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RESUMO

VEDOVELLO, D. Diversidade Genética dos Virus Influenza A,
detectados em criancas de Sao Paulo. 2011. 168 f. Tese (Doutorado em

Biotecnologia) — Instituto Butantan — Interunidades em Biotecnologia,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2011.

Os virus Influenza A infectam um largo espectro de hospedeiros e causam epidemias
anuais. S3o virus com alta variabilidade genética e RNA segmentado, que podem sofrer
rearranjos entre os genes de diferentes virus. Em 2006, foram analisadas 521 amostras de
criancas menores de 5 anos atendidas no HU-USP e 25 foram positivas para Influenza A,
sendo H3N2 o mais prevalente (68%). Cinco genes de 18 amostras foram seqiienciados e
obtivemos 13 sequencias de HA, 12 da NP, 12 de NA, 14 da M e 10 da NS. Verificou-se a
presenca de vdrias mutacdes, especialmente na HA e NA, que favoreceram a substitui¢do
da cepa vacinal naquele ano. Todas as amostras H3N2 apresentaram sitios de resisténcias
aos inibidores da M2. Diferentes linhagens circularam no mesmo ano, tanto de H1 como
de H3, favorecendo rearranjos entre elas. Foram verificados, também rearranjos
envolvendo os genes da HA e NP, indicando o complexo mecanismo de evolugdo desses
virus e enfatizando a necessidade de monitoramento da circulacdo e caracterizagdo de seus

genes.

Palavras-chave: Influenza. Orthomixoviridae. Virologia Molecular.
Sequenciamento Genético. Evolug¢ao Molecular.Genoma.



ABSTRACT

VEDOVELLO, D. Genetic Diversity of Influenza Virus A detected in
children of Sao Paulo. 2011. 168 p. Ph. D. Thesis (Biotecnology) - Instituto

Butantan — Interunidades em Biotecnologia, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Paulo, 2011.

Influenza A virus infects a wide range of hosts and cause annual outbreaks. RNA
segmented virus has high genetic variability and may have rearrangements between the
genes of different viruses. In 2006, 521 samples of children younger than 5 years were
analyzed and 25 tested positive for Influenza A virus, of which the subtype H3N2 is the
most prevalent (68%). Five genes of 18 samples were sequenced and 13 sequences of HA,
12 of NP, 14 of M and 10 of NS obtained were. The presence of this several mutations,
especially in the HA and NA genes probably helped the replacement of the vaccine strain
in that year. All H3N2 subtype samples showed points of resistance to M2 inhibitors. The
phylogenetic analysis revealed the circulation of different lineages in the same year, for
both H1 and H3, and the presence of two rearrangements involving the HA and NP genes.
These results indicate the influence of rearrangements in the evolution of the virus and

emphasize the need for monitoring of circulation and characterization of genes.

Keywords: Influenza. Orthomixoviridae. Molecular Virology. Genome.
Genetic Sequence. Molecular Evolution.
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1 INTRODUGCAO




A gripe € uma infeccdo viral aguda, que acomete o trato respiratdrio e afeta todas as
faixas etdrias, embora criangas, idosos e pacientes imunodeprimidos, sejam considerados o
grupo de maior risco, devido a probabilidade de desenvolvimento de complicacdes mais
sérias como pneumonia, podendo ser fatal (MONTO, 2002).

A influenza ocasiona epidemias anuais, principalmente durante o periodo de inverno
e € um grave problema de satde publica devido, principalmente, a alta morbidade, com
diminui¢do da produtividade gerando consequentes perdas econdmicas (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009a). Estima-se que, anualmente, cerca de 10% da
populacdo mundial apresente um episédio de Influenza (NETO et al., 2003), sendo a
doencga responsavel, portanto, por 3 a 5 milhdes de casos e pela morte de 250.000 a

500.000 pessoas no mundo todo (WHO, 2003).

1.1 Historico

A sindrome gripal é descrita em seres humanos desde épocas antigas e é conhecida
por ocasionar surtos desde 2000 a.C (NETO, 2001). Existem poucos relatos sobre
epidemias de influenza na literatura antiga e estudiosos t€m tentado identifica-las durante o
periodo da histdria antiga. A primeira descricdo cientifica sobre a doenca, foi feita por
Hipdcrates, médico e filésofo grego, em 412 a.C., que relatou a presenca de uma doenca
respiratéria aguda que acometeu o exército ateniense e desapareceu subseqiientemente. O
primeiro relato oficial de uma epidemia, na qual os sintomas foram, provavelmente,
provocados pelos virus Influenza, ocorreu em 1173 d.C. (POTTER, 2001).

Em 1580 houve o primeiro de relato de uma epidemia de doenca respiratéria aguda
que apresentou as caracteristicas tipicas de propagagdo intercontinental, ou seja, de uma
pandemia. Essa epidemia teve origem no continente asidtico durante o verdo de 1580 e
alastrou-se para Africa, Europa e mais dois pafses da Asia (PYLE, 1986). Toda a Europa
foi atingida em um periodo de 6 meses, sendo também disseminada para a América. Mais
de 8000 6bitos foram declarados em Roma e algumas cidades espanholas foram dizimadas
(BEVERIDGE, 1991). O nome Influenza surgiu na Itdlia, nesse mesmo ano, para

descrever que os aspectos clinicos de febre, de tosse e de calafrio da epidemia seriam



decorrentes de “influéncias planetarias” (MURPHY e WEBSTER, 1996; TALAVERA,
1999; VALDEZ, 2002).

Durante a Idade Média, nos séculos XIV e XV, sete epidemias foram relatadas, e
o primeiro relato no continente americano ocorreu em Texcoco, no México (VALDEZ,
2002). Na idade Moderna, andlises de episodios de surtos de influenza possibilitaram o
conhecimento do seu comportamento ciclico e 3 grandes epidemias foram relatadas
(FORLEO NETO, 2001). A maior de todas teve inicio na Rissia em 1729, e disseminou-se
por toda a Europa em 6 meses (PYLE, 1986).

Na Idade Contempordnea, nos anos de 1781 a 1782, 30 mil pessoas foram
infectadas em uma pandemia, que teve inicio na China e disseminou-se pela Europa em 8
meses, totalizando mais de 10 milhGes de pessoas infectadas. Relatos da época
descreveram que o publico mais afetado consistiu de jovens adultos. Embora hajam
numerosos episddios relacionados a doenca no decorrer dos séculos, somente em 1933,

durante uma epidemia na Inglaterra, o virus foi isolado (POTTER, 2001).

1.2 Classificacao e hospedeiros

A gripe € causada pelos virus Influenza, que pertencem a familia Orthomyxoviridae,
constituida de cinco géneros: Influenzavirus A (I1A), Influenzavirus B (IB), Influenzavirus
C (IC), Thogotovirus e Isavirus sendo que desses, somente os Influenzavirus apresentam
relevancia clinica em humanos, e apenas os Influenzaviurs A e B sdo reconhecidos por
causar epidemias (KAWAOKA et al., 2005).

O sistema de nomenclatura da Organizacio Mundial da Saide (OMS) inclui o
género, hospedeiro de origem (com excecdo de hospedeiro humano), a localiza¢dao
geogrifica, o numero do isolado, e o ano de isolamento. A descricdo antigénica da
hemaglutinina e neuraminidase € dada entre parénteses, somente para o Influenzavirus A
(WHO, 2009a). Apenas um tipo de hemaglutinina € um de neraminidase sdo conhecidos
para Influenza B (PALESE e SHAW, 2007).

Os Influenzavirus A sdo classificados de acordo com as caracteristicas antigénicas
das proteinas Hemaglutinina (16 tipos) e Neuraminidase (9 tipos) (FOUCHER et al.,

2005). Os virus Influenza apresentam um amplo espectro de hospedeiros incluindo seres



humanos, porcos, cavalos, mamiferos silvestres e aves (OLSEN et al., 2006). Todos os
subtipos de HA e NA sdo encontrados em aves aqudticas e ndo causam doenga
aparente (PEIRIS et al., 2007). Estudos filogenéticos mostram que os subtipos da NA e da
HA sao mantidos em aves e isso reintera a hipotese de que todos os virus Influenza A sdo

origindrios das aves (WRIGHT; NEUMANN; KAWAOKA, 2007).
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Figura 1 - Espectro de hospedeiros do virus Influenza A. As aves selvagens aqudticas sdo
os principais reservatérios de virus influenza A. A transmissdo tem sido relatada a
partir de aves aquadticas selvagens para aves domésticas, mamiferos marinhos, porcos,
cavalos e para seres humanos, bem como entre porcos e humanos, aves para seres

humanos e, recentemente, foi relatada a transmissao da influenza eqiiina para caes
Fonte: FIELDS (2007)

Os virus de Influenza A podem infectar uma enorme variedade de espécies de aves
aqudticas e migratdrias, sendo estas, consideradas reservatério natural dos virus Influenza
A (BOYCE, 2009; MUNSTER et al., 2007; OLSEN et al., 2006). Entre essas populagdes,
a transmissdo faz-se por via fecal-oral (BOYCE et al., 2009; OLSEN et al., 2006),
mecanismo esse extremamente eficaz devido a intensa excrecdo do virus nas fezes
(BROWN et al., 2009). Essas aves apresentam comumente infec¢des inaparentes, causadas

por um ou mais subtipos simultaneamente, podendo eliminar virus por longos periodos

(OLIVEIRA Jr. et al., 2001). Os virus sdo introduzidos nas populacdes de aves domésticas



através do contato direto com aves migratérias infectadas, ou indiretamente, por
contaminacio do alimento ou da d4gua (ALEXANDER, 2007).

Alguns virus da gripe avidria de baixa patogenicidade, do subtipo H1 ou H3, t€ém
sido isolados ocasionalmente nos suinos, mas apenas trés subtipos de virus Influenza A
(HIN1, H3N2 e HIN2) sdo endemicos de suinos, sendo transmitidos entre os animais
através de aerossois e secregdes respiratorias. A maior parte dos virus Influenza A dos
suinos sdo virus recombinantes, contendo genes de origem Humana, Avidria e Suina (VAN
REETH, 2007). Os suinos funcionariam como hospedeiros intermedidrios na transmissao
do virus a0 Homem e sdo pegas-chave para o surgimento de um estirpe recombinante com
potencial pandémico (BOYCE et al., 2009)

Apenas dois subtipos de Influenza A (H7N7 e H3NS8) circulam na populagio
equina, formando duas linhagens filogenéticas distintas (WRIGHT et al., 2007). Também
foram detectados virus Influenza A felideos domésticos (THIRY et al., 2007) e selvagens

(KEAWCHAROEN et al., 2004).

1.3 Estrutura e Organizaciao Gendmica

Os virus Influenza sdo pleomorficos, as particulas virais, quando adaptadas em
culturas celulares, geralmente sdo esféricas, apresentando um didmetro de 80-120 nm. O
capsideo apresenta simetria helicoidal e é englobado por uma dupla camada lipidica,
derivada da membrana plasmatica da célula hospedeira. As particulas dos virus Influenza
se caracterizam pela presenca de espiculas, formadas pelas proteinas Neuraminidase e
Hemaglutinina, que apresentam comprimentos de 10 a 14 nm, com uma propor¢ao
aproximada de quatro HAs para uma NA (CHU et al.,, 1949). Nessa membrana estd
também inserida a proteina M2 (SCHANELL e CHOU, 2008). A proteina da Matriz (M1)
encontra-se logo abaixo do envelope e no seu interior estd o complexo ribonucleoproteina
(RNP), formado pelos segmentos de RNA envolvidos independentemente pela
nucleoproteina (NP) e pelas trés polimerases: Polimerase basica 1 (PB1), Polimerase
basica 2 (PB2) e Polimerase dcida (PA), que sdo responsdveis pela transcri¢do e replicagao
do RNA (MURPHY e WEBSTER, 1996; NEUMANN et al., 2000, BOUVIER; PALESE,
2008) (Figuras 2 e 3).



Figura 2 - Diagrama da particula do virus Influenza A. A Hemaglutinina, a Neuraminidase
e a proteina da Matriz M2, sdo inseridas ao envelope lipidico. A Matriz (M1)
encontra-se subjacente ao envelope e a proteina nio estrutural NS2 (NEP),
também encontra-se associada ao virus. Os segmentos de RNA viral sao
revestidos com a nucleoproteina e estdo vinculados ao complexo das
polimerases.

Fonte: FIELDS (2007)

Figura 3 - Complexo Ribonucléico dos virus Influenza. Os segmentos do genoma sio
englobados pela Nucleoproteina ligada ao RNA. Cada Conplexo ribonuocleico
contém trés polipeptideos (PA, PB1 e PB2).

Fonte: DIGARD (2002)



O genoma € segmentado, composto por ssRNA (fita tnica), com polaridade negativa. Os
Virus A e B apresentam 8 segmentos, que codificam 11 proteinas (CHEN et al., 2001;
PORTELA e DIGARD, 2002; PALESE e SHAW, 2006) e o virus C apresenta 7 segmentos,
que codificam 9 proteinas (NEUMANN et al., 2000; KENDAL et al.,, 1985). Cada
segmento possui regides ndo codificadoras localizadas nas extremidades 3’ e 5’ que
flanqueiam as regides codificadoras. No geral essas extremidades sdo conservadas em
todos os segmentos dos virus Influenza (JAWETZ et al., 2000). O trés primeiros
segmentos dos Infuenzavirus A e B codificam as polimerases, o quarto codifica a HA,
quinto a NP, o sexto a NA, o sétimo codifica a M1 e a M2 e oitavo as proteinas NEP e NS2
(Tabela 1, Figura 4). Os Influenzavirus C possuem um segmento a menos, que corresponde

ao gene NA.

Tabela 1 - Organizacdo Gendmica dos Virus Influenza.

Segmento Tamanho* Polipeptidios Codificados
RNAviral RNAm Influenza A Influenza B Influenza C

1 2341 2320 PB2 PB1 P1
2 2341 2320 PBI1, PB1-F2 PB2 P2
3 2233 2210 PA PA P3
4 1778 1756 HA HA HEF
5 1565 1539 NP NP NP
6 1413 1391 NA NA, NB M1, CM2
7 1027 1004, 314, 275 M1, M2 M1, BM2 NS1, NS2
8 890 868, 396 NS1, NS2 NS1, NS2 -

* O Tamanho dos RNAs € baseado em sequéncias do Virus Influenza A, podendo variar
entre 0s outros tipos e subtipos, especialmente os segmentos 4, 6 e 8. (Fonte: Fields, 2007)
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Figura 4 - Estrutura do genoma dos virus Influenza A, usando como modelo o virus influenza
A/PuertoRico/8/34. Sdo mostrados os oito segmentos do RNA e as proteinas
codificados por cada um deles. O segmento PB1 contém uma segunda ORF que
resulta na proteina PB1-F2. A M2 e a NS2 (NEP) sdo codificadas pelo RNAm e
os introns estao indicados pelas linhas em forma de V.

Fonte: FIELDS (2007)

A proteina Polimerase Basica 2 (PB2), com peso molecular de 87 KDa, formada por
759 residuos de aminodcidos, € codificada pelo primeiro segmento do virus, com 2341
nucleotideos (PALESE e SHAW, 2007). A PB2 estd envolvida na replicacdo viral
(GASTAMINZA et al., 2003) e € responsdvel pela ligacdo do cap nas moléculas de pré-
RNAm (BLAAS et al., 1982). O sitio onde € estabelecida essa ligacdo ainda ndo foi
totalmente esclarecido, sendo, no entanto, descrito o envolvimento dos aminoacidos 533 a
564 (LI et al., 2001) e de outros dois dominios, compreendendo os residuos 242 a 282 e
538 a 577 (HONDA et al., 1999). A forma com que o complexo da polimerase muda para
adaptar-se a novos hospedeiros nao é bem definida. No entanto, diversos autores relataram
que a alteracdo de um tunico aminodcido da PB2 pode estar relacionada a adaptacdo de
virus avidrios aos mamiferos, como verificada em um caso fatal de infec¢dao pelo H7N7 em
humanos em 2003 na Holanda e em recentes casos isolados de HSN1 humano no Vietnd e

Tailandia (FOUCHIER et al., 2004; NAFFAKH et al., 2000; SHINYA et al., 2004;



TAUBENBERGER et al., 2005). Dessa maneira, a habilidade de se replicar em células de
mamiferos foi relacionada ao aminodcido presente na posicdo 627 do gene (WRIGHT;
NEUMANN; KAWAOKA, 2007).

A proteina Polimerase bésica 1 (PB1), com peso molecular de 96 KDa formada
por 757 aminoécidos € codificada pelo segmento 2, que contém 2341 nucleotideos (LAMB
e CHOPPIN, 1976). A PB1 tem a funcdo de adicionar os nucleotideos durante o
alongamento do RNA. Ela apresenta regides conservadas caracteristicas da RNA-
polimerase/RNA-dependente (BISWAS e NAYAK, 1994) e também € responsdvel pela
ligacdo nas extremidades terminais do RNA viral (RNAv) e do RNA complementar
(RNAC) para iniciar a transcri¢do e a replicacdo, respectivamente (GONZALEZ e ORTIN,
1999; LI et al., 2001).

Um peptideo adicional, denominado PBI1-F2, contendo 87 aminodcidos €
encontrado na maioria dos virus Influenza A. Esse peptideo parece causar alteracdes
morfoldgicas e destruicio da membrana mitocondrial da célula hospedeira, provocando a
morte celular (CHEN et al., 2001). A proteina PB1-F2 apresenta diferentes comprimentos,
sequencias de aminodcidos, localizacdo celular e fungdes que sdo caracteristicas de cada
cepa, estando relacionadas com a eficiéncia da replicacdo do virus e, podem ou nio,
influenciar na sua patogenicidade (CHEN et al., 2010; McAULEY et al., 2010)

O terceiro segmento dos virus Influenza, que possue 2233 nt, codifica a terceira
Polimerase do virus, a Polimerase 4cida (PA), com peso molecular 85 KDa e 716 aa
(PALESE e SHAW, 2007). Nenhuma funcao especifica tem sido atribuida a proteina PA,
mas a ocorréncia de mutagdes que afetam tanto o mecanismo de transcricdo quanto o de
replicacdo tém sido descritas, indicando que essa proteina possui um papel em ambos os
processos (FODOR et al., 2002; SONG et al., 2010; WANITCHANG et al., 2011).
Existem fortes evidéncias que também relacionaram esta proteina ao aumento da viruléncia
das cepas de H5N1 em patos (SONG et al., 2010).

A nucleoproteina (NP) € a maior proteina estrutural, com peso molecular de 56
KDa, e 498 aa, € rica no aminodcido arginina, e é codificada pelo quinto segmento (1565
nt) (PALESE e SHAW, 2007). A NP tem muitas funcdes diferentes e pode interagir com
uma variedade de protefnas virais e celulares (PORTELA e DIGARD, 2002) E o principal

alvo de reacdo cruzada dos linfécitos T citotoxicos gerados apds infeccdo por todos os



subtipos de influenza (YEWDELL e HACKETT, 1989). Em conjunto com a RNA-
Polimerase/RNA-Dependente atua na transcri¢do e replicacdo do genoma viral (JACKSON
et al., 1982). As diferencas na composicdo antigénica da NP permitem a classificacdo nos

trés géneros: Influenzavirus A, B e C (MARTINS, 2001).

O sétimo segmento do virus Influenza A codifica duas proteinas, a Matriz protéica
M1 e a Matriz M2. A proteina da matriz M1 e a proteina de membrana M2 possuem 252 aa e
97 aa respectivamente (LAMB et al., 1994). Os genes das proteinas M1 e M2 sdo
codificados por quadros de leitura sobrepostos, no mesmo segmento, € sofrem pressoes
seletivas diferentes. Para a proteina M1, 96% das mudancas sdo silenciosas, em contraste
com apenas 66% para a proteina M2 (WEBSTER et al., 1992; STOUFFER et al., 2008).

A M1 € a proteina mais abundante no virion e encontra-se logo abaixo do envelope
lipidico, fazendo o contato com as caudas citoplasmaticas das glicoproteinas e com as RNPs,
formando uma ponte entre os componentes do interior do virus e as proteinas de membrana
(NAYAK et al., 2004; SCHMITT e LAMB, 2005). A M1 esta envolvida diretamente com a
exportacdo nuclear das RNPs (CROS e PALESE, 2003). A interacdo da M1 com dominios
das proteinas HA, NA e M2 sinaliza o processo de brotamento do virus (HILLEMAN,
2002).

A M2 € uma proteina transmembrana expressa em larga escala na superficie do virus
formando canais 10nicos que facilitam a passagem de ions de sddio através das membranas das
células (SCHROEDER et al., 1994). Acredita-se que o principal papel da M2 é conduzir
protons do endossomo acidificado para o interior do virus, facilitando a dissociagdo do
complexo RNP do restante dos componentes virais, finalizando, assim, o processo de
desnudamento durante a replicacdo viral (HAY, 1992). Também tem a fun¢do de equilibrar o
pH na membrana do complexo de golgi das células infectadas durante o processo de
maturagdo viral (PIELAK et al.,, 2011). As proteinas M1 e M2 estdo aparentemente
envolvidas na modulacdo entre a morfologia da particula, de esférica para filamentosa
(BAEK et al., 2009).

As proteinas NA e M2 sdo essenciais para a replicacio do virus, além de serem os
principais alvos para a acdo das drogas anti-virais.
O Oitavo segmento, formado de 890 nt, codifica as proteinas NS1 e NS2, duas

proteinas ndo estruturais. Dependendo do tipo de virus, a proteina NS1 € formada por de



202 a 238 aminodcidos. A NS1 € uma proteina dimera, nuclear, altamente expressa em
células infectadas (HATADA e FUKUDA, 1992; NEMEROFF et al., 1995), que esta
associada ao processo de traducio do RNAm (EGOROV et al, 1998), inibindo a
exportacdo nuclear do RNAm (KAWAOKA et al., 1998). A NS2, também conhecida
como NEP (nuclear export protein), estd envolvida no direcionamento da exportagdao
nuclear das RNPs para o citoplasma, juntamente com a M1 (CROS e PALESE, 2003).

A hemaglutinina (HA) € a maior glicoproteina de superficie e € codificada pelo
quarto segmento. Essa proteina apresenta importancia fundamental na interacdo do virion
com a célula hospedeira e recebeu esse nome por sua capacidade de aglutinar eritrocitos
(HIRST, 1942).

A protefna € responsdvel pela adsor¢do do virus aos receptores de acido sidlico,
presentes na superficie celular, através da porcdo HAI e pela fusdo da particula viral
endocitada com a membrana endossomal que permite seu acesso ao citoplasma (MAGNER
et al., 2000; MURPHY e WEBSTER, 2001).

E sintetizada inicialmente como o precursor denominado Hy, formado por 562 a 566
residuos de aminodcidos. Apos a tradugdo do precursor, ocorre o processamento da proteina
que envolve mecanismos de glicosilac¢do, adi¢do de dcidos graxos e clivagem proteolitica,
que sdo essenciais para a fun¢do da molécula. Essa clivagem resulta em duas subunidades,
HA1 (PM = 47.000) e HA2 (PM = 29.00) que permanecem unidas por ligagdes dissulfeto
(HULSE et al., 2004; LEE e CHEN, 2004; SAKALI et al., 2002). A subunidade HA1, com
319 a 326 aminodcidos, corresponde a por¢do animoterminal da proteina e se encontra
externamente a membrana lipidica e a subunidade HA2, com 221 a 222 aminodcidos,
permanece ancorada na membrana lipidica. Dependendo do subtipo da hemaglutinina, o
nimero de residuos de aminoacidos perdidos durante a clivagem proteolitica pode variar de 1
a6 (LEE e CHEN, 2004; MURPHY e WEBSTER, 2001). A Hemaglutinina de virus de alta
patogenicidade, HS e H7, contém multiplos aminodcidos bdsicos nos sitios de clivagem
(WRIGHT; NEUMANN; KAWAOKA, 2007).

A andlises de variantes de influenza A revelaram a presenca sitios antigénicos,
envolvidos na neutraliza¢do viral pelos anticorpos. Estes sitios estdo presentes na parte
globular da proteina que corresponde a subunidade HA1 da hemaglutinina. Para o subtipo

H3 os sitios foram nomeados pelas letras A até E e para o H1 os sitios foram denominados



Cal, Ca2, Cb, Sa e Sb (SKEHEL e WILEY, 2000; MURPHY e WEBSTER, 2001). Essas
regides sdo passiveis de sofrer mutagdes e por essa razdo sdo as regides de maior
variabilidade da HA. Alteragdes em um dos sitios antigé€nicos ou em regides proximas a
eles, especialmente nos sitios A e B, sdo suficientes para determinar uma variagdo
antigénica (WILEY; WILSON; SKEHEL, 1981) (Figura 5). Os demais sitios de HA1 sdo
mais conservados, condicdo necessdria para manter a estrutura e fun¢do da molécula

(MURPHY e WEBSTER, 2001; WILEY et al., 1981).
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Figura S - A: Estrutura molecular da hemaglutinina. A. Virus da gripe Espanhola (HINT1), de
1918. Estdo indicados os cinco sitios antigénicos (Ca2, Sb, Sa, CA1 e Cb) que
cercam os receptores de ligacdo dos 4cidos sidlicos. Proximo a membrana estd
indicado o peptideo de fusdo, e acima as hélices A e B. B. Virus de Influenza A
subtipo H3N2. Estao indicados os 5 sitios antigénicos (A a E) que cercam os
receptores de ligacdo aos dcidos sidlicos. Proximo & membrana estd indicado o
peptideo de fusdo
Fonte: FIELDS (2007)

A neuraminidase (NA), segunda maior glicoproteina de superficie dos Influenzavirus A,
codificada pelo sexto segmento, é um tetramero com formato de cogumelo. Ela é formada por
um polipeptideo de 469 residuos de aminodcidos e a por¢do N-terminal se encontra voltada

para o interior do virus caracterizando-a como uma proteina de membrana integral tipo II



(LAVER, 2002; XU et al., 1996).

A NA ¢ responsavel pela clivagem do 4cido sidlico dos receptores celulares, sendo de
extrema importancia para a infec¢do viral, pois permite que os novos virus formados sejam
liberados e consigam infectar novas células (MOSCONA, 2005). A NA também previne que
os novos virions formados liguem-se uns aos outros, assegurando que os virus nio se
agreguem (COLMAN, 1999; ENGLUND, 2002; GUBAREVA et al., 2000; STIVER, 2003).

Os sitios antigénicos desta proteina foram mapeados pela selecdo de variantes pelo
uso de anticorpos monoclonais. Analisando amostras de Influenzavirus A durante um
periodo de 10 anos. Webster et al. (1980) definiram quatro regides antigénicas diferentes,
sendo que a regido 1, sitio ativo, apresenta-se conservada entre as cepas de Influenzavirus A
e B, enquanto as demais (2, 3 e 4) apresentaram variagdes antigénicas ao longo dos anos. A
frequéncia de substitui¢des de nucleotideos para o gene inteiro é estimada em 2.28 x 107
/sitios/ano, com 42% de mutagdes ndo silenciosas € 35% dessas substituicdes localizadas
em importantes epitopos da proteina (XU et al., 1996). Como a HA, as moléculas de NA sao
imunogénicas e variantes sao selecionadas na natureza, sendo que a protecdo contra os virus
Influenza estd intimamente relacionada aos niveis de anticorpos anti-HA e anti-NA

(KILBOURNE et al., 2004).
1.4 Ciclo replicativo

O processo de replicacdo dos virus Influenza envolve vdrias etapas: em primeiro
lugar, a ligagdo do virus com a célula hospedeira, em seguida a producio de cépias do RNA
e a de proteinas e, finalmente, a montagem e saida da célula (BOUVIER e PALESE, 2008).

A ligagdo do virus com a célula ocorre devido a interagdo da Hemaglutinina aos
acidos sidlicos presentes na superficie das células hospedeiras. As hemaglutininas dos virus
influenza que se replicam em diferentes espécies apresentam diferente especificidade com o
acido sidlico, dependendo do tipo de ligacdo dos mesmos com a galactose. Os virus
influenza humanos ligam-se, preferencialmente, aos receptores presentes no acido N-
acetilneuraminico ligado a pendltima galactose por meio da ligacdo o 2,6 (o carbono 6 da
galactose liga-se ao carbono 2 do 4cido sidlico), enquanto que os virus influenza avidrios,

tem maior afinidade pelos 4cidos sidlicos que fazem a ligacao a 2,3 (IBRICEVIC et al.,



2006; NICHOLLS et al., 2007; SHINYA et al., 2006). Ambos os receptores estdo presentes
em porcos. A especificidade da hemaglutinina pelos difererntes receptores estd relacionada
a presenca de aminodcidos especificos no local de ligacdo. A presenca de glutamina na
posicdo 226 da hemaglutinina, subtipo H3, acomoda preferencialmente acido sidlico de
ligacdo 2,3, enquanto que a presenca de Leucina acomoda preferencialmente o dcido de

ligagdo 2,6 (SHAW e PALESE, 2007).

Ap6s a ligagdo da HA com os dcidos sidlicos, o virus entra na célula por endocitose.
A endocitose, mediada pela clatrina (proteina que forma vesiculas), tradicionalmente tem

sido o modelo para a entrada do virus da gripe (SHAW e PALESE, 2007).

O endossoma € entdo acidificado, até pH 5,0, provocando a clivagem da HA em
dois polipeptideos HA1 e HA2 (SKEHEL e WILEY, 2000; STEGMANN, 2000). Uma vez
no ambiente dcido do endossomo, a molécula de HA clivada sofre uma mudanga
conformacional que expde o peptideo de fusdo na extremidade N-terminal da subunidade
HA2, permitindo que ele interaja com a membrana do endossomo (SHAW e PALESE,
2007).

Ap6s a fusdo da HA com a membrana do endossomo, simultaneamente, na presenca
da proteina M2, ocorre uma acidificagdo que ativa canais i0nicos que permitem a entrada
de fons H+ do endossomo para a particula do virus, resultando na liberacdo da RNP livre da
proteina M1 (SHAW e PALESE, 2007). Durante a infec¢ao, a dissociagcdo da M1 do RNP é
necessdria para a entrada no citoplasma da célula hospedeira (BUI et al., 1996).

No ciclo replicativo do virus da gripe a transcricdo ocorre no nucleo. Apds
liberadas, as RNPs migram para o nicleo (O'NEILL et al., 1995) pelos poros nucleares por
um processo ativo envolvendo o Sinal de Localizagdo Nulear, presentes nas RNPS,
principalmente na nucleoproteina, e a maquinaria de importagdo do nucleo (CROS e
PALESE, 2003).

No nicleo da célula, a polimerase do virus inicia a transcricdido do RNAm. A
replicag@o ocorre em duas etapas. Primeiramente € feita uma copia positiva complementar,
que serd posteriormente usada como molde para a sintese do RNA gendmico. Nesse

processo, todas as reacdes sdo catalisadas pelo complexo de polimerases, que apresentam



funcdes distintas e sdo empregadas em diferentes passos (FODOR e BROWNLEE, 2002;
NEUMANN et al., 2004; PORTELA e DIGARD, 2002).

Ap6s o processo de replicagdo, o RNA € exportado para o citoplasma, com a ajuda
da M1 e da NEP (CHEN e KRUG, 2002), onde sera traduzido. As proteinas de membrana
(HA, NA e M2) a Matriz M1 e as RNPS, sdo transportadas pelo complexo de golgi para o
local de montagem (KASH; GOODMAN; KATZE, 2006).

O ultimo passo na morfogénese viral envolve liberagdo do virus em meio extra-
celular. O brotamento ocorre na membrana plasmdtica e é fortemente dependente da

presenca de lipidios. (SUOMALAINEN, 2002) (Figura 6).
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1.5 Aspectos clinicos

Os sintomas da infec¢do por Influenza, mais freqiientemente associados, sdo febre
de 38 °C a 40 °C, com duragdo de aproximadamente 1 a 3 dias e pico nas primeiras 24
horas, dor de cabeca, dor de garganta, congestdo nasal, mialgia, anorexia e fadiga. Com
menor frequéncia podem ser observados, ndusea, dor abdominal, diarréia e fotofobia
(GAVIN e THOMSON, 2003).

Os virus replicam-se nas células epiteliais colunares do trato respiratério, misturam-
se as secrecOes respiratorias e sdo liberados pelo ato de espirrar, tossir ou falar
(HILLEMAN, 2002). A viremia ndo € usual em infec¢des por influenza. O virus € liberado
a partir da superficie apical da célula, que podem limitar a propagacdo sistémica, mas
podem facilitar o acimulo dos virus no limem do trato respiratdrio e facilitar a transmissao
para o proximo hospedeiro (WRIGTH; NEUMANN; KAWAOKA, 2007). Em aves
aqudticas a replicacdo ocorre no trato gastrointestinal, sendo o virus eliminado pelas fezes.

O periodo de incubagdo varia de 1 a 4 dias e a transmissao inicia-se 24 horas antes
do inicio dos sintomas, e prolonga-se até sete dias apds (KENDAL et al., 1985). Criancas
podem transmitir o virus por periodo mais prolongado que se estende até 10 dias apds o
inicio dos sintomas (RENNELS, 2002).

Doengas cronicas, como as cardiacas, pulmonares, diabetes, doenga renal, doencas
reumatologica e acidentes vasculares cerebrais, estdo entre os fatores de risco para
complicagdes da gripe e, independentemente da idade, a presenca de um fator de risco
pode gerar um aumento na possibilidade de hospitalizacdo e risco de morte (IZURIETA et
al., 2000). Outros grupos de risco para complicagdes clinicas ocasionadas pela gripe
incluem grdvidas e pacientes imunodeprimidos. Comparado com as mulheres ndo-
gravidas, mulheres grdvidas, especialmente durante o terceiro trimestre de gravidez,
apresentam mais eventos cardiopulmonares durante as epidemias de influenza (NEUZIL et
al., 1998).

Complicagdes resultantes de infec¢des por influenza envolvem diversos 6rgaos do
corpo. As mais sé€rias e freqiientes sdo as pulmonares, que podem ser de trés categorias:
pneumonia primdria por influenza, pneumonia secunddria bacteriana, e exacerbacdes de

doencas pulmonares cronicas (ROTHBERG et al., 2008). Em criangas, o virus influenza



pode provocar, além dos sintomas respiratorios, complicacdes como a otite média aguda
(HEIKKINEN, 2000).

As complicagdes neuroldgicas da gripe incluem encefalopatia (Sindrome de Reye),
encefalomielite, mielite transversal, meningite asséptica, distirbios neurolégicos focais e
sindrome de Guillain-Barré. O envolvimento do sistema nervoso é mais comum em

criangas (STUDAHL, 2003).

As manifestagdes clinicas das criancas infectadas pelo Influenza A (HIN1),
pandémico, foram semelhantes as verificadas na gripe sazonal, com a ocorréncia de febre,
tosse, rinorréia, vomito, inflamac@o da garganta, dor abdominal, chiado e, mais raramente,
alteracdes neuroldgicas e de comportamento, diarréia e mialgia. Os casos geralmente sdo
autolimitados, entretanto foram descritas complicagdes incluindo pneumonia levando a
insuficiéncia respiratéria, complicagdes neuroldgicas (como encefalopatias) e miocardite

(VERRASTRO et al., 2009; ZHENG et al., 2010).

1.6 Epidemiologia

A influenza ocorre de forma epidémica e ocasionalmente pandémica. Uma
pandemia ocorre quando um virus novo acomete a populacio, a qual ndo tem nenhuma
imunidade contra ele, resultando em severas e simultaneas epidemias envolvendo extensos
contingentes populacionais. As pandemias tém ocorrido de forma irregular, geralmente
com 30 a 40 anos de intervalo (COX e SUBBARAO, 2000).

As epidemias de influenza tendem a ser sazonais, com pico de incidéncia ocorrendo
geralmente nos meses de inverno em paises de clima temperado, tanto no Hemisfério
Norte, com surtos entre os meses de novembro e mar¢o, como no Hemisfério Sul, com pico
do més de maio a setembro (FINKELMAN et al., 2007). Por outro lado, nos paises de
clima tropical a atividade da influenza tende a ser mais esporddica, com a ocorréncia de
casos no decorrer do ano inteiro ou em pequenos surtos, esparsos e irregulares (LOWEN e
PALESE, 2007).

