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RESUMO

COMONE, P. Diversidade genética da Hemaglutinina (HA) de virus
Influenza A, entre 1995 e 2006. 2011. 134 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2011.

Os Influenzavirus podem ser classificados de acordo com suas glicoproteinas externas
hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA), ambas apresentando alta variabilidade
genética e antigénica. No presente estudo foi realizada analise molecular do gene HA,
do virus influenza A (IA) em amostras colhidas de criangas e lactentes com
sintomatologia respiratoria atendidas no Hospital Universitario da Universidade de Séo
Paulo (USP), durante os anos de 1995 a 2006. Um total de 3.009 amostras foram
analisadas por duplex RT-PCR e 4,38% (n=132) foram positivas, sendo 12,1% (n=16)
Influenza B e 87,9% (n=116) IA, das quais 9% (n=9) eram H1N1, 91% (n=91) eram
H3N2 e 13,8% (n=16) ndo foram subtipadas. A regido HAL1 do gene HA de 39 amostras
foi sequenciada e as sequéncias comparadas com as cepas vacinais e circulantes dos
respectivos anos. A regido de ligacéo ao receptor foi conservada em todas as amostras e
foram verificadas alteracbes de aminoacidos principalmente nos sitios antigénicos e
arredores. No geral, as cepas vacinais foram compativeis com as circulantes em S&o

Paulo.

Palavras-chave: Influenza. Orthomixoviridae. Virologia Molecular. Sequenciamento

Genético. Evolugdo Molecular. Genoma.



ABSTRACT

Comone, P. Genetic diversity of hemagglutinin (HA) of Influenza A virus
from 1995 to 2006. 2011. 134 p. Master thesis (Biotechnology) — Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2011.

The Influenzavirus can be classified according to their external glycoproteins
hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA), both showing high genetic and antigenic
variability. In the present study was carried out molecular analysis of the HA gene of
influenza A (IA) in samples harvested from children and infants, with respiratory
symptoms attended at University Hospital, University of Sao Paulo (USP), during the
years 1995 to 2006. A total of 3,009 samples were analyzed by duplex RT-PCR and 4.38%
(n = 132) were positive, being 12.1% (n = 16) Influenza B and 87.9% (n = 116) IA,
where which 9% (n = 9) were HIN1 and 91% (n = 91) were H3N2 and 13.8% (n = 16) did
not subtyped. The HAL region of HA gene of 39 samples were sequenced and the
sequences compared with vaccine strains and circulating strains in those years. The
receptor-binding region was conserved in all samples and aminoacid changes were
observed mainly in the antigenic sites and surroundings. Overall, the vaccine strains were

consistent with those circulating in Sao Paulo.

Keywords: Influenza. Orthomixoviridae. Molecular Virology. Genetic sequencing. Molecular

Evolution. Genome.
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1 Introdungdo-




1.1 Histérico

A influenza, mais conhecida no Brasil como “gripe” ¢ uma doenga infecciosa aguda de
origem viral que acomete o trato respiratdrio e a cada inverno atinge mais de 100 milhdes
de pessoas (HERRMANN; LARSSON; ZWEYGBERG, 2001; FORLEO NETO et al.,
2003; ALONSO et al., 2007; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTIO,
2010a). Estima-se que, anualmente, cerca de 10% da populacdo mundial apresente um
episodio de influenza (FORLEO NETO et al., 2003; BOON et al., 2008).

O primeiro relato de uma epidemia de gripe foi feito por Hipocrates, em 412 a.C.,
como uma doenca respiratdria que matou um grande numero de pessoas em poucas
semanas e depois desapareceu (GRANATO e BELLEI, 2007; ANDRADE et al., 2009). O
termo influenza surgiu na Idade Média, na Italia, quando se acreditava que os sinais
clinicos de febre, tosse e calafrio seriam influéncias planetarias. Em 1933, o virus
responsavel por esses quadros, foi isolado e recebeu o nome de Influenza (MURPHY e
WEBSTER, 2001; JAWETZ et al., 2009; COUCEIRO, 2002).

1.2 Estrutura e Classificacdo do Virus

Os virus da influenza acometem homens e animais e pertencem a familia
Orthomyxoviridae, sendo que o termo “myxo” se refere ao fato desses virus interagirem com
as mucinas (glicoproteinas). Esta familia estd dividida em 3 géneros: Influenzavirus A,
Influenzavirus B, Influenzavirus C, baseado principalmente nas diferengas dos epitopos
especificos da nucleoproteina (NP) e da proteina de matriz (M) (MURPHY e WEBSTER,
2001).

O sistema de nomenclatura da Organiza¢do Mundial da Satide (OMS) inclui o género a que
pertencem, a origem geografica do isolamento, 0 nimero da amostra e 0 ano de isolamento.
Adicionalmente, no caso do virus influenza A, sdo representados entre parénteses 0s subtipos
de suas estruturas de superficie (HA e NA) (ex. A/Brasil/2/78 (H3N2)) JAWETZ et al., 2009;
MARTINS, 2001; COUCEIRO, 2002).



As particulas virais, quando adaptadas em culturas celulares, geralmente sdo esféricas.
Cepas recém isoladas sdo pleomérficas podendo, também, ter caracteristicas filamentosas. As
particulas sdo compostas de 0,8% a 1% de RNA, 70% de proteina, 20% de lipidios, 5 a 8% de
carboidratos. Seu genoma é constituido de RNA fita simples, segmentado e de polaridade
negativa (MURPHY e WEBSTER, 2001). Os virus influenza podem ser conservados de 0 a 4
°C durante varias semanas, sem perda de viabilidade. O virus € sensivel ao calor (56 °C — 30
minutos), éter e os desnaturantes protéicos destroem a infecciosidade (JAWETZ et al., 2009;
COUCEIRO, 2002).

Os genomas dos virus do tipo A e B possuem 8 segmentos que codificam pelo menos 11
proteinas, enquanto o genoma do tipo C possui 7 segmentos que codificam nove proteinas
(Quadro 1) (JAWETZ et al.,, 2009; NEUMANN et al., 2000). Os primeiros 12 — 13
nucleotideos da extremidade de cada segmento gendmico sdo conservados em todos o0s
segmentos de RNA (JAWETZ et al., 2009).

As particulas virais contém de oito a nove proteinas estruturais diferentes, dependendo do
género do virus e uma proteina ndo estrutural (NS1). Cada um dos 8 segmentos de RNA dos
Influenzavirus A e B e dos 7 segmentos do Influenzavirus C estdo envolvidos,
independentemente, pela nucleoproteina (NP) formando um complexo denominado
ribonucleoproteina (RNP). Ligadas a essa RNP encontram-se trés proteinas: PB1(polimerase
basica 1), PB2 (polimerase béasica 2) e PA (polimerase acida) (Figura 1). Englobando as RNPs
ha& a matriz protéica, formada pela proteina M1, que corresponde a aproximadamente 40% de
toda a proteina viral e desempenha importante papel na morfogénese das particulas do virus.
Finalmente este complexo estd envolvido por um envelope lipoprotéico, derivado da
membrana plasmatica da célula hospedeira infectada pelo virus (MARTINS, 2001; MURPHY
e WEBSTER, 2001), no qual estdo inseridas duas estruturas glicoprotéicas — a hemaglutinina
e neuraminidase (HA e NA) e a proteina formadora do canal idnico, M2. A nucleoproteina NP
e a proteina de matriz M1, embora desempenhem a mesma funcao nos virus influenza A e B,
ndo sao relacionadas imunologicamente. Portanto, essas proteinas sdo utilizadas na
diferenciacdo entre os tipos de virus (COUCEIRO, 2002; JAWETZ et al., 2009; MARTINS,
2001; MURPHY e WEBSTER, 2001) (Figura 1).



Figura 1 - 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 ndo estrutural NS2 (NEP), também se encontra associada ao virus. Os
segmentos de RNA viral sdo revestidos com a nucleoproteina e estdo vinculados ao complexo
das polimerases.

Fonte: Fields (2007)



Quadro 1 - Organizagdo do genoma do virus da influenza.

NuUmero Tamanho Proteina codificada Peso
do RNA viral Descricdo e Funcéo
segmento™ (nt) 1A IB Molecular
1 2341 PB2 PB2 85.700
2 2341 PB1, PB1 86.500 Componentes da polimerase viral
3 2233 PA PA 84.200
4 1778 HA HA 61.500 Glicoproteina de superficie, medeia a fixacdo do virus as células. E ativado
por clivagem, e possui atividade de fusdo em pH &cido.
5 1565 NP NP 56.100 Associada ao RNA viral e as polimerases. Estrutura helicoidal.
6 1413 NA NA, 50.000 Enzima neuraminidase. Permite a expansao da infecgdo por facilitar o
NB acesso da particula viral a superficie das células alvo.
7 1027 M1 M1 27.800 Proteina da matriz, principal componente do virion, reveste o lado interno
do envoltorio.
M2 BM2 11.000 Proteina de membrana integral, canal de ions.
g™ 890 NS1 NS1 26.800 N&o estrutural, inibe a exportacdo nuclear de mMRNA
NS2 *¢ NS2 14.200 Componente menor de virions, funcdo desconhecida.

Fonte: Adaptado de Jawetz et al., 2009.

*b. Os segmentos de RNA sdo numerados de acordo com seus tamanhos decrescentes.

*c. Atualmente a NS2 recebeu o nome de NEP (“nuclear export protein™) desde que se observou tratar-se de uma proteina estrutural.

*d. Influenza virus C ndo possue esse segmento de RNA. Os 7 segmentos de RNA desse virus codificam as proteinas descritas a seguir:

- Segmento 1,2 e 3 codificam as 3 polimerases do virus denominadas P1, P2 e P3.

- Segmento 4 codifica a proteina HEP, que compreende as funcdes de HA e NA.

- Segmento 5 codifica a NP,

- Segmento 6 codifica a M1

e CM2

- Segmento 7 codifica as proteinas NS1 e NS2 (NEP).




A proteina PB2, com peso molecular de aproximadamente 85,7 KDa, formada por 759
residuos de aminoéacidos (aa), esta envolvida na replicagdo viral (PALESE e SHAW, 2007;
GASTAMINZA et al., 2003) e ¢ responsavel pela ligacdo do cap nas moléculas de pré-RNAm
(ANSALDI et al., 1982; JAWETZ et al., 2009; NEUMANN; HUGHES; KAWAOKA, 2000;
MARTINS, 2001; MURPHY e WEBSTER, 2001). A PB1, com peso molecular de 96 KDa
formada por 757 aminoacidos é codificada pelo segmento 2, que contém 2341 nucleotideos (nt),
tem a funcdo de adicionar os nucleotideos durante o alongamento do RNA (LAMB e CHOPPIN,
1976). Ela apresenta regides conservadas caracteristicas da RNA-polimerase/RNA-dependente
(ANSALDI e NAYAK, 1994) e, também, é responsavel pela ligacdo nas extremidades terminais
do RNA viral (RNAv) e do RNA complementar (RNAc) para iniciar a transcricdo e a
replicacdo, respectivamente (GONZALEZ e ORTIN, 1999; LI; RAO; KRUG, 1998). Um
peptideo adicional, denominado PB1-F2, contendo 87 aminoacidos é encontrado na maioria dos
virus Influenza A. Esse peptideo parece causar alteracbes morfoldgicas e destruicdo da membrana
mitocondrial da célula hospedeira, provocando apoptose celular (CHEN, 2001).

O terceiro segmento dos virus Influenza, que possui 2233 nt, codifica a terceira polimerase
do virus, a polimerase acida (PA), com peso molecular 85 KDa e 716 aa (PALESE e SHAW,
2007). Nenhuma funcdo especifica tem sido atribuida a proteina PA, mas a ocorréncia de
mutacgdes 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).

A nucleoproteina (NP) € encontrada em grande quantidade, com peso molecular de 56 KDa e
498 aa , é rica no aminodcido arginina, e é codificada pelo quinto segmento (1565 nt) (PALESE e
SHAW, 2007). E o principal componente estrutural dos capsideos, revestindo o RNA e dando
forma a estrutura da ribonucleoprotrina (RNP). As diferencas na composicdo antigénica da NP

permitem a classificacdo nos trés géneros: Influenzavirus A, B e C (MARTINS, 2001).

