitio como estando sob
pressao seletiva positiva, sendo responsavel pela definicdo de importantes clados
dentro do grupo B. Trento et al. (2010), sugeriram que essa substituicdo estava
relacionada a definicdo do cluster que agrupava as amostras mais recentes,
denominado como sublinhagem BA-IV.

Na tabela 6 foram descritas varias substituicdo de aminoacidos ocorridas nas
amostras brasileiras. Algumas dessas substui¢coes (219, 242, 269, 270, 297, 305,
306 e 313) foram identificados anteriormente por Botosso et al., (2009) como sendo
sitios sob pressao seletiva positiva nas amostras do grupo B, sugerindo pressao
imune sobre esses codons, embora ndo sejam conhecidos os epitopos dessa
proteina. As alteracbes desses sitios podem possibilitar o escape da imunidade
preexistente e, consequentemente, a re-infecgéo da populagéo.

Ao compararmos o numero total de substituicdes de aminoacidos que
ocorreram nas amostras brasileiras na regido anterior a duplicagdo com o da regido
duplicada (tabela 6), concluimos que a primeira, na qual ocorreram um total de 28
substituicbes de aminoacidos em 25 amostras, foi mais conservada em relagao a
segunda, na qual ocorreram 159 substituicdes de aminoacidos em 102 amostras. A
regido duplicada parece, portanto, ainda estar em adaptagdo dentro do genoma
viral.

Os grupos quimicos (apolar, neutro, acido ou basico) dos aminoacidos
também foram analisados (Tabela 7) e observamos que dentre todas as
substituicdes, 74 foram mudangas nao conservativas, ou seja, os aminoacidos foram
substituidos por outros pertencentes a outros grupos quimicos. Entretanto, é

interessante ressaltar que as duas substituicdes (Leu223Pro e Val271Ala) que se
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fixaram na maioria das amostras ao longo do tempo ocorreram entre aminoacidos do
mesmo grupo quimico (apolar).

Destacam-se também o grande numero de substituicbes que ocorreram entre
0s aminoacidos neutros, passando a apolares (37) e de apolares para neutros (13).
A substituicdo dos demais grupos de aminoacidos (2 basico para neutro, 2 basico
para apolar, 3 basico para acido, 4 neutro para basico, 1 neutro para acido, 5 acido
para neutro, 2 acido para basico, 5 acidos para apolar) somaram somente 24
eventos, ou seja, as substituicdes entre aminoacidos de grupos quimicos sem carga
(apolar, neutro) sdo mais frequentes, podendo supor que isso ocorra porque talvez
sejam mais vantajosas para o virus, ja que a carga dos aminoacidos sdo essenciais
nas ligagdes ibnicas que ocorre durante a formagdo da estrutura terciaria das
proteinas influenciando no seu enovelamento final (NELSON, 2008), e mudancgas
envolvendo aminodacidos carregados alterar o numero de ligagdes idnicas, o que
inviabilizaria a formacdo correta da proteina e, podendo alterar sua funcéo e,

consequentemente, a viabilidade do virus.

Em estudos realizados em diversos paises como Japao, Espanha, Bélgica e
Argentina mostram que a circulagdo do gendtipo BA vem aumentando
gradativamente, tornando-se o mais prevalente entre os isolados do grupo B
(ZLATEVA et al., 2007; PARVEEN et al., 2006; SATO et al., 2005; VISSER et al.,
2008; TRENTO et al., 2010). Por exemplo, na Bélgica o gendtipo BA correspondeu a
100% dos isolados do grupo B entre os anos de 2003 a 2006. Achados semelhantes
foram verificados na India (surtos de 2001 a 2005), no Japéo (surtos de 2002 e
2003) e Madri (2003 a 2007). Portanto, houve uma tendéncia mundial de aumento
de circulagéo deste gendtipo em todos os locais aonde foi realizada a epidemiologia
molecular do HRSV, atingindo o apice da circulagdo no surto de 2004-2005, tanto
nos paises do hemisfério Norte quanto do Hemisfério Sul. A excecido ocorreu
justamente no estado do Ceara, no qual em 2005 o virus nao foi detectado e houve
0 aumento da prevaléncia em 2007 e 2008.

A andlise filogenética desse gendtipo revelou 6 clusters, identificados por
Trento et al. (2006, 2010) como sublinhagens BA-I, BA-Il, BA-lll, BA-IV, BA-V e BA-
VI, sendo o BA-IV subdividido em linhagens, BA-IVa, BA-IVD, india, Brazil, Madri-Ill
(TRENTO et al., 2006, 2010).
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A arvore filogenética da figura 24a representa a circulagdo das amostras do
genotipo BA em varias regides do mundo. Verificamos que as amostras brasileiras
foram classificadas dentro dessas sublinhagens, sendo divididas conforme o ano.
Assim, verificamos que a linhagem BAIl compreendeu amostras de 2004 e 2005, a
linhagem BA-IlIl amostras de 2005 e a linhagem BA-VI amostras de 2001, 2003 e
2005. Nao verificamos mais a circulagdo dessas linhagens em nosso pais, em
concordancia com Trento et al. (2010) que descreveram o desaparecimento dessas
em varias localidades do mundo. As linhagens BA-IVa e BA-IVb compreendem
amostras de 2003 e 2004/2005, respectivamente. A maior parte das amostras
brasileiras, identificadas a partir de 2006, estdo agrupadas em um mesmo cluster,
denominado por Trento et al. (2010) como Brasil, ja que representaram um cluster

geografico e temporal.