A transmissdo do virus pode ocorrer tanto via aerossol como por contato com

fomites contaminados e a eficiéncia de cada mecanismo esta relacionada a varios fatores,



dentre os quais as condi¢cdes ambientais, como temperatura e umidade (BRANKSTON et
al., 2007). Lowen et al. (2009) sugeriram que a transmissdo via aerossol pode ser
bloqueada com umidade relativa do ar em torno de 80% e temperatura em torno de 30 °C,
enquanto que a transmissd@do por contato ndo é afetada por esses fatores ambientais.
Portanto, a transmissdo direta de hospedeiro para hospedeiro, via aerossol, € mais eficiente
a 5 °C e com baixa umidade relativa em torno de 20 a 35%, condi¢des estas, verificadas
durante o inverno nos paises de clima temperado. Sendo assim, foi sugerido que a via
predominante de transmissdo em paises de clima tropical € por contado e em paises de
clima temperado € por aerossdis. Além disso, o clima pode influenciar a susceptibilidade do

hospedeiro e proporcionar a aglomeracao da populacao facilitando a disseminacdo do virus

(ALONSO et al., 2007; KAMPS et al., 2006; WRIGHT et al., 2007).

No Brasil, a circulagio ocorre de maneira similar a uma “onda” anual, com inicio da
circulagdo nas zonas equatoriais, estendendo-se progressivamente para as zonas tropicais e
subtropicais, com um intervalo de aproximadamente trés meses entre o pico das regides
Norte e Sul do pais (ALONSO et al., 2007).

As epidemias de influenza estdo associadas a altas taxas de hospitalizagdo e de
mortalidade em pacientes com insuficiéncia cardiaca, doenca pulmonar cronica, criancas
menores de 2 anos de idade e idosos. Em idosos a taxa de hospitalizagdo pode atingir de
1/270 em pacientes maiores de 65 anos de idade comparado com 1 a cada 2900 para
pessoas em idade de 44 anos (CHIEN e JOHNSON, 2000, GUAN et al., 2002; CHIEN,
2002) e a taxa de hospitalizacdo em criancas menores, higidas, com idade inferior a 1 ano,
¢ semelhante aos idosos e adultos portadores de doengas cronicas (Figura 7) (MUNOZ,

2003).
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Figura 7 - Influéncia dos virus Influenza nas taxa de hospitalizacdo por 10.000
habitantes, por faixa etdria.
Fonte: NEUZIL et al. (2002)

As variacdes antigénicas do virus Influenza ocorrem por dois mecanismos
denominadas drift e shift antigénicos:

Os drifts antigénicos sdo mudancas menores que ocorrem pelo actimulo de
mutacdes pontuais, principalmente nos genes da HA e/ou NA, resultando em substituicdes
de aminodcidos e permitindo, muitas vezes, o escape de anticorpos neutralizantes.

Os shifts antigénicos sdo mudangas maiores, especificas para o virus Influenza A,
no qual ocorrem rearranjos entre os segmentos do genoma viral de dois ou mais virus que
infectam uma mesma célula. Esse mecanismo pode gerar um virus novo, facilmente
disseminado pela populacdo que ainda ndo apresenta imunidade, atingindo uma grande
regido geografica, como por exemplo, um continente, ou até mesmo todo o planeta,
ocasionando as pandemias (TONIOLLO NETO et al., 2003), bem como ocorrer entre as
cepas sazonais circulantes, sem grande impacto epidemioldgico. HOLMES e
colaboradores, 2005, em um estudo realizado com 413 seqii€éncias completas do genoma
do virus Influenza A, durante 7 anos consecutivos, encontraram 14 eventos de rearranjo
entre as proteinas HA e NA e proteinas internas do virus, que ndo causaram, porém,
impacto epidemioldgico pois os rearranjos ocorreram em virus adaptados a circulacdo em
humanos, subtipos HIN1 e H3N2. Esses estudos comprovam a importancia de obter
métodos mais sofisticados para a andlise dos rearranjos em todos os segmentos do virus

Influenza (MACKEN et al., 2006).



Nos séculos XIX e XX ocorreram 5 pandemias. A pandemia de 1830, que teve
inicio no inverno deste ano na China, espalhou-se pelo mar até Filipinas, India, Indonésia e
em toda a Russia e Europa, atingindo a América do Norte, retornando para a Europa em
1831. Em termos de gravidade, compara-se a pandemia de 1918, a maior e mais grave
descrita até o momento (POTTER, 2001). Ainda no Século XIX, em 1889, ocorreu a
primeira pandemia verdadeiramente global, com inicio na Russia, se espalhando para
Africa, Américas, China, India, Austrdlia e Nova Zelandia, totalizando aproximadamente
300 mil mortos (FORLEO NETO, 2001)

Um dos eventos médicos mais dramaticos da histéria, sendo considerado o maior
holocausto médico, foi a pandemia de gripe de 1918 (POTTER, 2001). A gripe espanhola,
como foi nomeada, foi ocasionada pela transmissdo direta do virus HIN1 para humanos
(TAUBENBERGER et al.,, 2005). Manifestando-se em trés ondas, essa pandemia
espalhou-se rapidamente pelo mundo, infectando cerca de 50% da popula¢ao mundial, com
a manifestacdo dos sintomas em 25%. Embora os dados ndo sejam precisos, a mortalidade
descrita foi superior a 20 milhdes de pessoas (GHENDON, 1994). Estima-se que somente
na cidade de Sao Paulo, a Gripe Espanhola infectou mais de 350 mil pessoas deixando
6891 mortos, a maioria em criangas menores de 4 anos, com 40,75% dos 6bitos, 5,73% a
mais do que entre as pessoas de 20 a 44 anos (BERTOLLI FILHO, 1989).

Em fevereiro de 1957, na China, teve inicio a circulagdo de um novo subtipo do
virus Influenza A, H2N2, denominada Gripe Asidtica. Em 6 meses, essa epidemia alastrou-
se para Cingapura, Taiwan e Japao depois para o resto do mundo, ocasionando a segunda
pandemia do século XX. Mais de 40% da populacdo foi infectada, mais de 25%
apresentaram sintomas clinicos e foi relatado um total de 1 milhdo de mortes (FORLEO
NETO, 2001). Esse subtipo foi gerado pela incorporacdo dos genes codificadores da HA,
NA e PB1 de virus aviarios nos virus humanos circulantes (WEBSTER et al., 1992).

Finalmente, em 1968, tivemos a udltima grande pandemia do século ocasionada
pelo subtipo H3N2, formado pela incorporagdo dos genes HA e PB1 do virus avidrio em
virus humanos circulantes (TAUBENBERGER et al., 2005). Essa gripe, denominada de
Hong Kong, teve inicio em julho na China e somente nessa regido, a nova variante do virus
Influenza A (H3N2), provocou 500 mil casos disseminando-se a seguir para Hong Kong e

depois para o resto do mundo (FORLEO NETO, 2001).



No ano de 1977 houve o ressurgimento da linhagem HINI1 (gripe Russa) que
apresentou mais de 50% dos casos em pessoas menores de 25 anos, sugerindo que
individuos mais velhos estavam protegidos pela imunidade pré-existente (MURPHY e
WEBSTER, 1996). A gripe teve inicio em 3 provincias chinesas e delas ocorreu a
disseminacdo para os outros paises. Em oito meses o subtipo j4 havia alcancado a América
do Norte e em um ano a América do Sul (NETO, 2001). Desde essa época, os subtipos
H3N2 e HINI vem circulando concomitantemente na populagdo humana (KENDAL et al.,
1985).

Em 1997, o subtipo HS5N1 foi descrito em episodio fatal de influenza em uma
crianca com faringite, tosse seca e febre, sendo a seguir relatados 18 casos com 6 6bitos.
Essa estirpe apresentava multiplos aminodcidos basicos no sitio de clivagem da HA, carater
associado a alta patogenicidade em galinhas (SUBBARAO et al.,, 1998). O virus foi
transmitido de aves migratorias, patos, para aves domésticas e, posteriormente, a0 homem
tornando-se altamente patogénicos e causando uma grave epidemia na Asia entre os anos
de 2003 e 2005 (PUZELLI et al., 2005; UNGCHUSAK et al., 2005). Desde o inicio da
epidemia, correram um total de 518 casos com 306 mortes, sendo os paises que registraram
o maior nimero de casos o Egito (121 casos confirmados e 40 mortes) e a Indonesia (171
casos e 141 mortes) (WHO, 2010f). Atualmente essa epidemia apresenta circulacio restrita
a Camboja, Indonésia, China, Vietnan e Egito, paises nos quais o virus ainda circula em
aves dométicas. Nao ha evidéncia de transmissio sustentada entre humanos (WHO, 2010d)

Em marco/abril de 2009, virus de Influenza A foram isolados de dois pacientes com
gripe no Estado da Califérnia, EUA, sem contato conhecido com suinos. Porém, nao foi
possivel subtipar os virus pelas metodologias rotineiramente utilizadas. Apds andlise do
genoma viral verifiou-se tratar-se de um novo virus, do subtipo HIN1, cuja origem seria de
suinos. Essa variante disseminou-se rapidamente pelo mundo e em junho de 2009 a OMS
elevou o nivel de alerta para 6, o que caracteriza uma pandemia (WHO, 2010d).

Dados epidemioldgicos indicam que a pandemia de Influenza A(H1N1) comecou na
cidade de La Gloria, no México, em meados de fevereiro de 2009, e em abril essa mesma
variante foi identificada no sul da Califérnia (WHO, 2009b). Ap6s o isolamento, verificou-
se que o virus apresentava os genes: PB1, PB2, HA, NP, NS e NP similares ao virus de

Influenza suino HIN1 norte americano e os genes NA e M mais intimamente relacionados



a linhagem suina na FEurdsia. A cepa suina da América do Norte havia sofrido,
anteriormente, uma tripla recombinag¢do entre proteinas PB1 e NA oriundas da cepa
humana H3N2, as proteinas PB2 e PA de uma cepa avidria e as proteinas HA, NP, M, NS
de uma cepa suina Norte Americana HIN1 (ZELL et al., 2009; DAWOOD et al., 2009)
(Figura 8).

Do inicio da pandemia até 6 de agosto de 2010, um total de 214 paises relataram
casos confirmados de Influenza A, HIN1 pandémico, incluindo 18.449 mortes (WHO,
2009b). A atividade do influenza, pandémico (HIN1) e sazonal (HIN1, H3N2 e B), em
todo o mundo, durante os meses de fevereiro e setembro de 2010, foi considerada baixa em
relacdo ao mesmo periodo de 2009. A circulagdo do Influenza A (HIN1) pandémico
decresceu durante esse periodo, levando a Organizacdo Mundial da Saude a decretar o fim
da pandemia em 10 de agosto de 2010.

A maioria dos pacientes afetados com a Influenza A (HIN1) foi de adolescentes e
jovens adultos, com taxas elevadas de hospitalizacdo em criangas muito jovens. Em geral
7% a 10% dos pacientes infernados foram mulheres gravidas, no segundo ou terceiro
trismestre de gestacdo. As manifestacdes clinicas variaram desde infec¢do assintomaética até
doenca fatal grave, com exacerbagdo de outras doencgas e faléncia de multiplos 6rgaos. Dos
pacientes internados de 10% a 25% foram admitidos em UTIle 2% a 9% morreram.
(WHO, 2009b).

Os ultimos dados sobre a circulacio do virus influenza no Hemisfério Sul
demonstram haver uma variabilidade em diferentes regides, sendo o virus Influenza
A(HIN1) pandémico o predominante em paises como Austrdlia, Colombia e Nova
Zelandia, até o més de julho de 2010??. Enquanto que a Influenza sazonal (H3N2) e
Influenza B predominaram na Africa e América do Sul, além de ocorréncia de surto
localizado na China. Os casos confirmados de Influnza A (HINI1) sazonal foram
extremamente raros. No Hemisfério Norte a atividade da Influenza na Europa e América do
Norte foi baixa em relacdo a0 mesmo periodo do ano anterior. Por outro lado em paises
como India, Cambocha, China e Maldsia a epidemia no mesmo periodo foi mais
disseminada.

No Estado de Sdo Paulo (ESP), em 2009 foram confirmados 12.002 casos de

Influenza Pandé€mica com 578 O&bitos (56 Obitos em gestantes). Em 2010 foram



confirmados 89 casos e 15 6bitos (um 6bito em gestante) (SES, 2009). No Brasil, desde a
declaracdo de transmissdo sustentada do virus de Influenza A (HIN1) Pandémica, ocorrida
em 16 de julho de 2009, somente os casos de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG),
que sdo caracterizados por febre, tosse e dispnéia, sd@o de notificagdo compulséria imediata
(SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE, 2009).

Em 10 de agosto de 2010 a OMS declarou declarou que a Influenza A HINI
Pandémica passou para a fase pos — pandémica, o que significa dizer atividade da doenca
em niveis sazonais. No inicio de 2010 foi encontrado, pela primeira vez, um virus sazonal
que sofreu rearranjo com genes do HIN1 pandémico (VIJAYKRISHNA et al., 2010). Por
essa ocasido foi recomendadoo monitoramento continuo de doencas respiratrias e a
continuidade da vacina¢d@o para grupos de risco em pasises onde a vacina estiver disponivel
(PAHO, 2010). Somente no Brasil, a vacinacdo, utilizada como preven¢do durante a
pandemia de HINI, atingiu um total de aproximadamente 9.999.880 doses aplicadas

(PAHO, 2010).

Triplo rearranjo do HIN1 Casos de HIN1 humano
Humano com virus suino na California

1 Linhagem Norte Americana do HIN] suino clissico

s Linhagem aviaria Norte Americana

H3N2 Sazonal

Linhagem suina da Eurasia

Figura 8 - Esquema do genoma dos virus HINI suino e o virus HINI, pandémico. A
esquerda estd representada a cepa suina que sofreu triplo rearranjo (genes de virus
humano, suino e avidrio). A direita estd representada cepa de HIN1 pandémica,
isolada em 2009, que mostra o rearranjo do virus suino americano com virus de
linhagem suina da Eurdsia. As siglas Identificam seus genes: HA -
Hemaglutinina; M - Matriz, NA - Neuraminidase, NP - Nucleoproteina, NS —
proteina Nao Estrutural; PA, PB1 e PB2 — Complexo Polimerase.



1.7 Diagnostico Laboratorial

A diferenciacao das doengas provocadas pelo virus da influenza e aquelas atribuidas
a outros virus respiratérios € dificil, quando baseada somente em sintomatologia clinica. O
diagndstico laboratorial é importante no controle de propagacao do virus, além de permitir
a utilizacdo de terapia antiviral especifica e principalmente detectar os primeiros casos de
influenza pandémica (BESSELAAR et al., 2004; DWYER et al., 2006). Em adultos com
sindrome gripal cldssica, num periodo de epidemia, o diagnéstico clinico pode ter uma
acuricia de 60 a 70%. J4 em criancas e idosos, essa acurdcia tende a ser menor (LYNCH e
WALSH, 2007).

O diagnéstico de influenza é baseado na detec¢do do virus, por isolamento em
cultura de células ou ovos embrionados de galinha; na deteccdo dos antigenos virais, pela
reacdo de hemaglutina¢do e inibi¢do de hemaglutinacdo, imunofluorescéncia direta ou
indireta (IFI) ou ensaio imunoenzimdtico (EIA) utilizando anticorpos especificos; ou
através da deteccdo do acido nucléico viral pela RT-PCR. Para um diagndstico preciso a
qualidade das amostras clinicas € essencial, devendo ser colhidas no periodo de excre¢ao
maxima do virus, para evitar resultados falso negativos, que sdo verificados em todos os
métodos diagndsticos utilizados (LANDRY, 2011; DWYER et al., 2006).

O método laboratorial padrio para o diagndstico de Influenza é baseado no
isolamento do virus em cultura de células (HARMON, 1992). Este método, seguido da
deteccdo dos antigenos virais utilizando anticorpos especificos, € uma metodologia sensivel
e especifica, mas requer infra-estrutura e pessoal especializado, sendo também uma técnica
demorada [cerca de 10 dias] (MURPHY & WEBSTER, 1996). Porém, outros métodos de
deteccdo dos antigenos virais, diretamente das amostras clinicas, sdo utilizados: como
ensaios de imunofluorescéncia (IFA) e imunoenzimético (ELISA) e reacdo de
hemaglutinacio (HERRMANN et al., 2001). Esta dltima permite a deteccdo e tipagem
utilizando anticorpos especificos contra HA e NA (WRIGHT et al., 2001).

A reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) é um método alternativo, que permite a
deteccdo do 4cido nucléico viral, sendo mais rdpido e sensivel, que o método padrdao
(CHERIAN et al.,, 1994). A utilizacdo da reacdo em cadeia pela polimerase apds a

transcricdo reversa (RT-PCR) é descrita por vdrios autores para deteccdo, tipagem e



subtipagem dos virus Influenza (BESSELAAR et al., 2004; STOCKTON et al., 1998;
ELLIS et al., 1997). A multiplex PCR, com primers especificos para os genes da HA e/ou
NA, ¢é utilizada na deteccdo dos Influenzavirus A, B, C e na subtipagem do Influenzavirus
A (BESSELAAR et al., 2004; PONTORIERO et al., 2003; PODDAR et al., 2002; CHOI et
al., 2002; ELLIS et al., 1997). Atualmente, a Real-Time PCR ¢ a técnica molecular mais
aceita por apresentar maior rapidez, sensibilidade, reprodutibilidade e reducdo do risco de
contaminacdo (MACKAY et al., 2002).

Com o advento da pandemia recente de HIN1 grandes esfor¢os foram realizados no
sentido de se obter um diandstico rdpido, sensivel e especifico. O uso dos testes
antigénicos rapidos e a imunofluorescéncia mostraram ser menos sensiveis para a detec¢ao
do HINI pandémico em comparagdo com a influenza sazonal e, os resultados obtidos em
diferentes grupos de pacientes e locais, divergiram muito. Desta forma, os testes
moleculares ganharam espaco rapidamente, em um periodo curto de tempo, pois
apresentavam muitas vantagens, como: alta sensibilidade, reprodutibilidade, rapidez e
possibilidade de identificacdo do subtipo e verificacdo da carga viral (LANDRY et al.,
2011).

Os métodos moleculares tendem a substituir os métodos de detec¢ao do virus ou de
antigenos virais, principalmente para uma deteccdo rapida de virus pandémico, pois sdo
mais sensiveis e especificos. Entretanto, a alta variabilidade genética e antigénica do virus
pode afetar a perfomance do diagndstico por qualquer uma das metodologias descritas,
sendo necessdrio uma reavaliagdo anual do método. Sendo assim, o isolamento do virus
ainda € a metodologia largamente utilizada para monitorar os novos virus de influenza,
para o desenvolvimento das vacinas realizadas pela rede de monitoramento de Influenza da
Organizacao Mundial da Satde e para o monitoramento do apareciemento de virus com

resiténcia aos anti-virais especificos (LANDRY et al., 2011; DWYER et al., 2006).

1.8 Prevencao e tratamento

Nas ultimas décadas, a imunizagdo anual com vacinas inativadas contra o virus

influenza tem sido a principal medida para a profilaxia da gripe, com a consequente



reducdo das taxas de morbidade e mortalidade relacionadas a doenca (AMBROSCH e
FEDSON, 2000). Os tipos de vacina mais utilizadas sdo as vacinas sub-unitdrias, que
contém apenas as proteinas de superficie Hemaglutinina e Neuraminidase, e a vacina tipo
split, composta por virus inativados pela exposi¢do a detergentes e purificados de forma a
conter os antigenos de algumas proteinas do virus. Os dois tipos de vacina induzem
resposta imunoldgica semelhante (BEYER et al., 1998).

Desde 1977, trés cepas virais t€m sido utilizadas: duas do Influenzavirus A, subtipos
HINI e H3N2 e uma do Influenzavirus B (LEE e CHEN, 2004; ELLIS et al., 2003; WHO,
2009a). A recomendacdo das cepas do virus Influenza a serem incluidas na composicdo da
vacina, que serd administrada na proxima temporada de gripe, € feita, anualmente, de
acordo com os dados coletados ao redor do mundo por um comité especializado. A
eficiéncia da vacina estd intimamente relacionada a similaridade entre as cepas vacinais e
as cepas circulante na regido (CARRAT e FLAHAULT, 2007).

A recomendacdo para vacinag¢do de influenza sanozal € que seja administrada em
idosos, pessoas com deficiéncia cardiaca, doenga pulmonar e para imunodeprimidos. Para a
temporada de 2011, no hemisfério sul, as cepas escolhidas foram: A/California/7/2009
(HIN1) similar antigéncia e geneticamente ao HINI1 pandémico; A/Perth/16/2009
(H3N2)-like virus e B/Brisbane/60/2008-like virus (WHO, 2010g). Devido a baixa
circulagdo do HINT1 sazonal nao houve a recomendacio de sua utilizacdo na composi¢do da
vacina.

Uma nova vacinado contra o influenza A(H5N1) foi desenvolvida pelo CDC
(Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, EUA). As seqiiéncias da
Hemaglutinina (HA) e Neuraminidase (NA) da variante A/Egypt/2321-NAMRU3/2007,
amostra escolhida para ser usada para a confec¢do da vacina, estdo disponiveis para
consulta, no GenBank. Estudos sobre as propriedades antigénicas da vacina contra
A (H5N1) continuam em andamento ¢ a OMS tem acompanhado a evoluc¢do antigénica e
genética dos virus circulantes (WHO, 2009). A SAGE (The Strategic Advisory Group of
Experts) recomenda a utilizacdo da vacina contra Influenza A(H5N1) para pessoas que
podem ter contato com animais infectados durante periodo interpandémico e que, se
existirem riscos para alguma comunidade, a recomendagdo dessa vacina deverd ser revisada

(WHO, 201 1a).



A pandemia de Inlfuenza A(HIN1) ocorrida em 2009/2010 aumentou a corrida para
producdo de vacinas mais eficazes e mudou o perfil da vacinacdo contra influenza. Nas
Américas, a partir de 16 abril de 2010, 49,4 milhdes de doses foram administradas em
22 paises da Regido (PAHO, 2000).

O processo de produgdo da atual vacina contra influenza requer monitoramento
mundial das variantes. Novas tecnologias visam o desenvolvimento de vacinas que possam
ser empregadas para todos os subtipos virais (WANG e PALESE, 2009).. Por exemplo,
SUI e colaboradores em 2009, desenvolveram uma vacina utilizando uma proteina
purificada que induziu a sintese de anticorpos capazes de reconhecer oito dos 16 tipos de
HA, incluindo o H1 e HS e essa vacia poderia substituir a vacina atual, que requer
monitoria constante das cepas circulantes.

Atualmente, sdo utilizadas duas classes de antivirais que proporcionam uma
alternativa para o tratamento e/ou prevencdo das infec¢Oes causadas pelo Influenza: os
cldssicos, inibidores da Matriz (M2), Amantadine e Rimantadine e os de 2° geragdo,
inibidores da Neuraminidase, Zanamivir e Oseltamivir (COEN e RICHMAN, 2007).

O mecanismo de acdo dos inibidores da M2 estd relacionado com o bloqueio da
entrada de fons que acidificam o endossomo, bloqueando o processo de descapsidacdo do
virus e, consequentemente, sua replicagdo. Esses canais i0nicos sdo o alvo dos compostos
de adamantane, como a Amantadine e a Rimantadine, que foram as primeiras drogas
licenciadas para o tratamento da influenza (BRIGHT et al., 2006) (Figura 9). Esses
antivirais tem um espectro de a¢ao restrito, sendo limitados aos virus Influenza A e podem
provocar efeitos colaterais neurolégicos e gastrointestinais (CALFEE e HAYDEN, 1998;
LAVER et al., 1999; OXFORD e LAMBKIN, 1998).
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Figura 9 - Modelo de virus Influenza A e os efeitos da Amantadina e Rimantadina. Os
canais i0nicos que permitem a entrada de protons sdo bloqueados pela molécula
das drogas.

Fonte: FIELDS (2007)

Nos tltimos anos, o virus influenza vem demonstrando uma resisténcia aos
inibidores dos canais M2 em todo o mundo, com um aumento da taxa de resisténcia de
1,9% para 12,3%, inclusive em paises da América do Sul, nos quais os medicamentos nao
sdo utilizadas rotineiramente (CDC, 2006).

A partir de cepas resistentes a esses antivirais foram identificadas mutagdes
especificas na proteina M2 que conferiam esse fenétipo ao virus, que incluem: residuo 26
(Alanina para Fenilalanina — A26F) (BRIGHT et al., 2006), 27 (valina para Alanina —
V27A) (HAY, 1985), 31 (Serina para Asparagina - S31N) (TANG et al., 2008) 34 (Glicina
para Acido glutimico — G34E) e, mais raramente, o sitio 30 (Alanina para Treonina A-T)
(SCHMIDTKE et al., 2006). A maioria dos virus resistentes apresentam a mutagdo S31N
(BRIGHT et al., 2006).

Os antivirais Zanamivir e Oseltamivir inibem a hidrdlise da ligacdo existente

entre o acido sidlico, receptor do virus influenza na célula, e a molécula da Hemaglutinina



(Figura 10). Esses antivirais apresentam uma excelente atividade contra influenza A e de
influenza B (MENDEL e ROBERTS, 1998) porém, sdo mais eficazes quando é feito um
rdpido diagnéstico, idealmente nas primeiras 36 horas do inicio das manifestacdes da gripe

(OXFORD e LAMBKIN, 1998; TREANOR et al., 2000).
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Figura 10 - Modelo de virus Influenza A e os efeitos do Zanamivir e Oseltamivir. A
molécula dos antivirais impede que a ligacdo entre a Hemaglutinina e o acido
sidlico seja quebrada, pela agdo da Neuraminidase.

Fonte: FIELDS (2007)

Essas drogas sdo eficazes, inclusive para o virus da gripe avidria do subtipo
H5NI1, embora um tratamento prolongado e com doses maiores de Oseltamivir sdo
necessarios para realizar a inibicdo de tais virus (YEN et al., 2005). A administra¢do de
doses mais elevadas, acima de 2mg/Kg, pode vir a colaborar com o surgimento de variantes
com maior resisténcia (DUTKWSKI, 2010). O virus Influenza A HIN1 também é sensivel
ao tratamento pelos inibibores da neuraminidase, embora até o momento, foram relatados

um total de 304 casos associados a resisténcia ao Oseltamivir pela Influenza A (HIN1)



pandémica. Todos os virus, a exce¢do de um, apresentaram a substituicio H275Y e todos
permaneceram sensiveis ao Zanamivir (WHO, 2010f).

Virus resistentes aos inibidores de Neuraminidase sdo raros em ensaios clinicos com
taxas que variam de 0,4% a 1% na populacdo adulta (MONTO et al., 2006) e 4% a 8% em
criancas (ROBERTS, 2001; WHITLEY et al., 2001). Entretanto, verificou-se em 2008 em
Camardes, um aumento no aparecimento de cepas resistentes, chegando a 70% dos isolados
de HINTI circulantes (NJOUOM et al., 2010).

In vivo, diversas mutagdes foram identificadas em cepas resistentes ao Oseltamivir e
Zanamivir. As substitui¢cdes nos aminodcidos 292 (Asparagina para Serina - N292S) (KISO
et al. 2004), 292 (Arginina para Lisina — R292K) (CARR et al., 2002), 119 (Acido
glutAmico para Valina — E119K) (BAZ et al., 2006), 198 (Acido aspartico para Asparagina
—DI98N) (ISON et al., 2006), 294 (Asparagina para Serina — N294S) (KISO et al., 2004) e
274 (Histidina para Tirosina — H274T) (WANG et al., 2002) foram encontradas apds
tratamento com Oseltamivir; e a substituicdo no aminodcido 152 (Arginina para Lisina —
N152K), relatada apds o tratamento com o Zanamivir (GUBAREVA et al., 1998)

A mutag@o R152K induz resisténcia 4 neuraminidase do Influenza B (GUBAREVA
et al., 1998), mas ndao na Neuraminidase tipo 2 (N2) do influenza A (YEN et al., 2006). Ja
as mutacdes H275Y e R371K, tipicas do subtipo N1, promovem alto nivel de resisténcia
(DUTKOWSKI, 2010).

As principais caracteristicas dos virus influenza sdo a sua alta variabilidade genética
e antigénica (principalmente em suas glicoproteinas de superficie Hemaglutinina e
Neuraminidase) e o seu genoma segmentado. Os dois tipos de mudangas antigénicas que
ocorrem nos virus influenza s@o os drifts, que se referem a mudancas pontuais ocorridas no
decorrer da replicacdo e os shifts, rearranjos entre segmentos de RNA de diferentes virus.
Os dois mecanismos podem gerar novas linhagens capazes de escapar a imunidade prévia
da populacdo sendo, portanto, de extrema importancia para o surgimento de novas
epidemias ou pandemias bem como de linhagens resistentes aos antivirais. Tal
caracteristica relaciona—se ao sucesso epidemioldgico e insere a influenza na série de
doencas emergentes ou re—emergentes.

As principais pandemias que ocorreram na populacdo humana, responsdveis por

elevado nimero de mortes, foram provocadas por shifts antigénicos ocorridos entre virus



humanos e animais. Entretanto, um estudo recente, no qual os genomas completos de
Influenzavirus A, isolados na cidade de Nova York no decorrer de 10 anos consecutivos
foram analisados, sendo verificada a ocorréncia ndo s6 de drifts, mas também de shifts entre
as cepas circulantes em humanos, tanto em virus do mesmo subtipo como entre os subtipos
diferentes, podendo, inclusive, levar a uma falha vacinal (HOLMES et al., 2005; WOLF et
al., 2006). Portanto, a caracterizacdo das cepas circulantes em determinada localidade é de
extrema importancia tanto para a profilaxia da doenca, pela escolha correta das cepas
vacinais a serem utilizadas, como para o tratamento, para a verificacio dos gendtipos
envolvidos na resisténcia aos antivirais e para o entendimento da evolucdo do virus.

O presente trabalho tem por objetivo o sequenciamento parcial de cinco genes do
Influenzavirus A, HA, NA, M, NS e NP e realizar andlises que permitam verificar a
concordancia das cepas circulantes com as cepas vacinais utilizadas nas campanhas
nacionais, a presenca de mutagdes relacionadas a resisténcia aos antivirais e a circulagcdo do

virus em nosso meio.



2 OBJETIVOS




Objetivo geral

- Caracterizar geneticamente os Virus Influenza A detectados em criancas menores de cinco

anos, atendidas no Hospital Universitario/USP, cidade de Sdo Paulo, no ano de 2006.

Objetivos especificos

- Realizar o sequenciamento parcial dos genes dos virus Influenza A: Neuraminidase (NA),

Matriz (M2), Hemaglutinina (HA), Nucleoproteina (NP) e Proteina Nao estrutural (NS)

- Analisar as sequencias obtidas comparando-as com as cepas vacinais recomendadas pela
OMS, com amostras detectadas em diversas regides do mundo e com sequencias de

amostras resistentes aos antivirais disponiveis.

- Verificar o possivel aparecimento de shifts antigénicos

- Verificar a presenca de mutacdes que possam estar relacionadas com o surgimento de
resisténcia aos antivirais Amantadine € Rimantadine, inibidores da M2, e ao Zanamivir e

Oseltamivir, inibidores da Neuraminidase.



3 MATERIAL E METODOS




3.1 Casuistica — Amostras de cole¢ao.

Durante o ano de 2006, foram colhidas 526 amostras clinicas de criancas atendidas
na Enfermaria ou na Retaguarda do ambulatério ou na Unidade de Terapia Intensiva (UTI
pediétrica e neo-natal) do Hospital Universitario da Universidade de Sdo Paulo (USP) que
apresentavam sintomatologia respiratdria.

As amostras foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Edison Luiz Durigon do
Laboratério de Virologia Clinica e Molecular do Departamento de Microbiologia,
ICB/USP. A colheita foi aprovada pela Comissio de Etica em Pesquisas com Seres
Humanos do ICB/ USP (parecer 808/CEP) (Anexo A) e foi realizada apds consentimento
dos responsdveis legais, os quais assinaram um Termo de Consentimento Pés-Informado
(Anexo B). Os dados sobre o histérico dos pacientes foram colhidos junto aos prontudrios

médicos (Anexo C).

3.2 Colheita das amostras

Os espécimes clinicos consistiram de swab nasal e aspirado de nasofaringe e foram
obtidos conforme Myao et al. (1999) e encaminhados, em gelo, para o Laboratério de
Virologia Clinica e Molecular (ICB/USP), onde foram tratados com antibiéticos (1000
U/mL de penicilina e 1000 pg/mL de estreptomicina) e separadas 4 aliquotas: duas para
armazenamento em freezer —70 °C, apés adi¢do de meio de congelamento e duas aliquotas
contendo 75% de TRIzol® LS (Invitrogen™, Carlsbald, Califérnia, EUA) (250 uL da
amostra ¢ 750 pL de TRIzol® LS) para diagnéstico molecular. Neste estudo foi utilizada a
aliquota estocada com 75% de TRIzolI® LS e a partir dela foi realizada a extracdo do RNA

total.



3.3. Fluxograma de trabalho

A figura 11 mostra o esquema do trabalho desenvolvido a partir da amostra clinica

durante o ano de 2006.

Colheita e processamento

das amosiras

Extracdo do RNA

Obtencdo do cDNA

Duplex PCR

Detecgiio de Influenza Ae B

Multiplex PCR

Subfipagem de Influenza A

I I
Amplificagio do Gene ~ Amplificacio do Gene
Neuraminidase Matriz

Amplificacio do Gene
Nucleoproteina

I I
Amplificagio do Gene  Amplificaciio do Gene
Hemaglutinina Nio Estrutural

Purificacio dos

Produtos Amplificados

I
Reacéio de
Sequenciamento

I
Purificacio dos
Produtos Sequenciados

Analises da Sequencias

Figura 11 - Fluxograma de trabalho a partir do material clinico colhido no Hospital Universitrio

(HU) no ano de 2006.



3.4 Deteccao dos Virus Influenza A e B pela Duplex-RT-PCR

3.4.1 Extra¢do do RNA

O RNA total foi extraido utilizando-se Trizol LS (InvitrogenTM). A 1 mL da amostra
armzenada em Trizol foram acrescidos 100 puL de cloroférmio (Merck®) gelado. Foi
utilizada durante o processo de extracdo a centrifuga refrigerada (Eppendorf — modelo
5804R, rotor F-34-6-38/ angulo fixo). As amostras foram homogeneizadas durante 15
segundos e deixadas em gelo por 5 minutos. Apds esse periodo, foram centrifugadas a
12.000 rpm a 4 °C por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo
acrescido de isopropanol 100% (Merk®), gelado, volume a volume. Os novos tubos foram
homogeneizados e incubados em gelo por 15 minutos. Apds esse periodo, foram
centrifugados a 12.000 rpm a 4 °C por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e foram
adicionados 800 uL de etanol a 75% gelado. As amostras foram homogeneizadas no vortex
e centrifugadas a 8.225 rpm a 4 °C por 8 minutos, o sobrenadante foi descartado e os tubos
foram secos em temperatura ambiente. O sedimento foi ressuspendido em 50 puL de dgua
ultra PURE (InvitrogenTM) e o RNA extraido armazenado a — 70 °C. Em todas as
extracOes, um controle negativo, composto de 250 uL de dgua destilada livre de DNAse e
RNAse — dgua Ultra Pure (Invitrogen ™) e 3 controles positivos, que consistiam de 2
isolados de Influenzavirus A (HIN1 e H3N2) e uma de Influenzavirus B, isoladas no

Laboratério de Virologia Clinica e Molecular do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP

amostras virais padrdo foram extraidos concomitantemente.

3.4.1.1 Padroes virais

Amostras de virus Influenza, A/Brazil/125/2001 (H3N2), A/Brazil/133/2001
(HIN1) e B/Brazil/017/2000, anteriormente isoladas e identificadas pelo Laboratério de
Virologia Clinica Molecular - ICBII/USP foram utilizadas como controle positivo para

detecgao e subtipagem.



Para propagacdo dos virus padrdo, foram utilizadas células da linhagem celular
MDCK (Madin Darby Canine Kidney), gentilmente cedida pelo Dr. Larry J. Anderson,
Division of Viral and Rickettisial Diseases, Center of Disease Control and Prevention
(CDC) Atlanta, GA-USA.

As células foram cultivadas em garrafas de 25 cm’ (Corning) com Meio de
crescimento, constituido de Meio minimo Essencial Eagle (MEN) adicionando-se 10% de
Soro Fetal Bovino (Cultilab). O crescimento foi realizado em atmosfera de 5% de CO, a
37 °C e as células foram repicadas com auxilio de solugdo de Tripsina-EDTA (0,25% de
Tripsina 1250 (Sigma) e 0,02% de EDTA (Gibco-BRL), com um periodo de até 6 dias
entre um repique e outro. As células foram crescidas até alcancarem 70 - 80% de
confluéncia.