As proteinas M1 e M2 sdo produtos da traducdo do segmento 7 do RNA. A proteina de
matriz M1 (248 aa) esta localizada na face interna da dupla camada lipidica, 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; HUI; BARMAN, 2004;
SCHMITT e LAMB, 2005). E altamente conservada dentro de cada tipo. A proteina M2 esta

presente em pequena quantidade no virion, embora seja muito expressa na membrana plasmatica



da célula infectada, formando canais i6nicos que facilitam a passagem de ions de sdédio através
das membranas das células (SCHROEDER et al., 1994). E um tetrdAmero homogéneo, em que
cada cadeia tem 97 aminoacidos, com 24 residuos expostos para fora da célula, 19 residuos na
regido trans-membrana (formando o poro propriamente dito) e 54 residuos como caudas
intracitoplasmaticas. A sua funcdo € conduzir protons do endossomo acidificado para o interior
do virus, facilitando a dissociacdo do complexo RNP do restante dos componentes virais,

finalizando, assim, o processo de desnudamento durante a replicacdo viral (MARTINS, 2001).

O oitavo segmento, formado por 890 nucleotideos, codifica as proteinas NS1 e NS2. A NS1
é uma proteina dimera, nuclear, altamente expressa em células infectadas, com multiplas funcGes
para o processo de infecgdo viral, incluindo a replicacdo do RNA viral e sintese das proteinas
virais, além de estar envolvida na inibicao da resposta imune do hospedeiro (HALE et al., 2008).
A NS2, também conhecida como NEP (nuclear export protein), estd envolvida no
direcionamento da exportacdo nuclear das RNPs para o citoplasma, juntamente com a M1
(ROBB et al., 2009).

A hemaglutinina juntamente com a neuraminidase, determinam o aspecto do envelope viral,
caracterizado pela presenca de aproximadamente 500 projecdes radiais de HA. A proporcéo
HA:NA é de 4 a 5 hemaglutininas para cada neuraminidase (MARTINS, 2001). A hemaglutinina
¢ muito estudada devido sua importdncia na patogenicidade do virus e para a resposta
imunologica do individuo (JAWETZ et al., 2009; MURPHY e WEBSTER, 2001). O segmento 4
do RNA genémico (com 1742 a 1778 nt) codifica a hemaglutinina. A proteina € sintetizada no
reticulo endoplasmatico rugoso como um polipeptideo Unico, HAo, com PM de =76.000 Da e
com 562 a 566 residuos de aminoécidos (aa) (MARTINS, 2001). O processamento apds traducao
envolve mecanismos de glicosilacdo, adicdo de acidos graxos e clivagem proteolitica pelas
proteases celulares, sendo a ultima essencial para a patogenicidade e infecciosidade do virus. A
clivagem desse precursor resulta em duas subunidades, HA1 (PM = 47.000 Da) e HA2 (PM =
29.00 Da) que permanecem unidas por ligacdes dissulfeto (LEE e CHEN, 2004; XIU et al.,
2008). Essa clivagem € necessaria para que a particula viral seja infecciosa (JAWETZ et al.,
2009; MARTINS, 2001; FERREIRA et al., 2010).

A subunidade HA1 (formada por 319 a 326 aa) corresponde & por¢do aminoterminal da

proteina e é externa ao envelope viral. A subunidade HA2 (composta de 221 a 222 aa) permanece



ancorada no interior do envelope viral. Dependendo do subtipo da hemaglutinina o nimero de
residuos de aminoécidos perdidos durante a clivagem proteolitica varia de 1 a 6 (MARTINS, 2001;
MURPHY e WEBSTER, 2001; LEE e CHEN, 2004) (Figura 2).

A Sitios de cc)trli;ta}gaergo Dominio
glicosilacao P rot Ivlit(i; hidrofébico da
proteoiiica membrana

e

NH,

COOH
l S-S
Peptideo HAL HA2
sinalizador
Lacal receptor
. P Globulo grande
B

13,5 nm _
Local de clivagem

da protease

Figura 2 — A) Estrutura priméria da hemaglutinina. As regiGes HA1 e HA2 estéo representadas pelas barras
em vermelho. Os sitios de glicosilacdo estdo representados por circulos roxos. B) Estrutura do
trimero da hemaglutinina como ocorre na particula viral ou na superficie da célula infectada. O
glébulo grande e a fracdo superior da haste (localizada acima do sitio de clivagem)
correspondem a regido HA1 (amino terminal — A), externa a membrana. A fracdo carboxi
terminal (C) interna @ membrana, compreende a regido HA2 que se estende até a parte inferior
ao sitio de clivagem.
Fonte: Jawetz et al., 2009.

A analise de variantes virais possibilitou a identificacdo de cinco sitios antigénicos na
regido HA1 da hemaglutinina, denominados pelas letras A a E, para a regido HAL1 do virus
influenza do subtipo H3 e Ca2, Sb, Sa, Cal e Cb para a regido HA1 do virus influenza do subtipo



H1, que sdo passiveis de sofrer mutacOes, sendo portanto, as regifes de maior variabilidade da
HA (Figura 3). Esses sitios estdo dispostos na sua superficie e estdo envolvidos na neutralizagdo
viral pelos anticorpos. Ja outras regides sdo mais conservadas em todos os virus isolados, cuja
sequéncia foi estabelecida, concluindo-se que sdo necessarias para que a molécula mantenha a
sua estrutura e funcdo (WILEY; WILSON; SKEHEL, 1981; JAWETZ et al., 2009; MARTINS,
2001; MURPHY e WEBSTER, 2001).

Sitio de ligagio ao
receptor e

Helix B

Helix A

4 } Peptidao de fusio

Figura 3 — A) Estrutura molecular da hemaglutinina (subtipo H3) no qual estdo identificados os cinco sitios
antigénicos (A-E), presentes na regido HAL. Proximo a membrana esta indicado o peptideo de
fusdo, B) Estrutura molecular da hemaglutinina do Virus da gripe Espanhola (HIN1), de 1918.
Estdo indicados os cinco sitios antigénicos (Ca2, Sh, Sa, CAl e Ch) que cercam os sitios de
ligagcdo aos receptores dos acidos sialicos. Prdximo a membrana estd indicado o peptideo de
fusdo, e acima as hélices Ae B
Fonte: Fields, 2009, Jawetz et al., 2009.

A hemaglutinina é responsavel pelos processos de adsorcdo a receptores celulares de
acido sialico existentes na superficie celular (pela por¢do HA1) e pela fusdo da particula viral
endocitada com a membrana endossomal, permitindo o acesso ao citoplasma (MARTINS, 2001,
COUCEIRO, 2002). A hemaglutinina confere também a capacidade de aglutinacdo ao muco do
sistema respiratorio. (MARTINS, 2001).



A neuraminidase ¢ codificada pelo segmento 6 do RNA viral. E um tetrdmero, em forma
de cogumelo, é responsavel pelos processos de clivagem de acidos siélicos, permitindo a
disseminacdo da infeccdo por facilitar o acesso da particula viral a superficie das células alvo,
tanto pela degradacdo do acido sialico do muco extracelular como pela destruicdo dos receptores
de HA na superficie das células hospedeiras, impedindo que as particulas virais geradas no
processo fiqguem imobilizadas na superficie das células infectadas (Figura 4) (MARTINS, 2001
COUCEIRO, 2002).

Figura 4 - Estrutura do tetramero da neuraminidase. Cada molécula de neuraminidase exibe um local ativo
em sua superficie superior. A regido aminoterminal (N) dos polipeptidios fixa o complemento
na membrana.

A hemaglutinina e a neuraminidase sdo proteinas imunogénicas, sendo a hemaglutinina o
primeiro alvo da neutralizagdo de anticorpos (ZOU; STANSFIELD; BRIDGE, 1998; FORLEO
NETO et al., 2003; PONTORIERO et al., 2003).

1.3 Replicacéo viral

Os virus s6 podem se replicar em células vivas. A replicacdo do virus influenza na célula

hospedeira € um processo que ocorre em varias etapas: em primeiro lugar o virus precisa entrar



na célula em seguida produzir copias de RNA e proteinas, “montar” os componentes das novas
particulas virais e sair da célula hospedeira (SMITH e HELENIUS, 2004; BOUVIER;
LOWEN; PALESE, 2008).

O ciclo replicativo do virus Influenza inicia-se quando uma particula viral entra em contato
com a célula-alvo. A ligagdo entre o virus e a célula é possivel devido a afinidade que a
hemaglutinina possui com uma mucoproteina presente na superficie das células epiteliais,
geralmente, na mucosa nasal, garganta e pulmdes dos mamiferos e nos intestinos das aves, que
contém residuos de acido sialico (CONNOR et al., 1994; WAGNER et al., 2000; STEINHAUER
e SKEHEL , 2002; NICHOLLS et al., 2007).

A ligacdo da hemaglutinina aos receptores vai induzir a entrada do virus na célula por
endocitose mediada por receptores formando um endossoma. Os endossomas véao ser acidificados
no citoplasma até pH = 5.0, provocando a clivagem dos monémeros da hemaglutinina levando a
formagdo de dois polipeptideos, 0 HAl e 0 HA2, que se mantém ligados por pontes dissulfeto.
Com a clivagem, a hemaglutinina sofre uma mudanca conformacional que expde o pepitideo de
fusdo presente na extemidade N-terminal da subunidade HA2. (SKEHEL e WILEY, 2000;
PALESE e SHAW, 2007; BOUVIER; LOWEN; PALESE, 2008).

A proximidade entre o peptideo de fusdo da hemaglutinina e do envelope lipidico com a
membrana do endossoma provoca a fusdo das duas membranas. A acidificacdo do endossoma
ativa os canais idnicos, as proteinas M2, que transportam os fons H" para a regido interna do
virion, desestabilizando a M1, facilitando a liberacdo das RNPs virais para dentro do citoplasma
da célula (MARTIN-BENITO et al., 2001; PALESE e SHAW, 2007). As RNPs livres da M1 séo
muito grandes para passarem por difusdo passiva para o nucleo. Portanto, a importacdo ocorre
normalmente através dos poros nucleares, por um processo ativo envolvendo sinais de
localizacdo nuclear (nuclear localizaton signals (NLS), presentes nas proteinas da RNP e a
maquinaria de importacdo nuclear da célula hospedeira (NIETO et al., 1994, WEBER et al.,
1998; CROS e PALESE, 2003). No nucleo, o RNA viral de fita negativa é transcrito em RNAm
através de um mecanismo conhecido como primer-dependente. A replicagdo ocorre em duas
etapas: primeiro, € feita uma copia positiva complementar, que a seguir sera usada como molde
para a sintese do RNA gendmico viral de fita negativa. Todas essas reagdes sdo catalisadas pelo

mesmo complexo de polimerases virais, embora as fungdes distintas de cada subunidade sejam
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empregadas em diferentes passos (FODOR et al., 2002 ; NEUMANN; HUGHES; KAWAOKA,
2000).

As novas RNPs virais sdo exportadas do ndcleo para o citoplasma com ajuda das proteinas
M1 e NEP. Finalmente, as proteinas de membrana (HA, NA e M2), de matriz (M1) e as RNPs
virais sdo transportadas para o local de montagem na membrana plasmatica onde as particulas do
virus sdo construidas e liberadas para o exterior da célula (PORTELA e DIGARD, 2002; CHEN
e KRUG, 2000; SUOMALAINEN, 2002). (figura 5).
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Figura 5 — Diagrama esquematico do ciclo replicativo do virus influenza exibindo as etapas e proteinas
envolvidas no processo.
Fonte: Jawetz et al., 2009

1.4 Epidemiologia

As gripes sdo mais freqiientes nos meses de inverno, quando juntamente com a pneumonia
bacteriana secundéria sdo responsaveis por um namero significativo hospitalizacBes e mortes,
principalmente entre idosos maiores de 65 anos de idade, portadores de doencas crbnicas de

coracdo, pulmao, diabetes, imunocomprometidos e criangas menores de 5 anos (STOCKTON et



al., 1998, JAWETZ et al, 2009; HERRMANN; LARSSON; ZWEYGBERG, 2001,
PONTORIERO et al., 2003).