De acordo com os resultados apresentados, observamos que algumas dessas
linhagens co-circularam em um mesmo ano ou em anos diferentes e que as
linhagens identificadas até o ano de 2004 nado circulam atualmente. Algumas
amostras identificadas na cidade de Sao Paulo foram idénticas as amostras
encontradas no Canad4, Argentina, Bélgica, Chile e Africa do Sul, no estado do
Ceara e em outras cidades do Estado de Sao Paulo (Jundiai, Ribeirao Preto, Itapevi)
(Anexo D), demonstrando a disseminagcdo desse virus no Brasil e ao redor do
mundo.

A regido C terminal da proteina G tem se mostrado imunologicamente
relevante, e mudangas como a que ocorreu nas amostras com gendtipo BA, que
geraram a emergéncia de um novo gendtipo, podem permitir a reinfeccédo de
individuos expostos anteriormente a um gendtipo diferente, conferindo uma
vantagem evolutiva ao virus.

Acreditamos que estudos mais completos envolvendo o genoma completo, ou
pelo menos a caracterizagdo das proteinas de superficie possam elucidar as
vantagens evolutivas que envolveram esse novo genétipo e levaram a se sobrepor

sobre os demais do grupo B.
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6 CONCLUSAO

- Desde a primeira descri¢cao virus HRSV-B com duplicagcado de 60 nt no gene G, no
Brasil, ocorrida em 2001, o mesmo apresentou aumento de circulagdo progressiva,
culminando nos anos de 2005 e 2006, quando foi o predominante entre todos os

genotipos identificados;

- Nos anos subsequentes, 2007 e 2008, a circulagdo apresentou declinio, e voltou a
ser o predominante em 2009, sendo responsavel por 89% dentre as amostras de

HRSV-B identificadas, e 85% entre todas as amostras;

- A andlise filogenética revelou a presenga de varios clusters, denominados
linhagens, com a co-circulacdo de varias delas em Sao Paulo. Algumas destas
linhagens deixaram de circular com o tempo, e outras surgiram, sendo verificado,

portanto uma alternancia de circulagao;

- As sequéncias de aminoacidos apresentaram mutagdes pontuais de inser¢cao e/ou

substituicido de aminoacidos;

- Algumas alteragdes de nucleotideos e/ou aminoacidos ocorridas nos primeiros
anos de isolamento fixaram-se no restante das amostras, levando a definicdo dos

clados contendo amostras mais recentes;
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Universidade de Sao Paulo
Instituto de Ciéncias Biomédicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(menores de 18 anos)

ESTUDO: Variabilidade Genética da proteina G do HRSV de amostras com
genétipo BA.

Seu filho esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo contém todas as
informagbes necessarias sobre a pesquisa que estamos fazendo, entao leia atentamente e caso tenha duvidas, vou esclarece-
las (se nao souber ler, fique tranquilo(a) que leio para vocé). Se concordar, o documento sera assinado e sé entdo daremos
inicio a pesquisa. Sua colaboragdo neste estudo sera de muita importancia para nés, mas se desistir a qualquer momento, isso

n&o causara nenhum prejuizo a vocé, nem ao seu (sua) filho(a).

BU e e e e , RG
............................. , abaixo assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade que
meu(minha) filno(a) ......cccuvviiiiiiee nascido(a) em /

/ , Seja voluntario do estudo “Variabilidade Genética da proteina G do
HRSV de amostras com genétipo BA”, esclare¢co que obtive todas informacdes
necessarias e fui esclarecido(a) de todas as duvidas apresentadas.

Estou ciente que:

) O estudo se faz necessario para que possam descobrir as possiveis causas
da doenga denominada “Doengas Respiratdrias” (explicar o que significa os

termos cientificos).

) Serao feitas duas coletas de aspirado de nasofaringe do(a) meu(minha)
filho(a);

) Essas coletas serdo realizadas apenas para estudos e em nada influenciara
no tratamento de meu (minha) filho(a); ndo vai cura-lo (a); mas ndo causara

nenhum problema;



V)

V)

V)

VIl

Vi)
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A participacao neste projeto ndo tem objetivo de se submeter a um tratamento

terapéutico e sera sem custo algum para mim;

Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboracao neste estudo no

momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagéo;

A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a mim, nem ao(a) meu (minha)

filho(a), e sem que venha interferir no atendimento ou tratamento médico;

Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, mas
concordo que sejam divulgados em publicagbes cientificas, desde que nem o

meu nome nem o de meu filho sejam mencionados;

Caso eu desejar, poderei tomar conhecimento dos resultados ao final desta

pesquisa
() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Sao Paulo, de de 2005.