A infeccdo foi realizada apoés a retirada do meio de crescimento, seguido da adi¢do
de 1 mL de solugdo Tripsina (Sigma® - 4 pg/mL) e da inoculacdo de 200 pL da amostra
(previamente tratadas com antibidticos e antifiingicos por 60 minutos a 4 °C) por garrafa.
Ap6s incubacdo a 37 °C por 30 minutos foram adicionados 10 mL de meio de manutencao
(Meio MEN com adicdo de 2% de soro fetal bovino - Cultilab). Apds o aparecimento do
efeito citopdtico, as células foram colhidas com auxilio de um scrapper, homogeneizadas
com o meio de manuten¢do, aliquotadas apds adi¢do de Trizol LS, na proporcdo 1:3 e

congeladas a — 70 °C.

3.4.2 Obtencdo do cDNA

O cDNA foi obtido utilizando o kit Comercial High Capacity cDNA Aquiver
(Applied Biosystems, Inc., EUA), seguindo a orientacdo do fabricante, para obtencdo de
um volume final de 100 puL de reacdo. Resumindo, em um microtubo de 0,2 mL foram
adicionados 10 pL de tampao de RT (10x) (20 mM Tris-HCL [pH8,0]; 50 mM KCI; 0,5
mM EDTA; 8§ mM DTT; 50% (v/v) glicerol), 2,5 mM de cada dNTPs, 200 U da enzima
transcriptase reversa, 40 U de RNAseOUT (InvitrogenTM) (inibidor de RNAse), 10 uL de
Random primer (10x) ou o primer especifico Uni 12 — 5° AGCAAAAGCAGG - 3’
(HOFEMANN et al., 2001) e dgua ultra PURE (Invitrogen™) para completar o volume de



50 puL de amostra. A reagdo foi colocada em termociclador GeneAmpPCR system 9700
(Applied Biosystems, Inc., EUA) com pré-aquecimento de 25 °C por 10 minutos, seguido
de 37 °C por 120 minutos. O cDNA foi estocado em freezer —20 °C.

O cDNA dos controles positivos e negativos foram sintetizados

concomitantemente em cada reagado realizada.

3.4.3 Duplex RT-PCR

A triagem das amostras foi realizada pela Duplex-RT-PCR com utilizagdo dos
primers complementares ao gene NS1 dos virus de influenza A e B, seguindo a
metodologia descrita por Class et al. (1992), modificada por Vedovello (2006). A
localizacdo de cada primer no genoma viral, a polaridade e a seqiiéncia 5°-3’ estdo

representados na Tabela 2 e na Figura 12.

Tabela 2 - Relagao dos primers utilizados para a DUPLEX-RT-PCR, sua polaridade, sequencia 5’ —
3’, localiza¢do no genoma viral e tamanho do produto amplificado.

Primer  Polaridade Seqiiéncia de nucleotideos /5> —3°  Localizacio  Produto

gene NS Amplificado

Rev A Anti Sense CCC ATT CTC ATT ACT GCT TC 602-621 190pb

Fow A Sense AAG GGC TTT CAC CGA AGA GG 392-412

Rev B Anti Sense TGT CAG CTA TTA TGG AGC TG 986-967 241p
Fow B Sense ATG GCC ATC GGATCCTCA AC 746-755

A Duplex-RT-PCR foi realizada diluindo 2,5 pL. do cDNA em Tampao de Reagéo
(Tris HCL a 75mM pH 9.0, MgCl2 a 2mM, KCL 50mM, (NH4)2SO4 20mM) acrescido de
2,5 mM de Mg+2; 0,4 mM de dNPTs; 10 pmol de cada um dos quatro primers e 1U de
enzima Taq Polimerase (Biotools) para um volume final de 25 pL de reacdo. O ciclo de

amplificag¢@o consistiu em um pré-aquecimento a 94 °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
54 °C para a hibridizac¢do dos primers e 1 minuto a 72 °C para a extensdo das novas cadeias.

Findos os ciclos segui-se um aquecimento a 72 °C por 10 minutos para extensao final.

Segmento 8 - Proteina Nio Estrurutal
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Figura 12 - Esquema do emparelhamento da fita alvo, gene codificador da Proteina Nao Estrutural
dos virus Influenza A e B, com os primers utilizados na Duplex-RT-PCR. A fita alvo
estd indicada na cor azul e o tamanho dos genes (nimero de nucleotideos) indicado
acima das fitas. Os quadrados rosa indicam os primers, as setas os sentido dos
mesmos (sense e anti sense). O tamanho esperado do amplicon e o nome dos primers
estdo indicados na parte inferior da fita alvo.

3.5 Subtipagem dos virus de Influenza A por Multiplex- RT-PCR

As amostras positivas para o virus Influenza A foram subtipadas por Multiplex-
PCR, utilizando-se primers para os genes que codificam as proteinas HA (H1, H3) e NA
(N1 e N2), descritos por Poddar et al. (2002) e modificados por Vedovello (2006) com base
em seqiiéncias de cada um dos subtipos, isoladas e publicadas no GenBank (Tabela 3,

Figura 13).



Tabela 3 - Relacdo de primers utilizados na Subtipagem dos Virus Influenza A, sua polaridade,
sequencia de nucleotideos (5°-3’), sua localizagdo no genoma viral e o tamanho do
produto amplificado.

. Polaridade . i oy -
Primer Seqiiéncia de nucleotideos 5’ - 3° Regido Produto
Amplificado

H1Fow Sense AAT TTG CTA TGG CTG ACG GG HA

490 - 509 165pb
HI1Rev Anti-Sense CTA CAG AGA CAT AAG CAT TTT C HA

655 - 635
H3 Fow Sense GCA AAG CCT ACA GCA ACT GTT HA

272 -292 231pb
H3 Rev  Anti-Sense GCA TAG TCA CGT TCA ATG CTG HA

503 - 485
N1Fow Sense ACC ATA ATG ACC GAT GGC CC NA

730 — 749 427pb
N1Rev Anti-Sense TCT GTC CAT CCA TTA GGA TCC NA

1157-1137
N2 Fow Sense AGC ACA CAT AAC TGG AAA CAT TG NA

796 - 818 176pb
N2 Rev  Anti-Sense  GGA AAA TCG TTC ATA TTA GCA CA NA

972 -953
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Figura 13 - Esquema do emparelhamento da fita alvo, genes codificadores da Hemaglutinina
(HA) e Neuraminidase (NA) dos virus Influenza A e B, com os primers utilizados na
Multiplex-PCR.A fita alvo estd indicada na cor azul e o tamanho dos genes (nimero
de nucleotideos) indicado acima das fitas. Os quadrados em cor rosa indicam os
primers, as setas e o sentido dos mesmos (sense e anti sense). O tamanho esperado
do amplicon e o nome dos primers estdo indicados na parte inferior da fita alvo

A reacdo utilizada na subtipagem dos virus Influenza A consistiu de 5 pmol de cada
um dos primers dos gene H1 e N1, 10 pmol de cada um dos primers para os genes H3 e
N2, 0,4 mM de dNTP, 1U de enzima Taq DNA Polimerase (Biotools), 2,5 pL de tampdo da
enzima (Tris HCL a 75mM pH 9,0, CL a 50mM e (NH4)2SO4 a 20mM), acrescido de
MgCl, a 3 mM e dgua ultra PURE (Invitrogen ™), para volume final de 25 pL de reacio.

As amostras foram colocadas em Termociclador — GeneAmpPCR System 9700 — a
92 °C por minutos 5 minutos, seguido de 35 ciclos compostos de 1 minuto a 92 °C para
denaturacdo, 1 minuto a 58 °C (rampa de —1 °C/segundo) para hibridiza¢do e 1 minuto a 72
°C para extensdo das cadeias, encerrando a reagdo em 10 minutos a 72 °C para extensao

final. A reacdo foi mantida a 4 °C.



3.6 Amplificacao dos genes da HA, NA, NP, NS e M, dos Virus Influenza A

A amplificacdo dos genes que codificam as proteinas da HA, NA, NP, NS e M, foi
realizada seguindo diferentes estratégias, descritas nos itens 3.6.1 a 3.6.6. Para as reagdes
foram utilizados primers descritos por Hoffman et al. (2001), e/ou primers desenhados com
auxilio do programa IDT -primerdesign—http://www.idtdna.com/analyzer/Applications
/OligoAnalyzer , utilizando como modelo as seqii€ncias dos respectivos genes de cepas
publicados no GenBank: A/England/545/2007(HIN1) e A/Auckland/589/2000(H3N2) (N°.
de acesso GenBank (FJ445087.1 e CY023009.1, respectivamente). Ou ainda primers
gentilmente cedidos pelo Dr. Martin Schutten da Erasmus Medical Center, Department of

Virology, Rotterdam, Netherlands.

3.6.1. Amplificacdo do gene da Neuraminidase

A amplifica¢do do gene da Neuraminidase foi realizada conforme descrito por
Sacramento, 2010. A estratégia envolveu uma primeira amplifica¢do utilizando os primers
NaF e NaR, descritos por Hoffman et al. (2001), que visava a amplificacdo do gene inteiro,
seguido de Nested-PCR ou Semi-Nested PCR utilizando os primers descritos por
Sacramento, 2010. A relacdo dos primers, sua polaridade, sequencia 5° — 3’ e o tamanho do
produto amplificado estdo descritos na tabela 4.

Para a primeira amplificacdo do gene da neuraminidase, subtipo NI, a reacdo
consistiu de 5 pL. de cDNA diluido em tampao de reagdo (10x) (75 mM Tris-HCI [pH 9];
50 mM KCI; 20 mM (NH4),SO4), 0,4 mM de dNTPs, 2,0 mM de MgCl,, 10 pmoles de
cada primer e 1,25 U de Tag DNA Polymerase (Biotools) para um volume final de 50 pL.

Para a primeira amplificacdo do gene da neuraminidase, subtipo N2, a reacdo
consistiu de 5 uL. de cDNA diluido em tampao de reagdo (10x) (75 mM Tris-HCI [pH 9];
50 mM KCI; 20 mM (NHy4),SO,), 0,4 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,, 10 pmoles de

cada primer e 1, 25 U de Tag DNA Polymerase (Biotools) para um volume final de 50 pL.

A amplificagdo, para ambos os subtipos, foi realizada em termociclador

GeneAmpPCR System 9700, a 94 °C por 4 minutos, seguido de 40 ciclos compostos de 1



minuto a 94 °C para desnaturacdo, 1 minuto a 50 °C para hibridizacdo dos primers e 5

minutos a 72 °C para extensdo das cadeias. A extensao final obtida a 72 °C por 10 minutos.

Ap6s a primeira amplificacdo, foram realizadas reacdes de Nested ou Semi nested
PCR, utilizando os primers descritos por SACRAMENTO (2010). Para a amplificagdo do
gene da neuraminidase do subtipo N1, foram utilizados os primers NAIF e NAI1RI1-1
(gerando um produto de 978 pb) e NA1F4-2 NA1R (699 pb) e, alternativamente, nos casos
nos quais nao foi possivel amplificar algum dos fragmentos, os primers NA1F e NA1R1-2,
NA1F2 e NA1R2, NA1F3 e NAIR3, NA1F4-1 e NAIR, que geraram produtos de 478 pb,
727 pb, 467 pb e 451 pb, respectivamente (Tabela 4, Figura 14)

As reagdes de Nested ou Semi nested PCR para a amplificacdo do gene da
neuraminidase N2 foram realizadas utilizando os primers NA2F e NA2R1-1, gerando um
produto de 983 pb e NA2F4-2 e NA2R, gerando um produto de 746 pb, e alternativamente,
nos casos nos quais nao foi possivel amplificar algum dos fragmentos, os primers NA2F e
NA2R1-2, NA2F2 e NA2R2, NA2F3 e NA2R3 e NA2F4-1 e NA2R, que geraram produtos
de 781 pb, 732 pb, 518 pb e 459 pb, respectivamente (Tabela 4, Figura 15).

As reacdes, para ambos os subtipos, foram realizadas utilizando 1 UL dos produtos
da primeira PCR diluido em tampao de reacdo (10x) (75 mM Tris-HCI [pH 9]; 50 mM
KCI; 20 mM (NHy4),SO4), 0,4 mM de dNTPs, 2,0 mM de MgCl,, 10 pmol de primers e 1,0
U de Tag DNA Polymerase (Biotools) para um volume final de 25 pL. A amplificagdo foi
feita em termociclador GeneAmpPCR System 9700, a 94 °C por 4 minutos, seguido de 35
ciclos compostos de 1 minuto a 94 °C para desnaturagdo, 1 minuto a 54 °C para
hibridizacdo dos primers e 4 minutos a 72 °C para extensdo das cadeias. A extensdo final

obtida a 72 °C por 7 minutos.



Tabela 4 - Relac@o de primers utilizados na Amplificacio do gene da Neuraminidase do virus
Influenza A, polaridade, sequencia 5° — 3’ e o tamanho do produto amplificado

Primer Sequencia 5’ - 3’ Primer Sequencia 5’ - 3’ Produto

Sense Anti-Sense amplificado

Neuraminidase N1 — 6° Segmento

NA1F AGTCAAAAGCAGGAGTTTA NAIRI-1 CTATTTGATAATCCAGGT 978pb
AGTCAAAAGCAGGAGTTTA NAI1RI1-2 GTCCCATTTGAATGTTTG 478pb

NA1F2 AAAGGACAAAACTTCAGT NAIR2 CTATTTGATAATCCAGGT 727pb
NA1F3 TAATGGGGCCGCCTCGTA NAI1R3 TCAGTTATTGCCACAACA 467pb
NA1F4-1 ATGGAGAGGGCAGCTGTA NAIR AGTAGAAACAAGGAGTTTTT1 451pb
NA1F4-2 TAATGGGGCCGCCTCGTA AGTAGAAACAAGGAGTTTTT1] 699pb

Neuraminidase N2 — 6° Segmento

NA2F AGTCAAAAGCAGGAGTTTA NA2RI-1 ACATAACTGGAAACAATGCT 983pb
AGTCAAAAGCAGGAGTTTA NA2RI1-2 GTACTGTGTCATTTGAAT 481pb

NA2F2 AATATGCCCCAAACTAGC NA2R2 ACATAACTGGAAACAATGCT 732pb
NA2F3 GTCGGAATGCGTTTGTAT NA2R3 TKTCAACTATGACTTGCC 518pb
NA2F4-1 AAAAACGACAGCTCCAGC NA2R AGTAGAAACAAGGAGTTTTT1] 459pb
NA2F4-2 GTCGGAATGCGTTTGTAT AGTAGAAACAAGGAGTTTTTI] 746pb

Em negrito: Primers descritos por Hoffman et al. (2001); demais primers descritos por Sacramento

(2010)
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14 - Esquema dos primers utilizados na PCR e Semi-nested/Nested PCR para

amplificacdo do gene da NA, subtipo N1. As fitas alvos estdo indicadas nas
cores azul ou rosa e os quadrados coloridos indicam os primers, sua localizagdo
e emparelhamento com as fitas alvo. Figura 14a - PCR - fita alvo (em azul), na
parte superior estd indicado o subtipo da NA e o tamanho do gene (niimero de
nucleotideos). Os primers NAIF e NAIR estdo indicados em cor rosa e o
tamanho esperado do amplicon estd representado na parte inferior da fita alvo.
Figura 14b - Primeiro esquema de Semi-nested-PCR: fita alvo (produto da
PCR) identificada em cor rosa: os primers NAIF e NAIR1-1, em azul e os
primers NA1F4-2 e NAIRI em verde. Figura 14c - Segundo esquema de
Nested ou semi-Nested, utilizado como alternativa. Em rosa estd representada a
fita alvo e os primers NAIRF e NA1R1-2, na cor azul, os primers NA1F2 e
NAI1R2 na cor roxa, os primers NA1F3 e NAIR3 na cor laranja e os primers
NAI1F4-1 e NAIR em verde. O tamanho esperado dos amplicons estdo
indicados na parte inferior de cada fita alvo, nas mesmas cores que seus
respectivos pares de primers.
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Figura 15 - Esquema dos primers utilizados na PCR e Semi-nested/Nested PCR para
amplificagdo do gene da NA, subtipo N2. As fitas alvos estdo indicadas nas
cores azul ou rosa e os quadrados coloridos indicam os primers, sua localizaciao
e emparelhamento com as fitas alvo. Figura 15a - PCR - fita alvo (em azul), na
parte superior estd indicado o subtipo da NA e o tamanho do gene (niimero de
nucleotideos). Os quadrados coloridos indicam os primers, sua localiza¢io e
emparelhamento com as fitas alvo. O tamanho esperado do amplicon esta
representado na parte inferior da fita alvo. Figura 15b - Primeiro esquema de
Semi-nested-PCR: fita alvo (produto da PCR) identificada em cor rosa: primers
NA2F e NA2R1-1, em azul e primers NA2F4-2 e NA2R, em verde. Figura 15¢
- Segundo esquema de Nested ou semi-Nested, utilizado como alternativa. Em
rosa estd representada a fita alvo e os primers NA2F e NA2R1-2, na cor azul,
os primers NA2F2 e NA2R2 na cor roxa, os primers NA2F3 e NA2R3 na cor
laranja e os primers NA2F4-1 e NA2R em verde. O tamanho esperado dos
amplicons estdo indicados na parte inferior de cada fita alvo, nas mesmas cores
que seus respectivos pares de primers.

3.6.2 Amplificagdo do gene da Matriz

Para a amplificacdo do gene da Matriz foram realizadas duas PCR por amostra,
utilizando os primers MF e MR 1, gerando um produto de 674 pb e MF2 e MR, gerando um
produto de 536 pb. Os primers foram desenhados com auxilio do programa IDT-primer
design — http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer, utilizando como
modelo as seqiiéncias dos respectivos genes de cepas publicados no GenBank:
A/England/545/2007(HIN1) e A/Auckland/589/2000(H3N2) (N°. de acesso GenBank
FJ445087.1 e CY023009.1, respectivamente). A descricdo dos primers, sua polaridade,
sequencia 5° — 3’ e o tamanho do produto amplificado estdo descritos na Tabela 5 e figura

16.



A reagdo consistiu de 2,5 uL ou 5 uL. ¢cDNA diluido em tampao de reacdo (10x)
(75 mM Tris-HCI [pH 9]; 50 mM KCl; 20 mM (NH4),S0O4), 0,2 mM de dNTP, 2,0 mM de
MgCl,, 15 pmol de cada primer e 1 U de Tag DNA Polymerase (Biotools) para um
volume final de 25 pL. A amplificacdo foi feita em termociclador GeneAmpPCR System
9700, a 94 °C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos compostos de 30 segundos a 94 °C para
desnaturacgdo, 30 segundos a 52 °C para hibridiza¢do dos primers e 1 minuto a 72 °C para

extensdo das cadeias. A extensdo final obtida a 72 °C por 10 minutos.

Tabela 5 - Relacdo de primers utilizados na Amplificacdo do gene da Matriz do virus Influenza A,
sua polaridade, sequencia 5’ — 3’ e o tamanho do produto amplificado

Primer Sequencia 5’ - 3’ Primer Sequencia 5’ - 3’ Produto

Sense Anti-Sense amplificado

Matriz M - 7° Segmento

MF TATTCGTCTCAGGGAGC MR2 GAC TCC CAG CAC AGG 674pb
AAAAGCAGGTAG TCT CAT AGG
MF2 AGA GCC ATT GGG ACT CAT MR ATATCGTCTCGTATTA 536pb
CCT AGC GTAGAAACAAGGTAG
TTTTT

Em negrito: Primers descritos por Hoffman et al. (2001) e demais primers desenhados com auxilio do
programa IDT-primer design — http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer, utilizando como
modelo as seqiiéncias dos respectivos genes de cepas publicados no GenBank: A/England/545/2007(HIN1) e
A/Auckland/589/2000(H3N2).
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Figura 16 - Esquema dos primers utilizados nas duas PCRs para amplificacdo do gene da
Matriz. A fita alvo estd indicada na cor azul. A identificacdo do gene, nimero do
segmento e tamanho (em nimero de nucleotideos) estdo indicadas na parte superior
da fita. Os quadrados coloridos indicam a localizagdo dos primers e o seu
emparelhamento com as fitas alvo. As setas coloridas indicam a sua polaridade.
Na cor rosa estdo indicados os primers MF e MR1 e NSF e NSR1 e na cor verde os
primers MF2 e MR2 e NSF2 e NSR2. O tamanho esperado do amplicon esta
indicado na parte inferior de cada fita alvo, nas mesmas cores que seus respectivos
pares de primers.

3.6.3. Amplificacdo do Gene da Hemaglutinina HA

A estratégia de amplificacdo do gene da HA envolveu uma primeira amplificagdo,
PCR, utilizando os primers HaF e HaR, descritos por Hoffman et al. (2001), que visava a
amplificacdo do gene inteiro, seguido de Nested-PCR ou Semi-Nested PCR, utilizando
primers desenhados com auxilio do programa IDT-primerdesign—
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer, utilizando como modelo as
seqliencias  dos  respectivos genes de cepas publicados no  GenBank:
A/England/545/2007(HIN1) e A/Auckland/589/2000(H3N2) (N°. de acesso GenBank:
FJ445087.1 e CY023009.1, respectivamente). A descricdo dos primers, sua polaridade,
sequencia 5’ — 3’ e o tamanho do produto amplificado estdo descritos na Tabela 6 e figuras

17 e 18.

A PCR consistiu de 5 puLL de ¢cDNA diluidos em tampao de reacdo (10x) (75 mM
Tris-HCI [pH 9]; 50 mM KCI; 20 mM (NH4),SOs4), 0,4 mM de dNTP, 2,5 mM de MgCl,,
20 pmol de cada primer e 1,25 U de Tag DNA Polymerase (Biotools) para um volume
final de 50 pL.

A amplificacdo foi feita em termociclador GeneAmpPCR System 9700, a 94 °C por 4

minutos, seguido de 40 ciclos compostos de 1 minuto a 94 °C para desnaturacdo, 1 minuto



a 50 °C para hibridizacdo dos primers e 5 minutos a 72 °C para extensdo das cadeias. A

extensao final obtida a 72 °C por 10 minutos.

Ap6s a primeira amplificacdo, os produtos da PCR foram submetidos a Nested-PCR
ou Semi-Nested-PCR para amplificagdo dos genes da hemaglutinina, subtipos H1 e H3,

utilizando os primers especificos, seguido os esquemas descritos nas figuras 15 e 16.

A Semi-Nested PCR, para amplificacdo do gene HA, subtipo HI, foi realizada,
inicialmente com os primers HA1F e HA1R1, gerando um produto de 1040 pb, e primers
HA1F4 e HAIR, gerando um produto de 739 pb Alternativamente, nos casos nos quais nao
foi possivel amplificar algum dos fragmentos foram realizadas reacdes de Nested ou Semi-
Nested PCR, utilizando os primers HAI1F3 e HA1R3 (produto de 403 pb), HAIF2 e
HA1R?2 (produto de 1016 pb) (figura 13).

A Semi-Nested PCR, para amplificacdo do gene HA, subtipo H3, foi realizada,
inicialmente com os primers HA3F e HA3R1, gerando um produto de 1056 pb, e primers
HA3F4 e HA3R, gerando um produto de 723 pb. Nos casos nos quais ndo foi possivel
amplificar algum dos fragmentos foram realizadas reacdes de Nested ou Semi-Nested PCR,
utilizando os primers HA3F3 e HA3R3 (produtode 841 pb), HA3F2 e HA3R2 (produtode
709 pb) (figura 14).

A reacdo, para ambos os subtipos, consistiu de 2,5 uL. do produto de PCR, 5,0 uL do
tampdo de reacdo (10x) (75 mM Tris-HCI [pH 9]; 50 mM KCI; 20 mM (NH4),SOy), 0,2
mM de dNTP, 2,0 mM de MgCl,, 20 pmol de cada primer e 1,25 U de Tag DNA
Polymerase (Biotools) para um volume final de 50 pL. A amplificacdo foi feita em
termociclador GeneAmpPCR System 9700, a 94 °C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos
compostos de 1 minuto a 94 °C para desnaturacdo, 1 minuto a 54 °C para hibridizagdo dos
primers e 4 minutos a 72 °C para extensdo das cadeias. A extensao final obtida a 72 °C por

10 minutos.



Tabela 6 - Relacdo de primers utilizados na Amplificacdo do gene Hemaglutinina do virus
Influenza A, polaridade, sequencia 5° — 3’ e o tamanho do produto amplificado

Primer Sequencia 5’ - 3’ Primer Sequencia 5’ - 3’ Produto
Sense Anti-Sense amplificado

Hemaglutinina HI — 4° Segmento

HAIF AGCAAAAGCAGGGGAT ou HAIRI CTTAGTCCTGTAACCATCCT 1040pb
AGCAAAAGCAGGGGAAAAT

HAIF2 CATACGCAGACACAATATGT HAIR2 AAACCGGCAATGGCTCCAAA 1016pb

HAIF3 CACCCCAGAAATAGCCAAAA HAIR3 AAACCGGCAATGGCTCCAAA 403pb

HA1F4 AGGATGGTTACAGGACTAAG HAIR AGTAGAAACAAGGGTGTTTT 739pb

Hemaglutinina H3 — 4° Segmento

HA3F  AGCAAAAGCAGGGGATAAT HA3RlI  GTTTCTCTGGTACATTTCGC 1056pb

HA3F2 CAGCAAAGCYTACAGCAACTGT HA3R2  GCTTCCATTTGGAGTGATGC 709pb

HA3F3  GCATCACTCCAAATGGAAGC  HA3R3  AGTAGAAACAAGGGTGTTTT 841pb

HA3F4  GCGGAATGTACCAGAGAAAC  HA3R  AGTAGAAACAAGGGTGTTTT 723pb

Em negrito: Primers descritos por Hoffman et al. (2001) e demais primers desenhados com auxilio do

programa IDT-primerdesign— http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer, utilizando como

modelo as seqiiéncias dos respectivos genes de cepas publicados no GenBank: A/England/545/2007(HIN1) e

A/Auckland/589/2000(H3N2).
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Figura 17 - Esquema dos primers utilizados na PCR e Semi-nested/Nested PCR para
amplificacdo do gene da HA, subtipo H1. As fitas alvos estdo indicadas nas cores
azul ou rosa e os quadrados coloridos indicam os primers, sua localizagdo e
emparelhamento com as fitas alvo. Figura 15a - PCR - fita alvo (em azul), na parte
superior estd indicado o subtipo da HA e o tamanho do gene (nimero de
nucleotideos). Os primers HA1F e HAIR estdo indicados em rosa e o tamanho
esperado do amplicon esta indicado na parte inferior. Figura 15b - Nested-PCR ou
Semi-Nested PCR - a fita alvo (produto de PCR) estd identificado em cor rosa, e 0s
primers HA1F e HA1R1, em azul, primers HA1F2 e HA1R2 (em roxo), os primers
HAI1F3 e HA1R3 (em laranja) e os primers HA1F4 e HA1R, identificados na cor
verde. Os tamanhos esperados dos amplicons estdo indicados na parte inferior de
cada fita alvo, nas mesmas cores que seus respectivos pares de primers.
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Figura 18 - Esquema dos primers utilizados na PCR e Semi-nested/Nested PCR para
amplificacdo do gene da HA, subtipo H3. As fitas alvos estdo indicadas nas cores
azul ou rosa e os quadrados coloridos indicam os primers, sua localizagdo e
emparelhamento com as fitas alvo. Figura 16a - PCR - fita alvo (em azul), na parte
superior estd indicado o subtipo da HA e o tamanho do gene (nimero de
nucleotideos). Os primers HA3F e HA3R estdo indicados em rosa e o tamanho
esperado do amplicon estd indicado na parte inferior. Figura 16b — Semi-Nested-
PCR/Nested -PCR — fita alvo (produto da primeira PCR) estd identificada em cor
rosa, os primers HA3F e HA3R1 (em azul) os primers HA3F2 e HA3R2 (em roxo),
HA3F3 e HA3R3 (em laranja) e HA3F4 e HA3R (em verde). Os tamanhos
esperados dos amplicons estdo indicados na parte inferior de cada fita alvo, nas
mesmas cores que seus respectivos pares de primers.



3.6.4 Amplificacdo dos genes da Neuraminidase, Hemaglutinina e Matriz utilizando

diferentes primers

Para a amplificacdo dos trés genes, HA, NA e M, também foram utilizados os
primers: Hafwd + HA2, HA3 + HA4, HA5 + HA6, HA7 + HArev para hemagutinina;
Nafwd + NA2, NA3 + NA4, NAS + NA6, NA7 + NArev para a neuraminidase e M2fwd +
M22, M2.3 + M2rev para a Matriz, gentilmente cedidos pelo Dr. Martin Schutten da
Erasmus Medical Center, Department of Virology, Rotterdam, Netherlands

As reacdes de amplificacOes dos 3 genes foram realizadas separadamente, seguindo o
seguinte protocolo: foi preparado um Mix com volume de 40 uL contendo 5 pL. de tampao
da reacdo [20 mM de Tris-HCl [pH 8.4] / 50 mM de KC1/2 mM de MgCl,], 1 uL. de dNTP
[20mM], 1 U de Tag DNA Polymerase (Biotools B & M Labs, S.A.) e 33 uL de dgua ultra
PURE (Gibco™). A esse mix foram adicionados 2 puL de mix de primers [20 pmol de cada]
e 8 uL de cDNA, obtendo-se um volume final de 50 ul por rea¢do. As amostras foram
amplificadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems Inc.,
EUA), a partir de uma etapa a 95 °C por 15 min, seguida de 35 ciclos a 94 °C por 15
segundos para desnaturacdo das fitas; 55 °C por 30 segundos para a hibridazacdo dos
primers; 72 °C por 45 segundos para extensdo e uma etapa final de 72 °C por 7 min para
completar a extensdo. Portanto, cada amostra foi submetida a 10 diferentes PCRs, 4 para

amplificacdo da HA, 4 para a NA e 2 para a M.

3.6.5 Amplificacdo do Gene da Nucleoproteina (NP)

A amplificacdo do gene da NP foi realizada em trés PCRs distintas utilizando os
primers NPF e NPR1, NPF2 e NPR2 e NPF3 e NPR, que geraram produtos de 726 pb, 736
pb e 490 pb, respectivamente. Os primers foram desenhados com auxilio do programa IDT-
primerdesign—  http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer, utilizando
como modelo as seqiiéncias dos respectivos genes de cepas publicados no GenBank:

A/England/545/2007(HIN1) e A/Auckland/589/2000(H3N2) (N°. de acesso GenBank



(FJ445087.1 e CY023009.1, respectivamente). A descricdo dos primers, sua polaridade,
sequencia 5° — 3’, sua localizagdo no genoma e o tamanho do produto amplificado estdo

descritos na Tabela 7 e figura 19.

Cada uma das reagdes foi realizada partindo-se de 2,5 pL ou 5 uL cDNA diluido em
tampao de reacdo (10x) (75 mM Tris-HCI [pH 9]; 50 mM KCI; 20 mM (NH4),SO,), 0,2
mM de dNTP, 2,0 mM de MgCl,, 15 pmol de cada primer e 1 U de Tag DNA Polymerase
(Biotools) para um volume final de 25 pL. A amplificagdo foi feita em termociclador
GeneAmpPCR System 9700, a 94 °C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos compostos de 30
segundos a 94 °C para desnaturagdo, 30 segundos a 52 °C para hibridizagcao dos primers e 1

minuto a 72 °C para extensdo das cadeias. A extensao final obtida a 72 °C por 10 minutos.

Tabela 7 - Relacdo de primers utilizados na Amplificacdo do gene da Nucleoproteina do virus
Influenza A, sua polaridade, sequencia 5’ — 3’ e o tamanho do produto amplificado

Primer Sequencia 5’ - 3’ Primer Sequencia 5’ - 3’ Produto

Sense Anti-Sense amplificado

Nucleoproteina NP — 5° Segmento

NPF ATATCGTCTCAGGGAGCAA NPRI1 AGGAAAATTTCAAACAGCTGCAC 726pb

AAGCAAAAGCAGGGTA A
NPF2  CAGAGGACAAGAGCTCTTGT NPR2 AACACTAATCAACAAAGGGC 736pb
TCG AACACTAATCAACAGAGGGC
NPF3 TTAAGCTTCATCAGAGGTCA NPR ATATCGTCTCGTATTCGTAGA 490pb
AGCTTCATCAGAGG AACAAGGGTATTTTT

Em negrito: Primers descritos por Hoffman et al. (2001) e demais primers desenhados com auxilio do
programa IDT-primer design — http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer, utilizando
como modelo as seqiiéncias dos respectivos genes de cepas publicados no GenBank:

A/England/545/2007(HIN1) e A/Auckland/589/2000(H3N2).
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Figura 19 - Esquema dos primers utilizados na PCR para amplificar o gene da Nucleoproteina. A
fita alvo estd indicada na cor azul. A identificacdo do gene, nimero do segmento e
tamanho (em nimero de nucleotideos) estdo indicadas na parte superior de cada fita.
Os quadrados coloridos indicam os primers sua localizacdo e o seu emparelhamento
com as fitas alvo. As setas coloridas indicam a sua polaridade. Na cor rosa estdo
indicados os primers NPF e NPR1, na cor verde os primers NPF2 e NPR2 e na cor
roxa os primers NPF3 e NPR. O tamanho esperado do amplicon esta indicado na parte
inferior de cada fita alvo, nas mesmas cores que seus respectivos pares de primers.

3.6.6 Amplificacdo do Gene da Proteina Nao Estrutural (NS)

A amplificacdo do gene da Proteina Nao Estrutural foi realizada em duas PCRs
distintas, com a utilizacdo dos primers NSF e NSR1 e NSF2 e NSR que geraram produtos de
528 pb e 451 pb, respectivamente. Os primers foram desenhados com auxilio do programa
IDT-primerdesign — http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer, utilizando
como modelo as seqiiéncias dos respectivos genes de cepas publicados no GenBank:
A/England/545/2007(HIN1) e A/Auckland/589/2000(H3N2) (N°. de acesso GenBank
FJ445087.1 e CY023009.1, respectivamente). A descricdo dos primers, sua polaridade,

sequencia 5’ — 3’ e o tamanho do produto amplificado estdo descritos na Tabela 8 e figura 20.

Cada uma das reacdes foi realizada partindo-se de 2,5 uL. ou 5 uLL cDNA diluido em
tampao de reacdo (10x) (75 mM Tris-HCI [pH 9]; 50 mM KCI; 20 mM (NH4),SO,), 0,2
mM de dNTP, 2,0 mM de MgCl,, 15 pmol de cada primer e 1 U de Tag DNA Polymerase

(Biotools) para um volume final de 25 puL.

A amplificacdo foi feita em termociclador GeneAmpPCR System 9700, a 94 °C por
5 minutos, seguido de 40 ciclos compostos de 30 segundos a 94 °C para desnaturacdo,
30 segundos a 52 °C para hibridiza¢do dos primers e 1 minuto a 72 °C para extensao das
cadeias. A extensdo final obtida a 72 °C por 10 minutos.

Tabela 8 — Relacdo de primers utilizados na Amplificacdo dos genes da NS, do virus Influenza A,
sua polaridade, sequencia 5° — 3’ e o tamanho do produto amplificado



Primer Sequencia 5’ - 3’ Primer Sequencia 5’ - 3’ Produto

Sense Anti-Sense amplificado

Nao Estrutural, NS - 8° Segmento

NSF TATTCGTCTCAGGGAGCA NSR2 CTAAGGGCTTTCACCGAA 528pb
AAAGCAGGGTG GAGGGA
NSF2 TGC AAT TGG GGT CCT NSR ATATCGTCTCGTATTAGT 451pb
CAT CGG A AGAAACAAGGGTGTTTT

Em negrito: Primers descritos por Hoffman et al. (2001) e demais primers desenhados com auxilio do
programa IDT-primer design — http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer, utilizando como
modelo as seqiiéncias dos respectivos genes de cepas publicados no GenBank: A/England/545/2007(HIN1) e
A/Auckland/589/2000(H3N2).
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Figura 20 - Esquema dos primers utilizados nas PCRs para amplificacdo do gene da Proteina
Nao Estrutural. A fita alvo estd indicada na cor azul. A identificacio do gene,
nimero do segmento e tamanho (em nimero de nucleotideos) estdo indicadas na
parte superior de cada fita. Os quadrados coloridos indicam a localizacdo dos
primers e o seu emparelhamento com as fitas alvo. As setas coloridas indicam a
sua polaridade. Na cor rosa estdo indicados os primers MF e MR1 e NSF e
NSR1 e na cor verde os primers MF2 e MR2 e NSF2 e NSR2. O tamanho
esperado do amplicon esta indicado na parte inferior de cada fita alvo, nas mesmas
cores que seus respectivos pares de primers.