A influenza ocorre de forma epidémica e ocasionalmente pandémica. Epidemias de influenza
de gravidade variavel tém ocorrido de maneira sistematica a cada 1 a 3 anos, predominantemente
no inverno em paises de clima temperado, tanto no Hemisfério Norte, com surtos ocorrendo entre
0s meses de novembro e marco, como no Hemisfério Sul, com maior ocorréncia nos meses de
maio a setembro. Por outro lado, nos paises de clima tropical a atividade da influenza tende a ser
mais esporadica, com a ocorréncia de casos no decorrer do ano inteiro ou em pequenos surtos
esparsos e irregulares (LOWEN e PALESE, 2007; MARTINS, 2001; FORLEO NETO et al.,
2003; JAWETZ et al., 2009). A importancia do clima na sazonalidade do virus foi sugerida por
diferentes autores (ALONSO et al., 2007; LOWEN et al., 2006), pois 0 mesmo tem uma
influéncia direta na sobrevida do virus. As temperaturas e umidade relativa do ar baixas, em torno
de 5 °C e 20 a 35%, respectivamente, observadas durante os meses de inverno em paises de clima
temperado podem favorecer a permanéncia do virus em suspensdo no ambiente, facilitando o
contagio direto, hospedeiro para hospedeiro, via aerossol. Em contrapartida, foi sugerido que a
transmissdo via aerossol pode ser blogueada com a umidade relativa do ar em torno de 80% e
temperaturas em torno de 30 °C (LOWEN et al., 2006). Além disso, o clima pode influenciar a
susceptibilidade do hospedeiro e proporcionar a aglomeracdo da populacdo facilitando a
disseminacdo do virus (ALONSO et al., 2007; KAMPS; HOFFMANN; PREISER, 2006;
WRIGHT et al., 1995).

No Brasil, durante os anos de 1995 e 1998, a maior incidéncia de influenza ocorreu nas
estacOes do outono e do inverno, com inicio das epidemias no més de marco. Entretanto, o virus
pode ser detectado durante todos os meses do ano, indicando circulacdo constante (PAIVA et al.,
2000).

Alonso e colaboradores, em 2007, analisaram os padrdes sazonais da gripe em todas as regides
do Brasil, demonstrando um efeito em cascata, em dire¢éo ao sul, com inicio da circulagéo viral
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.

Assim diversos fatores, tanto sociais, como demograficos e ambientais, podem contribuir para os



padrdes sazonais da gripe. As criancas, em idade escolar, sdo consideradas “pecas-Chaves” na

transmisséo da gripe entre familiares e escolares (ALONSO et al., 2007).

Informacdes concretas sobre sazonalidade sdo cruciais para o desenvolvimento de uma efetiva
prevencdo contra a influenza sazonal, assim como para medidas de controle eficazes durante uma
pandemia (MOURA, 2010).

Os virus da influenza A e B apresentam relevancia clinica em humanos, sendo que o virus
influenza A, além de acometer homens, pode ser encontrado em aves aquaticas, consideradas
hospedeiros naturais, em aves domésticas, em mamiferos aquéticos, porcos, cavalos e outras
espécies de mamiferos. As infecgdes nas aves aquéaticas sdo, comumente, inaparentes e podem
ser causadas por um ou mais subtipos simultaneamente. Os virus podem ser eliminados por
longos periodos, facilitando a disseminacdo global dos virus (OLIVEIRA Jr. et al., 2001). Por
outro lado, os tipos B e C séo restritos aos humanos, com raros relatos de isolamento do influenza
B em focas e do C em porcos (WRIGHT et al., 1995; BOON et al., 2001; MARTINS, 2001,
FORLEO NETO etal., 2003; ANDRADE et al., 2009; CDC, 2010a).

As glicoproteinas da superficie do virus tipo A apresentam maior variabilidade antigénica
guando comparadas as do tipo B e C (MARTINS, 2001). Os isolados do virus influenza A séo
classificados de acordo com suas glicoproteinas externas (HA e NA). Até o presente foram
descritos 16 tipos de hemaglutininas (H1, H2, H3...) e 9 tipos de neuraminidases (N1, N2, N3...)
identificadas em virus que acometem diferentes espécies animais (FOUCHIER et al., 2005,
ZAMBON e POTTER, 2009). Todas as hemaglutininas e neuraminidases foram encontradas nos
virus influenza aviaria (figura 6). A porcentagem de similaridade de aminoacidos entre as fracdes
de HA1 das diferentes hemaglutininas gira em torno de 30% (LIU et al., 2003).
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Figura 6 - Distribuicdo dos subtipos de hemaglutinina e neuraminidase do virus Influenza A entre
as diferentes espécies animais.
Fonte: Zambon e Potter, 2009.

Embora j& tenham sido descritos casos humanos com H1, H2, H3, H5, H7 e H9, N1 e N2,
atualmente duas hemaglutininas (H1 e H3) e duas neuraminidases (N1 e N2) estdo adaptadas para
infectar seres humanos e continuam em circulacdo (PODDAR, 2002; FORLEO NETO et al.,
2003; ZAMBON e POTTER, 2009). Os subtipos do virus influenza A de maior prevaléncia em
humanos circulantes atualmente sdo HIN1, HIN2 e H3N2 (CLAAS et al., 1992; DAUM et al.,
2002; BOON et al., 2008). O subtipo H3N2 foi o predominante durante os ultimos 20 anos
(BOON et al., 2008), porém nos anos de 2009 e 2010 houve predominancia do subtipo H1INL.
Apenas um tipo de hemaglutinina e um tipo de neuraminidase sdo conhecidos no virus influenza
B (MOURA, 2010).

A hemaglutinina do virus influenza B possue taxa de mutacdo menor. A linhagem
B/Victoria/2/87, por exemplo, circulou durante a década de 80 enquanto a linhagem

B/Yamagata/16/88 circulou durante a década de 90. A linhagem Victoria continua em circulagdo



na China e Asia, mas ndo foi encontrada em outras partes do mundo durante o periodo de 1991
até 2001, quando voltou a circular no Canadéa e Estados Unidos (ANSALDI et al., 2003).

Os virus influenza estdo sujeitos a dois tipos de variagbes antigénicas, as menores ou
antigenic drift e as variacbes maiores, chamadas também de antigenic shift. As variagdes
antigénicas menores ocorrem a cada dois ou trés anos para 0s subtipos do virus A e a cada 5 ou 6
anos para os virus do tipo B. Tais variagdes se devem a mutagdes pontuais nos segmentos do
genoma viral que resultam em mudancas nos aminoacidos que compdem, principalmente, as
glicoproteinas de superficie, permitindo muitas vezes o escape de anticorpos neutralizantes
(MARTINS, 2001; FORLEO NETO et al., 2003).

As variacOes antigénicas maiores (shifts) ocorridas apenas nos virus influenza A séo
gerados por rearranjos de segmentos dos genomas de virus que acometem diferentes espécies
durante a coinfeccdo de uma célula hospedeira. Esses rearranjos podem gerar virus novos,
formados por proteinas diferentes do virus original, sendo criticas quando ocorre alteracdo da
hemaglutinina ou da neuraminidase ou ainda das duas glicoproteinas de superficie, originando
virus imunologicamente diferente dos circulantes (COUCEIRO, 2002; PONTORIERO et al.,
2003). A maioria da populacdo ndo tem imunidade para esses novos virus e a doenca dissemina-
se rapidamente, afetando individuos de todas as faixas etérias, podendo resultar em pandemias
(FORLEO NETO et al., 2003; PONTORIERO et al., 2003).

Uma pandemia, portanto, ocorre quando um virus novo acomete a populacdo, 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). A China e os demais paises do
Sudeste asiatico sdo considerados verdadeiras usinas geradoras de novos virus, uma vez que
albergam grande nimero de aves aquaticas migratorias e imensas criacdes de aves de corte ao
lado de fazendas com milhdes de suinos suscetiveis aos virus aviarios (GRANATO e BELLEI,
2007). Porém, em praticamente todas as regides do mundo, o virus da influenza aviaria tem sido
isolado de aves silvestres, cuja migracdo pode possibilitar a disseminagédo da doencga e, portanto, a

ocorréncia de epidemias e pandemias (OLIVEIRA Jr. et al., 2001).

Outro possivel mecanismo para a ocorréncia de uma nova linhagem pandémica

seria a transmiss@o direta de uma linhagem de virus influenza aviaria aos seres humanos. Em



1918-1919 aconteceu uma das maiores pandemias da historia, a qual conhecemos por “Gripe
Espanhola”, ocasionada pela transmissdo direta do virus HIN1 para humanos
(TAUBENBERGER et al., 2005; ANDRADE et al., 2009). A pandemia teve grande impacto em
todo mundo, com estimativa de 50% da populacdo mundial infectada e cerca de 30 milhdes de
6bitos (BLACK e ARMSTRONG, 2006).

O subtipo H1IN1 circulou até 1957 quando houve o surgimento do subtipo H2N2
causador da segunda grande pandemia do século passado, cujo virus foi gerado pela incorporacéo
dos genes codificadores da HA, NA e PB1 (polimerase) de virus aviarios nos virus humanos
circulantes. Em 1968 esse subtipo foi substituido pelo subtipo H3N2 (gripe Hong Kong), cujo
virus foi formado pela incorporagdo dos genes de virus aviario (HA e PB1) em virus humanos
circulantes (COUCEIRO, 2002; PONTORIERO et al., 2003). Essas duas pandemias mataram
juntas mais de 1,5 milhdes de pessoas, além de gerar uma perda econdmica de propor¢oes
mundiais, com a diminui¢do de produtividade e despesas com medicamentos e internagdes. Em
1977 houve o ressurgimento da linhagem HIN1 (gripe Russa) que acometeu principalmente
criancas e jovens. Esses subtipos, H3N2 e H1N1, circulam juntos na populacdo humana desde
esta época (MURPHY e WEBSTER, 2001; IBIAPINA; COSTA; FARIA, 2005; ANDRADE et
al., 2009).

Em 1997 e em 2003/2004, em Hong Kong, o influenza virus aviério, H5N1, foi
transmitido de aves migratérias para aves domésticas, particularmente os patos, pela
contaminacdo da agua com fezes de animais infectados. Dos patos foram transmitidos as galinhas
e posteriormente ao homem, sendo altamente patogénico para ambos. Foi responsavel por uma
grave epidemia na Asia, com elevada mortalidade e morbidade e com grandes perdas econémica,
tanto pela morte de milhdes de galinhas (diretamente pela doenca ou sacrificadas) como pelas
medidas de isolamento adotadas para controlar a disseminagdo da doenca (MURPHY e
WEBSTER, 2001; IBIAPINA; COSTA; FARIA, 2005; ANDRADE et al., 2009).

Embora todos os genes sejam de origem aviaria, 0 H5N1, causador da epidemia de 2004,
é antigenicamente diferente daquele isolado em Hong-Kong, nos anos de 1997 e 2003, o que
sugere uma série de rearranjos entre virus aviarios que acometiam diferentes espécies, gerando
um virus pandémico altamente patogénico para as aves domésticas e para algumas aves aquaticas
migratorias, como por exemplo os gansos (CHEN et al., 2001; IBIAPINA; COSTA; FARIA,



2005). Dados da Organizacdo Mundial de Saude relatam a ocorréncia de casos humanos nessas 2
ocasides: em 1997 com 18 casos e 6 Obitos, e no Ultimo surto que teve inicio em 2003, com 1
caso na China e 3 no Vietnam, e que se estendeu até os dias de hoje, totalizando 507 casos e 302
Obitos, uma mortalidade de aproximadamente 60% (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2010c).

A Ultima pandemia ocorrida teve inicio em abril de 2009, quando o Centers for Disease
Control and Prevention (CDC/Atlanta/EUA) confirmou dois casos de influenza A em criancgas
residentes no sul da Califérnia, EUA, sem contato conhecido com suinos. Os virus, porém, nao
foram subtipados pelas técnicas usualmente utilizadas. Simultaneamente, irrompeu no México
um surto de doenca respiratoria aguda grave que se disseminou rapidamente. Esse surto foi
ocasionado por um virus idéntico ao isolado na Califérnia (DUARTE et al., 2009; MACHADO,
2009; SAO PAULO, 2009a; YANG; CARNEY; STEVENS, 2010). Os virus isolados
apresentaram os genes: PB1, PB2, PA, HA, NS e NP similares ao virus de Influenza suino HIN1
norte americano (formado por um triplo rearranjo entre cepas de origem humana, aviaria e suina)
e a NA e M mais intimamente relacionados a linhagem suina na Eurasia (ZELL et al., 2009;
CDC, 2010a) (Figura 7).