( ) Paciente / ( ) Responsavel

Testemunha 1 :

Nome / RG / Telefone

Testemunha 2 :

Responsavel pelo Projeto:

Nome / RG / Telefone

Dr. Responsavel



ANEXO B - LISTA DE AMOSTRAS UTILIZADAS NESTE ESTUDO

ONOOOT B WN -

Nome da amostra

BR19-2001

BR42-2001

BR105-2003
BR140-2003
BR093-2004
BR332-2005
BR319-2005
BR307-2005
BR305-2005
BR301-2005
BR293-2005
BR290-2005
BR274-2005
BR271-2005
BR259-2005
BR252-2005
BR242-2005
BR237-2005
BR236-2005
BR233-2005
BR222-2005
BR216-2005
BR158-2005
BR154-2005
BR149-2005

DEL_DCD_06
DEL_AAOW_06
DEL_COF_06
DEL_BBE_05
DEL_AFF_05
DEL_AOGC_07
DEL_DCG_06
DEL_ADI_05
DEL_DCO_06
DEL_DBG_06
DEL_FDW _05
DEL_GAW_05
DEL_HFW_05
DEL_DBE_06
DEL_FBW_05
DEL_BOO_05
DEL_BOD 05

Numero de Acesso GeneBank

EU582432
EU582433
EU582448
EU582447
EU582449
EU582483
EU582482
EU582481
EU582480
EU582479
EU582478
EU582477
EU582476
EU582475
EU582474
EU582473
EU582472
EU582471
EU582470
EU582469
EU582468
EU582467
EU582460
EU582459
EU582458

EU368639
EU368650
EU368649
EU368644
EU368643
EU368642
EU368641
EU368640
EU368638
EU368637
EU368633
EU368634
EU368635
EU368636
EU368632
EU368628
EU368629

149



18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

DEL_BBA_05
DEL_EFW_05
DEL_AID_05
DEL_AGG_05
DEL_AFE_05
DEL_AEG_05
DEL_ADG_05
PN06-18979B
PN06-22596B
PN06-324B
PN06-22645B
PN06-22644B
PN06-326B
PN06-18922B
PN06-18936B
PN06-579B
PN06-18888B
PN06-18554B
PN06-18552B
JU(IAL)261
JU(IAL)335
SP(IAL)500
SP(IAL)642
SP(IAL)437
SP(IAL)434
SP(IAL)426
SP(IAL)424
SP(IAL)423
SP(IAL)418
SP(IAL)417
SP(IAL)387
SP(IAL)341
SP(IAL)368
SP(IAL)331
SP(IAL)327
SP(IAL)308
SP(IAL)286
SP(IAL)275
SP(IAL)245
SP(IAL)230
SP(IAL)227
SP(IAL)225
SP(IAL)224
SP(IAL)223
SP(IAL)074
SP(IAL)208

EU368630
EU368631
EU368627
EU368626
EU368625
EU368624
EU368623
EU267366
EU267365
EU267364
EU267363
EU267362
EU267361
EU267359
EU267360
EU267358
EU267357
EU267356
EU267355
EU259708
EU259707
EU259706
EU259705
EU259704
EU259703
EU259702
EU259701
EU259700
EU259699
EU259698
EU259697
EU259696
EU259695
EU259694
EU259693
EU259692
EU259691
EU259690
EU259689
EU259688
EU259687
EU259686
EU259685
EU259684
EU259683
EU259682

150



64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109

SP(IAL)207
SP(IAL)192
SP(IAL)182
SP(IAL)181
SP(IAL)113
SP(IAL)089
SP(IAL)100
SP(IAL)099
SP(IAL)092
SP(IAL)091
SP(IAL)067
JU(IAL)516
SP(IAL)055
SP(IAL)039
JU(IAL)374
JU(IAL)317
JU(IAL)311
SP(IAL)340
JU(IAL)294
JU(IAL)248
ITA(IAL)339
ITA(IAL)300
ITA(IAL)298
ITA(IAL)221
ITA(IAL)217
ITA(IAL)190
ITA(IAL)188
ITA(IAL)186
ITA(SP)183
SP(IAL)118_2005
Beijing_B_04_11
BA_1526_04
BA_493_04
BA_354_04
BA_5021_03
BA_4909 03
BA_4852_03
BA_4830_03
BA_693_03
BA_1445_02
BA_1326_99
BA_1607_04
BA_524 04
BA_100_04
BA_6564_03
BA_4974 03