3.7 Analise dos produtos amplificados

A deteccdo dos produtos amplificados foi realizada por eletroforese em gel de
agarose (Invitrogen™) a 2% (Duplex PCR e Multiplex PCR) ou 1,0% (amplificagio dos
genes da HA, NA, M, NP e NS) em tampao TBE 1,0 x (45 mM Tris-Borato e 1 mM EDTA

[pH 8]) e 0,5 mg/mL de brometo de etideo. Uma mistura de 5 puL. de produto amplificado e

2 uL de loading buffer, juntamente com o marcador de peso molecular 100 pb (Biotools)



(para a Duplex e Multiplex) ou 1 Kb (DNA Mass Ladder - Biotools) foram submetidos a
eletroforese em cuba horizontal (C.B.S. EC-320 Minicell Submarina) em tampao TBE 1,0 x
durante 50 minutos a 100 V. A visualizagdo do gel foi feita em transiluminador de luz

ultravioleta, sendo registrada em foto-documentador BioDoc-It"™ (Imaging System).

3.8 Purificacao dos produtos Amplificados

Os produtos amplificados dos genes da HA, NA, NP, NS e M foram purificados
pela metodologia de precipitagdo com etanol e acetato, descrita brevemente a seguir. Foi
utilizada durante o processo de extracdo a centrifuga refrigerada (Eppendorf — modelo
5804R, rotor F-34-6-38/ 4ngulo fixo). Ao produto de PCR foi adicionado 10% de acetato
de potdssio 3 M e 2 vezes o volume de etanol absoluto gelado. Apds incubacdo a —20 °C
por no minimo uma hora as amostras foram centrifugadas por 12 horas a 25000 rpm a 4 °C
(Eppendorf — modelo 5804R, rotor F-34-6-38/ angulo fixo). O sobrenadante foi descartado
e o tubo seco a temperatura ambiente por 10 minutos. Foram adicionados 250 pL de etanol
70% gelado e a seguir foram centrifugados a 13000 rpm a 4 °C por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e os tubos permaneceram virados sob um papel toalha até
secar. Em seguida as amostras foram ressuspendidas em 20 puL de 4gua ultra PURE
(Invitrogen ™). Ap6s a purificacdo, as amostras foram submetidas 2 eletroforese em gel de
agarose a 1,0%, e quantificadas com o auxilio de marcador de peso molecular (DNA Mass

Ladder - Biotools).

Como alternativa para purificagdo dos produtos de PCR foi utilizada a enzima
ExoSAP-IT® (USB Corporation, Ohio, USA). Acrescentou-se 3 uL da enzima a cada 7 uLL
do produto de PCR. Os tubos foram mantidos no termociclador GeneAmpPCR System 9700
(Applied Biosystems), em um programa de 15 minutos a 37 °C, para a¢do da enzima e

15 minutos a 80 °C para sua inativagao.



3.9 Reacao de Sequenciamento

Os produtos purificados foram submetidos a reacdo de sequenciamento utilizando
o kit ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Reading Reaction versdao 3.1
(Applied Biosystem, Inc., EUA), seguindo as instru¢des do fabricante. Foram realizadas
reacOes distintas para cada um dos segmentos do virus Influenza e utilizando os primers
especificos descritos nas tabelas 3 a 8.

Brevemente, a reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando, em média, 10 a
30 ng do produto purificado diluido em 2 pl. de tampao de reagdo Save Money (Applied
Biosystems), 2 uL de Big Dye (Applied Biosystem), 3 a 5 pmoles de cada primer
separadamente (sense e anti-sense) e dgua ultra PURE (Invitrogen ™) para o volume final
de 10,0 pL.

A extensdo enzimdtica foi realizada em termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems, Inc., EUA) a 95 °C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos compostos de
15 segundos a 96 °C para desnaturacdo, 20 a 30 segundos a 50 °C para hibridizacdo dos
primers e 4 minutos a 60 °C para extensao das cadeias

Apbés a reacdo de sequenciamento, visando a remocdo do excesso de
dideoxinucleotideos, as amostras foram novamente purificadas pela precipitacdo com
1sopropanol, realizada através da lavagem e centrifugacdo da amostra com Isopropanol a
75%, seguido de lavagem com etanol a 75% ou com o kit BigDye® X-Terminator™
(Applied Biosystems, Inc., EUA), conforme instru¢des do fabricante. Brevemente, em 10 uL.
da reacdo de seqiienciamento, foram acrescentados 10 uL do X-Terminator e 55 pL de
tampdo da Reacdo “buffer SAM’S”. O mix foi agitado por 30 minutos seguido de uma
centrifugacdo a 1300 x g por 2 minutos.

Os produtos purificados pelas duas metodologias foram submetidos a eletroforese
em polimero POP6, utilizando-se sequenciador automético ABI PRISM® 3100 (Applied

Biosystems).



3.10 Processamento e alinhamento das seqiiéncias dos genes

A edi¢do das sequéncias e montagem dos contigs foram realizadas com auxilio do
programa Seq Man™ 4.05 - Expert Analysis Software - DNASTAR, Inc., EUA, de modo a
obter os fragmentos correspondentes a cada um dos 5 genes do Influenzavirus A. As
seqiiéncias de nucleotideos e de aminodcidos correspondentes foram alinhadas, gene por
gene, e comparadas, pelo programa Se Al (Sequence Alignment Editor v.2.0all)
(RAMBAUT e CHARLESTON, 2001), com seqii€ncias circulantes em outras localidades
e/ou com cepas vacinais utilizadas a partir de 1999 até 2010, periodo correspondente ao
inicio da Campanha vacinal no Brasil (tabela 9) e/ou com cepas resistentes a drogas
antivirais, publicadas no GenBank. A descricdo das cepas e o nimero de acesso ao

GenBank estao relatados no Anexo D.

3.11 Reconstrucao filogenética

As andlises filogenéticas foram realizadas empregando os critério de Distancias
Evolutivas, utilizando o programa PAUP*4.0 versio Beta - Sinauer Associates, Inc,
(SWOFFORD, 1998). Inicialmente realizou-se, com cada um dos data sets, o teste de razao
de verossimilhanca para a escolha do modelo evolutivo a ser utilizado, realizado com
auxilio do programa Modeltest versdo 3.06 (David Posada, Department of Zoology,
Brigham Young University, USA). Apds a escolha do modelo, foi realizada uma busca
heuristica com o algoritmo de neigboor joing. Foram calculados os valores de bootstrap
com 500 réplicas para verificacdo da sustentacdo de ramos nas topologias das drvores

obtidas (FELSENSTEIN et al., 1985).



Tabela 9 - Relagdo das cepas Influenzavirus A H3N2 e HINI recomendadas pela OMS para

composicao da vacina no Hemisfério Sul, no periodo de 1999 a 2006.

Ano Local de Cepa A(HIN1) Cepa A(H3N2)
Utilizaciao
2010 Hemisfério Sul A/California/7/2009 A/Perth/16/2009
2009-2010 Hemisfério Norte A/Brisbane/59/2007 A/Brisbane/10/2007
2009 Hemisfério Sul A/Brisbane/59/2007 A/Brisbane/10/2007
2008-2009 Hemisfério Norte A/Brisbane/59/2007 A/Brisbane/10/2007
2008 Hemisfério Sul A/Solomonlslands/3/2006 A/Brisbane/10/2007
2007-2008 Hemisfério Norte A/Solomonlslands/3/2006  A/Wisconsin/67/2005
2007 Hemisfério Sul A/NewCaledonia/20/99 A/Wisconsin/67/2005
2006-2007 Hemisfério Norte A/NewCaledonia/20/99 A/Wisconsin/67/2005
2006 Hemisfério Sul A/NewCaledonia/20/99 A/California/7/2004
2005-2006 Hemisfério Norte A/NewCaledonia/20/99 A/California/7/2004
2005 Hemisfério Sul A/NewCaledonia/20/99 A/Wellington/1/2004
2004-2005  Hemisfério Norte A/NewCaledonia/20/99 A/Fujian/411/2002
2004 Hemisfério Sul A/NewCaledonia/20/99 A/Fujian/411/2002
2003-2004 Hemisfério Norte A/NewCaledonia/20/99 A/Moscow/10/99
2003 Hemisfério Sul A/NewCaledonia/20/99 A/Moscow/10/99
2002-2003 Hemisfério Norte A/NewCaledonia/20/99 A/Moscow/10/99
2002 Hemisfério Sul A/NewCaledonia/20/99 A/Moscow/10/99
2001-2002 Hemisfério Norte A/NewCaledonia/20/99 A/Moscow/10/99
2001 Hemisfério Sul A/NewCaledonia/20/99 A/Moscow/10/99
2000-2001 Hemisfério Norte A/NewCaledonia/20/99 A/Moscow/10/99
2000 Hemisfério Sul A/NewCaledonia/20/99 A/Moscow/10/99
1999-2000  Hemisfério Norte A/Beijing/262/95 A/Sydney/5/97
1999 Hemisfério Sul A/Beijing/262/95 A/Sydney/5/97
1998- Hemisfério Norte A/Beijing/262/95 A/Sydney/5/97

1999




4 RESULTADOS




4.1 Deteccio dos Virus Influenza A e B (IA e IB) em amostras clinicas pela Duplex-

RT-PCR

A duplex RT-PCR para a amplificagdo do gene NS, utilizando os primers FowA e
RevA, gerou um produto de 190 pb para IA e 241 pb para IB (Figura 21).

Figura 21 - Eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo, dos produtos da duplex
RT-PCR para verificacdo da amplificagdo de fragmento de 190 pb ou de 241 pb do gene
NS1 dos Influenzavirus A e B, respectivamente. Canaletas 1: Peso molecular de 100 pb
(Biotools®).Canaleta 2 : Controles positivos de IA e IB. Canaleta 3: Controle Negativo
(H,0). Canaleta 4 a 6: Amostras clinicas (ano/n° da amostra): Br06/864, Br06/903, e
Br06/1015, respectivamente. Canaleta 7 a 9: Amostras clinicas Br06/1007, Br06/1113 e
Br06/1297. Canaletas 10: Controle Negativo (H,0).

Das 526 amostras colhidas durante o ano de 2006, 29 (5,5%) foram positivas pela
Duplex-RT-PCR, sendo 25 (4,7%) positivas para o virus Influenza A, 4 (0,7%), para o
virus Influenza B e 492 (94,4%) negativas para os virus Influenza A e/ou B, conforme

demonstrado na Tabela 10.

Tabela 10 - Relacdo do total de amostras analisadas e de amostras positivas para Influenzavirus A e

B em 2006
Ano Amostras  Total de amostras Amostras positivas Amostras positivas
colhidas positivas (%) para IA (%) para IB (%)

2006 521 29 (5,5%) 25 (4,7%) 4 (0,7%)




No ano de 2006 a circulagdo do virus Influenza ocorreu, predominantemente, entre
o final do outono e os meses de inverno, que correspondeu aos meses de maio a julho, com
um total de 25 das 29 amostras identificadas. O virus influenza A circulou entre os meses
de maio (10 amostras), junho (11 amostras) e julho (2 amostras) enquanto que o influenza
B apresentou circulagdo, embora esporddica, no segundo semestre, sendo identificados 2
casos nos meses de julho, 1 caso em outubro e 1 em novembro, sendo portanto

predominante neste periodo. A distribui¢do dos casos no decorrer do ano estd demonstrada

na figura 22.

120,

100

m_

O Total de analisadas OO

40_

O Influenza A o0t
O Influenza B 0-9 9 o = O _8 _8 o o O o o
EEAEEERE RS-

S 3

i §C 294

Figura 22 - Circulacdo més a més dos virus Influenza A e B durante o ano de 2006

4.2 Subtipagem dos Virus Influenza A e B pela Multiplex-RT-PCR

Amostras positivas para Influenzavirus A foram subtipadas pela Multiplex-RT-PCR,
utilizando primers complementares aos genes que codificam as proteinas HA (H1, H3) e
NA (N1 e N2), descritos na tabela 2. A amplificagdo gerou produtos de 165 pb e 231 pb
para os genes HI e H3, respectivamente e 427 pb e 176 pb para os genes N1 e N2,

respectivamente (Figura 23).



Figura 23 - Eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo, dos produtos da
Multiplex RT-PCR: PM: Peso molecular 100 pb (Biotools). Canaleta 1: Controle Positivo
Influenza A (HIN1); Canaleta 2: Controle Positivo Influenza A (H3N2); Canaleta 3:
Controle Negativo (H,0); Canaletas 4 a 7: Amostras clinicas (ano/n° da amostra)
IA(H3N2) Br06/840, Br06/903, Br06/946 e Br06/979, respectivamente. Canaletas 8 e 9:

Amostras clinicas (ano/n° da amostra) IA(HIN1) Br06/789 e Br06/840. Canaleta 10:
Controle Negativo (H,0)

Das 29 amostras positivas para o virus Influenza A, detectadas durante o ano de

2006, 21 foram subtipadas pela Multiplex-RT-PCR sendo 17 delas positivas para o subtipo
H3N2 e 4 para o subtipo HIN1 (Tabela 11).

Tabela 11 - Relacdo do total de amostras analisadas e de amostras positivas para os virus Influenza
A subtipos HIN1 e H3N2.

Ano Amostras TIA HIN1 H3N2 Amostras Nao
Positivas Subtipadas
2006 25 4 (16%) 17 (68%) 4 (16%)

4.3 Amplificacio e sequenciamento dos genes do Virus Influenza A

4.3.1 Sexto segmento: Gene da Neuraminidase NA

Ap6s a primeira PCR que amplificava o gene NA completo (1460 pb), o produto de

PCR foi submetido a nested ou semi-nested PCR conforme descrito no item 3.6.1. A



amplificacdo do gene da Neuraminidase, subtipo N1, utilizando os primers NA1F/NA1RI-
1 e NAIF4-2/NAIR, gerou produtos de 978 pb e 699 pb, respectivamente.
Alternativamente, nos casos nos quais ndo ocorreu a amplificacio de um ou dois
fragmentos, o produto da primeira PCR foi submetido a uma segunda amplificacdo
utilizando os primers: NA1F/NA1R1-2, que gerou produtos de 478 pb, NA1F2/ NA1R2,
que gerou produto de 727 pb, NA1F3/ NAIR3 (467 pb) e NA1F4-1/ NAIR (451 pb). As
figuras 24 e 25 representam a amplificacdo do gene NA, subtipo N1, de algumas amostras

clinicas estudadas e a tabela 12 resume o total de amostras amplificadas.

727 pb

478 pb
467 pb

451 pb

Figura 24 - Eletroforese em gel de agarose 1%, Figura 25 - Eletroforese em gel de agarose 1%,

corado com brometo de etideo,
visualizando 0s produtos
amplificados pela Semi-Nested
PCR. PM: marcador molecular de
1 Kb (Biotools), Canaleta 1:
Controle Positivo A(H3N2) e
produtos amplificados utilizando os
primers  NA2F e NA2RI-1;
Canaleta 2: Controle Positivo
A(H3N2) e produtos amplificados
utilizando os primers NA2F4- e
NA2R; Canaleta 3: Controle
Negativo; Canaleta 4: Controle
Positivo A(HIN1) e produtos
amplificados utilizando os primers
NAIF e NAIRI1-1; Canaleta 5:
Controle Positivo A(H3N2) e
produtos amplificados utilizando os
primers NA1F4-2 e NA1R.

corado com brometo de etideo,
visualizando 0s produtos
amplificados pela Semi-nested ou
Nested PCR. PM: marcador
molecular de 1 Kb (Biotools);
Canaleta 1: Controle Positivo
A(H3N2) e produtos amplificados
utilizando os primers NAIF e
NAIR1-2; Canaleta 2: Controle
Positivo A(H3N2) e produtos
amplificados utilizando 0s
primers  NAIF2 e NAIR2;
Canaleta 3: Controle Positivo
A(HIN1) e produtos amplificados
utilizando os primers NAIF3 e
NAIR3; Canaleta 34: Controle
Positivo A(HIN1) e produtos
amplificados utilizando 0s
primers NAIF4-1 e NAIR;
Canaleta 5: Controle Negativo.



As reagdes de Nested ou Semi nested PCR para a amplificacdo do gene N2, também
foram realizadas em duas estratégias: a primeira utilizando os primers NA2F/NA2R1-1 e
NA2F4-2/NA2R que gerou produtos de 983 pb e 746 pb, respectivamente. A segunda,
utilizando os primers: NA2F/ NA2R1-2, NA2F2/ NA2R2, NA2F3/ NA2R3 e os primers
NA2F4-1/NA2R, que geraram produtos de 481 pb, 732 pb, 518 pb e 459 pb,
respectivamente. A figura 26 representa a amplificacdo do gene NA, subtipo N2, de

algumas amostras clinicas estudadas e a tabela 12 resume o total de amostras amplificadas.

732 pb
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481 pb

459 pb

Figura 26 - Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, visualizando os
produtos amplificados pela Semi-nested ou Nested PCR. PM: marcador molecular de
1 Kb (Biotools); Canaleta 1: Controle Positivo A(H3N2) e produtos amplificados
utilizando os primers NA2F e NA2R1-2; Canaleta 2: Controle Positivo A(H3N2) e
produtos amplificados utilizando os primers NA2F2 3 NA2R2; Canaleta 3: Controle
Positivo A(H3N2) e produtos amplificados utilizando os primers NA2F3 e NA2R3;
Canaleta 34: Controle Positivo A(H3N2) e produtos amplificados utilizando os
primers NA2F4-1 e NA2R; Canaleta 5: Controle Negativo.



Tabela 12 - Relagdo de amostras submetidas a PCR para amplifica¢do do gene da Neuraminidase (NA),
utilizando os primers: NAIF+NA1R1-1/2, NAIF2 + NA1R2, NA1F3+NA1R3 e NA1F4-
1/2+NAI1R, para o subtipo N1 e os primers NA2F+NA2R1-1/2, NA2F2 + NA2R2,
NA2F3+NA2R3 e NA2F4-1/2+NAZ2R, para o subtipo N2 e seus respectivos fragmentos.

Os amplicons seqiienciados estdo representados em negrito com um asterisco

Amostra Duplex Multiplex Primers e produto amplificado
Influenza A (HIN1) NA1F+ NAI1F2 + NA1F3+ NA1F4-1/2+
NA1R1-1/2 NA1R2 NA1R3 NA1R
Br06/933 IA HIN1 478pb* 727pb* 467pb* 699pb*
Br06/994 IA HIN1 NA 727pb 467pb 699pb
Influenza A (H3N2) NA2F+ NA2F2+ NA2F3 + NA2F4-1/2 +
NA2R1-1/2 NA2R2 NA2R3 NA2R
Br06/791 IA H3N2 NA NA NA NA
Br06/840 IA H3N2 NA 732pb* 518pb* 746pb*
Br06/872 IA H3N2 983pb 732pb* 518pb* 746pb*
Br06/877 IA H3N2 NA 732pb* 518pb* 746pb*
Br06/899 IA H3N2 NA 732pb* 518pb* 746pb*
Br06/903 IA H3N2 983pb 732pb* 518pb* 746pb*
Br06/946 IA H3N2 NA 732pb* 518pb* 746pb*
Br06/956 IA H3N2 481pb 732pb* 518pb* 459pb*
Br06/972 IA H3N2 NA NA NA 459pb*
Br06/979 IA H3N2 NA NA NA 746pb*
Br06/988 IA H3N2 NA NA NA 459pb
Br06/999 IA H3N2 NA 732pb* 518pb* 746pb*
Br06/1001 IA H3N2 NA NA NA 746pb*
Br06/1015 1A H3N2 983pb 732pb* 518pb* 746pb
Br06/1026 IA H3N2 481pb 732pb* 518pb* 746pb*

NA — nao amplificada

As amostras ndo amplificadas por essa metodologia foram submetidas a

amplificagdo seguindo protocolo descrito pelo Dr. Martin Schutten da Erasmus Medical

Center, Department of Virology, Rotterdam, Netherlands (comunicac¢io pessoal), conforme

descrito no item 3.6.4. As amplificagdes do gene da Neuraminidase utilizando os primers

NAfwd e NA2, NA3 e NA4, NAS e NA6 e NA7 e Na-rev, geraram produtos de 500 bp e os

resultados estdo apresentados na figura 27 e tabela 13.



Figura 27 -

Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, dos produtos
amplificados do gene da Neuraminidase (N1 e N2). PM: Peso Molecular de 1 kb
(Biotools). Canaletas 1 a 6: Amostras clinicas (ano/no da amostra) Br06/791,
Br06/972, Br06/979, Br06/988, Br06/1001 e Br06/1015, utilizando primers NAfwd
e NA2; Canaletas 7 a 12: Amostras clinicas Br06/791, Br06/972, Br06/979,
Br06/988, Br06/1001 e Br06/1015, utilizando primers HNA3 e NA4; Canaleta 13 a
18: Amostras clinicas Br06/791, Br06/972, Br06/979, Br06/988, Br06/1001 e
Br06/1015, utilizando primers NAS e NA6 e Canaletas 19 a 24: Amostras clinicas

Br06/791, Br06/972, Br06/979, Br06/988, Br06/1001 e Br06/1015,
primers NA7 e NArev.

utilizando

Tabela 13 - Relacdo de amostras submetidas & amplificacdo do gene da Neuraminidase (N1 e N2)
utilizando os primers NAfwd e NA2, NA3 e NA4, NAS e NA6 e NA7 e Na-rev e
respectivos fragmentos amplificados. Os amplicons seqiienciados estdo representados
em negrito com um asterisco *.

Amostras Duplex Multiplex Primers e produto amplificado

NAfwd e NA2 NA3e NA4 NAS5SeNA6 NA7eNA-rev
Br06/791 1A H3N2 500pb* 500pb* 500pb* 500pb*
Br06/972 1A H3N2 500pb* 500pb* 500pb* NA
Br06/979 IA H3N2 500pb* 500pb* 500pb* NA
Br06/988 1A H3N2 500pb* 500pb* 500pb* NA
Br06/1001 1A H3N2 500pb* 500pb* 500pb* NA

NA — ndo amplificadas

Os produtos de PCR obtidos por ambas as metodologias foram purificados

conforme descrito no item 3.8 e submetidas a rea¢do de sequenciamento utilizando os

primers especificos NA1F/NA1R1-2, NA1F2/NA1R2, NA1F3/NA1R3 e NA1F4-1/NAIR

para os amplicons obtidos com primeira metodologia ou NAfwd/NA2, NA3/NA4,
NAS/NA6 e NA7/NArev para os amplicons obtidos na segunda. As figuras 28 e 29

resumem os resultados obtidos de amplificacdo e sequenciamento, respectivamente, do

gene da NA de 17 amostras de virus influenza A, 15 H3N2 e 2 HINI.



Sexto Segmento - Neuraminidase (NA)

1aa 454 a3
Int o F1413nt

APBrasil 791 (H3MZ) -1 11413
A{Brasd840 (H1M1) - 300 ] 1413
ABrasili872 (H3N2) =1l ] 1413
AfBrasls877 (H3M2) = 300 [ ] 1413
A Brasil599 (H3N2) - 00 | ] 1413
A BrasilB03 (H3N2) =11 ] 1413
ABrasilf®33 (H1M1) -1l ] 1413
A{Brasl546 (H3H2) - 200 [ 11413
AfBrasilf356 (H3MN2) -1l 11413
A PBrasilfs72 (H3M2) -1 Juee

APBrasilfe79 (H3M2) -1 ] 1412
AfBrasilf338 (H3M2) - ] 1412
ABrasl®% (HIN1) - 300 ] 1413
ABrasif39% (H3M2) - 300 [ ] 1413
APBrasif1001 (H3N2) =11 ] Li13
AfBrasii1015 (H31T2) =11 ] 1413
ABrasil 1026 (H3N2) -1 ] 1413

Figura 28 - Resumo de todos os produtos amplificados do gene da NA de 17 amostras de virus
Influenza A. Em azul estd esquematizado o gene codificador da NA, com o niimero
de aminoécidos acima do gene e o nimero de nucleotideos nas extremidades. Em
verde estd demonstrado o tamanho do(s) amplicon(s) obtidos em cada amostra,
levando em conta a soma dos nucleotideos amplificados com cada par de primer. O
nimero de nucleotideos de cada fragmento amplificado estd nas extremidades.

Sexto Segmento - Neuraminidase (NA)

1aa 454 aa
Int = F1413nt

AfBrasif791 (H3MZ) - 11411
AfBrasil'840 (H3N2) -
AfBrasi872 (H3N2) -

ml 114
A Brasli877 (H2A2) - | ] 1401
ABrazlf89% (H3N2Y - ol 1140
AfBrasilf?03 (H3N2) -
AfBrasil933 (HINT) -
ABrasl/946 (HIN2) - 22 [ 11411
ABrazilf956 (H3N2) -
A Brasli72 (HANZ) =1 1140
A Brasl/®79 (HAN2) —qp ] 1411
ABrasili?88 (HAMZ) = qf Torg
ABraszilf?94 (HIN1) -
ABrazilf999 (H3N2) - =1 1
ABrasilf1001 (H3M2) -4 ] 10
AfBrasili1015 (H3N2) - Ty 1588
AfBrasilf1026 (H3MZ) - _— 11411

Figura 29 - Resumo dos fragmentos do gene da NA seqiienciados de 17 amostras de virus
influenza. Em azul estd sendo mostrado o gene codificador da NA, com o nimero de
aminoécidos acima do gene e o nimero de nucleotideos nas extremidades. Em verde
claro, estd demonstrado o tamanho aproximado dos amplicons obtidos em cada amostra
e em rosa (sobreposto ao produto amplificado), o fragmento do gene sequenciado.



4.3.2 Sétimo segmento: Gene da Proteina da Matriz (M)

A amplificacdo do gene da Matriz foi realizada em 2 PCRs distintas, com a utiliza¢do
dos primers MF/MR1 e MF2/MR, coforme descrito no item 3.6.2 que gerou produtos de
536 pb e 674 pb, respectivamente. A figura 30 representa a amplificagcdo do gene M de

algumas amostras clinicas estudadas e a tabela 14 resume o total de amostras amplificadas.

Figura 30 - Eletroforese em Gel de agarose 1% corado com Brometo de Etideo visualizando os
produtos amplificados do gene da Matriz M: PM — Peso Molecular 1kb (Biotools).
Canaletas 1 e 2, Controle Positivo A(HIN1) e produtos amplificados utilizando os
primers MF ¢ MR1 ¢ MF2 ¢ MR; Canaletas 3 e 4: Amostra clinica (ano/n° da
amostra) Br06/933 (HIN1) e produto amplificado utilizando os primers MF e MR1 e
MF2 e MR; Canaletas 5 e 6: Controle Positivo A(H3N2) e produtos amplificados
utilizando os primers MF e MR1 e MF2 e MR; Canaletas 7 e 8: Amostra clinica
Br06/999 (H3N2) e produtos amplificados utilizando os primers MF e MR1 e MF2 e
MR.



Tabela 14 - Relacdo de amostras submetidas a PCR para amplificacdo do gene da Matriz (M)
utilizando os primers MF+MR1 e MF2+MR e respectivos fragmentos amplificados.
Os amplicons seqiienciados estdo representados em negrito com um asterisco *.

Amostras Duplex Multiplex Primers e produto amplificado
MF + MR1 MF2 + MR

Br06/789 IA HINI1 536pb 674pb
Br06/791 IA H3N2 536pb 674pb*
Br06/854 IA HINI1 NA 674pb*
Br06/872 IA H3N2 NA 674pb*
Br06/877 IA H3N2 NA 674pb*
Br06/891 IA H3N2 NA 674pb*
Br06/899 IA H3N2 NA NA
Br06/946 IA H3N2 536pb* 674pb*
Br06/956 IA H3N2 NA 674pb*
Br06/972 IA H3N2 NA 674pb*
Br06/979 IA H3N2 NA 674pb*
Br06/988 IA H3N2 536pb 674pb
Br06/999 IA H3N2 536pb 674pb*
Br06/1001 IA H3N2 NA 674pb*
Br06/1015 IA H3N2 NA 674pb*

NA - nfo amplificado

As amostras ndo amplificadas por essa metodologia foram submetidas a amplificacdo
seguindo protocolo descrito pelo Dr. Martin Schutten da Erasmus Medical Center,
Department of Virology, Rotterdam, Netherlands (comunicacio pessoal), conforme descrito
no item 3.6.4. As amplificacdes do gene da Matriz, utilizando os primers M2fwd e M22 e

os primers M23 e M2-rev geram produtos de 500 bp (Figura 31 e Tabela 15).



4 567 8 9 10 11 12

Figura 31 - Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, dos produtos
amplificados do gene da Matriz. PM: Peso Molecular de 1 kb (Biotools).
Canaletas 1 a 6: Amostras clinicas (ano/n° da amostra) Br06/791, Br06/972,
Br06/979, Br06/988, Br06/1001 e Br06/1015, utilizando primers M2fwd e M22;

Canaletas 7 a 12: Amostras clinicas Br06/791, Br06/972, Br06/979, Br06/988,
Br06/1001 e Br06/1015, utilizando primers M23 e M2rev.

Tabela 15 - Relacdo de amostras submetidas a PCR para amplificacdo do gene da Matriz (M)
utilizando os primers M2fwd + M22 e M23 e M2-rev e respectivos fragmentos

amplificados. Os amplicons seqiienciados estdo representados em negrito com um
asterisco *.

Amostras Duplex Multiplex Primers e produto amplificado
M2fwd e M22 M23 e M2-rev
Br06/791 IA H3N2 500pb* 500pb*
Br06/972 IA H3N2 500pb* NA
Br06/1001 IA H3N2 500pb* NA

NA- nao amplificado

Os produtos de PCR obtidos por ambas as metodologias foram purificados
conforme descrito no item 3.8 e submetidas a rea¢do de sequenciamento utilizando os
primers MF, MR1, MF2 e MR na primeira metodologia e M2fwd-2/ M2.3-rev na segunda.
As figuras 32 e 33 resumem os resultados obtidos de amplificacdo e sequenciamento,

respectivamente, do gene da Matriz de 16 amostras de virus influenza A, 14 H3N2 e 2
HINI.



Setimo Segmento - Proteina da Matriz (M)

1aa 157 aa
IniJ M1 | IR— |3} A
5 i
Int B2 336 nt
ABrasil78% (H1M1) —1I ] 1027
ABrasi781 (HINZ) =11 ] 1027
ABrasilis854 (HIMN1) — 400 ] 1027
A Brasilf872 (H3N2) — 400 | ] 1027
A BrasWf877 (H3MN2) — 400 [ 11027
A Braslfi831 (H3N2) — 400 | ] 1027
ABrasili85% (HANZ) — 400 [ ] 1027
A Brasilif03 (H3N2) — 400 [ ] 1027
A Brasilif46 (H3M2) =11 ] 1027
A Brasili956 (H3N2) — 00 [ ] 1027
A Braslf972 (H3M2) —1p ] 1027
A BrasliS79 (H3N2) — 400 | ] 1027
ABrasiB88 (H3NZ) —1I ] 1027
A Brasili58% (H3MZ) —1I ] 1027
A Brasli 1001 (H3N2) = 400 | ] 1027
A Brasil 1015 (H3N2) - 400 | ] 1027

Figura 32 - Resumo de todos os produtos amplificados do gene da M de 16 amostras de virus Influneza A.
Em azul estd esquematizado o gene codificador da Matriz, M1, e em roxo da M2, com o
nimero de aminodcidos acima do gene e o nimero de nucleotideos nas extremidades. Em
verde estd demonstrado o tamanho do amplicon obtido em cada amostra, levando em conta a
soma dos nucleotideos amplificados com cada par de primer. O nimero de nucleotideos de
cada fragmento amplificado estd nas extremidades

Setimo Segmento - Proteina da Matriz (M)

1 aa 15} aa
Initf M1 f—— 10270t
laa 87 aa E DREL

Int{} & 336 nt e
LAfBrasili739 (HINT1) — qf 1512
LAfBrasili791 (H3N2) — 127 e—
ABrasli854 (HINT) — (7] e— 1
ABrasil/872 (H3N2) — 171 —
ABrasilf877 (H3M2) — 1) —
LAfBrasli891 (H3N2) — 7] eo— L
A/Brasilfi899 (H3N2) — PP — )
ABraslf?03 (H32) — 7Y e—
AfBrasili9d6 (H3N2) —1l lare o [ 1070
LfBrasili?56 (H3MN2) — 77 —
AfBrasii®72 (H3NZ) — 476677 [ Joma
A/Brasili979 (H3N2) — PP — )
A/Brasil/988 (H3N2) —
ABrasil/®99 (H3MH: —
LAfBrasli1001 (HENZ2) — P77 e— 11
LAfBrasili1015 (HANZ) — 6 Jom

Figura 33 - Resumo dos fragmentos do gene da M seqiienciados de 16 amostras de virus influenza. Em azul
estd sendo mostrado o gene codificador da Matirz M1 e em roxo da M2, com o nimero de
aminodcidos acima do gene e o nimero de nucleotideos nas extremidades. Em verde claro,
estd demonstrado o tamanho aproximado dos amplicons obtidos em cada amostra e em rosa
(sobreposto ao produto amplificado), o fragmento do gene sequenciado.



4.3.3 Quarto segmento: Gene da Hemaglutinina HA

Ap6s a primeira PCR que amplificava o gene completo (1760 pb) o produto de PCR
foi submetido a nested ou semi-nested PCR conforme descrito no item 3.6.3. A
amplificacdo do gene da Hemaglutinina, subtipo H1, utilizando os pares de primers HA1F/
HAI1R1, HA1F4/ HA1R, HA1F3/ HAIR3 e HA1F2/HA1R2 gerou produtos de 1040 pb,
739 pb, 403 pb e 1016 pb, respectivamente. A amplificacdo do gene HA, subtipo H3,
utilizando os primers HA3F/HA3R1 e HA3F3/HA3R3, gerou produtos de 1056 pb e
841pb, e os primers HA3F2/HA3R2 e HA3F4/HA3R, gerou produtos de 709 pb e 723 pb,
respectivamente.

A figura 34 representa a amplificacdo do gene HA, subtipos H1 e H3, e a tabela 16

resume o total de amostras amplificadas.

1500 pb
1000 pb
750 pb

500 pb

250 pb

Figura 34 - Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, dos produtos da
nested PCR para o gene da Hemaglutinina subtipos H1 e H3. PM: Peso Molecular de
1 kb (Biotools). Canaleta 1 a 4: Controle A(HIN1), utilizando primers HAIF e
HAI1R1; primers , HA1F2 e HAIR2, primers HA1F4 e HAIR e primers HA1F3 e
HA1R3 respectivamente. Canaleta 5 a 8: Controle A(H3N2), utilizando primers
HA3F e HA3R1; primers HA3F2 e HA3R2; primers HA3F4 e HA3R; primers HA3F3
e HA3R3 .