Em 11 de junho de 2009, a Organizacdo Mundial de Saude elevou o nivel de alerta
pandémico mundial para a fase 6 (Gltima fase), caracterizando uma pandemia, com evidéncia de
transmissdo comunitaria disseminada do virus influenza A/HIN1, novo subtipo viral em pelo
menos dois continentes. Esta acdo foi motivada pela rapida propagacdo do virus e ndo pela
gravidade da doenca. (DUARTE et al., 2009; YANG; CARNEY; STEVENS, 2010).
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Figura 7 — Rearranjo do virus influenza: Origem do virus influenza A HIN1 pandémico, em 2009.
Fonte: Racaniello, 2009.

No Brasil, desde a declaracéo de transmissdo sustentada do virus de Influenza A (HLN1)
Pandémico, ocorrida em 16 de julho de 2009, somente os casos de Sindrome Respiratdria Aguda
Grave (SRAG), que sdo caracterizados por febre, tosse e dispnéia, foram considerados de
notificacdo compulséria imediata. Em agosto de 2009, ja figurava como um dos paises com
maior nimero absoluto de 6bitos e protocolos governamentais e institucionais foram criados com
a finalidade de atender a grande demanda de casos suspeitos e orientar a conduta médica
(VERRASTRO et al., 2009). O ultimo Informe Epidemioldgico da Influenza Pandémica, HIN1,
da Secretaria da Vigilancia do Ministério da Saude do Brasil data de dezembro de 2009, sendo
confirmados 30.055 casos de SRAG causados por virus influenza, sendo que a proporc¢do de
influenza pandémica foi de 93% (27.850/30.055) e de influenza sazonal foi de 7% (2.205/30.055)
(SAO PAULO, 2009b). No Estado de S&o Paulo, o ultimo Informe Técnico de Influenza
Pandémica H1N1 do Centro de Vigilancia Epidemioldgica (CVE) da Secretaria da Saude do
Estado, de janeiro de 2011, relatou que entre 2009 e 2010 foram confirmados 12.091 casos de

Influenza A HLN1 com 598 ébitos, com 99% dos casos concentrados no ano de 2009.

Embora varios surtos localizados em diferentes locais do mundo e de diferentes
magnitudes, continuassem a ocorrer em 2010, a Organizacdo Mundial de Saide mudou, em 10 de
agosto de 2010, o nivel de alerta para periodo pos pandémico (WHO, 2010d). No geral um total
de 214 paises relataram casos confirmados de Influenza A, HIN1 pandémico, incluindo

aproximadamente 18.500 mortes (WHO, 2010a). Dados recentes indicam que 38% de todos 0s



virus detectados nas Américas, correspondem ao virus influenza A(H1N1) pandémico. Na
Europa, durante 0 més de marco, cerca de 70% dos virus detectados corresponde ao virus
influenza A (HIN1) pandémico enquanto 28% correspondem a IB. Dados indicam que ndo ha
transmiss&o do virus influenza A(H1N1) pandémico no Norte da Africa e ndo ha circulacdo do
virus influenza B na Tunisia e Argeélia. Atualmente verifica-se a co-circula¢do do virus Influenza
A (H1IN1 pandémico), A (H3N2) e influenza B, sendo cerca de 76,7% dos casos de IA subtipados
sdo influenza A(H1N1) pandémico (figura 8). Os virus influenza circulantes no decorrer do
ultimo ano foram caracterizados como sendo similares as cepas vacinais utilizadas. (WHO,
2011a)
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Fonte: WHO, 2011



1.5 Transmisséo e Sintomatologia

Em passaros aquaticos a replicacdo do virus influenza ocorre no trato gastrointestinal, e
esses animais geralmente ndo apresentam sintomatologia da doenca. Por outro lado em humanos
e suinos os virus se replicam nas células epiteliais colunares do trato respiratorio, misturam-se as
secrecBes respiratorias e sdo espalhados por particulas de aerossol geradas durante o ato de
espirrar ou tossir (GRANATO e BELLEI, 2007).

O periodo de incubacédo da influenza mostra-se bastante curto (1 a 4 dias) e um unico individuo
infectado pode transmitir a doenca para grande nimero de pessoas susceptiveis (JAWETZ et al.,
2009; FORLEO NETO et al., 2003).

Os virus da influenza A e B causam sintomas que variam desde infecgdes suaves do trato
respiratorio inferior & pneumonia. O tipo A esta mais frequentemente associado as doencas
(BOON et al., 2001). A gravidade da doenca, durante as epidemias e pandemias é bastante
variavel, causando desde quadros de rinofaringite leve até pneumonia viral com complicacGes
fatais. A presenca de febre acompanhada de manifestacdes respiratérias e sintomas sistémicos,
como dores musculares, calafrios ou fadiga, auxiliam muito na distincdo da influenza de outras
infeccbes respiratorias, como o resfriado comum (FORLEO NETO et al., 2003). Infecgdes
associadas ao virus influenza C sdo limitadas ao trato respiratorio superior (JAWETZ et al.,
2009).

Os sintomas da gripe causada pelo virus influenza A H5N1, também apresentam
manifestacdes inespecificas, o que dificulta o diagndstico. Pode ocorrer febre, rinorreia, mialgia,
cefaleia, dor de garganta, tosse, diarreia, vomito e dor abdominal. A maioria dos casos, no
entanto, apresenta pneumonia grave, que evolui rapidamente para a insuficiéncia respiratoria
(IBIAPINA; COSTA; FARIA, 2005; ANDRADE et al., 2009).

Os sinais e sintomas da infecgdo causada pelo virus influenza suina classico em humanos séo
frequentemente indistinguiveis daqueles da infecgdo com virus influenza humano (MACHADO,
2009). As manifestacdes clinicas da infec¢do pelo virus influenza A (H1N1), pandémico, sdo
semelhantes as da gripe comum, com febre, tosse, mialgia, fadiga, cefaleia, rinorreia, vomitos e
diarreia (VERRASTRO et al., 2009). Entretanto, podem ocorrer manifestacbes mais graves,

incluindo insuficiéncia respiratdria e morte, principalmente nos pacientes pertencentes aos grupos



de risco descritos no Quadro 2. A OMS estima que no mundo cerca de 1,2 bilhGes de pessoas
enquadram-se no grupo de “alto risco”: 385 milhdes de idosos acima de 65 anos de idade, 140
milhGes de criancas e 700 milhdes de criancas e adultos com problema de saude subjacente
cronica. Além disso, 24 milhGes de trabalhadores de salide podem propagar a doencga para a

populagéo de alto risco (WHO, 2009a).

Quadro 2 - Organizacdo dos grupos que devem ser considerados de risco de complicagdes em caso de infeccdo
pelo virus influenza.

Pessoas com risco de complicagfes em caso de infeccdo pelo virus Influenza
Pessoas com mais de 50 anos de idade
Moradores de asilos
Adultos e criangas com doencas pulmonares ou cardiovasculares cronicas

Adultos e criangas com doengas metabdlicas cronicas, disfuncdo renal, hemoglobinopatia ou
imunossuprimidas (incluindo HIV)

Criancas (6 meses a 18 anos) que fazem tratamento com uso prolongado de aspirina

Grévidas (2° ou 3° trimestres da gravidez) durante o periodo de elevada incidéncia de gripe.

Pessoas que podem transmitir gripe para outros de alto risco
Profissionais da satde
Funcionarios de asilo
Empregados de residéncias de pessoas com doengas cronicas

Familiares em casas de pessoas com doengas cronicas

Outros grupos a serem considerados
Pessoas com doencas crbnicas que viajam para locais nos quais ha surtos de gripe
Pessoas que trabalham em locais que fornecem servigos comunitarios essenciais

Estudantes ou outras institui¢cGes fechadas

1.6 Diagnostico

Os quadros clinicos de infecgdes respiratorias virais podem ser provenientes de muitos
virus diferentes, portanto, o diagnostico laboratorial de influenza é um importante instrumento de
controle de propagacdo do virus, alem de permitir a utilizagdo de terapia antiviral especifica
(ANSALDI et al., 2004).


http://www.who.int/vaccine_research/diseases/ari/en/index1.html

O diagnostico baseia-se no isolamento do virus seguido da identificacdo dos antigenos
virais, na deteccdo direta de antigenos ou do acido nucléico viral nas células dos pacientes ou,
ainda, na demonstracdo de uma resposta imunolégica especifica pelo paciente (CLAAS et al.,
1992; ELLIS; FLEMING; ZAMBON, 1997; ZAMBON e POTTER, 2009; JAWETZ et al.,
2009).

O isolamento do virus em cultura de células ou em ovos embrionados, seguido de detec¢do
dos antigenos virais utilizando anticorpos especificos, € uma metodologia bastante sensivel e
especifica, porém, além de requerer laboratérios com infraestrutura e pessoal especializados €
uma técnica muito demorada (cerca de 10 dias) (JAWETZ et al., 2009; MURPHY e WEBSTER,
2001; ZAMBON e POTTER, 2009).

Métodos alternativos de diagnostico mais rapido sdo utilizados, como ensaios de
inumofluorescéncia (IFA) e imunoenzimatico (ELISA) (REINA et al., 1996), reacdo de
hemaglutinacdo e de inibicdo de hemaglutinacdo e amplificacdo de acidos nucleicos
(HERRMANN; LARSSON; ZWEYGBERG, 2001). A PCR (reacdo em cadeia pela polimerase)
vem sendo utilizada para deteccdo de numerosos patdgenos, sendo uma técnica sensivel e
especifica (detectando poucas cdpias de DNA alvo). A utilizacdo da RT-PCR (reacdo em cadeia
pela polimerase apds transcricdo reversa), seguida ou nao de nested é descrita por varios autores
para deteccdo e tipagem do virus influenza e subtipagem do virus influenza A (CLAAS et al.,
1992; STOCKTON et al., 1998; HERRMANN; LARSSON; ZWEYGBERG, 2001; ANSALDI et
al., 2004; ZAMBON e POTTER, 2009).

A multiplex PCR usa uma combinacdo de diferentes primers na mesma reacdo de
amplificacdo, com o objetivo de produzir diferentes amplicons especificos, dependendo do “DNA
molde” presente na amostra. Inicialmente essa metodologia foi utilizada no diagnostico de
desordens genéticas, como a distrofia muscular de Duchenne, que esta associada com mutacGes
em multiplos loci. Entretanto, a multiplex PCR vem sendo utilizada no diagnostico de doengas
infecciosas em geral, tanto na deteccdo de diferentes patdgenos como para tipagem de maneira
simples e rapida, utilizando apenas um tubo de reacdo (STOCKTON et al., 1998; BESSELAAR
etal., 2004).



Vérios autores descrevem a utilizacdo da multiplex PCR para a deteccdo dos virus
influenza A, B, C e, posteriormente, para subtipagem do virus influenza A utilizando primers
especificos para os genes da HA ou da NA (PONTORIERO et al., 2003; WRIGHT et al., 1995).

A PCR em tempo real apresenta vantagens em relacdo a técnica tradicional por ser um
método que apresenta rapidez, maior sensibilidade, reprodutividade e reducdo do risco de
contaminacgéo durante o procedimento (MACKAY'; ARDEN; NITSCHE, 2002).

Para se obter o maximo de sensibilidade e especificidade diagnostica utilizando as técnicas
moleculares mencionadas anteriormente é necessario que exista um amplo conhecimento sobre as
sequencias de interesse. Segmentos do genoma altamente conservados séo geralmente escolhidos
como alvo para amplificagdo. Portanto, no caso do virus Influenza, os dois principais alvos para a
deteccdo do virus por PCR sdo os genes codificadores da matriz (M) e da proteina nao estrutural
(NS1). No entanto, para a subtipagem os genes de escolha para a amplificacdo sdo os
codificadores das proteinas de superficie, HA e NA, altamente varidveis. Portanto, para 0 sucesso
desta técnica faz-se necessario uma atualizacdo constante dos primers baseando-se em sequencias
dos genes de novas variantes obtidas em bancos de dados (ZAMBON e POTTER, 2009).