EU259681
EU259680
EU259679
EU259678
EU259676
EU259675
EU259674
EU259673
EU259672
EU259671
EU259670
EU259669
EU259668
EU259667
EU259666
EU259665
EU259664
EU259663
EU259662
EU259661
EU259660
EU259659
EU259658
EU259657
EU259656
EU259655
EU259654
EU259653
EU259652
DQ289649
DQ227408
DQ227407
DQ227406
DQ227405
DQ227404
DQ227403
DQ227402
DQ227400
DQ227399
DQ227398
DQ227397
DQ227396
DQ227395
DQ227394
DQ227392
DQ227391

151



110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155

BA_4862_03
BA_4915_03
BA_4826_03
BA_1889_02
BA_1856_02
BA_1606_02
BA_1565_02
BA_1562_02
BA_1518_02
BA_1461_02
BA_1441_02
BA_1271_02
BA_1214_02
BA_1208_02
BA_1161_02
BA_1004_02
BA_998_02
BA_733_02
BA_770_02
BA_619 02
BA_505_02
BA_495 02
BA_167_02
BA_166_02
BA_164_02
BA_3997 99
BA_3931_99
BA_1370_99
BA_802_99
BE_13588_04
BE_13804_03
BE_13146_04
BE_13547_04
BE_3891_05
BE_13689_04
BE_1515_05
BE_1266_05
BE_9382_05
BE_13183_04
BE_10451 05
BE_9388 05
BE_12963 03
BE_19 05
BE_2988 05
BE_13127 04
BE_12546_04

DQ227390
DQ227389
DQ227388
DQ227387
DQ227386
DQ227385
DQ227384
DQ227383
DQ227382
DQ227381
DQ227380
DQ227379
DQ227378
DQ227377
DQ227376
DQ227375
DQ227374
DQ227373
DQ227372
DQ227371
DQ227370
DQ227369
DQ227368
DQ227367
DQ227366
DQ227365
DQ227364
DQ227363
DQ985147
DQY985154
DQY85153
DQ985152
DQ985151
DQY85150
DQY85149
DQ985148
DQ985146
DQY85145
DQY85144
DQ985143
DQ985142
DQY985141
DQY85140
DQ985139
DQ985138
DQY85137

152



156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201

BE_1787_05
BE_765_05
NZB_04 02
BE_13417_99
BE_12369_01
BE_11683_01
BE_11702_01
BE_758_02
BE_11535_01
BE_12446_01
BE_302_04
BE_1066_03
BE_553_03
BE_12349 02
BE_12394 02
BE_12522_01
BE_12370_01
BE_13159_02
BE_11508_01
BE_626_02
BE_13242_02
BE_12158_03
BE_11732_01
BE_210_03
BE_46_03
BE_1802_03
BE_12598 01
BE_12595_01
BE_12379_01
BE_11500_01
BE_1162_02
BE_1613_02
BE_11609_01
BE_1584_02
BE_11813_01
BE_12653_01
BE_11949 01
BE_12398 01
BE_1192_02
BE_12445_99
BE_14610_03
BE_257_04
BE_12817_03
BE_788_04
BE_12973 03
BE_13058_03

DQ9Y85136
DQ171878
AY751131

AY751130
AY751129
AY751128
AY751127
AY751126
AY751125
AY751124
AY751123
AY751122
AY751121

AY751120
AY751119
AY751118
AY751117
AY751116
AY751115
AY751114
AY751113
AY751112
AY751111

AY751110
AY751109
AY751108
AY751107
AY751106
AY751105
AY751104
AY751103
AY751102
AY751101

AY751100
AY751099
AY751097
AY751096
AY751095
AY751094
AY751093
AY751092
AY751091

AY751090
AY751089
AY751088
AY751087

153



202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247

BE_13457_03
BE_12670_01
BE_920 03
BE_12358_02
LZY227
LZY210
LZY184
LZY181
LZY161
LZY154
LZY155
LZY150
LZY145
LZY139
LZY93

LZY90

LZY85

LZY80

LZY48

LZY44

LZY42

LZY35

LZY13

LZY6

LZ639
BA4128 99B
BA3859 99B
BA3833_99B

RSvi_Okinawa.JPN_232.08

NG-064-06

NG-013-05

NG-080-03

SP(IAL)1787_2007
SP(IAL)1763_2007
SP(IAL)1086_2006
SP(IAL)1408_2006
JU(IAL)1324_2006
JU(IAL)1240_2006
SP(IAL)1218_2006
SP(IAL)1196_2006
SP(IAL)1189_2006
JU(IAL)1185_2006
JU(IAL)1125_2006
JU(IAL)1124_2006
SP(IAL)1079_2006
SP(IAL)1067_2006

AY751086
AY751085
AY751084
GU357530
GU357529
GU357528
GU357527
GU357526
GU357524
GU357525
GU357523
GU357521
GU357520
GU357516
GU357515
GU357514
GU357512
GU357511
GU357510
GU357509
GU357508
GU357505
GU357504
GU357503
AY333364