Tabela 16 - Relagdo de amostras submetidas a PCR para amplificagdo do gene da Hemaglutinina
(HA) utilizando os primers: HAIF+HA1R1, HA1F2+HA1R2, HA1F3+HAIR3,
HA1F4+ HAIR, para o subtipo H1 e os primers: HA3F + HA3R1, HA3F2+HA3R?2,
HA3F3+HA3R3, HA3F4+ HA3R para o subtipo H3 e seus respectivos fragmentos.
Os amplicons seqiienciados estio representados em negrito com um asterisco *

Amostra  Duplex Multiplex Primers e produto amplificado
HAITF + HA1F4+
Influenza A H1N1 HATE2 + HA1E3+
HA1R1 HAIR?2 HAI1R
HAI1R3
1A HIN1 1040pb 1016pb 403pb 739pb
Br06/933
Influenza A H3N2 HAJF + HA3F2 + HA3F3 + HA3F4 +
HA3R1 HA3R2 HA3R3 HA3R
Br06/859 1A NS 1040pb* 709 pb* 841pb* NA
Br06/791 1A H3N2 NA 1016pb 403pb NA
Br06/864 1A NS 1040pb* 1016 pb* NA NA
Br06/877 1A H3N2 1056pb 709 pb 841pb 723 pb
Br06/946 1A H3N2 1040pb 1016 pb* 403pb 739 pb
Br06/956 1A H3N2 1056pb NA NA 723 pb
Br06/972 1A H3N2 NA NA NA 723 pb
1A H3N2 NA NA NA 723 pb*
Br06/979
Br06/988 1A H3N2 NA 709 pb NA 723 pb
1A H3N2 1056pb NA NA NA
Br06/1001
Br06/1015 1A H3N2 1056pb NA NA NA

NA — nao amplificado



As amostras nao amplificadas por essa metodologia foram submetidas a
amplificagdo seguindo protocolo descrito pelo Dr. Martin Schutten da Erasmus Medical
Center, Department of Virology, Rotterdam, Netherlands (comunicac¢io pessoal), conforme
descrito no item 3.6.4. As amplificacdes do gene da Hemaglutinina, utilizando os primers
HAfwd/HA2, HA3/HA4, HAS5/HA-6 e HA7/HArev geraram produtos de 500 bp, tanto
para a Hl como para a H3. A figura 35 representa a amplificacdo do gene da
Hemaglutinina, subtipos H1 e H3, de algumas amostras estudadas e a tabela 17 resume o

total de amostras amplificadas.

Figura 35 - Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, dos produtos
amplificados do gene da Hemaglutinina (H1 e H3). PM: Peso Molecular de 1 kb
(Biotools). Canaletas 1 a 6: Amostras clinicas (ano/n° da amostra) Br06/791, Br06/972,
Br06/979, Br06/988, Br06/1001 e Br06/1015, utilizando primers HAfwd e HA2;
Canaletas 7 a 12: Amostras clinicas Br06/791, Br06/972, Br06/979, Br06/988,
Br06/1001 e Br06/1015, utilizando primers HA3 e HA4; Canaleta 13 a 18: Amostras
clinicas Br06/791, Br06/972, Br06/979, Br06/988, Br06/1001 e Br06/1015, utilizando
primers HAS5 e HA6 e Canaletas 19 a 24: Amostras clinicas Br06/791, Br06/972,
Br06/979, Br06/988, Br06/1001 e Br06/1015, utilizando primers HA7 e HArev.



Tabela 17 - Relagdo de amostras submetidas a amplificag@o utilizando os primers HAfwd/HA2
HA3/HA4, HAS/HA6 e HA7/HArev e respectivos fragmentos amplificados. Os
amplicons seqiienciados estdo representados em negrito com um asterisco *

Amostras Duplex Multiplex Primers e produto amplificado
Influenza A HIN1 Hafwd e HA3e HAS e HA7 e
HA2 HA4 HA6 Harev
IA HIN1 500pb* 500pb* 500pb* 500pb
Br06/789
Br06/854 IA HIN1 NA NA NA NA
Influenza A H3N2
Br06/791 IA H3N2 500pb* 500pb 500pb 500pb
Br06/840 IA H3N2 500pb 500pb 500pb 500pb
Br06/872 IA H3N2 500pb 500pb 500pb 500pb
Br06/877 IA H3N2 500pb* 500pb* 500pb* 500pb
Br06/891 IA H3N2 500pb 500pb 500pb 500pb*
Br06/899 IA H3N2 500pb 500pb 500pb 500pb
Br06/903 IA H3N2 500pb NA NA NA
Br06/939 IA H3N2 500pb NA NA 500pb
Br06/956 IA H3N2 500pb NA NA 500pb
Br06/972 IA H3N2 500pb* 500pb* 500pb* NA
Br06/979 IA H3N2 500pb* 500pb* 500pb* NA
Br06/988 IA H3N2 500pb NA 500pb NA
Br06/999 IA H3N2 500pb 500pb* NA NA
Br06/1001 IA H3N2 500pb 500pb* 500pb* NA
Br06/1015 IA H3N2 500pb 500pb 500pb* 500pb*

NA — nao amplificado

Os produtos de PCR obtidos por ambas as metodologias foram purificados, conforme
descrito no item 3.8, e submetidos a reacdo de sequenciamento utilizando os primers
especificos HA1F, HAIRI1, HA1F4, HAIR, HAI1F3, HA1R3, HAIF2 e HA1R2 para os
amplicons obtidos com primeira metodologia ou HAfwd e HA2, HA3 e HA4, HAS e HA-
6 e HA7 e HArev para os amplicons obtidos na segunda. As figuras 36 e 37 resumem o0s

resultados obtidos de amplificacdo e sequenciamento, respectivamente, do gene da



Hemaglutinina de 21 amostras de virus influenza A, 18 H3N2 e 3 HINI.

Quarto Segmento - Hemaglutinina (HA)

1aa 550 aa
It — F1760nt
ABrasl 78S (HIMN1) —1I 11760
ABrasi7e1 (H3MZ) =1 ] 1760
ABrasi840 (HI1I1) =1 ] 1760
ABrasli8sd (HIM1) —1 ] 1760
ABrasli859 —1 ] 1500
ABrasili8ed —1E ] 1000
AfBrasil/872 (H3172) —1I 11760
AfBrasil/877 (H3M2) —1I ] 1760
AfPrasilf891 (H3N2) —1I ] 1760
AfBrasil/899 (H312) —1I 11760
AfBrasili503 (HENZ) — = 500 Rl m——
AfBrasil’d33 (HIM1) — 1
ABraslivE0 (HaN - [ 5o LN —— ]
AfBraslf%de (HBN2) 1L 11760
AfBrasilfass (HaM [ s 1000 = 11760
ABrasld72 (H3MZ) 1 ] 1760
AfPrasili979 (H3M2) 1 ] 1760
ABrasli98E (HaM2 1 ] 1760
ABraslH99 (HaMZy 1 1 1000
ABrasi 1001 (HINZ) 1 ] 1500
AfBrasili 1015 (H3M2) 1L 11760

Figura 36 - Resumo de todos os produtos amplificados do gene da Hemaglutinina de 21 amostras
de virus Influenza A. Em azul estd esquematizado o gene que codifica a Hemaglutinina,
com o nimero de aminodcidos acima do gene e o numero de nucleotideos nas
extremidades. Em verde estd demonstrado o tamanho do(s) amplicon(s) de cada
amostra, levando em conta a soma dos nucleotideos amplificados com cada par de
primer. O nuimero de nucleotideos de cada fragmento amplificado estd nas
extremidades.

{ Quarto Segmento - Hemaghatinina (HA) —_
I — F1Tsont

ABrast78% (H1M1) =g J1068

AfBrastf 731 (H3H2) — 1o

ABraslid40 (H1MM1) — b3 L] —— |

ABrasif854 (H1M1) —

AfBrastlf85% M3 — o6 haz4

AfBraziliad CNS) = m[ ] 007

AfBrasilf872 (H3M2) —

AfBrastlf877 (H3W2) — 11440

ABraslf89] (H3WM2) — L E L s 1 U
ABrasilf89% (H32) —

AMBrasdfS03 (H3M2) —

AfBrastf933 (H1M1) -

ABrasili33% (H3LT2)
ABrasti®46 (H3M2) - 280 1984
AMBrastf956 (H3M2) —

AfBraslie72 (H3N2) — 11510

AfBrasilig79 (I‘IBNQ) = 1L hivé
AfBrastf98% (H3M2) —

AfBraslf999 (H3M2) — Zor logn

ABrasif/1001 (H3NZ)— suC——m

ABrasilf1015 (H3N2) - 1047 11686

Figura 37 - Resumo dos fragmentos do gene da Hemaglutinina seqiienciados de 21 amostras de
virus influenza. Em azul estd esquematizado o gene que codifica a proteina da
Hemaglutinina, com o nimero de aminoicidos acima do gene e o ndmero de
nucleotideos nas extremidades. Em verde claro, estd demonstrado o tamanho
aproximado dos amplicons obtidos em cada amostra e em rosa (sobreposto ao produto
amplificado), o fragmento do gene sequenciado.



4.3.4 Quinto segmento: Gene da Nucleoproteina NP

A amplificacdo do gene da NP foi realizada em 3 PCRs distintas utilizando os
primers NPF e NPR1, NPF2 e NPR2 e NPF3 e NPR, que geraram produtos de 726 pb, 736
pb e 490 pb, respectivamente. A figura 38 representa a amplificacdo do gene NS de

algumas amostras estudadas e a tabela 18 resume o total de amostras amplificadas.

Figura 38 - Eletroforese em Gel de agarose 1% corado com Brometo de Etideo visualizando os
produtos amplificados do gene da Nucleoproteina NP: PM: Peso Molecular 100 pb
(Biotools). Canaletas 1 a 3, Controle Positivo A(HIN1) e produtos amplificados
utilizando os primers NPF e NPR1, NPF2 e NPR2 e NPF3 e NPR; Canaletas 4 a 6:
Amostra clinica (ano/n’ da amostra) Br06/933 (HIN1) e produtos amplificados
utilizando os primers NPF e NPR1, NPF2 e NPR2 e NPF3 e NPR. Canaletas 7 a 9:
Controle Positivo H3N2 e produtos amplificados utilizando os primers NPF e NPR1,
NPF2 ¢ NPR2 e NPF3 e NPR; Canaletas 10 a 12: Amostra clinica Br06/999
A(H3N2) e produtos amplificados utilizando os primers NPF e NPR1, NPF2 e NPR2
e NPF3 e NPR.



Tabela 18 - Relacdo de amostras submetidas a PCR para amplificagdo do gene Nucleoproteina
(NP) utilizando os primers: NPF + NPR1, NPF2 + NPR2 e NPF3 + NPR. Os
amplicons seqiienciados estdo representados em negrito com um asterisco *

Amostras  Duplex Multiplex Primers e produto amplificado

NPF e NPR1 NPF2 e NPR2 NPF3eNPR
Br06/789 IA HIN1 NA 736 pb 490 pb*
Br06/840 1A H3N2 NA 736 pb 490 pb*
Br06/854 IA HINI NA 736 pb NA
Br06/859 1A NS NA NA 490 pb*
Br06/872 1A H3N2 NA 736 pb 490 pb*
Br06/877 IA H3N2 NA 736 pb* 490 pb*
Br06/891 1A H3N2 NA 736 pb 490 pb*
Br06/899 IA H3N2 NA 736 pb 490 pb
Br06/903 1A H3N2 NA 736 pb NA
Br06/933 IA HIN1 726 pb NA NA
Br06/946 IA H3N2 NA 736 pb* 490 pb*
Br06/956 1A H3N2 726 pb NA NA
Br06/972 1A H3N2 726 pb 736 pb* 490 pb*
Br06/979 1A H3N2 726 pb NA NA
Br06/988 IA H3N2 726 pb 736 pb* 490 pb*
Br06/994 IA HIN1 NA 736 pb NA
Br06/999 1A H3N2 726 pb 736 pb 490 pb*
Br06/1001 1A H3N2 NA 736 pb 490 pb*
Br06/1015 IA H3N2 NA NA 490 pb*

NA — nao amplificado.

Os produtos de PCR foram purificados, conforme descrito no item 3.8, e submetidos
a reacdo de sequenciamento utilizando os primers NPF, NPR1, NPF2, NPR2, NPF3 e NPR.
As figuras 39 e 40 resumem os resultados obtidos de amplificacdo e sequenciamento,

respectivamente, do gene da NP de 19 amostras de virus influenza A, 16 H3N2 e 3 HINI.
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Figura 39 - Resumo de todos os produtos amplificados do gene da NP de 19 amostras de virus

Influenza A. Em azul estd esquematizado o gene que codifica a NP, com o nimero de
aminodcidos acima do gene e o nimero de nucleotideos nas extremidades. Em verde
estd demonstrado o tamanho do(s) amplicon(s) obtidos em cada amostra, levando em
conta a soma dos nucleotideos amplificados com cada par de primer. O nimero de
nucleotideos de cada fragmento amplificado estd nas extremidades.
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Figura 40 - Resumo dos fragmentos do gene da NP seqiienciados de 19 amostras de virus

influenza. Em azul estd sendo mostrado o gene codificador da NP, com o nimero de
aminodcidos acima do gene e o nimero de nucleotideos nas extremidades. Em verde
claro, estd demonstrado o tamanho aproximado dos amplicons obtidos em cada
amostra e em rosa (sobreposto ao produto amplificado), o fragmento do gene

sequenciado.



4.3.5 Oitavo segmento: Gene da Proteina Nao Estrutural (NS)

A amplificacdo do gene da Proteina Nao Estrutural foi realizada em 2 PCRs
distintas, com a utilizagdo dos primers NSF/NSR1 e NSF2/NSR, que gerou produtos de
528 pbe 451 pb, respectivamente. A figura 41 representa a amplificagdo do gene NS de

algumas amostras estudadas e a tabela 19 resume o total de amostras amplificadas.

Figura 41 - Eletroforese em Gel de agarose 1% corado com Brometo de Etideo visualizando os
produtos amplificados do gene da Niao estrutural NS: PM — Peso Molecular 1kb
(Biotools). Canaletas 1 e 2, Controle Positivo A(HIN1) e produtos amplificados
utilizando os primers NSF e NSR1 e NSF2 e NSR; Canaletas 3 e 4: Amostra clinica
(ano/n° da amostra) Br06/999(HIN1) e produto amplificado utilizando os primers
primers NSF e NSR1 e NSF2 e NSR; Canaletas 5 e 6: Controle Positivo A(H3N2) e
produtos amplificados utilizando os primers primers NSF e NSR1 e NSF2 e NSR;
Canaletas 7 e 8: Amostra clinica Br06/999 (H3N2) e produtos amplificados
utilizando os primers primers NSF e NSR1 e NSF2 e NSR.



Tabela 19 - Relacdo de amostras submetidas a PCR para amplificagdo do gene Nao Estrutural (NS)
utilizando os primers NSF + NSR1 e NSF2 + NSR e seus respectivos fragmentos
amplificados. Os amplicons seqiienciados estdo representados em negrito com um
asterisco *

Amostras Duplex Multiplex Primers e produto amplificado
NSF + NSR1 NSF2 + NSR
Br06/789 IA HIN1 528pb 451pb*
Br06/854 IA HIN1 NA 451pb*
Br06/864 1A NS NA 451pb
Br06/872 IA H3N2 NA 451pb
Br06/877 IA H3N2 NA 451pb*
Br06/891 IA H3N2 NA 451pb*
Br06/933 1A HIN1 NA 451pb
Br06/946 1A H3N2 NA 451pb*
Br06/956 1A H3N2 528pb 451pb*
Br06/972 1A H3N2 528pb 451pb
Br06/979 1A H3N2 NA 451pb*
Br06/988 1A H3N2 NA 451pb
Br06/994 1A HIN1 NA 451pb
Br06/999 IA H3N2 NA 451pb*
Br06/1001 IA H3N2 NA 451pb*
Br06/1015 1A H3N2 NA 451pb*

* NA — ndo amplificado

Os produtos de PCR foram purificados conforme descrito no item 3.8 e submetidos
a reacdo de sequenciamento utilizando os primers NSF/NSR1 e NSF2/NSR. As figuras 42 e
43 resumem os resultados obtidos de amplificagdo e sequenciamento, respectivamente, do

gene da proteina Nao Estrutural de 16 amostras de virus influenza A, 10 H3N2 e 4 HINI.



Oitavo Segmento - Prot
1aa

230 aa

I NIl " 00t
1aa 111 aa
ot e 419 i

ABrasili7e9 (HIN1) —1I

] £90

AfPrasil854 (H1N1) —
AfBrasif6d (NS  —
AfBrasil872 (H3N2) —
AfBrasil877 (H3N2) —
AfPrasil891 (H3N2) —
AfBrasil933 (HIN1) —
AfBrasil946 (H3N2) —

) co—
] ——
300[ 1 90
300[ ] 00
) co—
) e—
] —

AfBrasili@56 (H3N2) —18

] 200

] £90

AfBrasilio72 (H3N2) —11
AfBrasilio79 (H3N2) —

J00[ ] £90

H

eina Niao Estrutural (NS)

ORF1
ORF 1

AfBrasil988 (H3N2) — ) —
AfBrasil994 (HI1N1) — N e— L
AfBrasil®99 (H3N2) — Y s L
AfBrasil1001 H3L2) - 00 e 0
AfBrasil1015 H3N2)- 200 e 0

Figura 42 - Resumo de todos os produtos amplificados do gene da proteina ndo estrutural (NS) de
16 amostras de virus Influenza A. Em azul estd esquematizado o gene que codifica a
NS1 e em roxo da NS2 (NEP), com o nimero de aminodcidos acima do gene e o
nimero de nucleotideos nas extremidades. Em verde estd demonstrado o tamanho do
amplicon obtido em cada amostra, levando em conta a soma dos nucleotideos
amplificados com cada par de primer. O niimero de nucleotideos de cada fragmento
amplificado estd nas extremidades
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Figura 43 - Resumo de todos os produtos amplificados do gene da proteina ndo estrutural (NS) de
16 amostras de virus Influenza A. Em azul estd esquematizado o gene que codifica a
NS1 e em roxo da NS2 (NEP), com o nimero de aminodcidos acima do gene e o
ndmero de nucleotideos nas extremidades. Em verde claro, estd demonstrado o tamanho
dos amplicons obtidos em cada amostra e em rosa (sobreposto ao produto amplificado),
o fragmento do gene sequenciado.



Para melhor visualizagdo dos resultados a figura 44 resume todos os fragmentos do genoma de cada amostra.

Genoma Virus Influenza - Segmentos 4 ao 8
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Figura 44 — Esquema dos fragmentos dos cinco genes dos virus influenza A, segmentos quatro ao oito, que foram sequenciados. Na parte superior
estdo esquematizados os e genes, com o nome da proteina codificada e o tamanho do gene. Fragmentos em roxo correspondem ao gene da
hemaglutinina que foram seqiienciados. Em laranja gene da Nucleoproteina, em verde da neuraminidase, em rosa da matriz e em azul da Proteina
Nao Estrutural.



4.4 Alinhamento dos genes.

As seqiiéncias de cada um dos genes foram alinhadas, utilizando o programa SeAl,
com seqiiéncias obtidas do GenBank de cepas circulantes em vdrias localidades,
principalmente no Brasil e América do Sul e/ou com cepas que apresentavam resisténcia a

drogas anti-virais e com as cepas vacinais recomendadas pela OMS (Tabela 9).

4.4.1 Gene da Hemaglutinina — HA

O gene da hemaglutinina de 1 amostra de influenza A(HIN1) foi parcialmente
sequenciado e a sequencia traduzida correspondeu a um fragmento de 300 aa,
correspondentes a regido HAI1 (residuo 1 a 300). Essa regido foi escolhida, tanto para o
subtipo H1 como para o H3, pela presenga dos principais sitios antigénicos da proteina e
dos sitios de ligacdo ao receptor. A sequencia de aa foi alinhada com a cepa vacinal
utilizada em 2006, A/NewCaledonia/20/1999 (HIN1), e com cepas vacinais utilizadas
desde o inicio da campanha vacinal no Brasil, em 1999. Pelo alinhamento representado na
figura 45 verifica-se que a amostra Br/789 apresentou um total de 32 de mutacdes ao longo
do gene, sendo oito delas presentes nos sitios antigénicos e duas em regides conservadas do
sitio de ligacdo aos receptores de dcido sidlico. As principais alteragdes dentro dos sitios
antigénicos estdo representados na tabela 20. O sitios altamente conservados relacionados a
ligacao ao receptor celular em ambos os subtipos, H1 e H3: Tirosina (Y)-98,Serina (S)-136,
Triptofano (W)-153, Histidina (H)-183, Tirosina ()- 195 e Alanina (A)-200 (SKEHEL e
WILEY, 2000) estdo conservados, com excecdo do sitio 136, que apresenta a alteracdo de
Serina para Treonina.

Os genes da hemaglutinina de 12 amostras de influenza A(H3N2) foram
parcialmente sequenciados e as sequencias traduzidas corresponderam, em média, a um
fragmento de 300 aa da regido HA1 da proteina, que compreendem o residuo 1 até o 300. A
figura 46 mostra o alinhamento de aminodcidos de 9 sequencias brasileiras com seqiiéncias

de cepas vacinais utilizadas desde o inicio da campanha de vacinagdo contra Influenza no



Brasil, sendo utilizada como referéncia a cepa vacinal A/California/7/2004 (H3N2),
utilizada na campanha de 2006 (Figura 46). Trés sequencias 1015, 891 e 859 ndo foram
incluidas no alinhamento pois o fragmento sequenciado ndo corrrespondia a regido
analisada. As sequencias apresentaram um total de 8 substitui¢des em relacdo a cepa
vacinal, demonstrando boa similaridade das cepas circulantes com a vacinal. Entretanto,
duas destas alteragdes ocorreram dentro do sitio antigénico B (tabela 20). Nao foram

verificadas alteracdes nos sitios relacionados a ligacdo com o receptor celular.

Tabela 20 - Relacdo das substitui¢des de aminodcidos das cepas brasileiras em comparagdo com a
cepa vacinal A/California/7/2004 (H3N2) e A/NewCaledoni/20/1999 (HIN1), sua
posicdo e localizacdo dentro dos sitios antigé€nicos previamente mapeados (Fonte:
WILEY et al., 1981; SKEHEL e WILEY, 2000).

Posicao Aminoacido vacinal ~ Aminoacido da amostras Sitio
brasileiras Antigénico*
HIN1 78 E K Cb
84 \Y% A Cb
125 S R Sa
129 N K Sa
142 N K Ca
156 G E Sa
157 K E Sa
160 L E Sa
194 L I Sb
196 H Q Sb
208 H N Ca
225 D G Ca
H3N2 193 S F B
196 T A B

4.4.2 Gene da Neuraminidase — NA

Os genes da neuraminidase de 1 amostra de influenza A(HINT) foi completamente

sequenciado e as sequencias traduzidas corresponderam a um fragmento de 478 aa. A



figura 47 mostra o alinhamento de aminodcidos da sequencia obtida comparada com
sequencias de cepas vacinais utilizadas desde o inicio da campanha de vacinagdo contra
Influenza no Brasil, sendo utilizada como referéncia a cepa vacinal
A/NewCaledonia/20/1999 (HIN1), utilizada na campanha de 2006. Foram incluidas no
alinhamento amostras que apresentam sitios de substituicdes de aminodcidos que conferem
resisténcia aos antivirais Zanamivir e Oseltamivir: H275Y (Histidina glutimico para
Tirosina) (YEN et al.,, 2007; SHEU et al., 2008) e N294S (Asparagina para Serina)
(EARHART et al., 2009).

Com relagdo 4 cepa vacinal foram verificadas trés alteragdes: E132K (Acido
glutAmico para Lisina), N450D (Asparagina para Acido aspartico ) e T467I (Treonina para
Isoleucina).

Os genes da neuraminidase de 12 amostras de influenza A(H3N2) foram
parcialmente sequenciados e as sequencias traduzidas corresponderam a um fragmento de
210 aa. A figura 48 mostra o alinhamento de aminodcidos das sequencias obtidas com
seqiiéncias de cepas vacinais utilizadas desde o inicio da campanha de vacinag¢do contra
Influenza no Brasil, sendo utilizada como referéncia a cepa vacinal A/California/7/2004
(H3N2), utilizada na campanha de 2006. Foram incluidas no alinhamento amostras que
apresentam sitios de substituicdes de aminodcidos que conferem resisténcia aos antivirais
Zanamivir e Oseltamivir: E119V (Acido glutamico para Valina) (BAZ et al., 20006) e
R292K (Arginina para Lisina), H274Y (SHEU et al., 2008).

Quando comparadas a cepa vacinal foram verificadas 10 alteracOes, sendo que as
substituicdes nas posicdes 93 (de Acido Aspértico para Asparagina - D93N), 172 (de Lisina
para Arginina - K172R) e 222 (de Lisina para Acido glutimico - K222E) ocorreram em
todas as sequencias brasileiras. Essas alteracdes foram verificadas nas cepas vacinais

utilizadas nos anos subsequentes (2007 e 2008).

4.4.3 Gene da Proteina da Matriz — M

Os genes da matriz de 12 amostras de influenza A, (H3N2) e 2 de (HIN1) foram

parcialmente sequenciados. As sequencias traduzidas de 98 aminodcidos correspondentes a



regido codificadora do gene da Matriz, M2, foram utilizadas para as andlises. As sequencias
obtidas, correspondentes a regido codificadora do gene da Matriz M1 nédo foram suficientes
para realizar as andlises, por esta razdo foram removidas dos alinhamentos.

Uma amostra de Influenza A foi seqiienciada e alinhada com cepas vacinais
utilizadas desde o inicio da campanha de vacina¢do contra Influenza no Brasil, sendo
utilizada como referéncia a cepa vacinal A/New Caledonia/20/1999 (HIN1), utilizada na
campanha de 2006 (Figura 49). Foram incluidas amostras que apresentam sitios com
substituicdes de aminodcios relacionados ao desenvolvimento de resisténcia aos antivirais
Amantadine e Rimantadine: 1L.26F, V27A, A30T, S31N e G34E. Nao foram detectados
sitios de substituicdo que conferem resisténcia aos inibidores dos canis idnicos da M2 nas
amostras brasileira de HIN1. A tnica substitui¢do de aminodcido verificada foi na posi¢ao
89 (de Glicina para o Acido aspértico - G89D), substitui¢do esta detectada também em
outra amostra (A/Sendai/TU101/2006).

A figura 50 mostra o alinhamento dos 98 aa das 12 amostras de influenza
A(H3N2). Todas as amostras alinhadas apresentaram a substituicdo de Glutamina para
Histidina na posicio 90 (Q90H) e todas as amostras brasileiras apresentaram a
substituicdo de Serina para Asparagina na posicdo 31 (S3IN). Esta substituicdo €
caracteristica de amostras que apresentam resisténcia aos antivirais inibidores dos canais

10nicos da M2.

4.4.4 Gene da Nucleoproteina — NP

Os genes da Nucleoproteina de 12 amostras de influenza A foram sequenciados
parcialmente, sendo obtidas sequencias que, quando traduzidas, corresponderam a um
fragmento de 100 aminoécidos do gene da NP das amostras de HIN1 e 140 aa das amostras
de H3N2.

Duas amostras de HIN1 foram alinhadas com cepas vacinais utilizadas desde o
inicio da campanha de vacinagdo contra Influenza no Brasil, sendo utilizada como
referéncia a cepa vacinal A/New Caledonia/20/1999 (HIN1), utilizada na campanha de

2006 (Figura 51). A unica substitui¢do verificada nesse fragmento nas amostras brasileiras



foi no residuo 423, de Treonina para Alanina (T423A). A mesma alteracio foi verificada
nas cepas vacinais utilizadas nos anos de 2007 e 2008, subsequentes ao ano estudado

Uma das amostras A/Brasil/859/2006, ndo foi subtipada pela multiplex PCR e pelo
seqilienciamento do gene HA foi subtipada como H3 (figura 55). Entretanto, a sequencia da
nucleoproteina alinhou-se apenas com sequencias da NP do subtipo HINI1. Esses resultados
foram confirmados apds andlise utilizando o programa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool - http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast), no qual verificou-se 99% de
similaridade com A/England/494/2006(HIN1) e pela anélise filogenética envolvendo esse
gene (Figura 58).

Dez amostras de H3N2 foram alinhadas com cepas vacinais utilizadas desde o inicio
da campanha de vacinacdo contra Influenza no Brasil, sendo utilizada como referéncia a
cepa vacinal A/California/7/2004 (H3N2), utilizada na campanha de 2006 (Figura 52). As
amostras brasileiras apresentaram substitui¢des nas posi¢cdes 377, (de Serina para Glicina -
S377G), 472, (de Alanina para Treonina - A472T) e 494 (de Lisina para Acido glutdmico -
K494E). A seqiiéncia da amostra A/Brasil/840/2006, inicialmente subtipada como HI1NI
pela multiplex e pelo sequenciamento do gene da Hemaglutinina (figura 55), alinhou-se
com sequencias da nucleoproteina de amostras de influenza A(H3N2). Foi realizada uma
andlise utilizando o programa BLAST, no qual verificou-se 100% de similaridade com a
cepa A/Brisbane/245/2006(H3N?2). A anélise filogenética, apresentada na figura 58 também

confirmou esses dados.

4.4.5 Gene da Proteina Ndo Estrutural — NS

Os genes codificadores da proteina Nao estrutural de 10 amostras de influenza A, (8
H3N2 e 2 HINI) foram parcialmente sequenciados. As seqiiéncias traduzida de 82
aminodcidos, correspondentes a regido codificadora do gene da proteina Nao Estrutural
NS1, foram alinhadas com cepas vacinais e isolados recentes de ambos os subtipos. As
sequencias obtidas, correspondentes a regido codificadora do gene da proteina Nao
Estrutural NEP (NS2) ndo foram suficientes para realizar andlises e por esta razdo foram

removidas dos alinhamentos.



Duas amostras de Influenza A(HIN1), tiveram o gene da proteina Nao estrutural
parcialmente sequenciados. Quando comparadas a cepa vacinal A/NewCaledonia/20/1999
verificou-se a presenca de alteracOes em trés sitios distintos: na posi¢ao 157 (de Leucina
para Fenilalanina - L166F) e 207 e 217 (de Isoleucina para Treolina) (Figura 53).

Um total de 8 amostras de Influenza A (H3N2) tiveram o gene da proteina nao
estrutural sequenciado parcialmente. O alinhamento de aminodcidos das amostras
brasileiras representado na figura 54 demonstra que as sequencias brasileiras, quando
comparadas a cepa vacinal A/Wellington/1/2004 (H3N2), mostraram-se conservadas com 2
mutagdes pontuais nas posi¢cdes 142 e 150 (de treonina para prolina - T142P e de isoleucina

para asparagina - [150N) presentes em apenas 3 amostras. (Figura 54)
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Figura 45 - Representacdo do alinhamento de 300 aa aminodcidos da regido HA1 da Hemaglutinina (correspondendo ao sitio 1 ao 300) de 2 amostras de
Influenzavirus A HIN1 obtidas em 2006. Foram incluidas no alinhamento as cepas vacinais utilizadas no periodo de 1999 a 2008 (tabela 9). As
sequéncias brasileiras estdo indicadas em amarelo, representadas por “Brasil”, seguida do nimero da amostra e do ano de isolamento. Somente
aminodcidos distintos da cepa vacinal A/NewCaledonia/20/1999 (HIN1) estdo demonstrados. O (*) indica stop codon, (#) cepas vacinais, (~)
indica o fragmento ndo. Nos quadrados estio representados os aminodcidos conservados do sitio de ligaco aos receptores. Sitios antigénicos' Sa,

Sb, Ca, Cb. (" Wiley et al., 1981).
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Figura 46 - Representacdo do alinhamento de 300 aa aminodcidos da regido HA1 da Hemaglutinina (correspondendo ao sitio 1 ao 200) de 8 amostras de
Influenzavirus A H3N2 obtidas em 2006. Foram incluidas no alinhamento as cepas vacinais utilizadas no periodo de 1999 a 2008 (tabela 9). As
sequéncias brasileiras estdo indicadas em amarelo, representadas por “Brasil”, seguida do ntimero da amostra e do ano de isolamento. Somente
aminoécidos distintos da cepa vacinal A/California/7/2004 (H3N2) estdo demonstrados. O (¥) indica stop codon, (#) cepas vacinais, (~) indica o
fragmento ndo sequenciado. Nos quadrados estdo representados os aminodcidos conservados do sitio de ligagdo aos receptores. Os residuos de
aminodcidos previamente identificados como pertencentes aos sitios antigénicos (A a E) estdo sublinhados e representados pelas cores: A, B, C,
D, E estdo representadas as diferencas encontradas com relagc@o a cepa vacinal de 2006.
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Figura 46 - Continuagdo. Representacdo do alinhamento de 300 aa aminoécidos da regido HA1 da Hemaglutinina (correspondendo ao sitio 1 ao 200) de 8
amostras de Influenzavirus A H3N2 obtidas em 2006. Foram incluidas no alinhamento as cepas vacinais utilizadas no periodo de 1999 a 2008
(tabela 9). As sequéncias brasileiras estdo indicadas em amarelo, representadas por “Brasil”, seguida do nimero da amostra e do ano de isolamento.
Somente aminodcidos distintos da cepa vacinal A/California/7/2004 (H3N2) estdo demonstrados. O (*) indica stop codon, (#) cepas vacinais, (~)
indica o fragmento ndo sequenciado. Nos quadrados estdo representados os aminodcidos conservados do sitio de ligacdo aos receptores. Os
residuos de aminodcidos previamente identificados como pertencentes aos sitios antigénicos (A a E) estdo sublinhados e representados pelas cores:
A, B, C, D, E estdlo representadas as diferengas encontradas com relagdo a cepa vacinal de 2006.
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Figura 47 - Representacdo do alinhamento das sequencias de aminodcidos da 478 aminoacidos da Neuraminidase de 1 amostra brasileira de Influenzavirus A
HI1NTI, correspondendo aos residuos 1 ao 471. Foram incluidas no alinhamento amostras que apresentam sitios de resisténcia aos antivirais Zanamivir
e Oseltamivir. Em lilas estdo demonstrados os principais sitios que implicados no desenvolvimento de resisténcia aos inibiores da Neuraminidase:
H275Y e N295S. As sequéncias brasileiras estdo indicadas em amarelo, representadas por “Brasil”, seguida do nimero da amostra e do ano de
isolamento. Somente aminodcidos distintos da cepa A/NewCaledonia/20/1999 estdo demonstrados. (¥) indica stop codon, (#) cepas vacinais, (~) indica
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o fragmento ndo sequenciado.
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Figura 47 - Continuacdo. Representacdo do alinhamento das sequencias de aminodcidos da 478 aminodcidos da Neuraminidase de 1 amostra brasileira de
Influenzavirus A HIN1, correspondendo aos residuos 1 ao 471. Foram incluidas no alinhamento amostras que apresentam sitios de resisténcia aos
antivirais Zanamivir e Oseltamivir. Em lilds estdo demonstrados os principais sitios que implicados no desenvolvimento de resisténcia aos inibiores
da Neuraminidase: H275Y e N295S. As sequéncias brasileiras estdo indicadas em amarelo, representadas por “Brasil”, seguida do nimero da
amostra e do ano de isolamento. Somente aminodcidos distintos da cepa A/NewCaledonia/20/1999 estao demonstrados. (*) indica stop codon, (#)
cepas vacinais, (~) indica o fragmento ndo sequenciado.