1.7 Tratamento e Prevencéao

Devido aos graves problemas médicos e sociais em todo o mundo, grandes esforcos sao
realizados para monitorar os virus circulantes (LEE e CHEN, 2004). Para tanto a Organizacao
Mundial da Salde iniciou em 1947, a Rede de Vigilancia Epidemiolégica da Gripe, que inclue
110 laboratorios em 80 paises. Os virus colhidas em vérias regides do mundo séo classificadas de
acordo com o tipo antigénico (A, B e C) e com o subtipo de influenza virus A (HIN1, H3N2

etc.).

No Brasil, desde 1995 essa vigilancia é realizada por trés laboratérios nacionais de Influenza
— Instituto Adolfo Lutz (IAL), Fundacdo Oswaldo Cruz (FioCruz) e Instituto Evandro Chagas
(IEC). Desde o inicio das atividades até 2001 foram caracterizadas 9 diferentes variantes do virus
influenza A em circulacdo, sendo 4 do subtipo HIN1 e 5 de H3N2, ao passo que de 1995 a 1999
houve a circulagdo de uma unica variante do virus influenza B — B/Beijing/184/93. A partir do
inverno de 2000 iniciou-se a co-circulagao de B/Sichuan/379/99 (FORLEO NETO et al., 2003).



Com base nos dados colhidos no mundo, um comité se reune duas vezes ao ano e se
encarrega de analisa-los e recomendar as cepas a serem incluidas na formulacdo da vacina da
préxima temporada de gripe, nos hemisférios Norte e Sul. (PONTORIERO et al., 2003; FORLEO
NETO et al.,, 2003; LEE e CHEN, 2004; GRANATO e BELLEI, 2007). Além disso, o
conhecimento dos diferentes padrdes sazonais da gripe e o impacto em localidades de clima
equatorial, tropical e temperado podem ajudar na otimizacdo da selecdo da cepa viral vacinal
(ALONSO et al., 2007).

Desde 1977, os virus influenza A/HIN1, A/H3N2 e B estdo em circulacdo mundial e estes
trés virus, inativados, sdo incluidos atualmente como componentes vacinais. De um modo geral,
as vacinas fornecem protecdo quando os antigenos vacinais apresentam alto grau de similaridade
nas proteinas HA e NA com os virus circulantes (LEE e CHEN, 2004; CDC, 2010a). A vacina de
virus inativado pode ser administrada em pessoas com idade superior a 6 meses de vida, mesmo
em pessoas gravidas ou que tenham algum problema de salde cronico. Duas doses da vacina
podem ser administradas, com intervalo de um més entre cada aplicacdo, em criangas com idade
entre 6 meses e 8 anos, desde gque estejam sendo imunizadas pela primeira vez. Uma Unica dose
da vacina é adequada para imunizar os individuos adultos saudaveis (WHO, 2009a; CDC,
2010a).

A vacina contra a gripe sazonal é usada principalmente no mundo desenvolvido para
proteger idosos e imunodeprimidos. Desde dezembro de 2008, 35 dos 43 paises e territérios
americanos tiveram a vacinacdo sazonal introduzida. Na América do Sul, apenas o Equador e

Venezuela usam a vacina formulada para o hemisfério Norte (CDC, 2010a).

A vacina contra o virus influenza é considerada a primeira defesa para proteger as
populagcbes. Porém, sdo poucos 0s produtores da Vacina de Influenza, sendo que a maioria dos
laboratdrios esta localizada no hemisfério Norte e sua capacidade produtiva, estimada em 350
milhGes de doses da vacina trivalente inativada, ndo supre o mercado mundial. Para os proximos
2 a 3 anos um plano de expansdo para producdo extra da vacina pode elevar esse nimero para
780 milhdes de doses. Ainda assim, em caso de uma pandemia, a capacidade esta muito aquém
da necesséria para atender a populacdo mundial, que esta estimada em 6,3 bilhdes de pessoas
(WHO, 2009b; CDC, 2010a).

No Brasil, desde 2000, a recomendacao da vacinagdo é direcionada aos idosos com idade



igual ou superior a 60 anos (CUNHA; CAMACHO; SANTOS, 2005; TONIOLO-NETO, 2001).

Atualmente, apenas o Brasil, entre os paises tropicais localizados na América Latina tem a
capacidade de produzir a vacina contra o virus influenza. Com o apoio do Governo Federal e do
Estado de S&o Paulo, o Instituto Butantan, ligado a Secretaria de Satde do Estado de Sao Paulo,
construiu um laboratério para a producdo da vacina contra a gripe do tipo fragmentada e
inativada, através de um convénio de transferéncia de tecnologia, assinado com uma empresa

privada. Alem disso, o Instituto qualificou o setor de formulagéo, controle de qualidade e envase.

A producao brasileira é importante, pois além de suprir as necessidades atuais do mercado
nacional, hd a possibilidade de com o aumento da producdo, o Governo expandir a vacinacdo
para outros grupos ndo inclusos na atual campanha. A independéncia dos produtores
internacionais € outro ponto de grande interesse, pois com o0 surgimento de novas cepas,

ocasionando possiveis pandemias, j& estariamos preparados para tal producéo.

Desde o isolamento do virus H5N1 e da cepa pandémica, Influenza A, H1N1, foram
desenvolvidas vacinas que possibilitem a prevencgéo da sua disseminagdo. A vacina contra a gripe
H5N1 pode minimizar os efeitos de uma possivel nova pandemia, retardando a progressédo e

diminuindo a mortalidade.

Devido & alta patogenicidade do virus HSN1 em aves domésticas, a producdo da vacina,
que utiliza ovos embrionados de galinhas, ¢ dificil pois o virus pode ser letal para o embrido ou
apresentar baixo rendimento, o que dificulta a confeccdo da vacina (ANDRADE et al., 2009).
Para resolver esse problema foi utilizada a metodologia de genética reversa visando a obtencao
de uma cepa vacinal com baixa patogenicidade e que atendesse a demanda. Para tanto, utilizou-se
um sistema de 12 plasmideos nos quais 6 plasmideos continham genes: PA, PB1, PB2, NP, M e
NS, obtidos de um virus adaptado para o crescimento em ovo, o virus A/PR8/34, denominado
como PR8, 2 plasmideos continham os genes codificadores das proteinas HA e NA e, para
diminuir sua patogenicidade, foram utilizados 4 plasmideos adicionais auxiliares que
expressavam proteinas do virus PR8 (PA, PB1, PB2 e NP). Com essa mesma finalidade o gene
HA foi manipulado geneticamente visando eliminar o segmento polibasico de aminoécidos,
presente no sitio de clivagem da hemaglutinina. Os plasmideos foram transfectados em células

VERO (linhagem aprovada para producdo de vacinas humanas). O virus formado foi secretado



no sobrenadante da cultura celular e amplificado por 2 passagens em ovos embrionados. A

segunda passagem em ovos foi designada como sendo a “nova cepa vacinal” (WHO, 2003).

Durante o periodo de pandemia, cerca de nove vacinas contra a Influenza A HIN1 foram
qualificadas pela OMS, sendo basicamente de 2 tipos: o0 primeiro tipo consistiu em uma
vacina inativada, cujas indicag0Oes para a aplicagcdo sao as mesmas das utilizadas para
vacinacao contra a gripe sazonal. Nesse caso, a vacina contra a gripe € aprovada para
imunizacado de individuos maiores de 6 meses de idade, incluindo pessoas saudaveis,
pessoas com doencas crénicas e mulheres gravidas. A vacina é fabricada com ou sem
0 uso de adjuvantes. JA o segundo tipo consistiu em um spray nasal, também
conhecido como LAIV (do inglés — live attenuated influenza vaccine - vacina de gripe
viva e atenuada), indicada para pessoas saudaveis, de 2 a 49 anos de idade, que néo
estejam gravidas. Cerca de 2 semanas apds a vacinacao, os anticorpos que fornecem protecédo
contra a infeccédo pelo Influenza A HIN1 irdo se desenvolver.

Durante a campanha de vacinacdo contra Influenza A H1N1, iniciada no Brasil em
08/03/2010, 89.619.881 pessoas foram vacinadas. Do total de pessoas vacinadas, 2,59%
(n=2.324.911) eram mulheres gravidas; 30,89% (n=27.688.897) eram portadores de doenca
cronica e 5,80% (n=5.202.073) eram criancas de 2 & 4 anos (SISTEMA DE INFORMACAO DO
PROGRAMA NACIONAL DE IMUNIZACOES, 2010).

Atualmente, a circulacdo do subtipo HIN1 sazonal foi praticamente substituida pelo virus
de Influenza A H1N1 pandémico. Portanto, as vacinas, que serdo utilizadas, no Hemisfério Sul, a
partir de fevereiro de 2011, deverdo conter, obrigatoriamente, trés tipos de virus em combinacéo:
um virus similar ao virus influenza A/California/7/2009 (H1N1), um virus similar ao virus
influenza A/Perth/16/2009 (H3N2) e um virus similar ao virus influenza B/Brisbane/60/2008
(WHO, 2011a).

Além da vacinacao, existem 2 classes de antivirais que proporcionam uma alternativa para
o tratamento e/ou para a profilaxia das infeccdes causadas pelo virus Influenza. A primeira classe
consiste de drogas conhecidas como inibidores dos canais M2, amantadina (Symmetrel; Endo
Pharmaceuticals, Chads Ford, PA) e rimantadina (Flumadine; Forest Pharmaceuticals, St Louis,
MO), que sO possuem efeito contra os virus Influenza A. Sendo assim, esses antivirais classicos

apresentam certas limita¢des, como o rapido desenvolvimento de resisténcia viral, o espectro de



acao restrito e reacdes adversas no sistema nervoso central e no trato gastrintestinal (CALFEE e
HAYDEN, 1998; LAVER; BISCHOFBERGER; WEBSTER, 1999; OXFORD e LAMBKIN,
1998). Nos ultimos anos, o virus influenza vem demonstrando uma resisténcia aos inibidores dos
canais M2, no mundo todo, com um aumento da taxa de resisténcia de 1,9% para 12,3% (CDC,
2006b). Durante a epidemia de gripe ocorrida em 2005-06, foi recomendado a nédo utilizacdo dos

inibidores de canais M2, devido aos altos niveis de resisténcia a droga (CDC, 2006b).

A segunda geracdo de antivirais sdo os inibidores de neuraminidase, oseltamivir (Tamiflu;
Roche Laboratories, Nutley, NJ) e zanamivir (Relenza; GlaxoSmith-Kline, Research Triangle
Park, NC), que possuem efeito sobre os Influenzavirus A e B (CALFEE e HAYDEN, 1998;
LAVER; BISCHOFBERGER; WEBSTER, 1999; OXFORD e LAMBKIN, 1998).

Os inibidores da neuraminidase sdo mais eficazes quando é feito um répido diagndstico,
idealmente nas primeiras 36 horas do inicio das manifestacdes da gripe (OXFORD e LAMBKIN,
1998; TREANOR et al., 2000). Entretanto, apesar de eficientes ja h& casos de pacientes
resistentes ao tratamento por oseltamivir, devido mutagfes na neuraminidase, tanto para as cepas
sazonais como para a cepa pandémica (MONTO, 2006, ROBERTS, 2001; WHITLEY et al.,
2001; TAMURA et al., 2009, NJOUOM et al., 2010).

O tratamento antiviral ainda é considerado uma técnica cara quando utilizada em larga
escala, além disso, em criancas e mulheres gravidas ele apresenta restricbes por manifestar efeitos
colaterais (WHO, 2000; CDC, 2010a). Entretanto, em casos de epidemias provocadas por virus
emergentes, a manufatura e a distribuicdo das vacinas podem demorar de 6 a 8 meses, sendo mais

eficaz, nesses casos, 0 uso dos antivirais para a contencdo das epidemias (LONGINI et al., 2004).

Tendo em vista a importancia do virus influenza e devido aos graves problemas médicos e
sociais causados e sua extensa e continua variagdo geneética e antigénica, 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, este trabalho foi desenvolvido visando
verificar a diversidade genetica do gene HA dos virus de influenza circulante em criancas

internadas no hospital Universitario da USP/S&o Paulo, durante os anos de 1995 até 2006.