AY333363

AY333362

AB485790

AB470482

AB470481

AB470480

EU625797
EU625796
EU625789
EU625778
EUG25777
EU6G25776
EU625775
EU625774
EU625773
EU625772
EU625771

EU625770
EU625768
EU625767
EU625766

154



248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293

SP(IAL)1066_2006
SP(IAL)1052_2006
SP(IAL)1051_2006
JU(IAL)1042_2006
SP(IAL)1023_2006
SP(IAL)1018_2006
SP(IAL)974_2006
SP(IAL)956_2006
SP(IAL)931_2006
SP(IAL)955_2006
SP(IAL)929 2006
SP(IAL)928_2006
SP(IAL)915_2006
SP(IAL)914_2006
SP(IAL)912_2006
SP(IAL)900_2006
SP(IAL)876_2006
SP(IAL)779_2006
SP(IAL)773_2006
SP(IAL)725_ 2006
SP(IAL)691_2006
JU(IAL)667_2006
SP(IAL)661_2006
RP189_06
RP062_06
RP049_06
RP045_06
RP043_06
RP033_06

RP023 06

RP193 05

RP125 05
RP161_05
RP108_05
RP103_05
RP082_05
RP066_05

H4012

H1068

H94

NG-153-03
NG-006-03
NG-004-03

S00-4
SA433941K06
SA481582K06

EU625763
EU625762
EU625761

EU625760
EU625758
EU625755
EU625753
EU625751

EU625752
EU625750
EU625749
EU625747
EU625746
EU625745
EU625743
EU625742
EU625741

EU625740
EU625739
EU625738
EU625737
EU625736
EU625735
EU635872
EU635871

EU635870
EU635869
EU635868
EU635867
EU635866
EU635865
EU635863
EU635864
EU635861

EU635860
EU635859
EU635857
DQ270228
DQ270227
DQ270226
AB175821

AB175820
AB175819
AB117522
EF219433

EF219431

155



156

294 SA415319K06 EF219432
295 QUE_155_01-02 AY927412
296 QUE_85_02_03 AY927408

Sequéncias que nao estao no GeneBank

BR_CE_168_2004
BR_CE_170_2007
BR_CE_205_2007
BR_CE_210_2007
BR_CE_214_2007
BR_CE_225 2004
BR_CE_228 2008
BR_CE_237 2008
9 BR_CE_239 2007
10 BR_CE_259 2008
11 BR_CE_268_2005
12 BR_CE_291_2007
13 BR_CE_305_2008
14 BR_CE_316_2004
15 BR_CE_337_2006
16 BR_CE_358 2006

ONO OB WN -

1 BR100_2005
2 BR102_2005
3 BR111_2005
4  BR115_2205
5 BR150_2005
6 BR184_2005
7  BR188 2005
8 BR195 2005
9 BR210_2005
10 BR215_2005
11 BR22 2005

12 BR221_2005
13 BR243_2005
14 BR249 2005
15 BR256_2005
16 BR27_2005

17 BR282_2005
18 BR321_2005
19 BR326_2005
20 BR37_2005

21 BR38_2005

22 BR40_2005

23 BR41_2005



24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

BR53_2005
BR56_2005
BR73_2005
BR80_2005
BR1040_2006
BR1077_2006
BR1089_2006
BR1257_2006
BR1265_2006
BR1281_2006

BR137211_2006

BR1380_2006
BR564_2006
BR609_2006
BR611_2006
BR618_2006
BR630_2006
BR636_2006
BR655_2006
BR660_2006
BR667_2006
BR671_2006
BR672_2006
BR676_2006
BR691_2006
BR701_2006IH
BR2829 2008
BR2878 2008
BR2928 2008
BR3133_2008
BR3296_2008
BR3836_2009
BR3846-2009
BR3860_2009
BR3892_2009
BR3909_2009
BR3919_2009
BR3921 2009
BR3924_2009
BR3929 2009
BR3936_2009
BR3937_2009
BR3942_2009
BR3945_ 2009
BR3950_2009
BR3952_2009

157



70
71
72
73
74
75
76
77
78

A WON -

BR3974_2009
BR3975_2009
BR3979_2009
BR3995_2009
BR4025_ 2009
BR4058_2009
BR4101_2009
BR4463_2009
BR4466_2009
BR4670_2009

CHI15_2003

CHI171_2003
CHI302_2003
CHI313_2003
CHI186_2003

158



ANEXO C - LISTA DE AMOSTRAS IDENTICAS E UNICAS - BRASIL

BR_CE_225 2004

BR_CE_168_2004

|SP_IAL_1079 2006

BR216_2005

BR_CE_170_2007
JU_IAL_1240_2006
JU_IAL_1125_2006
SP_IAL_915_2006
JU_IAL 1124 2006

BR636_2006

SP_IAL_1052_2006
SP_IAL_1086_2006
BR671 2006

BR655_2006

BR630_2006
BR672_2006
BR660_2006
SP IAL_1051 2006

BR1257 2006

SP_IAL_327_2005
BR222_2005
BR195_2005

BR249 2005

|BR301_2005

BR41_2005

SP_IAL_387_2005
BR158_2005
BR242_2005
ITA_IAL_188 2005
SP_IAL_192 2005

BR149_2005

SP_IAL_227 2005
SP_IAL_286_2005
SP_IAL_434 2005
SP_IAL_099 2005
JU_IAL_516_2005
JU_IAL_261_2005
SP_IAL_039 2005
SP_IAL 437 2005