90 100 110 E119v 130 140 150 160 170 180
S T e O e

A/California/7/2004 (H3N2) # LAEYRNWSKP QCDITGFAPEF SKDNSIRLSA GGDIWVTREP YVSCDPDKCY QFALGQGTTL NNVHSNDTVH DRTPYRTLLM NELGVPFHLG TKQVCIAWS
A/Brisbane/10/2007 (H3N2)H# ittt ittt ettt et et et e e e e e e e e e e e e e e 2 N
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2)# .......... B
A/Sydney/5/1997 (H3N2)# . ......... K e e e R e e s i,
A/Brasil/791/2006 (H3N2)  .......... T 0o 60000 0N
A/Brasil/872/2006 (H3N2)  «..iieen.. 6 0N0 000000 ODB0O00000 C0ODB0O000 OOO0A0B000 0000 A00000 00000 C0000 6000000300 006800000 Roooaoll
A/Brasil/877/2006 (H3N2)  «..iieen.. 6 0N0 000000 ODB0O00000 C0ODB0O000 0000300000 0000 A00060 00000 C0000 6000000300 006800000 Rl
A/Brasil/899/2006 (H3N2)  .......... T Rosooa
A/Brasil/946/2006 (H3N2)  .......... T 0o 60000 0N
A/Brasil/972/2006 (H3N2) ..ieeen.. 6 0N0 000000 ODB0O00000 C0ODB0O000 OOO0A0B000 0000 A00000 00000 C0000 6000000300 006800000 Rl
A/Brasil/979/2006 (H3N2)  ..iiee... 6 0N0 000000 ODB0O00000 C0ODB0O000 OOO0A0B000 0000 A00000 00000 C0000 6000000300 006800000 Rl
A/Brasil/988/2006 (H3N2)  .......... T B e e e .Ro..MLL L
A/Brasil/999/2006 (H3N2) = ~~~~ssscsn mssssasass s e et e e et e et eee e eeeeee e eeae et et eeeaee e Rosooa
A/Brasil/1001/2006 (H3N2) .. ieeen.. 6 oN0 000000 OBB0A00000 C0ODB0A000 COC0ODB0A0 0A00C000A0 BOOA000030 0A000A0300 DB0A00o0 Y.. .R...M....
A/Brasil/10015/2006 (H3N2) .......... 6 0N0 000000 ODB0O00000 C0ODB0O000 OOO0A0B000 0000 A00000 00000 C0000 6000000300 006800000 Roooaall
A/Brasil/1026/2006 (H3N2) .......... T 00 60000 0N
A/Texas/12/2007 (H3N2)ELLOV ittt ettt ie e et tieieee tieeeann 2 R e e e
A/Bethesda/956/2006 (H3N2)R292K .......... T
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
R I | | | | | | | | [ | | I I | I | | N
A/California/7/2004 (H3N2) # SSCHDGKAWL HVCVTGDDKN ATASFIYNGR LVDSIVSWSK KILRTQESEC VCINGTCTVV MTDGSASGKA DTKILFIEEG KIVHTSTLSG SAQHVEECSC
A/Brisbane/10/2007 (H3N2)#  .......... e Y
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2)# ittt e ettt et et e Y
A/Sydney/5/1997 (H3N2) # it e HE ........ D. vuvnn. Gttt e e e R oeeeeieine e TPt e,
A/Brasil/791/2006 (H3N2) ittt et ettt et e e 05606000000 0000000000 0OCCOD0000O0 0COOCC0DO00O 0OOOGCOOO0CO0O0 O00OO0O0GO00OO
A/Brasil/872/2006 (H3N2) ittt et ettt et e e 000000000 00C0CO00000 00O0GCOOCCO00 0O0O0OOCO0OOCGC 0000000000 C0DOOOO0OO0OO
A/Brasil/877/2006 (H3N2) ittt tene eteeeeeee teate e e O
A/Brasil/899/2006 (H3N2) it et ettt et e P
A/Brasil/946/2006 (H3N2) ittt et ettt et e 0506000000 0000000000 0OCC0DO000O0O0 0COOCC0O00O 0OO0GCOO00CO0O0 O00O0O0O0GO0OO
A/Brasil/972/2006 (H3N2) ittt ettt ettt et e 6i0 00 00000 0000000000 DOO0A0O00 B e e e e e
A/Brasil/979/2006 (H3N2) ittt teee ettt et e Y
A/Brasil/988/2006 (H3N2) ittt it ettt et e P
A/Brasil/999/2006 (H3N2) ittt et ettt et e P
A/Brasil/1001/2006 (H3N2) ottt tttene eteeeeeene teate e e O
A/Brasil/10015/2006 (H3N2) it tittene eteneenene teataaaee e O
A/Brasil/1026/2006 (H3N2) ittt it ettt et e 0506000000 0000000000 0OCC0DO000O0O0 0COOCC0O00O 0OO0GCOO00CO0O0 O00O0O0O0GO0OO
A/Texas/12/2007 (H3N2)E119vV .......... e e
A/Bethesda/956/2006 (H3N2)R292K  t ittt it tne tteteeeeie tetteeene eeeeennnn O

Figura 48 - Representacdo do alinhamento das sequencias de aminodcidos da 299 aminodcidos da Neuraminidase de 12 amostras brasileiras de Influenzavirus A H3N2,
correspondendo aos residuos 80 ao 380. Foram incluidas no alinhamento amostras que apresentam sitios de resisténcia aos antivirais Zanamivir e Oseltamivir
(Anexo D). Em azul estdo demonstrados os principais sitios que caracterizam a resisténcia aos inibiores da Neuraminidase: E119V e R292K (R152K, e N293S
ndo estdo incluidos). As sequéncias brasileiras estdo indicadas em amarelo, representadas por “Brasil”, seguida do nimero da amostra e do ano de isolamento.
Somente aminodcidos distintos da cepa A/California/7/2004 (H3N2) estdo demonstrados. (*) indica stop codon, (#) cepas vacinais, (~) indica o fragmento néo
sequenciado.
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Figura 48 — Continuagdo. Representagio do alinhamento das sequencias de aminodcidos da 299 aminoécidos da Neuraminidase de 12 amostras brasileiras de Influenzavirus
A H3N2, correspondendo aos residuos 80 ao 380. Foram incluidas no alinhamento amostras que apresentam sitios de resisténcia aos antivirais Zanamivir e
Oseltamivir (Anexo D). Em azul estdo demonstrados os principais sitios que caracterizam a resisténcia aos inibiores da Neuraminidase: E119V. R152K (E119V e
R292K (R152K, e N293S nao estdo incluidos).. As sequéncias brasileiras estdo indicadas em amarelo, representadas por “Brasil”, seguida do nimero da amostra e
do ano de isolamento. Somente aminodcidos distintos da cepa A/California/7/2004 (H3N2) estdo demonstrados. (*) indica stop codon, (#) cepas vacinais, (~)
indica o fragmento ndo sequenciado.
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Figura 49 - Representagdo do alinhamento das sequencias de 98 aminoacidos da Matriz (M2) de 1 amostra brasileiras de Influenzavirus A HIN1. Foram
incluidas no alinhamento sequencias que apresentam sitios de resisténcia aos antivirais Amantadine e Rimantadina (L26F, V27A, A30T, S31N e
G34E). As sequéncias brasileiras estdo indicadas em amarelo, representadas por “Brasil”, seguida do niimero da amostra e do ano de isolamento.
Somente aminodcidos distintos da cepa A/NewCaledonia/20/1999(HIN1) estdo demonstrados. (*) indica stop codon, (#) cepas com sitios de
resisténcia, (-) indica o fragmento ndo sequenciado. Os residuos sublinhados correspondem aos sitios de resistencia.
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Figura 50 - Representacdo do alinhamento das sequencias de 98 aminodcidos da Matriz (M2) de 12 amostras brasileiras de Influenzavirus A HIN1. Foram
incluidas no alinhamento sequencias que apresentam sitios de resisténcia aos antivirais Amantadine e Rimantadina (L26F, V27A, A30T, S31N).
As sequéncias brasileiras estdo indicadas em amarelo, representadas por “Brasil”, seguida do nimero da amostra ¢ do ano de isolamento.
Somente aminodcidos distintos da cepa A/California/7/2004(H3N2) estdo demonstrados. (*) indica stop codon, (#) cepas vacinais, (~) indica o
fragmento ndo sequenciado. Os residuos sublinhados correspondem aos sitios de resisténcia.
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Figura 51 - Representacdo do alinhamento de 100 aa aminodcidos da Nucleoproteina, correspondendo a posicdo 350 a 500 da cepa vacinal
A/NewCaledonia/20/1999(HINT1)) de 2 amostras de Influenzavirus A HIN1 obtidas em 2006. Foram incluidas no alinhamento as cepas
vacinais utilizadas no periodo de 1999 a 2008 (tabela 9). As sequéncias brasileiras estdo indicadas em amarelo, representadas por “Brasil”,
seguida do nimero da amostra e do ano de isolamento. Somente aminodcidos distintos da cepa vacinal A/NewCaledonia/20/1999(HIN1) estdao
demonstrados. O (*) indica stop codon, (#) cepas vacinais, (-) indica o fragmento nio sequenciado.
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Figura 52 - Representacdo do alinhamento de 140 aminodcidos da Nucleoproteina, correpondendo a posicdo 350 a 500 da amostra vacinal
A/California/7/2004(H3N2), de 10 amostras de Influenzavirus A H3N2 obtidas em 2006. Foram incluidas no alinhamento as cepas vacinais
utilizadas no periodo de 1999 a 2008 (tabela 9). As sequéncias brasileiras estdo indicadas em amarelo, representadas por “Brasil”, seguida do
nimero da amostra e do ano de isolamento. Somente aminoécidos distintos da cepa vacinal A/California/7/2004(H3N2) estao demonstrados. O
(*) indica stop codon, (#) cepas vacinais, (~) indica o fragmento ndo sequenciado.
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Figura 53 - Representag@o do alinhamento das sequencias de 82 aminodcidos da NS (posi¢do 140 a 220 da amostra vacinal A/NewCaledonia/20/199 HIN1) de
2 amostras de Influenzavirus A HIN1, obtidas em 2006. Foram incluidas no alinhamento as cepas vacinais utilizadas no periodo de 1999 a 2008
(tabela 9). As sequéncias brasileiras estdo indicadas em amarelo, representadas por “Brasil”, seguida do nimero da amostra e do ano de isolamento.
Somente aminoacidos distintos da cepa vacinal A/NewCaledonia/20/1999 estdo demonstrados. (*) indica stop codon, (#) cepas vacinais, (~) indica
o fragmento nio sequenciado.
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Figura 54 - Representacdo do alinhamento das sequencias de 82 aminoacidos da NS de 8 amostras de Influenzavirus A H3N2 obtidas em 2006. Foram
incluidas no alinhamento as cepas vacinais utilizadas no periodo de 1999 a 2008 (tabela 9). As sequéncias brasileiras estdo indicadas em amarelo,
representadas por “Brasil”, seguida do nimero da amostra e do ano de isolamento. Somente aminodcidos distintos da cepa vacinal
A/NewCaledonia/20/1999 estao demonstrados. (*) indica stop codon, (#) cepas vacinais, (~) indica o fragmento nao seqiienciado
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4.5 Reconstrucoes filogenéticas

As andlises filogenéticas foram realizadas separadamente para cada um dos genes
estudados (HA, NA, M2,NP e NS) pelo critério de distancias evolutivas utilizando o programa
PAUP. Em cada andlise foram utilizadas as sequencias das amostras brasileiras obtidas neste
estudo, sequencias de cepas vacinais recomendadas pela OMS (Tabela 9) e sequencias de
amostras isoladas de vdrias localidades da América do Sul obtidas do GenBank.

Um total de 37 sequencias, correspondentes a regido HA1 do gene da Hemaglutinina dos
virus Influenza A (H3N2) envolvendo cerca de 970 nucleotideos e 36 sequencias de Influenza A
(HIN1), da mesma regido foram analisadas. A topologia das darvores filogenéticas estdo
demonstradas na figura 55 (A - H3N2, B - HIN1 e C — H3N2 e HIN1). Os valores de bootstrap
foram satisfatdrios refletindo a boa sustentagdo dos ramos.

A andlise envolvendo amostras do subtipo H3N2 revelou a presenca de 2 grandes clados,
sendo que primeiro continha amostras de anos anteriores a 2002 e o segundo clado todas as
amostras mais recentes. Trés amostras brasileiras (Br791, Br979 e Br 972) agruparam-se
proximas a cepa vacinal utilizada em 2006 (A/California/7/2009). As demais amostras estavam
mais relacionadas com as cepas vacinais utilizadas em anos subsequentes (em 2007 a cepa
A/Wisconsin/67/2005 e em 2008 a cepa A/Brisbane/10/2007)

Duas amostras brasileiras, Br/859 e Br/864, identificadas neste estudo, ndao foram
subtipadas pela multiplex-RT-PCR, entretanto o sequenciamento do gene HA e as andlises
realizadas, permitiram a classificacdo das mesmas como pertencentes ao subtipo H3N2.

Embora o nimero de amostras de HINI brasileiras tenha sido pequeno, a andlise
filogenética revelou a circulacio de diferentes linhagens no mesmo ano, com uma amostra Br840
geneticamente mais relacionada com a cepa vacinal, utilizada no ano de 2006 (A/New
caledonia/20/1999) e a outra mais proxima as cepas mais antigas, circulantes no final da década
de 1990).

Um total de 27 sequencias do gene da Neuraminidase dos virus Influenza A (H3N2) e 24
sequencias de Influenza A (HIN1), envolvendo cerca de 978 nucleotideos, foram analisadas. A
topologia das drvores filogenéticas estd demonstradas na figura 56 (A - H3N2 e B - HINI). Os

valores de bootstrap foram satisfatérios refletindo a boa sustentagdo dos ramos.
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Os genes N2 de 12 cepas brasileiras foram geneticamente relacionados entre si,
agrupando-se em um mesmo clado, porém foram mais proximos da cepa vacinal utilizada em
2007 (ano subseqiiente a este estudo) do que a cepa vacinal A/Califérnia/7/2004. Esses dados
foram, portanto, semelhantes aos obtidos com algumas amostras na andlise da HA (Br1001,
Br946, Br999 e Br877). Por outro lado, a andlise com a unica amostra brasileira do subtipo HIN1
demonstrou pouca relagdo com a cepa vacinal New Caledonia/20/1999.

Um total de 21 sequencias do gene da Matriz dos virus Influenza A (H3N2) e 10
sequencias de Influenza A (HIN1), envolvendo cerca de 990 nucleotideos, foram analisadas. A
topologia das drvores filogenéticas estdo demonstradas na figura 57 (A - H3N2, B - HINl e C -
HINI e H3N2). Os valores de bootstrap foram satisfatérios refletindo a boa sustentagdo dos
ramos.

O gene M das 10 amostras brasileiras de H3N2 agruparam-se em mesmo clado,
demonstrando a pouca variabilidade deste gene. Quando analisamos as 2 amostras pertencentes
ao subtipo HIN1 verificamos que a amostra 789 ficava completamente separada das demais. Para
verificar a ocorréncia de um possivel rearranjo entre os genes, as 31 sequencias de ambos 0s
subtipos foram analisadas em conjunto, sendo certificado que o gene M desta amostra agrupou-se
com sequencias do subtipo HI, confirmando seu subtipo e a distdncia entre essa amostra e as
cepas circulantes no mesmo ano (figura 57C), também verificado na andlise da HA (figura 55 A e
O).

Um total de dez sequencias do gene da Nucleoproteina dos virus Influenza A (H3N2) e
duas sequencias de Influenza A (HINI1), envolvendo cerca de 444 nucleotideos, foram
analisadas. A topologia das arvores filogenéticas estd demonstradas na figura 58 (A - H3N2, B -
HINI e C — HINI e H3N2). Os valores de bootstrap foram satisfatérios refletindo a boa
sustentacdo dos ramos.

O gene NP das 9 amostras brasileiras, tanto do subtipo HIN1 como H3N2, agruparam-se
em mesmo clado, demonstrando a pouca variabilidade deste gene. Quando analisamos as 2
amostras pertencentes ao subtipo HIN1 verificamos que a amostra 859, que ndo foi subtipada
pela multiplex-RT-PCR, porém teve o gene da HA sequenciado e classificado como do subtipo
H1, ndo agrupava-se com as demais amostras. Para verificar a ocorréncia de um possivel
rearranjo entre os genes, 31 sequéncias de ambos os subtipos foram analisadas em conjunto.

Verificou-se que que o gene NP desta amostra agrupou-se com sequéncias do subtipo H3
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confimando a hipdtese de haver rearranjo entre os genes dessa amotra. Também verificou-se que
a amostra 840, inicialmente subtipada como HIN1 pela multiplex e pelo sequenciamento do gene
da HA, agrupou-se no clado formado pelas amostras do subtipo H3N2. Portanto, houve em
nossas amostras dois rearranjos entre os subtipos HIN1 e H3N2 envolvendo os dois genes NP e
HA. Infelizmente ndo foi possivel obter sequencias dos demais genes dessas duas amostras
(figura 44).

Um total de oito sequencias do gene da Proteina Nao estrutural dos virus Influenza A
(H3N2), envolvendo cerca de 690 nucleotideos, e duas sequencias de Influenza A (HIN1) e
envolvendo cerca de 240 nucleotideos, foram analisadas. A topologia das drvores filogenéticas
estd demonstrada na figura 59 (A - H3N2 e B - HINI). Os valores de bootstrap foram
satisfatorios refletindo a boa sustentacdo dos ramos. No geral, tanto o gene NS1 do subtipo HIN1
como H3N2 apresentaram pouca variabilidade.

Os genes da NS1 das duas amostras brasileiras do subtipo HIN1 agruparam-se no mesmo
clado e s@o geneticamente mais relacionados a cepa vacinal Brisbane/59/2207, utilizada em 2007
(ano subseqiiente a este estudo) do que da cepa utilizada no ano de 2006
(A/NewCaled6nia/20/1999). O gene da NS1 de oito amostras brasileiras de H3N2 também
agruparam-se em um mesmo clado. Proximas as amostras brasileiras, encontram-se as cepas
vacinais utilizadas em anos anteriores aos das amotras.

Ressaltamos que pela andlise dos genes da NP e NS1 a amostra 789, do subtipo HINI,
agrupou-se com a cepa vacinal utilizada em 2006 e com amostras circulantes no mesmo ano,

diferentemente do verificado pela andlise dos genes da HA e M.
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Figura 55 - Topologia das éarvores obtidas pelo critério de distancias evolutivas utilizando o alogaritimo
NeighborJoining das seqiiéncias brasileiras da Hemaglutinina dos virus Influenza A. As amostras
brasileiras obtidas neste estudo estdo representadas em amarelo. A) Subtipo (H3N2), com as cepas
vacinais representadas em azul; e B) Subtipo (HIN1) mostrando as cepas vacinais em rosa.
Amostras indicadas com (*) apresentaram rearranjo entre genes. As setas representam as cepas
vacinais utilizadas em 2006 nos hemisférios Norte e Sul. C) Topologia da arvore de 73 sequencias
de Influenza A subtipos HIN1 e H3N2.
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Figura 55 — Continuacao. Topologia das drvores obtidas pelo critério de distincias evolutivas utilizando o

alogaritimo NeighborJoining das seqiiéncias brasileiras da Hemaglutinina dos virus Influenza A.
As amostras brasileiras obtidas neste estudo estio representadas em amarelo. A) Subtipo (H3N2),
com as cepas vacinais representadas em azul; e B) Subtipo (HIN1) mostrando as cepas vacinais
em rosa. Amostras indicadas com (*) apresentaram rearranjo entre genes. As setas representam as
cepas vacinais utilizadas em 2006 nos hemisférios Norte e Sul. C) Topologia da arvore de 73
sequencias de Influenza A subtipos HIN1 e H3N2.
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Figura 56 - Topologia das arvores obtidas pelo critério de distancias evolutivas utilizando o alogaritimo
NeighborJoining das seqii€ncias brasileiras do gene da Neuraminidase dos virus Influenza A.
As amostras brasileiras obtidas neste estudo estdo representadas em amarelo. A) Subtipo
(H3N2) mostrando as cepas vacinais em azul; e B) Subtipo (HIN1) com as cepas vacinais
representadas em rosa. As setas representam as cepas vacinais utilizadas em 2006 nos
hemisférios Norte e Sul.
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Figura 57 - Topologia das arvores obtidas pelo critério de distincias evolutivas utilizando o alogaritimo
NeighborJoining das seqii€ncias brasileiras do gene da Matriz dos virus Influenza A. As
amostras brasileiras obtidas neste estudo estdo representadas em amarelo. A) Subtipo
(H3N2) mostrando as cepas vacinais em azul; B) Subtipo (HIN1) com as cepas vacinais
representadas em rosa. As setas representam as cepas vacinais utilizadas em 2006 nos
hemisférios Norte e Sul. Os valores de booststrap estdo representados nos ramos das
arvores; e C) Topologia da arvore de 32 sequencias de Influenza A subtipos HIN1 e H3N2
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Figura 57 — Topologia das 4rvores obtidas pelo critério de distidncias evolutivas utilizando o alogaritimo
NeighborJoining das seqii€ncias brasileiras do gene da Matriz dos virus Influenza A. As
amostras brasileiras obtidas neste estudo estdo representadas em amarelo. A) Subtipo
(H3N2) mostrando as cepas vacinais em azul; B) Subtipo (HIN1) com as cepas vacinais
representadas em rosa. As setas representam as cepas vacinais utilizadas em 2006 nos
hemisférios Norte e Sul. Os valores de booststrap estdo representados nos ramos das
arvores; e C) Topologia da arvore de 32 sequencias de Influenza A subtipos HIN1 e H3N2
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Figura 58 - Topologia das drvores obtidas pelo critério de distincias evolutivas utilizando o alogaritimo
NeighborJoining das seqiiéncias brasileiras da Nucleoproteina dos virus Influenza A. As
amostras brasileiras obtidas neste estudo estdo representadas em amarelo. A) Subtipo
(H3N2) onde as cepas vacinais estdo representadas em azul; B) Subtipo (HIN1) com as
cepas vacinais representadas em rosa. As setas representam as cepas vacinais utilizadas em
2006 nos hemisférios Norte e Sul. Os valores de booststrap estdo representados nos ramos
das arvores. C) Topologia da arvore de 32 sequencias de Influenza A subtipos HINI e
H3N2 A amostra indicada com (¥) indica possibilidade de rearranjo entre genes.
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Figura 58 — Topologia das 4rvores obtidas pelo critério de distincias evolutivas utilizando o alogaritimo
NeighborJoining das seqiiéncias brasileiras da Nucleoproteina dos virus Influenza A. As
amostras brasileiras obtidas neste estudo estdo representadas em amarelo. A) Subtipo
(H3N2) onde as cepas vacinais estdo representadas em azul; B) Subtipo (HIN1) com as
cepas vacinais representadas em rosa. As setas representam as cepas vacinais utilizadas em
2006 nos hemisférios Norte e Sul. Os valores de booststrap estdo representados nos ramos
das arvores. C) Topologia da arvore de 32 sequencias de Influenza A subtipos HINI e
H3N2 A amostra indicada com (*) indica possibilidade de rearranjo entre genes.
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Figura 59 - Topologia das drvores obtidas pelo critério de distancias evolutivas utilizando o alogaritimo
NeighborJoining das seqiiéncias brasileiras da Proteina Nao Estrutural dos virus Influenza
A. As amostras brasileiras obtidas neste estudo estdo representadas em amarelo. A) Subtipo
(H3N2), onde as cepas vacinais estdo representadas em azul B) Subtipo (HIN1), onde as
cepas vacinais estdo representadas em rosa. As setas representam as cepas vacinais
utilizadas em 2006 nos hemisférios Norte e Sul.
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A gripe é uma doencga infecciosa causada pelo virus influenza que acomete o trato
respiratorio atingindo, anualmente mais de 100 milhdes de pessoas e ocasionando a morte de 20 a
40 mil individuos, apenas nos EUA. Uma caracteristica marcante desse virus € sua extensa e
continua variacao antigénica e genética, principalmente no que se refere as suas glicoproteinas de
superficie (HA e NA), que associado a facilidade de transmissdo do virus, garante seu sucesso
epidemioldgico, inserindo o influenza no “hall” de doencas emergentes e reemergentes

(TONIOLLO NETO et al., 2003).

No presente estudo um total de 521 amostras foram colhidas, durante o ano de 2006, de
criancas menores de 5 anos atendidas no Hospital Universitdrio da USP, das quais 29 (5,5%)
foram positivas pela Duplex-RT-PCR, sendo 25 (87%) positivas para o virus Influenza A e 4
(13%) para o Influenza B. A baixa porcentagem anual de infec¢do pelo virus Influenza em
criancas menores de 5 anos € relatada por diversos autores, tanto no Brasil como em outras
localidades do mundo que descreveram uma positividade em criangas internadas menores de 5
anos de idade variando entre 2,4% a 10% (ALBUQUERQUE et al., 2009; VIEIRA et al., 2001;
THOMAZELLI, 2004; OLIVEIRA, 2004; LEAL, 2005; VEDOVELLO, 2006; COELHO, 2007).

Por outro lado, Neuzil et al. (2002) descreveram porcentagens mais elevadas de infec¢io
anual em criancas em idade escolar (15%) e idade pré-escolar (42%) e Oliveira et al. (2004)
descreveram que na cidade de Macei6, no Nordeste de Brasil, a prevaléncia do virus de influenza
A aumentou gradativamente com aumento da idade dos pacientes investigados, correspondendo a
10% nas criangas entre 5 e 14 anos.

E necessério levar em consideragdo, entretanto, que as amostras utilizadas nesse estudo
fazem parte da colecdo do laboratério de Virologia Clinica e Molecular do ICB-SP e vém sendo
utilizadas para a execucdo de um grande projeto, que visa estudar a variabilidade dos diversos
virus respiratérios. Portanto, embora as amostras clinicas fossem colhidas, transportadas e
armazenadas da maneira adequada para realizar-se o diagnéstico dos virus respiratdrios
(LANDRY, 2011; DWYER et al., 2006), as mesmas podem ter sofrido alguns ciclos de
descongelamento e congelamento durante os anos, podendo levar a perda da infectividade e
degradacido do 4cido nucléico, levando a resultados falso negativos pelas técnicas utilizadas.
Halfon et al. (1996) ja demonstraram a perda de titulo do HCV (Virus da Hepatite C, também de
RNA) em até 10% em amostras congeladas a -80 °C e 16% de diminuic¢do nesses niveis quando

sofreram até 5 ciclos de descongelamento.



179

No ano de 2006 a circulacio do virus Influenza ocorreu, predominantemente, entre o final
do outono e os meses de inverno (figura 22). O virus de Influenza A circulou durante os meses de
maio, junho e julho enquanto que o Influenza B apresentou circula¢do, embora esporadica, no
segundo semestre. Em regides de clima temperado a incidéncia do virus influenza obedece um
padrdo sazonal caracteristico, com picos bem definidos, ocorridos geralmente nos meses de
inverno (de dezembro a abril no hemisfério norte e de junho a setembro no hemisfério sul),
seguido de uma redugdo da atividade do virus nos meses mais quentes (NELSON, 2006;
VIBOUD et al., 2006; PAIVA et al., 2000). Portanto, o periodo de maior incidéncia de IA na
cidade de Sao Paulo foi coincidente com o descrito na literatura para locais de clima temperado,
com ligeira varia¢do no inicio do pico. Bellei et al. (2007) descreveram que a atividade do virus
pode variar em diferentes temporadas e entre os grupos de risco. No Brasil, essa atividade pode
variar conforme a regido e principalmente conforme o clima (ALONSO et al., 2007). Nas regides
Norte/Nordeste, com clima tropical, a sazonalidade normalmente ndao é bem definida e a
circulagdo do virus pode ocorrer no decorrer do ano todo, ou ser mais intensa nas estagdes
chuvosas, fevereiro a julho (MOURA et al., 2003), enquanto que nas regides Sul/Sudeste com
clima temperado, o surto ocorre geralmente nos meses de outono/inverno (BELLEI et al., 2007;
CINTRA e ARRUDA, 2000). O conhecimento da sazonalidade do virus mostra-se muito
importante, pois o inicio da campanha nacional de vacinag¢do contra influenza no Brasil, que
ocorre geralmente no més de maio, ndo parece ser compativel com a circulagdo do virus no
Nordeste do Brasil, que inicia-se, geralmente, dois a trés meses antes (MOURA et al., 2009).

A circulagdo dos virus Influenza B foi esporddica e alternada, fendmeno também
verificado no ano de 2004, por Vedovello (2006). Sacramento (2010), em estudo retrospectivo da
circulagdo do virus Influenza em criancas hospitalizadas na cidade de Sdo Paulo durante 10 anos
consecutivos, relatou a alternancia anual da circulacdo do virus influenza B, em 2002, 2004 e
2006. Paiva et al. (2002) e Benfica (2005) também relataram a circula¢io de IB, Hong Kong-like,
em 2002.

Por outro lado, Moura et al. (2009) estudando a circulacdo dos virus influenza de 2001 a
2007 na cidade de Fortaleza, localizada no Nordeste do Brasil, com clima tropical, relataram a
co-circulacdo de ambos os géneros em todos os anos, a exce¢do de 2006, no qual o IB ndo foi
detectado. Recentemente, um modelo evolutivo de disseminagdo dos virus influenza A foi

proposto por Rambut et al. (2008), no qual novas variantes emergem dos tropicos (em particular
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do Sudeste asidtico) e disseminam-se para as regides de clima temperado, o que pode ter ocorrido
com o Influenza B, no Brasil. Entretanto, Filkeman et al. (2007) nido correlacionarm a ocorréncia
de epidemia de Influenza B com o aumento da latitute em relagdo aos tropicos, fendmeno
observado com Influenza A. Porém relataram que as epidemias por influenza B ocorrem, no
hemisfério Norte, sempre apds as epidemias causadas pelo H3 e H1.

As amostras de influeza A, detectadas neste estudo, foram subtipadas pela Multiplex-RT-
PCR sendo 17 delas positivas para o subtipo H3N2 e 4 para o subtipo HIN1. Paiva et al. (2006)
relataram que durante esse ano ocorreu a co-circulagdo de ambos os subtipos, com predominancia
do HIN1 em Sao Paulo. Filkeman et al. (2007), em estudo do padrdo global da sazonalidade dos
virus Influenza A (HIN1/H3N2) e B durante 9 anos consecutivos descreveram que o H3 parece
ser o subtipo predominante, seguido pelo B e depois pelo Hl, sendo que, normalmente, as
epidemias pelo IB sdo mais frequentes, porém menores que as causadas pelo H1. Verificou-se
também que o IB pode co-dominar em uma epidemia com o H3 ou o H1, mas a codominancia
nao ocorre entre os subtipos de A, devido, provavelmente, a interferéncia por competi¢do entre
ambos devido a um maior grau de similaridade genética e imunidade cruzada. No nosso caso ndo
verificamos a co-dominancia de nenhum tipo ou subtipo, mas a co-circulacio dos trés, HI1, H3 e
IB e com a predominancia de H3.

Quatro amostras identificadas como Influenza A ndao foram subtipadas pela metodologia
empregada nesse estudo. Esse fato pode ter ocorrido devido a alta variabilidade dos genes da
Hemaglutinina e Neuraminidase. Os virus RNA, que possuem as enzimas RNA polimerase RNA
dependente ou a transcriptase reversa apresentam um nimero maior de alteragdes por replicacio
do que os virus de DNA (COFFIN, 1992; HOLLAND et al.,, 1996). Além disso, regides
conservadas nesses genes sdo escassas, dificultando o desenho dos primers. Qualquer alteracio
de bases nitrogenadas, que ocorre naturalmente nessas seqii€éncias e, com mais frequéncia do que
nos outros genes, impede que ocorra uma ligacdo especifica entre os primers e a fita alvo. A
freqiiéncia de mutacOes desses virus, nos genes responsaveis pela codificacdo das proteinas HA e
NA ¢ de cerca de 10°” por replicagio (WEBSTER, 1980).

A prevengdo e o controle das epidemias e pandemias da gripe requerem esforgos
nacionais e internacionais para o monitoramento das cepas circulantes, tanto para identificar
precocemente o surgimento de uma nova cepa, como para verificar o aparecimento de cepas

resistentes aos antivirais, para determinar a correta composi¢ao da vacina anual e para elucidar os
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mecanismos de evolucdo do virus. Este trabalho, portanto, teve por objetivo estudar a diversidade
genética dos virus de Influenza A em Sdo Paulo identificados em criancas atendidas no Hospital
Universitario da USP, pelo sequenciamento de cinco genes do virus: NP, NS, M, HA e NA,
seguido da andlise das sequencias. As sequencias obtidas foram comparadas com as seqiiéncias
da cepa vacinal empregada no ano de 2006 no Hemisfério Sul, A/California/7/2004 (H3N2) e
A/NewCaledonia/20/1999 (HIN1) para verificar a similaridade com a mesma, principalmente
dos genes da HA e NA, com sequéncias de cepas vacinais recomendadas desde o infico da
campanha vacinal no Brasil, iniciada em 1999, e com algumas cepas circulantes na América do
Sul.

A metodologia para a amplificacdo dos genes envolveu a utilizacdo de primer universal
para a sintese do cDNA e posteriormente a utiliza¢do dos primers descritos por HOLLFMAN et
al. (2006), que sao complementares a regides conservadas no inicio de cada segmento do virus
Influenza A. Entretanto, embora a padronizacdo da metodologia, utilizando amostras padrio
isoladas em cultura de células, tenha ocorrido de maneira satisfatéria, quando iniciaram-se 0s
trabalhos com amostras clinicas a amplificacdo ndo ocorria. Foi necessério, portanto, o desenho
de primers internos que permitisse a amplificacdo de fragmentos menores englobando o gene
inteiro. Mesmo assim, vdrias amostras tiveram os genes amplificados parcialmente,
principalmente os genes que codificam as proteinas de superficie, devido, provavelmente, a alta
variabilidade genética dos mesmos.

A regidao HA1 da hemaglutinina € reconhecida por conter varios sitios antigénicos tanto no
subtipo H1 como H3, além do sitio responsdvel pela ligacdo ao receptor celular (MURPHY e
WEBSTER, 2001; WILEY et al., 1981), portanto foi a regido escolhida para andlise do gene da
HA

Apenas duas amostras de HIN1 tiveram o gene da HA parcialmente sequenciado. A andlise
filogenética revelou que durante o mesmo ano houve a circulagcdo de duas linhagens diferentes.
Uma (Br840) pertencente ao mesmo clado da cepa vacinal, A/New Caledonia/20/99 (HINT1),
demonstrando ser geneticamente relacionada com a mesma. A OMS relatou que, no geral, entre
o inicio de 2005 e o final de 2006, a maioria dos virus Influenza A(HIN1) identificados foram
estritamente relacionados com a cepa vacinal, ndo ocorrendo alteracdes muito significativas no
perfil do subtipo circulante (WHO, 2010a). A outra linhagem, que englobou a amostra Br789,

agrupou-se com cepas que circularam no final da década de 1990. Essa cepa apresentou alta
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divergéncia em relacdo a cepa vacinal do ano (com 92,9% de similaridade, em termos de
nucleotideos). Em termos de aminodcidos essa cepa apresentou um total de 32 de muta¢des ao
longo do gene, sendo oito delas presentes nos sitios antigénicos e duas em regides conservadas do
sitio de ligacdo aos receptores de 4cido sidlico (figura 45, tabela 19). Entre elas ressaltamos duas
alteracOes: a alteracdo ocorrida na posicdao 129 (N129K), presente no sitio antigénico Sa e
detectada em algumas cepas apds passagem em linhagem celular MDCK (OH et al, 2008) e a
alteracdo na posicdo 225 (D225G), presente dentro do sitio antigénico Ca. Ha dados na literatura
que descrevem que essa alteracdo pode afetar a especificidade de ligacdo ao receptor celular,
principalmente aqueles que tém o 4cido N-acetilneuraminico ligado a penultima galactose por
meio da ligacdo 02,6, presentes nas células humanas (STEVENS et al., 2006). Essa alteracao
também foi descrita nos virus Influenza A (HIN1) pandémico (CHEN, et al, 2010; ZHENG et al,
2010).

A andlise filogenética realizada com os demais genes dessa amostra revelou sua
complexidade pois, assim como na HA, o gene da M também apresentou-se mais relacionado as
sequencias de cepas mais antigas, enquanto que os genes da NP e NSI1 apresentaram-se
geneticamente relacionados a cepa vacinal, A/NewCaledonia/20/1999, e as cepas mais recentes.
Esses dados nos permitem supor que: i) houve co-circulacido de diferentes linhagens do mesmo
subtipo no mesmo ano, ii) que essa amostra foi gerada por rearranjos ocorridos entre os genes de
diferentes linhagens de virus HIN1, iii) pode ocorrer a permanéncia de linhagens no decorrer dos
anos circulando na populagao.

Pela andlise filogenética realizada com os genes da HA e NP de duas outras amostras
brasileiras, Br840 e Br859, também verificou-se a ocorréncia de rearranjos entre os genes, porém
entre os diferentes subtipos. Ou seja, a amostra 840, que era do subtipo HIN1 (pela multiplex e
pela andlise do gene HA), apresentou o gene da NP préximo ao subtipo H3, enquanto que a 859,
que pela andlise do gene da HA foi classificada como H3, pela andllise do gene da NP foi
classificada como H1. A ocorréncia de multiplos rearranjos envolvendo varios genes de subtipos
diferentes e de sublinhagens dentro do mesmo subtipo foi relatada na literatura por diversos
autores e em diversas localidades (SCHWEIGER et al., 2006; LINDSTROM et al., 1998; XU et
al., 2004; BAR et al., 2005; HOLMES et al., 2006). A importancia, portanto, dos rearranjos
génicos como mecanismo evoluciondrio para os virus Influenza é inquestionavel (SCHWEIGER

et al., 2006; HOLMES et al., 2005). Holmes et al. (2005) também descreveram a permanéncia de
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linhagens na populag¢do no decorrer dos anos e que os rearranjos entre essas diferentes linhagens,
muitas vezes antigenicamente distintas, pode levar a mudancas antigénicas maiores, inclusive
causando falhas vacinais.