2 Objetwroy



Objetivo geral

Verificar a diversidade genética do gene da hemaglutinina dos virus de Influenza A

circulantes em criancas atendidas no Hospital Universitario da Universidade de Sdo Paulo, de
1995 a 2006.

Objetivos especificos

v" Detectar os Influenzavirus A e B em amostras de criangas por duplex RT-PCR e subtipar,
utilizando uma multiplex RT-PCR, as amostras de Influenzavirus A;

v' Amplificar e sequenciar o gene da hemaglutinina das amostras positivas para 0
Influenzavirus A;

v Comparar as sequéncias obtidas com as cepas vacinais correspondentes aos respectivos
anos de estudo;

v" Verificar o aparecimento de mutacGes na proteina que estejam relacionadas as regides
antigénicas ou de ligacdo com o receptor da célula hospedeira.



3 Materwis e Métodos




3.1 Casuistica

3.1.1 Amostras de Colegéo

As amostras utilizadas neste projeto fazem parte de um grande projeto que visa o estudo da
diversidade genética de virus respiratdrios detectados em criancas menores de cinco anos de
idade durante 10 anos consecutivos na cidade de S&o Paulo.

As amostras foram colhidas de criangas internadas na Enfermaria, Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) ou na Retaguarda do Ambulatorio do Hospital Universitario da Universidade de
Sdo Paulo (USP), com sintomatologia respiratoria, durante o periodo de 1995 a 2006, com idade
entre 0 e 15 anos, durante os anos de 1995 e 1996 e menores de 5 anos de idade nos anos
subsquentes. As amostras foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Edison Luiz Durigon
(Laboratdrio de Virologia Clinica e Molecular do Departamento de Microbiologia, Instituto de
Ciéncias Biomédicas, da Universidade de S&0 paulo - IcB Il - usP). A colheita dessas amostras foi
realizada apOs consentimento dos responsaveis legais, que assinaram um Termo de
Consentimento Pés-Informado (ANEXO A), solicitado pelo Instituto de Ciéncias Biomédicas da
USP. Os dados sobre o histdrico do paciente foram colhidos junto aos prontuarios médicos na

Instituicdo.

3.2 Colheita das amostras

Os espécimes clinicos consistem de swab nasal e aspirado de nasofaringe. As amostras
foram colhidas conforme Miyao et al. (1999) e encaminhadas, em gelo, para o Laboratério de
Virologia Clinica e Molecular do Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias
Biomédicas, da Universidade de Sdo Paulo (ICB Il - USP). Foram separadas quatro aliquotas de
cada amostra: uma contendo antibiéticos (1000 U/mL de penicilina e 1000 pg/mL de
estreptomicina) para cultivo, uma para imunofluorescéncia indireta, uma para armazenamento em
freezer —70 °C, apds adicéo de meio de congelamento e uma ultima aliquota contendo 75% de
Trizol LS (Invitrogen™) (250 pL da amostra e 750 pL de Trizol) para diagnéstico molecular. As
amostras foram processadas segundo Vieira et al., 2001 e a aliquota estocada com 75% de Trizol

e armazenada em freezer a — 70 °C foi utilizada para a realizagéo deste estudo.



3.3 Extragdo do RNA total

Todo o processo de extracdo foi realizado em banho de gelo, com reagentes gelados e
centrifuga refrigerada. Ap6s a homogeneizacdo por agitacdo vigorosa por 15 segundos e
incubacdo por 5 minutos em banho de gelo, as amostras foram centrifugadas a 15.294 x g por 15
minutos a 4 °C. A fase aquosa, ou sobrenadante, foi transferida para outro tubo, sendo 0 RNA
precipitado pela adicdo de isopropanol (Merck) gelado, volume a volume, seguido de nova
homogeneizacédo, incubagdo em banho de gelo por 15 minutos e centrifugacdo a 15.294 x g por
15 minutos a 4 °C. A seguir, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 800 pL de
etanol a 75% (Merck) gelado, seguido de centrifugacéo a 8.225 x g por 8 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e os tubos foram secos em temperatura ambiente por cerca de 30
minutos. O precipitado (pellet) foi ressupendido em 50 pL de 4gua ultra PURE (Invitrogen™).

Em todas as extracfes um controle negativo, composto de 250 pL de &gua ultra PURE
(Invitrogen™)
Influenza A - A/Brazil/125/2001(H3N2) e A/Brazil/133/2001(H1N1) e de Influenza B -

B/Brazil/017/2000, anteriormente isoladas e identificadas pelo Laboratério de Virologia Clinica

e 750 pL de Trizol e controles positivos que consistiram das amostras de

Molecular - ICBII/USP foram submetidos a processo idéntico realizado paralelamente,.

3.4 Obtencéo do cDNA

O cDNA foi obtido utilizando o kit High Capacity Archive (Applied Biosystems, Inc,
EUA), seguindo as instrucdes do fabricante para obtencdo de um volume final de 100 pL de
reacdo. Resumindo, em um microtubo de 0,2 mL foram adicionados 10 pL de tampdo 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™ (inibidor
de RNAse), 10 pL de Random primer (10x), 4gua ultra PURE (Invitrogen™) para completar o
volume de 50 pL de amostra. A extensdo foi realizada em termobloco ThermoStat plus
(Eppendorf) a 25 °C por 10 minutos, seguido a 37 °C por 2 horas.

Com a finalidade de otimizar as reagdes de amplificacdo do gene da HA, o cDNA também

foi sintetizado com um primer especifico, descrito por Hoffman et al. (2001), para os genes de



Influenzavirus A, Uni 12 — 5> AGCAAAAGCAGG - 3’. Portanto, para cada amostra obteve-Se
75 pL de cDNA com o Random primer, para a realizagdo da Duplex RT-PCR e multiplex RT-
PCR e 25 pL de cDNA com o primer Uni 12. As reacbes foram realizadas, conforme descrito
anteriormente, guardando as devidas proporc6es de cada um dos reagentes.

Os cDNAs dos controles, negativos e positivos, foram sintetizados concomitantemente em
cada reacdo realizada.

3.5 Duplex RT-PCR para deteccéo e tipagem

Para realizacdo da duplex RT-PCR foram utilizados primers complementares ao gene NS
dos Influenzavirus A e B, seguindo a metodologia descrita por Claas et al. (1992), modificada por
Vedovello (2006). A localizacdo de cada primer no genoma viral, a polaridade, a sequéncia de

nucleotideos 5’- 3° e o tamanho do produto amplificado estéo representados no quadro 3.

Quadro 3 - Relacdo dos primers utilizados na duplex RT-PCR, sua localizacdo no genoma viral, polaridade,
sequéncia de nucleotideos e o tamanho do produto amplificado.

Primer Polaridade Sequéncia de nucleotideos / 5° - 3> Localizacdo no Produto
genoma* amplificado
Fow A Sense AAG GGC TTT CAC CGA AGA GG 467 - 486
Rev A Anti-sense CCCATTCTCATT ACTGCTTC 656 - 637 190 pb
Fow B Sense ATG GCC ATCGGATCCTCA AC 746 - 755
Rev B Anti-sense TGT CAGCTATTATGG AGC TG 986 - 967 241 pb
* Cepas Influenza: A/Puerto Rico/8/34(H1N1) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/956533) e B/Lee/40-
(http://www.nchi.nlm.nih.gov/gene/956543) foram utilizadas como molde para localizagéo dos primers

Para realizagdo desta reagdo, foram adicionados 2,5 pL de Standart Buffer (10x) (75 mM
Tris-HCI [pH 9]; 2 mM MgCl,; 50 mM KCI; 20 mM (NH,)2SO,), 0,4 mM de dNTPs, 10 pmoles de
cada primer, 1 U de Taq DNA polymerase (Thermus thermophilus) (Biotools), 2,5 UL de amostra
(cDNA) e 4gua ultra PURE (Invitrogen™) para completar 25 piL.

A amplificacdo foi realizada em termociclador Eppendorf Mastercycler Personal ou no
GeneAmpPCR System 9700, a 94 °C por 2 minutos para desnaturacdo inicial, seguido de 35
ciclos compostos de 1 minuto a 94 °C para desnaturacdo, 1 minuto a 54 °C para hibridizagédo dos

primers e 1 minuto a 72 °C para extensdo das cadeias. A extenséo final foi obtida a 72 °C por 10



minutos.

3.6 Multiplex RT-PCR para subtipagem das amostras positivas para Influenzavirus
A

Primers complementares aos genes que codificam as proteinas HA (H1, H3) e NA (N1 e
N2) foram utilizados para a realizacdo da subtipagem do Influenzavirus A pela multiplex RT-
PCR, conforme descrito por Vedovello (2006). A localizagdo de cada primer no genoma viral, a
polaridade, a sequéncia de nucleotideos 5°-3’ e o tamanho do produto amplificado estdo descritas

no quadro 4.

Quadro 4 - Relacdo dos primers utilizados na multiplex RT-PCR (Vedovello, 2006), com modificac6es baseadas nas
sequéncias mais recentes disponiveis no GenBank.

Primer Subtipo  Polaridade Sequéncia de nucleotideos / 5° - 3’ Localizagéo Produto
no genoma amplificado
HI1R Anti-sense CTACAG AGACATAAGCATTTTC 655 - 635
H1F H1 Sense AAT TTG CTATGG CTG ACG GG 490 - 509 165 pb
HI3R Anti-sense GCA TAG TCACGT TCA ATG CTG 503 - 485
HI3F H3 Sense GCA AAG CCT ACAGCAACTGTT 272 - 292 231 pb
N1R Anti-sense TCT GTC CAT CCATTAGGATCC 1157 - 1137
N1F N1 Sense ACC ATA ATG ACC GAT GGCCC 730 - 749 427 pb
NI2R1 Anti-sense AGC ACA CAT AACTGG AAACAT TG 972 - 953
NI2F N2 Sense GGA AAATCGTTC ATATTAGCACA 796-818 176 pb

A multiplex RT-PCR foi feita utilizando 2,5 uL do cDNA diluido em tampao de reacéo (75
mM Tris-HCI [pH 9]; 2 mM MgCl,; 50 mM KCI; 20 mM (NH,4),SO,), (Biotools), 0,4 mM de
dNTPs, 5 pmoles dos primers H1F, HI1R, N1F e N1R e 10 pmoles dos primers FIH3, HI3R,
NI2R1 e NI2F, 1 U de Taq DNA polymerase (Biotools) e 4gua ultra PURE (Invitrogen™),
totalizando um volume de 25 pL.

A amplificacéo foi feita em termociclador Eppendorf Mastercycler Personal, a 94 °C por 2

minutos, seguido de 40 ciclos compostos de 1 minuto a 94°C para desnaturacdo, 1 minuto a 58 °C



(com rampa de 1 °C por segundo) para hibridiza¢éo dos primers e 1 minuto a 72 °C para extensao

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

3.7 Amplificacdo do gene da hemaglutinina

3.7.1 Relacao de primers

A estratégia de amplificacdo do gene da HA envolveu uma primeira amplificacdo, PCR,
utilizando os primers H1 ou BmHA (sense) e H2 (anti- sense), 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-primer design —
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer, utilizando como modelo as

sequéncias dos respectivos genes publicados no GenBank: A/England/545/2007(H1N1) e
A/Auckland/589/2000(H3N2) (No. de acesso geneBank GI:212381592 e GI1:152963266,
respectivamente), ou ainda primers gentilmente cedidos pelo Dr. Martin Schutten da Erasmus
Medical Center, Department of Virology, Rotterdam, Netherlands.

A descricdo dos primers, sua polaridade, sequéncia 5° — 3°, sua localizagdo no genoma € 0
tamanho do produto amplificado estdo descritos no quadro 5 e esquematizados nas figuras 9 e 10

para o subtipo H1 e H3 respectivamente.


http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer
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Figura 9 - Esquema do emparelhamento dos primers utilizados na PCR e nested ou semi-nested PCR para
amplificacdo da hemaglutinina, subtipo H1. A fita alvo esta representada em rosa e os quadrados
coloridos indicam a localizacdo dos primers e seu emparelhamento com a fita alvo. As setas
coloridas indicam a polaridade dos primers. Os tamanhos esperados dos amplicons para cada uma
das reacgdes estdo indicados na parte inferior do esquema. A) esquema da PCR. Na parte superior da
fita alvo estd representado o tamanho do gene (em nucleotideos). Os quadrados laranja e azul
representam os primers BmHa e H2 respectivamente. B) Esquema do emparelhamento dos primers
utilizados na nested ou semi-nested PCR para amplificacdo da hemaglutinina subtipo H1 — a fita
alvo, correspondente ao produto da PCR, esta representada em rosa. Os primers H14/H114
representados por quadrados cinza e preto, os primers H110/H2 em amarelo e azul, primers

16+H17/H113 em roxo e verde e H111/H113 em vermelho e verde.