BR40_2005

SP_IAL_955_ 2006
SP_IAL 1408 2006

BR676_2006

159



|BR3975_2009

BR3950_2009

|BR2829 2008

BR2878_2008

BR3860_2009
BR3846-2009
BR3919_2009

BR3942 2009

|BR701_2006IH

BR609_2006

|SP_IAL_1067_2006

BR3909_2009

|BR_CE_268 2005

BR_CE_210_2007

BR_CE_259 2008

BR_CE_305_2008

|BR1089_2006

BR1380_2006

|BR42_2001

BR19_2001

SP_IAL_500_2005
SP_IAL_642_2005
SP_IAL_418_2005
SP_IAL_331_2005
SP_IAL_308_2005
SP_IAL_245 2005
SP_IAL_225 2005
SP_IAL_224 2005
SP_|AL_208_2005
SP_|AL_207_2005
SP_IAL_182_2005
SP_IAL_092_2005
SP_IAL_091_2005
SP_IAL_100_2005
BR22 2005
BR243_2005
SP_IAL_067_2005
SP_IAL_055_2005
JU_IAL_374 2005
SP_IAL_340 2005
JU_IAL_294 2005
ITA_IAL_339_2005
ITA_IAL_221 2005
JU_IAL_1324_2006
SP_IAL_1023 2006

BR1077_2006

160



SP_IAL_914 2006
SP_IAL_773 2006
SP_IAL_725_2006
RP033_06
RP125_05
RP082_05
RP066_05
BR111_2005
BR150_2005
BR154_2005
BR184_2005
BR210_2005
BR215_2005
BR233_2005
BR237_2005
BR252_2005
BR256_2005
BR27 2005
BR271_2005
BR274_2005
BR282_2005
BR290_2005
BR305_2005
BR321_2005
BR332_2005
BR37_2005
BR38_2005
BR53_2005
BR73_2005

BR80 2005

|SP_IAL 424 2005

SP_IAL 423 2005 |

|SP_IAL_931 2006

SP_IAL 876 2006 |

SP_IAL_928 2006
SP_IAL 912 2006

SP_IAL_1763_2007

SP_IAL_929 2006
SP_IAL_661_2006

JU_IAL_667_2006

AMOSTRAS UNICAS

BR105_2003
BR1372Il_2006

161



BR140_2003
BR221_2005
BR236_2005
BR259_2005
BR293_2005
BR307_2005
BR319_2005
BR326_2005
BR56_2005
BR564_2006
BR611_2006
BR618_2006
BR667_2006
BR691_2006
BR93_2004
BR3937_2009
BR3945_2009
BR3952_2009
BR3974_2009
BR3979_2009
BR4025_2009
BR4058_ 2009
BR4101_2009
BR4463_2009
BR4466_2009
BR4670_2009
BR3836_2009
BR3929_2009
BR3936_2009
BR1040_2006
BR188_2005
BR2928_2008
BR3133_2008
BR3296_2008
BR3924 2009
BR3892_2009
BR3921_2009
BR3995 2009
BR_CE_205 2007
BR_CE_214 2007
BR_CE_228 2008
BR_CE_237 2008
BR_CE_239 2007
BR_CE_291 2007
BR_CE_316_2004
BR_CE_337 2006

162



BR_CE_358 2006
BR100_2005
BR102_2005
BR115_2205
BR1265_2006
BR1281_2006
ITA_IAL_183_2005
ITA_IAL_186_2005
ITA_IAL_190_2005
ITA_IAL_217 2005
ITA_IAL_300_2005
ITA_IAL_298 2005
JU_IAL_1042_2006
JU_IAL_1185_2006
JU_IAL_248 2005
JU_IAL_311_2005
JU_IAL_317_2005
JU_IAL_335_2005
RP023_06
RP043_06
RP045_06
RP049 06
RP062_06
RP103_05
RP108_05
RP161_05

RP189 06

RP193 05
SP_IAL_089
SP_IAL_1018_2006
SP_IAL_1066_2006
SP_IAL_113_2005
SP_IAL_118_2005
SP_IAL_1189 2006
SP_IAL_1196_2006
SP_IAL_1218_2006
SP_IAL_1787_2007
SP_IAL_181_2005
SP_|AL_223 2005
SP_IAL_230_2005
SP_IAL_275 2005
SP_IAL_341_2005
SP_IAL_368_2005
SP_IAL_417_2005
SP_IAL_426_2005
SP_IAL_691_2006
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SP_IAL_779 2006
SP_IAL_900_2006
SP_IAL_956_2006
SP_IAL_974_2006
SP_IAL_074_2005