A andlise filogenética realizada com a por¢do HAI1 do gene da HA de 12 amostras de
Influenza A (H3N2) demonstrou que as cepas circulantes brasileiras foram geneticamente
proximas a cepa vacinal utilizada no ano (A/California/7/2009) (Figura 55). Porém, algumas
amostras foram mais relacionadas as cepas vacinais utilizadas nos anos subsequentes
(A/Wisconsin/67/2005 e A/Brisbane/10/2007), demonstrando também a co-circulagdo de
diferentes linhagens no mesmo ano.

Em nivel de aminodcidos verificamos a ocorréncia de um total de 8 substituicdes em
relacdo a cepa vacinal, demonstrando boa similaridade das cepas circulantes com a vacinal.
Entretanto, praticamente todas as amostras brasileiras apresentaram duas substitui¢des dentro do
sitio antigénico B em: Serina para Fenilalanina na posi¢cdo 193 (S193F) e Treonina para Alanina
na posi¢do 196 (T196A).

A substituicdo S193F também foi descrita no Japao por Saito et al. (2006) e por Simonsen
et al. (2007). Simonsen et al. (2007) notaram que todas as amostras que apresentavam a
substituicdo S193F, apresentavam também a mutacdo S31N no gene da M2, que confere
resisténcia a Amantadine. Sugeriram, portanto, que essa mutagcdo € o resultado de uma pressao
exercida pelo uso desses antivirais. As amostras brasileiras também apresentaram essas duas
mutacdes concomitantemente.

A substitui¢do T196A foi detectada durante novembro de 2005 a abril de 2006, no Canada
em pacientes que receberam a vacina trivalente de Influenza (SKOWRONSKI et al, 2007) e no
Norte da Grécia, entre 2004 e 2008 (MELIDOU et al, 2009). Lu et al. (2006) notaram que a
ocorréncia dessa mutagdo (T196A) resulta em significativo aumento de replicacdo do virus em
ovos embrionados, quando comparados a replicacio em linhagem MDCK, sem alterar as
caracteristicas antigénicas do virus.

Portanto, muitas das alteragdes ocorreram dentro dos sitios antigénicas, tanto de H1 como
de H3. Wilson e Cox (1990) propuseram que drifts epidemiolégicos importantes, que podem
alterar a composi¢do da vacina anual, podem acontecer quando ocorrem 4 ou mais substituicdes
de aminodcidos em pelo menos 2 sitios antigénicas diferentes, demonstrando a importancia do

monitoramento deste gene.
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Embora apenas uma amostra tenha tido o gene da neuraminidase do subtipo HINI
(Br933) sequenciado verificamos que essa amostra foi mais relacionada as cepas circulantes em
2006 do que a propria cepa vacinal, A/NewCaledonia/20/1999 (HINT1). Entretanto, o nimero de
aminodcidos que apresentaram alteracdes em relacdo a essa cepa foi pequeno, apenas 6, sendo
que 5 deles foram foi relatadas anteriormente. A substituicdo SS9N foi descrita por Rotanov et al.
(2007) na Russia, a substituicdo 1267V por KHAN, SHAKIL e LAL (2009) na India, E332K na
Inglaterra por Bragstad; Nielsen; Fonsgaard (2008) e Rotanov et al. (2007) e a substitui¢do
N450D também em Londres (WHO, 2007). A substituicio V48l foi detectada em amostras
isoladas na China, durante os anos de 2004 a 2007 (CHUM-CHIU et al, 2009) e em isolados que
apresentavam resisténcia ao Oseltamivir (BLOOM, et al., 2010).

As amostras brasileiras seqiienciadas neste estudo, pertencentes ao subtipo H3N2,
apresentaram um total de 10 substituicdes de aminodcidos, sendo que 3 foram detectadas em
todas as amostras estudadas. Essas 3 substitui¢des (D93N, K172R e K222E) foram relatadas
anteriormente em vdrias regides do mundo (LIN et al., 2010; RONTANOV et al., 2007;
SIMONSEN et al., 2007, BRAGSTAD et al., 2008, BARR et al., 2005, GULAT et al., 2002). A
substituicdo de Lisina para Arginina (K172R) foi identificada em influenza suina, em 2003
(KARASIN et al., 2006). Apenas um sitio que sofreu alteracio de aminodcido (S383L) foi
previamente identificado por Colman; Varghese; Laver (1983) e Air et al. (1985) como um dos
sitios antigénicos da proteina previamente descritos (197, 199, 221, 332 a 339, 370, 385 a 432).

Todos os sitios envolvidos diretamente na atividade catalitica da enzima (D118, D151,
R152, R224, E276, R292, R371 e Y406) e os sitios adjacentes que estdo implicados na
manutencao dessa atividade (E119, R156, W178, S179, D/N198, 1222, E227, H274, E277, N294,
E425) (COLMAN; VARGHESE; LAVER; 1983; BAEK et al., 2009) apresentaram-se
conservados nas amostras brasileiras.

Nao foram detectadas amostras com genes de resisténcia aos antivirais Oseltamivir e
Zanamivir (YEN et al., 2007; SHEU et al., 2008; EARHART et al., 2009). Esse dado € relevante,
tendo em vista que, até a presente data, que ndo hd trabalhos, no Brasil, descrevendo o
aparecimento de cepas resistentes de influenza sazonal.

A andlise filogenética do gene NA (subtipo N2) revelou que as sequencias brasileiras,
foram geneticamente mais préximas da cepa vacinal utilizada em 2007, ano subsequente a esse

estudo (A/Wisconsin/67/2007). Embora ndo tenhamos realizado uma andlise antigénica dessas
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amostras, podemos sugerir baseado, nas andlises genéticas da HA e NA, que a alteragcdo da cepa
vacinal foi compativel com o que circulava no pafs.

Duas seqiiéncias do gene da Matriz (M2), do subtipo HIN1, foram alinhadas com cepas
vacinais recomendadas pela OMS, disponiveis no GenBanck, sendo verificada apenas uma
substituicdo de aminodcido, na amostra Br854, Glicina para o Acido Aspértico na posicdo 89
(G89D), nao relatada na literatura. Nenhuma das amostras de influenza A (HIN1) demonstrou
substituicdes que conferem resisténcia aos inibidores dos canais 10nicos.

Doze amostras brasileiras foram alinhadas com cepas vacinais e apresentaram a
substitui¢do do aminodcido Glutamina para Histidina na posi¢cdo 90 (Q90H), ndo relatada por
nenhum outro autor e, a substituicdo Serina para o aminodcido Asparagina na posi¢cdo 31
(S31IN), caracteristica de amostras que apresentam resisténcia aos antivirais Amantadiana e
Rimantadina. Nao existem estudos brasileiros que relatem a presenca cepas resistentes a
Amantadina, embora a circulagio das mesmas seja relatada no mundo todo, atingindo niveis
preocupantes, podendo corresponder aproximadamente de 75% das cepas circulantes
(SIMONSEN et al, 2007; ABEB, GOYETTE e BOIVIN, 2005; NELSON et al, 2009;
LAPLANTE et al, 2009; PABBARAIJU et al., 2008), sendo mais comum no subtipo H3N2 do
que HINI. Ressaltamos que no Brasil ndo ocorre a utilizacdo rotineira deste antiviral. No
entanto, outras localidades da Asia, Américas e Africa, nos quais também nao ha a utilizagdo dos
antivirais, tanto de inibidores dos canais i0nicos como de inibidores da neuraminidase,
detectaram casos de resisténcia aos antivirais (GARCIA et al., 2009; FOURMENT et al., 2010;
NJOUOM et al., 2010). Njouom et al. (2010) sugeriam que pode ocorrer a transmissdo de virus
(HINT1) resistentes ao Oseltamivir entre individuos, na auséncia da pressdo da droga e que essas
cepas, provavelmente, possuem uma vantagem seletiva epidemiolégica que pode promover sua

emergencia e substitui¢do gradual pelas cepas sensiveis ao Oseltamivir.

Portanto, o elevado percentual de amostras resistentes enfatiza a necessidade de melhorar
a vigilancia da emergéncia de cepas resistentes aos antivirais e enfatiza a necessidade de maior
cuidado no uso indiscriminado ou, at¢ mesmo recomendar a suspencdo temporaria do uso desses
antivirais até que a susceptibilidade a eles seja restabelecida, assim como foi sugerido em outros
paises (BRIGTH et al., 2006).

A andlise filogenética do gene da Nucleoproteina das cepas do subtipo HIN1 demonstrou

uma estreita relacdo com a cepa vacinal NewCaledona/20/1999 (figura 58B), confirmado pela
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alta similaridade em nivel de aminodcidos (figura 51), no qual foram verificadas apenas 2
substituigdes. A primeira no residuo 423 de Treonina para Alanina (T423A), ainda ndo descrita
em literatura e a segunda, no residuo 470, de Lisina para Arginina (K470R), detectada também
em amostras provenientes da China, em 2009, por LEUNG, WAND e SHAW (2009). A mesma
alteracdo foi verificada nas cepas vacinais utilizadas nos anos de 2007 e 2008, subsequentes ao
ano estudado.

Dez sequencias de aminodcidos da NP de amostras de H3N2 foram alinhadas com as
sequencias das cepas vacinais e quando comparadas a cepa vacinal A/California/7/2004 (H3N2)
apresentaram substitui¢cdes nas posicdes 377 de Serina para Glicina (S377G), presente em
amostras resistentes a Amantadina (GHEDIN et al, 2009) e detectada por diversos autores
(SIMONSEN et al, 2007; BRAGSTAD et al, 2008). Além dessa importante substitui¢do foram
identificadas mais duas: K494E, ainda nao descrita na literatura e A472T detectada em 1993, em
um estudo longitudinal de 1933 até 1990 (SHU, BEAN e WEBSTER, 1993).

Apesar de poucas substituicdes de aminodcidos serem detectadas na proteina NP, a
possibilidade dessas mutacdes acumularem-se ao longo dos anos ndo pode ser descartada,
principalmente porque epitopos da NP sdao reconhecidos por linfécitos T citotéxicos (CTLs) e o
acimulo de substituicdes de aminodcidos, que ocorre nas infec¢des por viruss, pode ser uma

estratégia para o escape desse reconhecimento (OLDSTONE, 1997).

A andlise filogenética do gene da proteina Nao estrutural de Influenza A(H3N2) e
Influenza A(H3N2) demonstrou a circulagdo de apenas uma linhagem de cada subtipo, no ano de
2006. Na analise de aminoécidos foram detectadas poucas alteracdes: 3 em HIN1 (L157F, 1207T
e [217T em HINI1) e 2 em H3N2 (T142P e [150N). Nao ha descri¢do destes sitios na literatura
nem possiveis consequencias devido a essa alteragdo.

O Brasil se destaca pelo combate a gripe sazonal e pandémica. As campanhas de
vacinacdo alcancam grande parte da populacdo de risco e sdo gratuitas. Porém, € necessario um
melhor monitoramento dos virus Influenza que circulam no pais, uma melhor compreensdo dos
mecanismos de disseminacgdo e transmissdo dentro da grande extensdo e diversidade de climas
que o pais apresenta. Faz-se necessario o estudo ndo somente de caracteristicas antigénicas dos
virus, mas também moleculares, pois estas permitem o entendimento da complexidade dos

mecanismos evoluciondrios desses virus, permitindo que uma série de medidas preventivas sejam

tomadas em tempo habil para prevenir grandes pandemias. Esse estudo, realizado em local
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restrito e com poucas amostras permitiu verificar a ocorréncia de varios rearranjos entre subtipos
e linhagens, bem como verificar a circulagdo de cepas resistentes a Amantadina, dando uma
amostra de que estudos maiores, envolvendo o genoma inteiro, uma maior amostragem de varias
localidades do pafs, podem contribuir muito com informagdes sobre a evolugdo e circulacdo do

virus no Brasil.
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6 CONCLUSOES
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- Na populacdo estudada, a circulagdo dos virus Influenza A e B, foi baixa, com co-circulagdo de ambos os

virus e com prevaléncia do Virus Influenza A sobre o Influenza B, no ano de 2006.

- No ano de 2006, o subtipo H3N2 predominou sobre o subtipo HINT.

- A subtipagem dos virus influenza, por multiplex-RT-PCR apresenta falhas devido a grande variabilidade

nas proteinas HA e NA.

- Todas as amostras brasileiras do subtipo H3N2 identificadas neste estudo apresentaram a mutagdo S31N,

que confere resisténcia aos inibidores dos canais idnicos da Matriz M2.

- Niao foram detectadas nesse estudo, amostras brasileiras que apresentam as substitui¢des de aminodcidos

que conferem resisténcia aos inibidores da agdo da Neuraminidase.

- Verificou-se a co-circulacdo de diferentes linhagens dentro de um mesmo subtipo de virus influenza no

mesmo ano e a permanéncia de diferentes linhagens circulando no decorrer dos anos.

- As andlises filogenéticas realizadas com todos os genes do subtipo H3 demonstraram estreita relacio
genética entre as cepas brasileiras e as cepas vacinais utilizadas em 2006 ou 2007, demonstrando que a

substituicdo da cepa vacinal de H3, ocorrida em 2007, foi compativel com a circulagio.

- Foram detectados dois possiveis rearranjos envolvendo os genes da HA e NP e em duas amostras

brasileira: Br 840 e Br 859.

- Andlise do genoma completo do virus e com um nimero maior de amostras faz-se necessario para

elucidar os mecanismos evoluciondrios e entendimento da circulacio do virus no Brasil,



190

REFERENCIAS




191

REFERENCIAS *

ABED, Y.; GOYETTE, N.; BOIVIN, G. Generation and Characterization of Recombinant Influenza A
(HIN1) Viruses Harboring Amantadine Resistance Mutations. Antimicrob. Agents. Chemother., v. 49,
n. 2, p. 556-559, 2005.

AKARSU, H. et al. Structure-based design of NS2 mutants for attenuated influenza A virus
vaccines.Virus. Res., v. 155, n. 1, p. 240-24, 2011.

ALBUQUERQUE, M. C. M. et al. Novel Respiratory Virus Infections in Children, Brazil. Emerging
Infectious Disease, v. 15, n. 5, p. 806-808, 2009.

ALEXANDER, D. J. An overview of the Epidemiology of Avian Influenza. Vaccine, v. 25, n. 30, p.
5637-5644, 2007.

ALONSO, W. J. Seasonality of Influenza in Brazil,: a traveling wave from the Amazon to the subtropics.
Am. J. Epidemiol., v. 165, n. 12, p. 1434-1442, 2007.

AMBROSCH, F.; FEDSON, D. Epidemiology of influenza vaccine distribution. In: OPTIONS FOR THE
CONTROL OF INFLUENZA, 4., 2000, Crete, Greece. Abstracts... Crete, Greece: Elsevier Health
Sciences, 2000. p. 126

BAZ, M.; ABED, Y.; MCDONALD, J.; BOIVIN, G. - Characterization of multidrugresistant influenza
A/H3N2 viruses shed during 1 year by an immunocompromised child. Clin. Infect. Dis., v. 43, p. 1555-
1561, 2006.

BELLEI, N. Patterns of influenza infections among different risk groups in brazil. The Brazilian Journal
of Infectious Diseases, v. 11, n. 4, p. 399-402, 2007.

BENFICA, D. Investigacido de metodologia para identificacdo de infecces por virus influenza. 2005.
125 f. Disserta¢do (Mestrado em Satde Publica) - Universidade Federal de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2005.

BERTOLLI FILHO, C. A gripe espanhola em Sao Paulo. Sdo Paulo: Ciéncia Hoje, 1989.

BESSELAAR, T. G. et al. Antigenic and molecular analysis of influenza A (H3N2) virus strains isolated
from a localised influenza outbreak in South Africa in 2003. J. Med. Virol., v. 73, n. 1, p. 71-78, 2004.

* De acordo com: )
ASSOSSIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 6023: Informacdo e documentagao:
referéncias: elaboragdo. Rio de Janeiro, 2002.



192

BEVERIDGE, W. L. B. The Chronicle of Influenza Epidemics. Historical and Philosophic Life
Sciences. V. 13, p. 223-235, 1991.

BETAKORA, T. M2 protein-a proton channel of influenza A virus. Curr. Pharm. Des.; v. ,3, n. 31, p.
3231-3235, 2007.

BEYER, W.E. - The plea against annual influenza vaccination? The hoskins' paradox' revisited. Vaccine,
v. 16, n. 20, p. 1929-1932, 1998.

BISWAS, S. K.; NAYAK, D. P. Mutational analysis of the conserved motifs of influenza A virus
polymerase basic protein 1. J. Virol., v. 68, n.3, p. 1819-1826, 1994.

BLAAS, D.; PATZELT, E.; KUECHLER, E. Identification of the cap binding protein of
influenza virus. Nucleic Acids Res., v. 10, n. 15, p. 4803-4812, 1982.

BLOOM, J. D. et al. Permissive Secondary Mutations Enable the Evolution of Influenza Oseltamivir
Resistance. Science, v. 28, n. 5983, p. 1272-1275, 2011.

BRAGSTAD, K. et al. The evolution of human influenza A viruses from 1999 to 2006: A complete
genome study. J. Virol., v. 5, n. 40 p. 1-19, 2008.

BOLTZ, D. A. et al. Emergence of HS5NI1 avian influenza viruses with reduced sensitivity to
neuraminidase inhibitors and novel reassortants in Lao People's Democratic Republic. J. Gen. Virol.,
v. 91, p. 949-959, 2010.

BOUVIER, N. M.; PALESE, P. The biology of influenza viruses.Vaccine, v. 26, n. 4, p. 49-53, 2008.

BOYCE, W. M.; SANDROCK, C.; KREUDER-JOHNSON, C.; KELLY, T.; CARDONA, C. Avian
Influenza Viruses in Wild Birds: A Moving Target. Comparative Immunology, Microbiol. Infect. Dis., v.
32, n. 4, p. 275-286, 2009.

BRIGHT, R. A. et al. Adamantane Resistance Among Influenza A Viruses Isolated Early During the
2005-2006 Influenza Season in the United States. JAMA, v. 295, n. 8, p. 891-894, 2006.

BROWN, J. D.; GOEKIJIAN, G., POULSON, R., VALEIKA, S.; STALLKNECHT, D. E. Avian
Influenza virus in water: infectivity is dependent on ph, salinity and temperature. Vet. Microbiol., v. 136,
n. 1-2, p. 20-26, 2009.



193

BROOKS, G.; BUTEL, J.; MORSE, S. A. Ortomixovirus (Virus da Influenza). In: BUTEL, J. S.;
BROOKS, G. F.; MORSE, S. A. (Ed.). Jawetz, Melnick, & Adelberg's Medical Microbiology.
21. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2000. p. 394-404.

BUONAGURIO, D. A. et al. Genetic stability of live, cold-adapted influenza virus components of the
FluMist®/CAIV-T vaccine throughout the manufacturing process. Vaccine, v. 24, n. 12, p. 2151-2160,
2006.

CALFEE, D. P.; HAYDEN, F. G. New approaches to influenza chemoterapy-neuraminidase inhibitors.
Drugs, v. 56, p. 537-553, 1998.

CARR, J.; IVES, J.; KELLY, L.; LAMBKIN, R.; OXFORD, J.; MENDEL, D.; TAL L.; ROBERTS, N.
Influenza virus carrying neuraminidase with reduced sensitivity to oseltamivir carboxylate has altered
properties in vitro and is compromised for infectivity and replicative ability in vivo. Antiviral. Res., v. 54,
p-79-88, 2002.

CARRAT, F.; FLAHAULT, A. Influenza vaccine: the challenge of antigenic drift. Vaccine, v. 25, p.
68526862, 2007.

CAUCHEMEZ, S. Estimating the impact of school closure on influenza transmission from sentinel data.
Nature, v. 452, p. 750-754, 2008.

CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC). CDC Recommends Against the use
of Amantadine and Rimantadine for the treatment or prophylaxis of Influenza in the United States during
the 2005-06 influenza season, 2006. Disponivel em: <http://www.cdc.gov/flu/han011406.htm.> Acesso
em: 05 fev. 2011.

CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC). Neuraminidase inhibitors for
treatment of Influenza A and B infections. Morb. Mortal. Wkly. Rep., v. 48, n.4, p. 1-10, 1999.

CENTRO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA (CVE). Informe Técnico - Influenza Pandémica HIN1
2009, Fase pdés pandémica — Atualizacdo, 2011. Disponivel em: <http://www.cve.saude.sp.gov.br/
htm/resp/influa_h1nl.html.> Acesso em: 20 jan. 2011.

CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC). Neuraminidase inhibitors for
treatment of Influenza A and B infections. Morb. Mortal. Wkly. Rep., v. 48, n.4, p. 1-10, 1999.

CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC). Performance of rapid influenza
diagnostic tests during two school outbreaks of 2009 pandemic influenza A (HIN1) virus infection.
Morb. Mortal. WKkly. Rep., v. 58, n. 37, p. 1029-1032, 2009.



194

CLASS, E. C. J. et al. Type-specific identification of Influenza Viruses A, B and C by the polymerase
chain reaction. J. Virol. Methods., v. 39, p. 1-13, 1992

COEN, D. M.; RICHMAN, D. D. Antiviral agents. In: RICHMAN, D. D. Fields Virology. 5th ed.
Philadelphia, PA: Lippincott Williams & Wilkins, 2007. p. 447-485.

COELHO, M. C. Impact of respiratory infections by Influenza Viruses A and B in pediatrics patients from
Federal University of Parand, Brazil. The Brazilian Journal of Infectious Diseases, v. 11, n. 2, p.220-
223, 2007.

COFFIN, J. M. Genetic Diversity and Evolution of Retroviruses. Curr. Top. Microbiol. Immunol., v.
176, p. 143-164, 1992.

COLMAN, P. M. A novel approach to antiviral therapy for influenza. J. Antimicrob. Chemother, v. 44,
p. 17-22, 1999.

COMPANS, R. W.; MEIER-EWERT, H.; PALESE, P. Assembly of lipid-containing viruses. J.
Supramol. Struct., v. 2, n. 2-4, p. 496-511, 1974.

COMPANS, R. W.; CHOPPIN, P.W. Reproduction of Myxoviruses. In: CONRAT, H. F. Comprehensive
Virology. New York: Plenum-Press, 1975. v. 4, p. 179-252.

CROS, J. F.; PALESE, P. Trafficking of viral genomic RNA into and out of the nucleus: influenza,
Thogoto and Borna disease viruses. Virus Res., v. 95, n. 1-2, p. 3-12, 2003.

CHEN, C. J. et al. Differential localization and function of PB1-F2 derived from different strains of
influenza A virus. J. Virol., v. 84, n. 19, p. 10051-10062, 2010.

CHEN, G. L.; SUBBARADO, K. Live attenuated vaccines for pandemic influenza. Curr. Top. Microbiol.
Immunol., v. 333, p. 109-132, 2009.

CHEN, H. et al. Quasispecies of the D225G substitution in the hemagglutinin of pandemic influenza
A(HINT) 2009 virus from patients with severe disease in Hong Kong, China. J. Infect. Dis., v. 201, n. 10,
p. 1517-1521, 2010.

CHEN, W. A novel Influenza a virus mitochondrial protein that induces cell death. Nat. Med., v. 7,
p-1306-1312, 2001.



195

CHERIAN, T. et al. Use of PCR-enzyme immunoassay for identification of influenza A virus matrix RNA
in clinical samples negative for cultivable virus. J. Clin. Microbiol., v. 32, p. 623-628, 1994.

CHIU, S. C. et al. The Antigenic and Phylogenetic Analysis of Surface Protein Genes of Influenza A
Viruses in Taiwan, 2004-2007. Research and Diagnostic Center, v. 25, n. 5, p. 358-369, 2009.

CHU, C. M.; DAWSON, 1. M.; ELFORD,W. J. Filamentous forms associated with newly isolated
influenza virus. Lancet, v. 1, p.602-603, 1949.

DAUM, L. T. et al. Influenza A (H3N2) Outbreak, Nepal Emerging Infectious Diseases. v. 11, n. 8, 2005.
Disponivel em: <http://www.cdc.gov/ncidod /EID/index.htm.> Acesso em: 28 jun. 2010.

DAWOOD, F. S. et al. Novel Swine-Origin Influenza A (HIN1). N. Engl. J. Med., v. 360, p. 2605-2615,
20009.

DU, Q. S. et al. Designing inhibitors of M2 proton channel against HIN1 swine influenza virus. PLoS
One, v. 5, n. 2, p. 9388, 2010.

DUTKOWSKI, R. Oseltamivir in seasonal influenza: cumulative experience in low- and high-risk
patients. J. Antimicrob. Chemother., v. 65, p. iil1-ii24, 2010.

DWYER, D. E.; SMITH, D. W.; CATTON, M. G.; BARR, 1.G. Laboratory diagnosis of human seasonal
and pandemic influenza virus infection. Med. J. Aust., v. 185, n. 10, p. 48-53, 2006.

EGOROV, A. et al. Transfectant influenza A viruses with long deletions in the NSI1 protein grow
efficiently in Vero cells. J. Virol., v. 72, n. 8, p. 6437-6441, 1998.

ENGLUND, J.A. Antiviral therapy of influenza. Semin. Ped. Infect. Dis., v. 13, p. 120-128, 2002.

FINKELMAN, B. S. et al.Global pat- terns in seasonal activity of influenza A/H3N2, A/HINI1, and B
from 1997 to 2005: viral coexistence and latitudinal gradients. PLoS ONE, v. 2, n. 12, p. 1296, 2007.

FODOR, E. et al. A single amino acid mutation in the PA subunit of the influenza virus RNA polymerase
inhibits endonucleolytic cleavage of capped RNAs. J. Virol., v. 76, n. 18, p. 8989-9001, 2002

FORLEO NETO, E. et al. Influenza. Rev. Soc. Bras. Med. Trop., v. 36, n.2, p. 267-274, 2003.

FOUCHIER, R. A. M. et al. Characterization of a novel influenza a virus hemagglutinin subtype (h16)
obtained from black-headed gulls. J. Virol., v. 79, n. 5, p. 2814-2822, 2005.



196

FOURMENT, M. et al. Evidence of persistence of and antiviral resistance and reassortment
events in seasonal influenza virus strains circulating in Cambodia. J. Clin. Microbiol., v. 48, p.
295-297, 2010.

GARCIA, J. et al. Antiviral resistance in influenza viruses circulating in Central and South
America based on the detection of established genetic markers. Influenza Other Respiro
Viruses, v. 3, p. 69-74, 2009.

GASTAMINZA, P. Mutations in the n-terminal region of influenza virus pb2 protein affect virus rna
replication but not transcription. J. Virol., v. 77, n. 9, p. 5098-5108, 2003.

GAVIN, P. J.; THOMSON, R. B. J. Review of rapid diagnostic tests for influenza. Clin. Applied
Immunol. Rev., v. 4, p. 151-172, 2003.

GHEDIN, E. et al. Mixed Infection and the Genesis of Influenza Virus Diversity. Jounal of Virology, v.
86, n. 17, p, 8832-8841, 2009.

GOMEZ-PUERTAS, P. et al. Influenza virus matrix protein is the major driving force in virus budding. J.
Virol., v. 74, n. 24, p. 11538-11547, 2000.

GONZALEZ, S.; ORTIN, J. Characterization of influenza virus PB1 protein binding to viral RNA: two
separate regions of the protein contribute to the interaction domain. J. Virol., v. 73, n. 1, p. 631-637, 1999.

GOTTSCHALK, A. The specific enzyme of influenza virus and vibrio cholerae. Biochim. Biophys. Acta,
v. 23, p. 645-646, 1957.

GOVORKOVA, E. A. et al. Immunization with reverse-genetics-produced H5N1 influenza vaccine
protects ferrets against homologous and heterologous challenge. J. Infect. Dis., v. 15, n. 194, p. 159-167,
2006.

GUAN, Y.; PEIRIS, J. S.; LIPATOV, A. S. Emergence of multiple genotypes of HSN1 avian influenza
viruses in Hong Kong SAR. Proc Natl Acad Sci USA, v. 99, p. 8950-8955, 2009.

GUBAREVA, L. V. et al. Evidence for zanamivir resistance in an immunocompromised child infected
with influenza B virus. J Infect Dis, v. 178, p.1257-1262, 1998.

GUBAREVA, L. V. Molecular mechanisms of influenza virus resistance to neuraminidase inhibitors.
Virus Research, v. 103, p.199-203, 2004.



197

GULATI, U. et al. Antibody Epitopes on the Neuraminidase of a Recent H3N2 Influenza Virus
(A/Memphis/31/98). Journal of Virology, v. 76, n. 23, p. 12274-12280, 2002.

HAN, G. P. et al. Genetic analysis of JC virus and BK virus from a patient with progressive multifocal
leukoencephalopathy with hyper IgM syndrome. J. Medical Virol., v. 76, n. 3, p. 398-405, 2005.

HARMON, M. W. Influenza viruses. In: LENETTE, E. H. (Ed). Laboratory Diagnosis of Viral
Infections. 2nd ed. New York: Marcel Dekker, 1992. p. 515-534.

HASSAN, Z. et al. Genetic Makeup of Amantadine-Resistant and Oseltamivir-Resistant
Human Influenza A/HIN1 Viruses. J. Clin. Microbiol., v. 48, n. 4, p. 1085-1092, 2010.

HAY, A. J. The action of adamantanamines against influenza a viruses: inhibition of the m2 ion channel
protein. Semin. Virol., v. 3, p. 21-30, 1992.

HAY, A. J. et al. Molecular basis of resistance of influenza A viruses to amantadine. J. Antimicrob.
Chemother., v. 18, p. 19-29, 1986.

HERRMANN, E. C.; HERRMANN, J. A. A working hypothesis virus resistance development as an
indicator of specific antiviral activity. Ann. NY Acad. Sci., v. 284, p. 632-637, 1977.

HILLEMAN, M. R. Realities and enigmas of human viral influenza: pathogenesis, epidemiology and
control. Vaccine, v. 20, p. 3068-3087, 2002.

HOFFMANN, E. et al. Universal primer set for the full-length amplification of all influenza a viruses.
Arch virol, v. 146, p. 2275-2289, 2001.

HOLMES, E. C. et al. Whole-Genome Analysis of Human Influenza A Virus Reveals Multiple Persistent
Lineages and Reassortment among Recent H3N2 Viruses. PLoS Biol., v. 3, n. 9, p. 1579-1589, 2005.

HIRSCH, A. Handbook of geografical and historical pathology. London: New Sydenham Society,
1883.

HOLLAND, J. J. Evolving virus plagues [comment]. Proc. Natl. Acad. SCI. USA., v. 93, p. 545-546,
1996.



198

HONDA, A.; MIZUMOTO, K.; ISHIHAMA, A. Two separate sequences of PB2 subunit constitute the
RNA cap-binding site of influenza virus RNA polymerase. Genes Cells, v. 4, n. 8, p. 475-485, 1999.
HULSE, D. J. et al. Molecular determinants within the surface proteins involved in the pathogenicity of
H5N1 influenza viruses in chickens. J. Virol., v. 78, n. 18, p. 9954-9964, 2004.

ISON, M. G. et al. Recovery of drug-resistant influenza virus from immunocompromised patients: a case
series. J. Infect. Dis., v. 193, p. 760-764, 2006.

IZURIETA, H. S.; THOMPSON, W. W.; KRAMARZ, P.Influenza and the rates of hospitalization for
respiratory disease among infants and young children. N. Engl. J. Med., v. 342, p. 232-239, 2000.

JACKSON, D. A. et al. Influenza virus RNA is synthesized at fixed sites in the nucleus. Nature, v. 296, p.
366-368, 1982.

KARASIN, A. I.; CARMAN, S.; OLSEN, C. W. Identification of Human HIN2 and Human-Swine
Reassortant HIN2 and HINT1 Influenza A Viruses among Pigs in Ontario, Canada (2003 to 2005). J. Clin.
Microbiol., v. 44, n. 3, p. 1123-1126, 2006.

KHAN, A. U.; SHAKIL, S.; LAL, S. K. Efficacy of neuraminidase (NA) inhibitors against HINT1 strains
of different geographical regions: an in silico approach. Indian Journal of Microbiology, v. 49, n. 4, p.
370-376, 20009.

KANG, S. et al. Epidemiologic Study of Human Influenza Virus Infection in South Korea from 1999 to
2007: Origin and Evolution of A/Fujian/411/2002-Like Strains. Journal of Clinical Microbiology, v. 48,
n. 6, p. 2177-2185, 2010.

KASH, J. et al. Hijacking of the host-cell response and translational control during influenza virus
infection. Virus. Res., v. 119, n. 1, p. 111-120, 2006.

KAWAOKA, Y. et al. Orthomyxoviridae. In: FAUQUET, C. et al. (Ed). Virus Taxonomy: VIIIth Report
of the International Committee on Taxonomy of Viruses. London: Elsevier Academic Press, 2005. p. 681-
693.

KAWAOKA, Y.; KRAUSS, S.; WEBSTER, R.G. Avian-to-human transmission of the PB1 gene of
influenza A viruses in the 1957 and 1968 pandemics. J. Virol., v. 63, p. 4603-4608, 1989.

KEAWCHAROEN, J. et al. Avian influenza H5N1 in tigers and leopards. Emerging Infectious Diseases,
v. 10, n. 12, p. 2189-2191, 2004.



199

KENDAL, A. P., DOWDLE, W .R.; NOBLE, G. R. Influenza viruses. In: Kurstak, E.; KURSTAK, C.
(eds.). Manual of clinical microbiology. 4th ed. Washington, American Society for Microbiology, 1985.
p. 755-762.

KILBOURNE, E. D. Ed. The influenza viruses and influenza. Orlando: Academic Press, 1975. p. 449—
48]1.

KISO, M. et al. Resistant influenza A viruses in children treated with oseltamivir: descriptive study.
Lancet, v. 364, p. 759-765, 20009.

LANDRYL, M. L. Diagnostic tests for influenza infection. Curr. Opin. Pediatr., v. 23, n. 1, p. 91-97,
2011.

LAPLANTE, J. M. et al. Influenza Antiviral Resistance Testing in New York and Wisconsin, 2006 to
2008: Methodology and Surveillance Data. Journal of Clinical Microbiology, v. 47, n. 5, p. 1372-1378,
2009.

LAMB, R.; HOLSINGER, L.; PINTO, L. The influenza A virus M2 ion channel protein and its role in the
influenza virus life cycle. In: WIMMER, E. (Ed.). Receptor-mediated virus entry into cells. Cold Spring
Harbor, NY: Cold Spring Harbor Press, 1994. p. 303-321.

LANDRY, M. L. Diagnostic tests for influenza infection. Curr. Opin. Pediatr., v. 23, n. 1, p. 91-97,
2011.

LATHAM, T.; GALARZA, J. M. Formation of wild-type and chimeric influenza virus-like particles
following simultaneous expression of only four structural proteins. J. Virol., v. 75, n. 13, p. 6154-6165,
2001.

LAVER, W. G. Influenza virus surface glycoproteins, haemagglutinin and neuraminidase: a personal
account. In: POTTER, C. W. (Ed.). Influenza. Amsterdam: Elsevier Science, 2002. p. 31-48.

LAVER, W. G.; BISCHOFBERGER, N.; WEBSTER, R. G. Disarming flu viruses. Sci. Am., v. 280, p.
78-87, 1999.

LEUNG, N. G. K. A.; WANG, J. H.; SHAW, P. C. Structure and sequence analysis of influenza A virus
nucleoprotein. Science in China Series, v. 52, n. 5, p. 439-449, 20009.

LEAL, A. L. Associacdo clinico-laboratorial de infeccoes causadas por virus respiratérios em
criancas com idade inferior a 05 anos atendidas no Hospital Universitario da Universidade de Sao
Paulo. 2005. 134 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo, Sao Paulo, 2005.



200

LIN, S. C. et al. Molecular epidemiology and antigenic analyses of influenza A viruses H3N2 in Taiwan.
Clinical Microbiol. and Infect., v. 17, n. 2, p. 214-222, 2011.

LIN, Y. P. et al. Neuraminidase Receptor Binding Variants of Human Influenza A(H3N2) Viruses
Resulting from Substitution of Aspartic Acid 151 in the Catalytic Site: a Role in Virus Attachment.
Journal of Virology, v. 84, n, 13, p. 6769-6781, 2010.

LU, B. et al. Single amino acid substitutions in the hemagglutinin of influenza A/Singapore/21/04 (H3N2)
increase virus growth in embryonated chicken eggs. Vaccine, v. 24, n. 44, p. 6691-6693, 2006.

LYNCH, J. P.; WALSH, E. E. Influenza: evolving strategies in treatment and prevention. Respir. Crit.
Care. Med., v. 28, p. 144-158, 2007.