H2



A) Gene HA Influenzavirus H3 — Primeira PCR
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Figura 10 - Esquema do emparelhamento dos primers utilizados na PCR e nested ou semi-nested PCR para
amplificagdo da hemaglutinina, subtipo H3. A fita alvo esta representada em rosa e 0s quadrados
coloridos indicam a localizacdo dos primers e seu emparelnamento com a fita alvo. As setas
coloridas indicam a polaridade dos primers. Os tamanhos esperados dos amplicons para cada uma
das reac0es estdo indicadas na parte inferior do esquema. A) esquema da PCR - na parte superior
da fita alvo esta representado o tamanho do gene (em nucleotideos). Os quadrados amarelo e azul
representam os primers H1 e H2, respectivamente. B) Esquema do emparelhamento dos primers
utilizados na nested ou semi-nested PCR para amplificacdo da hemaglutinina subtipo H3 — a fita
alvo, correspondente ao produto da PCR, estd representada em rosa. Os primers H38/H315



representados por quadrados roxo e preto, os primers 39/H2 em verde e azul, primers 33+34/H315
em marrom e preto e H310/H2 em vermelho e azul.

Quadro 5 - Relag8o dos primers utilizados para a padronizacdo da PCR e Nested ou Semi-nested PCR para o
gene HA e amplificacdo das amostras clinicas, sua polaridade, sequéncia de nucleotideos (5’— 3°),
localizacdo no genoma viral e o tamanho dos produtos amplificados.

Primer Subtipo Polaridade Sequéncia de nucleotideos / 5° - 3’ Localizacdo Produto
no genoma amplificado
Utilizagdo — PCR
BmHA H1/H3 Sense TAT TCG TCT CAG GGA GCA AAA GCA GGG G 1-16
H1 H1/H3 Sense AGC AAA AGC AGG GGA T 1-16 1760 pb
H2 H1/H3 Anti-sense AGT AGA AAC AAG GGT GTTTT 1760-1743
Utilizac&o - Nested PCR/SemiNested PCR

H14 H1 Sense AGC AAA AGC AGG GGA AAAT 1-19 1040 pb
H114 Anti-sense CTT AGT CCT GTA ACC ATCCT 1040-1021
H16 + Sense CAT ACG CAG ACA CAATAT GT 75-95
H17 H1 Sense CAT AYG CAG ACACAATATGT 75-95 1016 pb
H113 Anti-sense AAA CCG GCA ATG GCT CCA AA 1091-1072
H111 H1 Sense CAC CCC AGA AAT AGC CAA AA 688-708 403 pb
H113 Anti-sense AAA CCG GCA ATG GCT CCA AA 1091-1072
H110 H1 Sense AGG ATG GTT ACA GGACTA AG 1040-1021 739 pb
H2 Anti-sense AGT AGA AAC AAGGGTGTTTT 1760-1743
H310 H3 Sense GCATCACTC CAA ATG GAA GC 919-938 841pb
H2 Anti-sense AGT AGA AAC AAG GGT GTTTT 1760-1743
H39 H3 Sense GCG GAA TGT ACC AGA GAA AC 1037-1056 723 pb
H2 Anti-sense AGT AGA AAC AAG GGT GTTTT 1760-1743
H38 H3 Sense CAG CAAAGC YTACAG CAACTGT 347-366 709 pb
H315 Anti-sense GTTTCTCTG GTACATTTC GC 1056-1037
H33 + Sense AGC AAA AGC AGG GGATAAT
H34 H3 Sense AGC AAA AGC AGG GGATAW T 1-19 1056 pb
H315 Anti-sense GTT TCT CTG GTACATTTC GC 1056-1037

3.7.2 Padronizacdo da amplificacéo do gene — PCR/nested ou semi nested PCR

As padronizagdes foram realizadas utilizando os controles positivos de influenza descritos
no item 3.3, A/Brazil/125/2001(H3N2) e A/Brazil/133/2001(H1N1).



Para a padronizacdo da PCR para amplificacdo do gene da hemaglutinina, subtipos H1 e
H3, foram realizados testes variando, as concentragcdes de primers (para os subtipos H1 e H3,
descritos no quadro C), MgCl,, dNTP e amostra conforme esquematizado no quadro 6
compreendendo um total de 24 diferentes reacfes. Os testes foram feitos utilizando tampé&o de
reacdo (10x) (75 mM Tris-HCI [pH 9]; 50 mM KCI; 20 mM (NH,4),SO,4) e 1,25 U de Tag DNA
Polymerase (Biotools) para um volume final de 50 uplL. Apds os testes com diferentes
concentragOes de primers, dNTP, amostra e MgCl,, a PCR para amplificagcdo da hemaglutinina
consistiu de: 5 pL de cDNA diluido em tampao de reagdo (10x) (75 mM Tris-HCI [pH 9]; 50 mM
KCI; 20 mM (NH,4)2S0,), 0,20 mM de dNTP, 2,5 mM de MgCl,, 20 pmol de cada primer e 1,
25 U de Taqg DNA Polymerase (Biotools) para um volume final de 50 uL. A reagdo foi
padronizada de igual maneira para subtipo H1 e H3.

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 desnaturagdo, 1 minuto a 50
°C para hibridizacdo dos primers e 5 minutos a 72 °C para extensdo das cadeias. A extensdo final
obtida a 72 °C por 10 minutos.

Apos a primeira amplificacdo, cada um dos produtos das PCRs obtidos conforme reacdes
esquematizadas no quadro 6, foram submetidos a nested PCR ou semi-nested-PCR para
amplificacdo dos genes da hemaglutinina, subtipos H1 e H3, utilizando os primers especificos
descritos no quadro 5 e seguindo 0s esquemas descritos nas figuras 9 e 10, respectivamente.
Resumindo, os primers utilizados para a nested ou semi-nested PCR, para amplificagdo do gene
HA, subtipo H1, foram: H14 e HA114 (produto de 1040 pb), primers H110 e H2 (produto de
739 pb), primers H111 e H113 (produto de 403 pb), H16+H17 e H113 (produto de 1016 pb)
(quadro 5 — figura 9B). Os primers utilizados para a realizacdo da Semi-Nested PCR, para
amplificacdo do gene HA, subtipo H3, foram: H33+H34 e H315 (produto de 1056 pb), primers
H310 e H2 (produto de 841 pb), primers, H38 e H315 (produto de 709 pb) e primers H39 e H2
(produto de 723 pb) (quadro 5 — figura 10B).

Para a padronizacdo nested ou semi-nested PCR foram realizados um total de 27 testes para
cada par de primers, nos quais foram variadas as concentracdo de primers (10, 20 e 30 pmol),

MgCl; (2; 2,5 e 3 mM) ¢ a concentragdo de amostra em 1 pL, 2,5 uL e 5 uL conforme quadro 7.



Apds os testes, a reacdo de amplificacdo, para ambos os subtipos, consistiu de 1,0 uL do
produto de PCR, 5,0 uL do tampéo de reacdo (10x) (75 mM Tris-HCI [pH 9]; 50 mM KCI; 20
mM (NH,;),S0O,), 0,2 mM de dNTP, 2,0 mM de MgCl, 20 pmol de cada primer e 1,25 U de Taq
DNA Polymerase (Biotools) para um volume final de 50 uL. 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 hibridizagédo dos
primers e 4 minutos a 72 °C para extensao das cadeias. A extensédo final obtida a 72 °C por 10

minutos.
3.7.3 Alternativa para amplificacdo do gene da Hemaglutinina

Como alternativa para amplificacdo do gene da hemaglutinina, foram utilizados os primers:
HAfwd e HA2, HA3 e HA4, HAS5 e HAG6 e HA7 e HArev, gentilmente cedidos pelo Dr. Martin
Schutten da Erasmus Medical Center, Department of Virology, Rotterdam, Netherlands, que
amplificavam fragmentos de aproximadamente 500 pb cada, compreendendo 0 gene
inteiro. Portanto, cada amostra foi submetida a 4 PCRs distintas para amplificacdo do gene inteiro
da hemaglutinina. A reacdo foi composta de uma mistura com volume de 40 pL, que continha 5
ML de tampéo da reacdo [20 mM de Tris-HCI [pH 8.4] / 50 mM de KCI /2 mM de MgCl2], 1 uL
de dNTP [20mM], 1 U de Taq DNA Polymerase (Biotools B & M Labs, S.A.) e 33 pL de agua
ultra PURE (Invitrogen™). A essa mistura foram adicionados 2 pL de mix-primer [20 pmol de
cada] e 8 pL de cDNA diluido em &gua ultra PURE (Invitrogen™), na proporcacéo 1:4, obtendo-
se um volume final de 50 pL por reacdo. As amostras foram amplificadas em termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems Inc., EUA), a partir de uma etapa inicial a 95
°C por 15 min, seguida de 35 ciclos de 15 segundos a 94 °C para desnaturacdo das fitas, 30
segundos a 55 °C para a hibridizacdo dos primers e 45 segundos a 72 °C para extensédo, seguidos
de uma etapa final a 72 °C por 7 min para completar a extensao.



Quadro 6 - Padronizacdo da PCR para amplificacdo do gene HA, subtipos H1 e H3 - Relagdo das diferentes concentracdes de MgCl,, dNTP e primers

utilizadas na PCR.

Reac6es 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
MgCl, (mM) 15 15 15 15 15 15 15 15 2 2 2 2 2 2 2 2 25 25 25 25 25 25 25 25
Primers(pmol) 20 20 50 50 20 20 50 50 20 20 50 50 20 20 50 50 20 20 50 50 20 20 50 50
dNTP (mM) 02 02 02 02 04 04 04 04 02 02 02 02 04 04 04 04 02 02 02 02 04 04 04 04
Amostra (uL) 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10

Quadro 7 - Padronizacdo da nested/semi nested PCR para amplificacdo do gene HA, subtipos H1 e H3 - Cada um dos produtos da PCR (obtidos conforme

descrito no quadro 6) foram submetidos a rea¢Ges com diferentes concentragdes de MgCl,, primers, e quantidade do produto de PCR.

Produtos das PCRs

Reacdes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

MgCl,(mM) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 25 25 25 25 25 25 25 25 25 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Primers (omol) 10 10 10 20 20 20 30 30 30 10 10 10 20 20 20 30 30 30 10 10 10 20 20 20 30 30 30
Amostra(ul) ! 25 5 1 25 5 1 25 5 1 25 5 1 25 5 1 25 5 1 25 5 1 25 5 1 25 5




3.7.4 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% (amplificacdo do gene da
hemaglutinina) em tamp&o 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 uL de produto amplificado e 2 uL de loading buffer,
juntamente com o marcador de peso molecular 100 pb (Biotools) (para a duplex e multiplex) e 1
Kb (DNA Mass Ladder - Biotools) (para o gene da HA) foram submetidos a eletroforese em cuba
horizontal (C.B.S. EC-320 Minicell Submarina) em tamp&o 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 Purificacdo dos produtos amplificados

Apdbs a amplificacdo, as amostras foram purificadas pela técnica de precipitagdo com
acetato de potassio e etanol conforme descrito a seguir: ao produto de nested ou SemiNested PCR
foi adicionado 10% de acetato de potassio 3 M e 2 vezes o volume de etanol absoluto gelado.
Apos incubagdo a — 20 °C por no minimo uma hora as amostras foram centrifugadas por 30
minutos a 15.294 x g a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o tubo seco em temperatura
ambiente por 10 minutos. Foram adicionados 250 uL de etanol 70% gelado e a seguir foram
centrifugados a 15.294 x g a 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e os tubos
permaneceram virados sob um papel toalha até secar bem. Em seguida as amostras foram

ressuspendidas em 20 pL de agua ultra PURE (Invitrogen™).