164



165

ANEXO D - LISTA DE AMOSTRAS IDENTICAS E UNICAS - MUNDO
QUE_82 02 03
BR_CE_225 2004  BR_CE_168_2004

BA4128_99B

BE_920 03
BE_12358_02

BE_12670_01

| CHI186

CHI313

|BE_12349 02

BE_12394 02

BE_758_02

BE_12369_01
BE_11535_01
BE_12446_01
BE_11702_01

BE_11683_01

BE_12817_03
BE_788_04
BE_257_04
BE_12973_03
BE_13058_03
BA_354_04
BE_12963_03
BE_12963 03

JU_IAL_1104_2006

BA_3931_99
BA3859 99B

BA3833_99B

|BA 4862 03

BA 4826 03

BA_1562_02
BA_495 02

BA_1518 02

|BA 1445 02

BA_1441_02

|BA_1606_02

BA_1208_02

BA_619_02
BA_505_02
BA_1461 02

BA_164_02




|BA_167 02

BA 166 02

BA_3997 99
BA_1326_99
BA_1370 99

BA_802_99

BE_9388_05
SP_IAL_1079 2206
BE 10451 05

BR216_2005

BR_CE_170_2007
JU_IAL_1240_2006
JU_IAL_1125_2006
SA433941K06
SP_IAL_915_2006
JU_IAL_1124 2006

BR636_2006

SP_IAL_1052_2006
SP_IAL_1086_2006
BR671 2006

BR655_2006

BR630_2006
BR672_2006
BR660_2006
SP_IAL_1051_2006

BR1257 2006

SP_IAL_327
BR222_ 2005
BR195_2005

BR249 2005

|BR301 2005

BR41_2005

SP_IAL_387
BR158_2005
BR242_2005
ITA_IAL_188
SP_IAL 192

BR149 2005

|SP_IAL 424

SP_IAL 423

SP_IAL_227
SP_IAL_286
SP_IAL_434

BR40_2005
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SP_IAL_099
JU_IAL_516
JU_IAL_261
SP_IAL_039
SP IAL 437

SP_IAL_955_2006
SP_IAL_1408_2006

BR676_2006

|BR3975_2009

BR3950_2009

|BR2829 2008

BR2878_2008

BR3860_2009
BR3846-2009
BR3919_2009

BR3942_2009

|BR701_2006IH

BR609_2006

|SP_IAL_1067_2006

BR3909_2009

|BA 5021 03

BA_6564 03

BE_2988 05
BE 12546 04

BE_13127_04

IDEL_W 05

DEL GAW 05

DEL_ADI_05
DEL_AAOW_06
DEL_EFW_05
DEL_AFE_05
DEL_A 05
DEL_AGG 05

DEL_AEG_05

SP_IAL_1693_2007
SP_IAL_1746_2007

SP_IAL_1759_2007

SP_IAL_1054_2206
SP_IAL_999 2006
SP_IAL_958 2006
SP IAL 918 2006

RP023 06
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168

|SP_IAL_987 2006

SP_IAL_902 2006 |

|SP_IAL_931 2006

SP_IAL_876_2006 |

SP_IAL_928_2006
SP_IAL_912_2006

SP_IAL_1763_2007

SP_IAL_929 2006
SP IAL 661 2006

JU_IAL_667_2006

LZY080
V150 L2v90
LZ639
|LZY154 LZY155 |
o
[LZY48 LZY44 |
| SA481582K06 BR_CE_205 2007 |

|QUE_155 01 02

BR _CE_214 2007 |

SA415319K06
BR_CE_268 2005

BR_CE_210_2007

|BR_CE_259 2008

BR_CE_305 2008 |

|BR157_04

BR105 2003 |

|BR1089_2006

BR1380_2006 |

BE_1584_02
BE_11508_01
BE_12370_01
BE_626_02
BE_12598 01
BE_12595_01
BE_13242_02
BE_12379_01

BR42_2001




BE_1613_02
BE_11609_01
BE_12158_03
BE_11732_01
BE_12595 01
BE_12379 01
BE_11500_01
BE_1162_02
BE_1613_02
BE_11609_01
BE_11813_01
BE_12653_01
BE_11949 01
BE_12398 01
BE_1192 02
BE_1802_03
BR19 2001