MACAULEY, J. L.; ZHANG, K.; MCCULLERS, J. A. The effects of influenza A virus PB1-F2 protein
on polymerase activity are strain specific and do not impact pathogenesis. J. Virol., v. 84, n. 1, p. 558-
564, 2010.

MACKAY, I. M.; ARDEN, K. E.; NITSCHE, A. real time PCR in virology. Nucleic Acids Res., v. 30, n.
6, p. 1292-1305, 2002.

MATLIN, K.S. et al. Infectious entry pathway of influenza virus in a canine kidney cell line. J. Cell.
Biol., v. 91, n. 3, n.1, p. 601-613, 1981.

MELIDOU, A. et al. Molecular and phylogenetic analysis and vaccine strain match of human influenza
A(H3N2) viruses isolated in Northern Greece between 2004 and 2008. Virus Research, v. 145, p. 220-
226, 2009.

MENDEL, D. B.; ROBERTS, N. A. In-vitro and in-vivo eficacy of infuenza neuraminidase inhibitors.
Curr. Opin. Infect. Dis., v. 11, p. 727-732, 1998

MONTO A. S. Epidemiology of viral respiratory infections. Am. J. Med. v. 112, n.1, p. 4-12, 2002.

MOSCONA, A. Neuraminidase inhibitors for influenza. N. Engl. J. Med., v. 353, p. 1363-1367, 2005.

MOURA, F. E. A.; PERDIGAO, A. C. B.; SIQUEIRA, M. M. Seasonality of influenza in the tropics: a
distinct pattern in northeastern brazil. Am. J. Trop. Med. Hyg., v. 81, n. 1, p. 180-183, 2009.



201

MUNOZ, F. M. Influenza virus infection in infancy and early childhood. Pediatr. Respir. Rev., v. 4, p.
99-104, 2003.

MUNSTER, V. J. et al. Spatial, Temporal, And Species Variation In Prevalence Of Influenza A Viruses In
Wild Migratory Birds. PLOS Pathogens, v. 3, n. 5, p. 61, 2007.

MURPHY, B. R.; WEBSTER, R. G. Orthomyxoviruses. In: FIELDS, N.; KNIPE, D. M.; HOWLEY, P.
M. Fields Virology, 3rd ed. Philadelphia: Lippincott-Raven, 1996, p.1397-1445.

MYAQO, C. R. et al. Infec¢des virais em criangas internadas por doencga aguda do trato respiratério inferior.
Jornal de pediatria, v. 75, p. 334-343, 1999.

NAFFAKH, N. et al. Genetic analysis of the compatibility between polymerase proteins from human and
avian strains of influenza A viruses. J. Gen. Virol,, v. 81, p. 1283-1291, 2000.

NEUMANN, G.; HUGHES, M. T.; KAWAOKA, Y. Influenza a virus ns2 protein mediates vrnp nuclear
export through nes-independent interaction with hcrml1. Embo. J., v. 19, n. 24, p. 6751-6758, 2000.

NELSON, M. L et al. The origin and global emergence of adamantane resistant A/H3N2 influenza viruses.
Virology, v. 388, p. 270-278, 2009.

NEUZIL, K. M. - Illness among schoolchildren during influenza season: effect on school absenteeism,
parental absenteeism from work, and secondary illness in families. Arch. Pediatr. Adolesc. Med., v. 156,
n. 10, p. 986-991, 2002.

NEUZIL, K. M.; REED, G. W.; MITCHEL, E. F. Impact of influenza on acute cardiopulmonary
hospitalizations in pregnant women. Am. J. Epidemiol., v. 148, p. 1094-1102, 1998.

NIJOUM, R. et al. Circulation of human influenza viruses andemergence of Oseltamivir-resistant
A(HIN1) viruses in Cameroon, Central Africa. BMC Infectious Diseases, v. 10, p. 56, 2010.

OH, D. Y. et al. MDCK-SIAT1 Cells Show Improved Isolation Rates for Recent Human Influenza
Viruses Compared to Conventional MDCK Cells. J. Clin. Microbiol., v. 46, n. 7, p. 2189-2194, 2008.

OLIVEIRA, J. F.; SA, J. P. O.; CRUZ, M. E. M. Influenza virus A and B Identification and monitoring in
the population of Macei6. Ciénc. Satde Coletiva, v. 1, p. 241-246, 2004.

OLSEN, B. et al. Global patterns of influenza a virus in wild birds. Science, v. 312, n. 5772, p. 384-388,
2006.



202

OLDSTONE, M. B. A. How viruses escape from cytotoxic T lymphocytes: molecular parameters and
players. Virology, v. 234, p. 179-185, 1997.

OXFORD, J. S.; LAMBKIN, R. Targeting influenza virus neuraminidase — a new strategy for antiviral
therapy. Drug. Discov. Today, v. 3, p. 448-456, 1998.

PABBARAJU, K. et al. Adamantane resistance in circulating human influenza A viruses from
Alberta, Canada (1970-2007). Antiviral. Res., v. 79, n. 2, p. 81-86, 2008.

PAIVA, T. M. Outbreak of Influenza type a (HIN1) in Iporanga, Sao Paulo state, Brazil. Rev. Inst. Med.
Trop. Sao Paulo, v. 43, p. 311-315, 2001.

PAIVA, T. M. Epidemiological study of Influenza virus in Brazil from 1996-1998. J. Brazilian Society
for Virology, v. 5, n. 1, p. 51-63, 2000.

PAIVA, T. M. Influenza virus surveillance by institute adolfo lutz during 2006. In: NATIONAL
MEETING OF VIROLOGY, 17., 2006, Campos do Jorddo. Abstracts... Sdo Paulo: Sociedade Brasileira
de Virologia, 2006. p. 167-168, res. 165pp - flu5.

PALESE, P.; SHAW, M. L. Orthomyxoviridae: The Viruses and Their Replication.. In: FIELDS, N.;
KNIPE, D. M.; HOWLEY, P. M. (Ed). Fields Virology. 5th ed. Philadelphia: Lippincott Williams &
Wilkins, 2007. cap. 48.

PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION (PAHO), Facts About the Definition of the Pandemic
Influenza (HIN1) 2009 and Vaccine Safety. 2009. Disponivel em:
<http://new.paho.org/hg/index.php?option=com_docmané&task=doc_view&gid=8001&Itemid=> Acesso
em: 10 jan. 2011.

PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION (PAHO), PAHO Information-Vaccine Procurement and
Vaccination Advances: Report on the progress of the A HIN1 Influenza Vaccination. 2010. Disponivel
em: <http://new.paho.org/hg/index.php?option=
com_content&task=view&id=2527&Itemid=2030&lang=em> Acesso em: 10 jan. 2011.

PEIRIS, J. S.; JONG, M. D.; GUAN, Y. Avian influenza virus (H5N1): a threat to human health. Clin.
MIcrobiol. Rev., v. 20, n. 2, p. 243-267, 2007.

PIELAK, R. M.; CHOU, J. J. Flu channel drug resistance: a tale of two sites. Protein Cell, v. 1, n. 3, p.
246-258, 2010.



203

PIELAK, R. M.; CHOU, J. J. Influenza M2 proton channels. Biochim Biophys Acta, v. 1808, n. 2, p.
522-529, 2011.

PODDAR, S. K. Influenza virus types and subtypes detection by single step single tube multiplex reverse
transcription-polymerase chain reaction (rt-pcr) and agarose gel electrophoresis. J. Virol. Methods., v. 99,
p. 63-70, 2002.

PONTORIERO, A. V. et al. Antigenic and genomic relation between human influenza viruses that
circulated in Argentina in the period 1995-1999 and the corresponding vaccine components. J. Clin.
Virol., v. 28, p. 130-140, 2003.

PORTELA, A.; DIGARD, P. The influenza virus nucleoprotein: a multifunctional RNA-binding protein
pivotal to virus replication. J. Gen. Virol., v. 83, p. 723-734, 2002.

POTTER, C. W. A History of Influenza. J. App. Microbiol., v. 91, p. 572-579, 2001.

PUZELLL S. et al. Serological Analysis of Serum Samples from Humans Exposed to Avian H7 Influenza
Viruses in Italy between 1999 and 2003. BRI E FR E P O R T. J. Infec. Dis., v. 195, p. 1318-1322,
2005.

RENNELS, M. B.; MEISSNER, H. C.; COMMITTEE ON INFECTION DISEASES. Technical Report:
reduction of the influenza burden in children. Pediatrics, v. 110, n. 6, p. 1246-1252, 2002.

RICHT, J. A.; GARICIA-SATRE, A. Attenuated influenza virus vaccines with modified NS1 proteins.
Curr. Top. Microbiol. Immunol., v. 333, p. 177-195, 2009.

ROTANOV, M. et al. Molecular-genetic analysis of epidemical strains of influenza a virus based on the
neuraminidase and M2 protein gene sequence. Molecular Genetics, Microbiology and Virology, v. 23,
n. 2, p. 83-88,

ROTHBERG, M. .; HAESSLER, S.; BROWN, R. Complications of Viral Influenza. The American
Journal of Medicine, v. 121, n. 4, 2008.

SACRAMENTO, P. R. Diversidade genética da Neuraminidase (na) de virus influenza isolados na
cidade de Sao Paulo, de 1995 a 2006. 2010. 115 f. Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto
Butantan-Internunidades em Biotecnologia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

SAITO, R. et al. An off-seasonal amantadine-resistant H3N2 influenza outbreak in Japan. Tohoku. J.
Exp. Med., v. 210, n. 1, p. 21-27, 2006.



204

SALOMON, R.; WEBSTER, R. G. The influenza virus enigma. Cell, v. 136, n. 3, p. 402-10, 2009.

SALTER, A.; LAIO, B.; CROWLEY, B. Emergence and Phylogenetic Analysis of Amantadine-Resistant
Influenza A Subtype H3N2 Viruses in Dublin, Ireland, over Six Seasons from 2003/2004 to 2008/2009.
Intervirology, v. 5, 2011.

SCHANELL, J. R.; CHOU, J. J. Structure and mechanism of the M2 proton channel of influenza A virus.
Nature, v. 451, p. 591-595, 2008.

SCHULTZ, C. S.; JONES, J. C. Influenza vaccines: the good, the bad, and the eggs. Adv. Virus Res.,v.
77, p. 63-84, 2010.

SCHMIDTKE, M. et al. Amantadine resistance among porcine HIN1, HIN2, and H3N2 influenza A
viruses isolated in Germany between 1981 and 2001. , v. 49, n. 5, p. 286-93, 2006.

SCHMITT, A. P.; LAMB, R. A. Influenza virus assembly and budding at the viral budozone. Adv. Virus
Res., v. 64, p. 383-416, 2005.

SCHNELL, J. R.; CHOU, J. J.; Influenza virus M2 integral membrane protein is a homotetramer
stabilized by formation of disulfide bonds. Nature, v. 31, n. 451, p. 532-533, 2008.

SECRETARIA DE VIVILANCIA DO MINISTERIO DA SAUDE, Informe Influenza HIN1. dez. 2009.
Disponivel em: http://portal.saude.gov.br/portal/. Acesso em: 15 ago. 2010

SHEU, T. G. et al. Surveillance for neuraminidase inhibitor resistance among human influenza A and B
viruses circulating worldwide from 2004 to 2008. Antimicrob Agents Chemother, v. 52, p. 3284-3292,
2008.

SHINYA, K. et al. PB2 amino acid at position 627 affects replicative efficiency, but not cell tropism, of
Hong Kong H5N1 influenza A viruses in mice. Virology, v. 320, p. 258-266, 2004.

SHU, L. L.; BEAN, W.J.; WEBSTER, R. G. Analysis of the Evolution and Variation of the Human
Influenza A Virus Nucleoprotein Gene from 1933 to 1990. J. Virol,, v. 67, n. 5, p. 2723-2729, 1993.

SMITH. D. J. et al. Mapping the Antigenic and Genetic Evolution of Influenza Virus. Science, v. 305, p.
371-376, 2006.

SONG, J. et al. The PA protein directly contributes to the virulence of HSN1 avian influenza viruses in
domestic ducks. J. Virol., 2010 Dec 22. [Epub ahead of print].



205

STIVER, G. The treatment of influenza with antiviral drugs. CMAJ, v. 168, p. 49-57, 2003.

STOCKTON, J. et al. Multiplex PCR for typing and subtyping influenza and respiratory syncytial viruses.
J. Clin. Microbiol., v. 36, p. 2990-2995, 1998.

STOUFFER, A. et al. Structural basis for the function and inhibition of an influenza virus proton channel.
Nature, v. 451, p. 596-599, 2008.

STUDAHL, M. Influenza virus and CNS manifestations. J. Clin. Virol., v. 28, p. 225-232, 2003.

SUBBARAQO, K. et al. Characterization of an avian influenza A (H5N1) virus isolated from a child with a
fatal respiratory illness. Science, v. 279, p. 393-396, 1998.

SUIL, J. et al. Structural and functional bases for broad-spectrum neutralization of avian and human
influenza A viruses. Nature Structural & Molecular Biology, v. 16, n. 3, p. 265-273, 2009.

SHU, L. L.; BEAN, W. J.; WEBSTER, R. G. Analysis of the Evolution and Variation of the Human
Influenza A Virus Nucleoprotein Gene from 1933 to 1990. Jounal of Virology, v. 67, n. 5, p. 2723-2729,
1993.

SIMONSEN, L. et al. The Genesis and Spread of Reassortment Human Influenza A/H3N2 Viruses
Conferring Adamantane Resistance. Mol. Biol. Evol., v. 24, n. 8, p.1811-1820, 2007.

SKEHEL, J. J; WILEY, D. C. Receptor binding and membrane fusion in virus entry: the influenza
hemagglutinin. Annu. Rev. Biochem., v. 69, p. 531-569, 2000.

SKOWRONSKI, D. M. et al. Estimating vaccine effectiveness against laboratory-confirmed influenza
using a sentinel physician network: Results from the 2005-2006 season of dual A and B vaccine
mismatch in Canada. Vaccine, v. 25, n. 15, p. 2842-2851, 2007.

TALAVERA, G. A. Influenza: historia de una enfermedad. Rev. Bioméd., v. 10, n. 1, p. 57-61, 1999.

TANG, J. W. et al. Emergence of adamantane-resistant influenza A(H3N2) viruses in Hong Kong between
1997 and 2006. J. Med. Virol., v. 80, n. 5, p. 895-901, 2008.

TAUBENBERGER, J. K. et al. Characterization of the 1918 influenza virus polymerase genes. Nature, v.
437, p. 889-893, 2005.



206

TISONCIK, J. R.; GUO, Y.; CORDERO, K.; YU, J.; WANG, J.; CAO, Y.; RONG, L. Identification of
critical residues of influenza neuraminidase in viral particle release. Virol. J., v. 8, n. 1, p. 14, Jan 2011.
[Epub ahead of print]

THIR, Y. E. et al. Highly pathogenic avian influenza HSN1 virus in cats and other carnivores. Veterinary
Microbiology, v. 122, n. 1, p. 25-31, 2007.

THOMAZELLI, L. M. Vigilancia epidemiologica de virus respiratérios humanos em amostras
clinicas pela técnica de genescan-rt-pcr. 2004. 123 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2004.

TONIOLLO NETO, J. A Histéria da Gripe: A influencia em todos os tempo e agora. Sdo Paulo:
Mundial Editora e Grafica, 2001.

TOSH, P. K.; JACOBSON, R. M.; POLAND, G. A. Influenza vaccines: from surveillance through
production to protection. Mayo. Clin. Proc., v 85, n. 3, p. 257-273, 2010.

TREANOR, J. J. et al. Efficacy and safety of the oral neuraminidase inhibitor oseltamivir in treating acute
influenza. JAMA, v. 283, p. 1016-1024, 2000.

UNGCHUSAK, K. et al. Probable person-to-person transmission of avian influenza A (H5N1). N. Engl.
J. Med., v. 352, n. 4, p. 333-340, 2005.

UZUKI, Y. et al. Epidemiologic study of influenza infection in Okinawa, Japan, from 2001 to 2007:
changing patterns of seasonality and prevalence of amantadine-resistant influenza A virus. J. Clin.
Microbiol., v. 3, p. 623-629, 2009.

VALDEZ, A. R. Pandemia de gripe Sinaloa, 1918-1919. Elementos: ciencia y cultura, v. 9, n. 47, p. 37-
43, 2002.

VAN REETH, K. Avian and Swine Influenza Viruses: our current understanding of the zoonotic risk.
Veterinary Research, v. 38, n. 2, p. 243-260, 2007.

VEDOVELLO, D. Deteccao, tipagem e subtipagem dos virus influenza a e b em criancas de Sao
Paulo. 2006. 110 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2006.

VIBOUD, C.; ALONSO, W. J.; SIMONSEN, L. Influenza in tropical regions. PLoS Med., v. 3, n. 4, p.
89, 2006.



207

VIEIRA, S. E. Clinical patterns and seasonal trends in respiratory syncytial virus hospitalizations in Sao
Paulo, Brazil. Rev. Inst. Med. Trop., Sao Paulo, v. 43, n. 3, p. 125-131, 2001.

VIJAYKRISHNA, D. et al. Reassortment of Pandemic HIN1/2009 Influenza A Virus in Swine. Science,
v 18, n. 5985, p. 1529, 2010.

VON ITZSTEIN, M. The war against influenza: discovery and development of sialidase inhibitors.
Nature Reviews Drug Discovery, v. 6, p. 967-974, 2007.

WANG, M. Z.; TAL C. Y.; MENDEL, D. B. Mechanism by which mutations at His274 alter sensitivity of
influenza A virus N1 neuraminidase to oseltamivir carboxylate and zanamivir. Antimicrobial Agents
Chemotherapy, v. 46, p. 3809-3816, 2002.

WANG, T.; PALESE, P. Universal epitopes of influenza virus hemagglutinins. Nature Structural &
Molecular Biology, v. 16, n. 3, p. 233-234, 2009.

WANITCHANG, A.; JENGARD, J.; JONGKAEWWATTANA, A. The N terminus of PA polymerase of
swine-origin influenza virus HIN1 determines its compatibility with PB2 and PB1 subunits through a
strain-specific amino acid serine 186. Virus Res., v. 155, n. 1, p. 325-333, 2011.

WEBSTER, R. G. et al. Evolution and ecology of influenza A viruses. Microbiol. Rev., v. 56, p. 152-179,
1992.

WEBSTER, R. G; LAVER, W. G. Determination of the number of nonoverlapping antigenic areas on
hong kong (h3n2) influenza virus hemagglutinin with monoclonal antibodies and the selection of variants
with potential epidemiological significance. Virology, v. 104, p. 139-148, 1980.

WILSON, I. A.; COX, N. J. Structural basis of immune recognition of influenza virus hemagglutinin.
Annu. Rev. Immunol., v. 8, p. 737-771, 1990.

WILEY, D. C.; WILSON, 1. A.; SKEHEL, J. J. Structural identification of the antibody-binding sites of
Hong Kong influenza haemagglutinin and their involvement in antigenic variation. Nature, v. 289, n.
5796, p. 373-378, 1981.

WINTER, G.; FIELDS, S. The structure of the gene encoding the nucleoprotein of human influenza virus
A/PR/8/34. Virology, v. 114, p. 423-428, 1981.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO) — Global Alert and Reponse. Availability of a new
recombinant H5N1 vaccine virus. 2009. Disponivel em:
<http://www.who.int/csr/disease/avian_influenza/HSN 1virus26May/en/index.html> Acesso em: 10 jan.
2011.



208

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO) Weekly uptade - Influenza - update 115, ago 2010e
Disponivel em <http://www.who.int/csr/don/2010_08_27/en/index.html> Acesso em: 29 ago. 2010.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO) weekly uptade - Pandemic (HIN1) 2009b - update 112.
Disponivel em <http://www.who.int/csr/don/2010_08_06/en> Acesso em: 29 ago. 2010.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Cumulative Number of Confirmed Human Cases of
Avian Influenza A/(H5N1) Reported to WHO, 2010f. Disponivel em:
<http://www.who.int/csr/disease/avian_influenza/country/cases_table_2011_01_20/en/index.html>
Acesso em: 30 jan. 2011.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Influenza - Overview, fact sheet n® 211, 2003. Disponivel
em: <http://www.who.int/mediacentre/factsheets/2003/fs211/en/.> Acesso em: 20 ago. 2010.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Influenza - update 114, 2010d. Disponivel em:
<http://www.who.int/csr/don/2010_08_20 / en.> Acesso em: 20 ago. 2010.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Influenza (Seasonal), fact sheet n® 211, 2009a.
Disponivel em: <http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs211/en/.> Acesso em: 15 jan. 2010.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Pandemic (HIN1) 2009, Current WHO phase of
pandemic alert for Pandemic (HINT) 2010d. Disponivel em
<http://www.who.int/csr/disease/swineflu/phase/en.> Acesso em: 29 ago. 2010.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Pandemic influenza A (HIN1) 2009 virus. Weekly
epidemiological record. 2009b. Disponivel em
<http://www.who.int/wer/2009/wer8449/en/index.html > Acesso em 20 jan 2011.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Recommended composition of influenza virus
vaccines for use in the 2011 southern hemisphere influenza season. 2010d. Disponivel em
<http://www.who.int/csr/disease/influenza/recommendations2011south/en/index.html > Acesso
em: 10 jan. 2011.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Recommended viruses for influenza vaccines for use in
the 2011 southern hemisphere influenza season, 2010g. Disponivel em
<http://www.who.int/csr/disease/influenza/201009_Recommendation.pdf > Acesso em: 10 jan 2011.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Weekly epidemiological record, 2011. Vol. 86, n. 1, p. 1-
16. Disponivel em <http://www.who.int/ wer/2011/wer8601_02/en/index.html. > Acesso em: 10 jan 2011.



209

WRIGHT, P. F.; WEBSTER, R. G. Orthomyxoviruses. In: FIELDS, B. N.; KNIPE, D. M. (Ed.). Fields
virology. 4th ed. New York: Raven Press, 2001. p. 1533-1579.

WRIGHT, P.; NEUMANN, G.; KAWAOKA, Y. Orthomyxoviruses. In: FIELDS, N.; KNIPE, D. M.;
HOWLEY, P. M. (Ed) Fields Virology. 5rd ed. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins, 2007. p.
1691-1740.
XU, X. Genetic variation in neuraminidase genes of influenza a (h3n2) viruses. Virology, v. 224, p. 175-
183, 1996.

YAVARIAN, J. et al. Analysis of the Hemagglutinin and Neuraminidase genes of human Influenza
A/H3N2 viruses circulating in Iran between 2005 and 2007: Antigenic and Phylogenetic relationships to
vaccine strains. Intervirology, v. 53, n. 2, p. 133-140, 2010.

YEN, H. L.; HOFFMANN, E.; TAYLOR, G.; SCHOLTISSEK, C.; MONTO, A. S.; WEBSTER, R. G.;
GOVORKOVA, E. A. Importance of neuraminidase active-site residues to the neuraminidase inhibitor
resistance of influenza viruses. J. Virol., v. 80, p. 8787-8795, 2006.

YEWDELL, J. W.; HACKETT, C. J. Specificity and function of T lymphocytes induced by influenza A
viruses. In: KRUG, R. M. (Ed.). The influenza viruses. New York: Plenum, 1989. p. 361-429.

YUKI, F. et al. Reversion of Influenza A (H3N2) Virus from Amantadine Resistant to Amantadine
Sensitive by Further Reassortment in Japan during the 2006-to-2007 Influenza Season. J. Clin.
Microbiol., v. 47, n. 3, p. 841-844, 2009.

ZARAKET, H. et al. Genetic Makeup of Amantadine-Resistant and Oseltamivir-Resistant Human
Influenza A/HINT1 Viruses. J. Clinic. Microbiol., v. 48, n. 4, p. 1085-1092, 2010.

ZARAKET, H. et al. Genomic events contributing to the high prevalence of amantadine-resistant
influenza A/H3N2. Antivir. Ther., v. 15, n. 3, p. 307-319, 2010.

ZENG, Y. et al. Hospitalized children with 2009 influenza a (HIN1) infection in Shenzhen, China,
november-december 2009. Pediatr. Pulmonol., 2010 Oct 20. [Epub ahead of print].

ZHENG, B. et al. D225G mutation in hemagglutinin of pandemic influenza HIN1 (2009) virus enhances
virulence in mice. Exp. Biol. Med., v. 235, n. 8, p. 981-988, 2010.

WOLF, Y. et al. Long intervals of stasis punctuated by bursts of positive selection in the seasonal
evolution of influenza A virus. Biology Direct, v. 1, n. 34, p. 1186-1745, 2006.



210

ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(menores de 18 anos)

ESTUDO: Diversidade genética dos virus Influenza A isolados de criancas em Sao Paulo

Seu filho esta sendo convidado a participar do presente estudo. O documento abaixo contém todas as informacdes necessarias sobre a pesquisa que
estamos (ou estaremos) fazendo. Leia atentamente. Caso tenha dividas, teremos prazer em esclarecé-las. Se concordar, o documento sera assinado e
s6 entdo daremos inicio ao estudo. Sua colaboraciio sera muito importante para nés. Mas, se quiser desistir a qualquer momento, isto nio causara

nenhum prejuizo, nem a vocé, nem ao(a) seu (sua) filho(a).

) USSR PSRRI , RG
.............................................. , abaixo assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade que meu(minha)
FIINO(A) oo e nascido(a) em /

/ , seja voluntario do estudo “Diversidade genética dos virus Influenza A isolados de criancas

em Sao Paulo”. Declaro que obtive todas as informagdes necessdrias e que todas as minhas didvidas foram

esclarecidas.

Estou ciente de que:

I) O estudo € necessario para que se possa descobrir as possiveis causas e/ou o tratamento, se apropriado, da

doenca denominada “doencas respiratérias”;

IT) Serao feitas colheitas de aspirado de nasofaringe e swab nasal do(a) meu(minha) filho(a);

IIT) Estas coletas serdo feitas apenas para este estudo e em nada influenciar@o o tratamento de meu (minha)

filho(a); sem provocar danos ou dor

IV) A participagdo neste estudo ndo tem fins terapéuticos e serd sem custo algum para mim;

V) Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboracio neste estudo no momento em que desejar, sem

necessidade de dar qualquer explicacdo;

VI) A desisténcia ndo causard nenhum prejuizo a mim, nem (a) meu (minha) filho(a), nem interferird no

atendimento ou tratamento médicos a que ele(ela) estiver sendo submetido;
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VII) Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas concordo em que sejam divulgados

em publicacdes cientificas, desde que nem o meu nome, nem o de meu filho sejam mencionados;
VIII) Caso eu deseje, poderei tomar conhecimento dos resultados ao final deste estudo;

IX) Poderei contatar a Secretaria da Comissao de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — ICB/USP -, no Fone

3091.7733 ou (telefone do pesquisador) para recursos ou reclamagdes em relagdo ao presente estudo.

OBS: Assinalar abaixo com (X):

() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Séao Paulo, de de

() Paciente / () RESPONSAVEL ...coouviieiiiieiiiiiie et et e

Testemunha 1 :

Nome / RG / Telefone

Testemunha 2 :

Nome / RG / Telefone

Responsével pelo Projeto:

Dr. RESPONSAVEL
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ANEXO B - Parecer da Comisséo de Etica em Pesquisa, envolvendo Seres Humanos

UNIVERSIDADE DE 550 PALULD
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Chéscs UrnsrerBin B,

A, Pl Liremg Pepwtes, JTE - g, DOSEE-DOD Lo Pucla, 1P - Deaud
Talfora 795 () 30H1L.TTXS Seletion - 035 {1 1) 36001 Ti3E
-l el B kI

S0 Poulo., 04 de cutubeo de 2007,

PARECER BOB/CEF

Prepacda Senhora.

Atendends wa soicitaocdo. o Comisdo de Elica em Pesquisas com
Seres Hurnonos do KO8, em wwa 799 reunide redlivada emn 03, 10.07. onalboyw o projeic
de wea responsoblidode infilulods: "Divesidode pepetica dog v inlfuenzg A
szalodos de ciangas de 580 Poule™,

Informa a V.o que, apds andlkee e discussBo o relerido projeio fol
aprevade por esto Comissho,

Lamiamos que cobe oo pesquisodor elobonor ¢ aprésenior O eske
Comild, relatéios anuals (porciols ou finol), de ocordo com o resalucdo 196/06 do
Conselho Nocianal da Sadde. Hem 042 latra <,

O primeiro relabdns devend ef encoaminhods a Secralano deske
iCEF e 03 de oulubro de 2008.

Alencicsamentie,

bt

Prof. Dr, Luig VicewE Bano
Coordenador da Comisdo de Eica em
Pasouikkos com Seres Humanaos - I[CE JUSP

irna. Srou
Danilo Vedovillo da Jasus

Deparfamento de Microbiclogio
Instilula de Chncios Blomédicas LI5P
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ANEXO C - Lista de Amotras colhidas no Hospital Universitario, durante o ano de 2006

Amostra Idade Enfermaria | UTI

Sexo (meses) Duplex Multiplex Internacio (dias) (dias) | ATB HD Inicial
789 F 1,32 IA (HIN1) NI 0 0
791 M 4,11 RSV+IA (H3N2) 11/5/2006 2 0 S
840 F 7,33 IA (HIN1) 20/5/2006 8 0 S
842 F 26,2 1A NS 21/5/2006 7 0 S
854 M 12 1A (HIN1) 24/5/2006 6 0 S Pneumonia+BCE
859 M 3,48 IA NS 26/5/2006 2 0 S BCP+BCE
864 M 1,27 RSV+IA NS 26/5/2006 6 0 S | bronquiolite+pneumonia
872 M 0,69 1A (H3N2) 30/5/2006 7Ber 0 S Pneumonia
875 F 0,9 1A NS 30/5/2006 S5Ber 0 S FSSL
877 M 1,18 IA (H3N2) 31/5/2006 2 0 N bronquiolite
891 M 0,89 1A (H3N2) 3/6/2006 S5Ber 0 S FSSL
899 M 5,59 1A (H3N2) 3/6/2006 3 0 S BCP+BCE
903 M 3,19 RSV+IA (H3N2) 6/6/2006 3 0 S | bronquiolite+pneumonia
933 M 2,5 IA (HIND) 15/6/2006 10 0 S pneumonia
939 M 12,3 1A (H3N2) 16/6/2006 6 0 S pneumonia+DP
946 M 4,6 IA (H3N2) 15/6/2006 3 5 N DDA +desidratacdo
956 F 14,37 IA (H3N2) 17/6/2006 6 0 S pneumonia+BCE
972 M 4,14 1A (H3N2) 25/6/2006 2 2 S pneumonia+BCE
979 F 4,08 IA (H3N2) NI 0 0
994 M 8,88 IA (HIN1) NI 0 0
988 F 41,49 IA (H3N2) 23/6/2006 4 2 S BCP+BCE
999 M 12,59 1A (H3N2) 29/6/2006 3 0 S DDA-+desidratacao+BCP
1001 F 2,76 IA (H3N2) NI 0 0
1007 M 13,68 RSV+IB NR 2/7/2006 20 11 S BCP+BCE
1015 F 8,91 IA (H3N2) 3/7/2006 4 0 S BCP+BCE
1026 F 20,42 1A (H3N2) 1/7/2006 7 0 S atelectasia
1082 F 20,75 1B NR NI 0 0
1113 M 9,86 1B NR 6/10/2006 11 0 S OMA+BCP
1297 M 2,99 1B NR 17/11/2006 2 0 S BCP+BCE

8,7 47 0,7

IA - Influenza A
IB Influenza B

RSV - virus respiratério sincicial

NI - ndo internada
NS - néo subtipado
NR - nio realizado

BER - BERCARIO
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Anexo D - Lista de Sequencias utilizadas para comparacio com as amostras brasileiras

Hemaglutinina: Cepas Vacinais

A/New Caledonia/20/1999(HIN1) - GI1:148475356

A/Brisbane/59/2007(HINI) - GI1:292486388
A/England/545/2007(HIN1) - GI:212381577
A/Solomon Islands/3/2006 - GI:EU124137.1
A/Wellington/11/2005(HINT1) - GI: 113170881
A/Denmark/16/2004(HINT) - GI:158830228
A/Beijing/262/1995(HINT1) - GI:194304859
A/Brazil/140/01(HIN1) - GI:84796556
A/California/7/2004(H3N2) - GI:110825890
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2) - GI:133722651
A/Wellington/1/2004(H3N2) - GI1:109915204
A/Brisbane/10/2007(H3N2) - GI1:226955240
A/Fujian/411/2002(H3N2) - GI:145284453
A/Sydney/5/1997(H3N2) - GI:226955221

Nucleoproteina: Cepas Vacinais
A/Brisbane/59/2007(HIN1) - G1:292486390
A/England/545/2007(HINT1) - GI:212381579
A/Wellington/11/2005(HIN1) - GI:113170888
A/Denmark/16/2004(HIN1) - GI: 158830424
A/Beijing/262/1995(HINT1) - GI:194304866
A/Wisconsin/67/2005(H3N2) - GI1:194352339
A/Wellington/1/2004(H3N2) - GI1:109915211
A/Brisbane/10/2007(H3N2) - G1:208343862
A/Moscow/10/1999(H3N2) - GI:158830418
A/Sydney/5/1997(H3N2) - GI:226955228

Neuraminidase: Cepas Vacinais
A/Brisbane/59/2007(HIN1) - G1:292486392
A/England/545/2007(HIN1) - GI: 182411818
A/Wellington/11/2005(HIN1) - GI: 113170886
A/Denmark/16/2004(HIN1) - GI:158830174
A/Beijing/262/1995(HINT1) - GI:194304864
A/California/7/2004(H3N2) - GI:157104165
A/Wisconsin/67/2005(H3N2) - GI1:194352337
A/Wellington/1/2004(H3N2) - GI1:109915209
A/Brisbane/10/2007(H3N2) - G1:208343860
A/Sydney/5/1997(H3N2) - GI:226955226

Neuraminidase: Resistentes ao Oseltamivir
A/Texas/12/2007(H3N2) - GI:208609595
A/Tilburg/43659/2005(H3N2) - G1:208609896
A/Bethesda/956/2006(H3N2) - GI:290745577

Matriz: Cepas Vacinais
A/Brisbane/59/2007(HIN1) GI:292486394
A/England/545/2007(HIN1) GI:212381581
A/Wellington/11/2005(HIN1) GI:113170883
A/Denmark/16/2004(HINT) GI:158830518
A/Beijing/262/1995(HIN1) GI:194304861
A/Wisconsin/67/2005(H3N2) - G1:194352334
A/Wellington/1/2004(H3N2) - GI:109915206
A/Brisbane/10/2007(H3N2) - GI1:226955242
A/Fujian/411/2002(H3N2) - GI: 110810267
A/Moscow/10/1999(H3N?2) - GI:158830495
A/Sydney/5/1997(H3N2) - GI:226955223

Matriz: Resistentes a Amantadina
A/Canterbury/53/2001 (HIN1) - GI:90572355
A/Hanfang/411/2001 (HIN1) - GI:293597860
A/Sichuan/401/1997 (HIN1) - GI1:293599360
A/Hong Kong/2652/2006 (HIN1) - GI: 187935882
A/Sendai/TU101/2006 (HIN1) - GI:290755661
A/Shaanxi-Beilin/1106/2007 (HINT1) - GI:293598658
A/Puerto Rico/8/1934 (HIN1) - GI1:194304804
A/WSN/1933 (HIN1) - GI:194352372
A/Dunedin/8/2002 (H3N2) - GI1:109914974
A/Beijing/30/2005 (H3N2) - G1:293600017
A/Canterbury/200/2004 (H3N2) - GI:251831247
A/Malaysia/434/2004 (H3N2) - GI:110810279
A/Beijing-Xicheng/148/2007(H3N2) - G1:293600674

Nao Estrutural: Cepas Vacinais
A/Brisbane/59/2007(HIN1) - GI1:292486397
A/England/545/2007(HIN1) - GI:212381584
A/Wellington/11/2005(HINT1) - GI:113170890
A/Denmark/16/2004(HINT) - GI:158830601
A/Beijing/262/1995(HINT1) - GI:194304868
A/Wisconsin/67/2005(H3N2) - G1:194352341
A/Wellington/1/2004(H3N2) - GI1:109915213
A/Brisbane/10/2007(H3N2) - GI1:208343864
A/Fujian/411/2002(H3N2) - GI:169880972
A/Moscow/10/1999(H3N2) - GI: 158830583
A/Sydney/5/1997(H3N2) - GI:226956



215