BA_4915_03
BA_4830_03
BA_1565_02

BA_998 02

BE_13547_04
BE_13689 04

BE_13146_04

SP_IAL_500
SP_IAL_642
SP_IAL_418
SP_IAL_331

SP_IAL_308
SP_IAL_245
SP_IAL_225
SP_IAL_224
SP_IAL_208
SP_IAL_207
SP_IAL_182
SP_IAL_092
SP_IAL_091

SP_IAL_100
BR22_2005

BR243_2005
SP_IAL_067
SP_IAL_055
JU_IAL_374

BR1077_2006
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SP_IAL_340
JU_IAL_294
ITA_IAL_339
ITA_IAL_221
JU_IAL_1324_2006
SP_IAL_1023 2006
SP_IAL_914_2006
SP_IAL_773_2006
SP_IAL_725_2006
RP033_06

RP125 05
RP082_05
RP066_05
BR111_2005
BR150_2005
BR154_2005
BR184_2005
BR210_2005
BR215_2005
BR233_2005
BR237_2005
BR252_2005
BR256_2005
BR27 2005
BR271_2005
BR274_2005
BR282_2005
BR290_2005
BR305_2005
BR321_2005
BR332_2005
BR37_2005
BR38_2005
BR53_2005
BR73_2005

BR80 2005

AMOSTRAS UNICAS
BE_13417_99
BE_302_ 04
BE_1066 03
BE_553 03
BE_12522_01
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BE_13159 02
BE_210_03
BE_46 03
BE_12445_99
BE_14610_03
BE_13457 03

Beijing_B_04_11

BA_1526_04
BA_493_04
BA_4909 03
BA_4852_03
BA_693_03
BA_1607_04
BA_524_04
BA_100_04
BA_4974 03
BA_1889 02
BA_1856_02
BA_1271 02
BA_1214 02
BA_1161_02
BA_1004_02
BA_733_02
BA_770_02
BE_13588_04
BE_13804_03
BE_3891 05
BE_1515_05
BE_1266_05
BE_9382_05
BE_13183_04
BE_19_05
BE_1787_05
BE_765_05
NZB_04_02
H4012

H1068

H94
DEL_DCD_06
DEL_COF_06
DEL_BBE_05
DEL_AFF_05

DEL_AOGC_07

DEL_DCG_06
DEL_DCO_06
DEL_DBG_06
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DEL_FDW_05
DEL_DBE_06
DEL_FBW 05
DEL_BOO_05
DEL_BOD_05
DEL_BBA 05
DEL_AID_05
DEL_ADG_05
PNO6_18979B
PNO06_22596B
PNO06_324B
PNO6_22645B
PNO6_22644B
PNO06_326B
PNO6_18922B
PNO6_18936B
PNO06_579B
PNO6_18888B
PNO6_18554B
PNO6_18552B
JU_IAL_335
SP_IAL_426
SP_IAL 417
SP_IAL_ 341
SP_IAL_368
SP_IAL_275
SP_IAL_230
SP_IAL 223
SP_IAL_181
SP_IAL_113
SP_IAL_089
JU_IAL_317
JU_IAL_311
JU_IAL_248
ITA_IAL_300
ITA_IAL_217
ITA_IAL_190
ITA_IAL_186
ITA_IAL_183
SP_IAL_1787_2007
SP_IAL_1218_2006
SP_IAL_1196_2006
SP_IAL_1189 2006
JU_IAL_1185_2006
SP_IAL_1066_2006
JU_IAL_1042_2006
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173

SP_IAL_1018_2006
SP_IAL_974 2006
SP_IAL_956_2006
SP_IAL_900_2006
SP_IAL_779 2006
SP_IAL_691_2006
SP_IAL_118_2005
RP189_06
RP062_06
RP049_06
RP045_06

RP043 06

RP193 05
RP161_05
RP108_05
RP103_05
RP050_05
LZY227

LZY210

LZY184

LZY181

LZY161

LZY145

LZY139

LZY42

LZY35
BR1372I1_2006
BR140_2003
BR221_2005
BR236_2005
BR259 2005
BR293 2005
BR307_2005
BR319_2005
BR326_2005
BR56_2005
BR564_2006
BR611_2006
BR618_2006
BR667_2006
BR691_2006
BR93_2004
BR3937_2009
BR3945_2009
BR3952_2009
BR3974_2009



BR3979_2009
BR4025 2009
BR4058_2009
BR4101_2009
BR4463 2009
BR4466_2009
BR4670_2009
BR3836_2009
BR3929 2009
BR3936_2009
BR1040_2006
BR188_2005
BR2928 2008
BR3133_2008
BR3296_2008
BR3924 2009
BR3892_2009
RSvi_Okinawa_JPN_232 08
NG_64 06
NG_013_05
NG_080_03
AB175821
AB175820
AB175819
AB117522
BR3921_2009
BR3995 2009
BR_CE_228 2008
BR_CE_237_2008
BR_CE_239 2007
BR_CE_291_2007
BR_CE_316_2004
BR_CE_337_2006
BR_CE_358_2006
BR100_2005
BR102_2005
BR115_2205
BR1265_ 2006
BR1281_2006
CHI15_2003
CHI171_2003
CHI302_2003

174