As amostras nas quais foram verificados mais de um fragmento apds a amplificacdo foram
purificadas & partir do gel de agarose, utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega) seguindo instrucdes do fabricante.



3.9 Quantificagdo do DNA

Apbs a purificacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,0%,

conforme descrito anteriormente e quantificadas com o auxilio de marcador de peso molecular

(DNA Mass Ladder - Biotools).

3.10 Sequenciamento

Os produtos purificados foram submetidos a reacdo de sequenciamento utilizando o kit ABI

PRISM® Big Dye’™ Terminator Cycle Sequecing Reading Reaction versio 3.1 (Applied

Biosystems, Inc., EUA), seguindo as instrugdes do fabricante. A relacdo dos primers utilizados

para 0 sequenciamento do gene, com sua localiza¢do no genoma viral, polaridade e sequéncia de

nucleotideos 5°- 3’ estdo representados no quadro 8.

Quadro 8 - Relagdo dos primers, subtipo HA, polaridade, sequéncia de nucleotideos 5°— 3’ e regido dos
primers utilizados no sequenciamento do gene da HA.

Primer  Subtipo Polaridade Sequéncia de nucleotideos / 5’ - 3’ Regido
H33 H3 Sense AGC AAA AGC AGG GGATAAT 1-19
H38 H3 Sense CAG CAAAGCYTACAGCAACTGT 347-366
H310 H3 Sense GCATCA CTC CAA ATG GAAGC 919-938
H110 H1l Sense AGG ATG GTT ACAGGA CTA AG 1021-1040
H14 H1l Sense AGC AAA AGC AGG GGA AAAT 1-19
H111 H1l Sense CAC CCC AGA AAT AGC CAA AA 688-708
H16 H1 Sense CAT ACG CAG ACACAATATGT 75-95
H312 H3 Anti-sense GCT TCC ATT TGG AGT GAT GC 938-919
H315 H3 Anti-sense GTTTCT CTG GTACAT TTCGC 1056-1037
H311 H3 Anti-sense GTT TCT CTG GTA CAT TCC GC 1056-1037
H2 HleH3 Anti-sense AGT AGA AAC AAGGGT GTTTT 1760-1743
H114 H1l Anti-sense CTT AGT CCT GTAACCATCCT 1040-1021
H113 H1l Anti-sense AAA CCG GCA ATG GCT CCA AA 1091-1072
H17 H1l Sense CAT AYG CAG ACACAATAT GT 75-95




A reacdo de sequenciamento foi feita utilizando, em média, 10 a 30 ng de amostra
purificada diluida em 2 pL de tampdo de reacdo Save Money (Biotools), 2 uL de Big Dye
(Applied Biosystem, Inc, EUA), 2,5 pmol de cada primer separadamente (sense e anti-sense) e
4gua ultra PURE (Invitrogen™), totalizando um volume de 10 pL.

A extensdo enzimatica foi realizada em termociclador GeneAmpPCR System 9700, a 95 °C
por 2 minutos, seguido de 30 ciclos compostos de 15 segundos a 96 °C para desnaturagédo, 20
segundos a 52 °C para hibridizacdo dos primers e 4 minutos a 60 °C para extensdo das cadeias.
Terminada a reagdo, as amostras foram protegidas da luz e armazenadas a -20 °C.

Os produtos da reacdo de sequenciamento foram submetidos a reacdo de purificacéo, para
concentracdo do DNA, retirada das impurezas e excesso de dideoxinucleotideos terminadores ndo
incorporados. A purificacdo foi realizada pela técnica de precipitacdo com isopropanol conforme
descrito a seguir: foram adicionados 30 uL de 4gua ultra PURE (Invitrogen™) e 60 pL de
isopropanol (Merck®) em cada amostra e em seguida foram incubadas em temperatura ambiente
por 15 minutos. As amostras foram centrifugadas a 15.294 x g durante 25 minutos. O
sobrenadante foi descartado e aos sedimentos foram adicionados 150 uL de isopropanol a 75%.
Novamente foram centrifugadas a 15.294 x g 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e 0s
tubos foram colocados no mesmo termociclador a 80 °C por 2 minutos para secar. Em seguida os
tubos foram armazenados a — 20 °C até serem submetidas a eletroforese em polimero POP6

utilizando-se sequenciador automatico ABI PRISM® 3100 (Applied Biosystems).

3.11 Processamento e alinhamento das sequéncias

A edicdo das sequéncias e montagem dos contigs foram realizadas com auxilio do
programa Seq Man 4.05 - Expert Analysis Software - DNASTAR, Inc., EUA. As sequéncias do
gene da HA obtidas foram alinhadas com outras sequéncias de varias regides do mundo,
depositadas no GenBank, e com as seqiiéncias dos virus recomendados para a composi¢do das

vacinas utilizadas no Brasil no periodo em estudo (www.ncbi.nlm.nih.gov — quadro 9 ), em 2

data sets diferentes, correspondendo aos subtipos H1 e H3, utilizando o programa Se-Al -
Sequence Alignment Editor (RAMBAUT e CHARLESTON, 2001) ou BioEdit Sequence
Alignment Editor. Os alinhamentos correspondentes foram convertidos no formato Nexus para as

analises subsequentes.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Quadro 9 - Relagdo das variantes de Influenzavirus A, H3N2 e HIN1, recomendados pela OMS
paracomposicao das vacinas utilizadas no Hemisfério Sul, durante o periodo de 1999 a 2006.

Ano Cepa vacinal Cepa vacinal
Influenzavirus A H3N2 Influenzavirus A HIN1

1999 A/Sydney/5/97 A/Beijing/262/95

2000 A/Moscow/10/99 A/New Caledonia/20/99
2001 A/Moscow/10/99 A/New Caledonia/20/99
2002 A/Moscow/10/99 A/New Caledonia/20/99
2003 A/Moscow/10/99 A/New Caledonia/20/99
2004 A/Fujian/411/2002 A/New Caledonia/20/99
2005 A/Wellington/1/2004 A/New Caledonia/20/99
2006 A/California/7/2004 A/New Caledonia/20/99

3.12 Reconstrucdes filogenéticas

Inicialmente realizou-se o teste de razdo de verossimilhanca para a escolha do modelo
evolutivo a ser utilizado, com auxilio do programa Modeltest versdo 3.06 (POSADA e
CRANDALL, 1998). Uma vez escolhido o modelo, os dados foram analisados pelo método de
Méaxima Verossimilhanca, utilizando o algoritmo de Neighbor Joining, utilizando o programa
PAUP*4.0 versdo Beta - Sinauer Associates, Inc, (SWOFFORD, 1998).

Foram calculados os valores de bootstrap, com 1000 réplicas, para a verificacdo da
sustentacdo de ramos nas topologias das arvores obtidas (FELSENSTEIN, 1985).



4 Resudtados




Um total de 3.009 amostras provenientes de criancas atendidas no HU/USP foram
submetidas a triagem pela duplex RT-PCR para detec¢do dos virus Influenza A e B, seguido de

subtipagem dos IA pela multiplex PCR e amplificagdo e sequenciamento do gene HA.

4.1 Duplex RT-PCR para detecc¢ao e tipagem dos virus Influenza A e B

A duplex RT-PCR, utilizando os primers complementares ao gene NS1 - Fow A e B e Rev

A e B, gerou um produto de 190 pb para IA e de 241 pb para IB (tabela 1, figura 11).

PM 1 2" 34 5 6 78 9 10 14

Figura 11- Eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etideo, dos produtos da duplex
RT-PCR utilizando os primers Fow A — Rev A e Fow B — Rev B, para verificacdo da
amplificacdo de um fragmento de 190 pb (a) ou de 241 pb (b) do gene NS1 dos Influenzavirus A
e B, respectivamente. PM: peso molecular de 100 pb (Biotools). Canaleta 1: controle positivo
IA subtipo H1(a), Canaleta 2: Controle positivo IA subtipo H3 (a), Canaleta 3: controle positivo
de IB (b). Canaletas 4: controle negativo, Canaletas 5 a 10: amostras clinicas (ano/n°®amostra)
01/88; 01/65a; 01/97a; 01/98a; 01/92a; 01/93, Canaleta 11: controle negativo.

Das 3.009 amostras submetidas a duplex RT-PCR 4,38% (n=132) foram positivas
pela duplex RT-PCR, com distribuigdo entre os anos variando entre 1,16% em 1995 até 7,8%
em 2001. Do total de amostras positivas, 87,9% (n=116), foram positivas para Influenzavirus
A e 12,1% (n=16), foram positivas para Influenzavirus B. Verificou-se que o virus de
Influenza A foi detectado em todos os anos estudados e o virus de Influenza B foi detectado
somente nos anos 2002, 2004 e 2006 (tabela 1).



Tabela 1 - Relagdo do numero total de amostras colhidas de pacientes atendidos no Hospital
Universitario da USP, do nimero de amostras de Influenza positivas e do nimero de
amostras de Influenzavirus A e B por ano (de 1995 a 2006).

Ano Ndmero de Ndmero de Ndmero de amostras NUmero de amostras
amostras amostras positivas Influenzavirus A (%) Influenzavirus B (%6)
colhidas (%)

1995 172 2(1,1) 2 (1,16) -

1996 229 5(2,2) 5(2,18) -

1997 65 3(4,6) 3(4,61) -

1998 98 9(9,2) 9 (3,04) -

1999 164 5(3,0) 5(4,31) -

2000 202 4 (2,0) 4 (1,98) -

2001 127 10 (7,9) 10 (7,87) -

2002 172 5(2,9) 2 (1,16) 3(1,7)

2003 303 14 (4,6) 14 (4,62) -

2004 451 28 (6,2) 19 (4,21) 9(2,0)

2005 525 18 (3,4) 18 (3,42) -

2006 501 29 (5,8) 25 (4,6) 4(0,8)

Total 3.009 132 (4,4) 116 (87,87) 16 (12,3)

Embora o numero de amostras analisadas seja variavel durante os anos e 0 nimero de

amostras positivas pequeno em alguns anos, foi possivel verificar que, em geral, a circulacdo do

virus influenza foi maior nos meses de maio a julho (figura 12), com exce¢do dos anos 2001 e

2004, em que o virus circulou predominantemente em outubro e marco, respectivamente.
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Figura 12 - Distribui¢do do virus Influenza por més durante o periodo de 1995 a 2006.

A maior incidéncia do Influenzavirus ocorreu em criangas com idade < 2 anos (120/127 =

94,48%), com pico nos 6 primeiros meses de vida (68/127 = 53,54%) (figura 13).

M 0-6 meses
H7-11meses
| 1-2 anos
H 3-5 anos

=5 anos

Figura 13 - Quantidade de casos positivos causados pelo virus influenza em diferentes faixas etarias.



4.2 Multiplex RT-PCR

Apds a deteccdo dos Influenzavirus A e B, as amostras positivas para Influenzavirus A
foram subtipadas por meio da multiplex RT-PCR, utilizando primers complementares aos genes
que codificam as proteinas HA (H1, H3) e NA (N1 e N2), descritos no quadro 4 (figura 14).

Das 116 amostras positivas para o Influenzavirus A, 86,2% (n=100) foram subtipadas,
sendo 9% (n=9) eram H1IN1 e 91% (n=91) eram H3N2. Um total de 16 amostras (13,8%) nédo
foram subtipadas por essa multiplex (tabela 2). As amostras ndo subtipadas foram submetidas a

outra multiplex padronizada em nosso laboratério (ANEXO B), confirmando a negatividade.

Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo, dos produtos da multiplex RT-PCR,
utilizando os primers HI1R — H1F e HI3R — HI3F para verificacdo da amplificacdo de um fragmento
de 165 pb ou 231 pb do gene da hemaglutinina (HA) de IA subtipo 1 (H1) ou do subtipo 3 (H3),
respectivamente, e de 427 pb ou 176 pb do gene da neuraminidase (NA) do subtipo 1 (N1) ou do
subtipo 2 (N2), utilizando os primers N1R — N1F e NI2R1 — NI2F respectivamente. PM: marcador
molecular de 100 pb (Biotools). Canaleta 1: controle positivo IA subtipo HIN1; Canaleta 2: controle
positivo 1A subtipo H3N2. Canaletas 3 e 10: controles negativos. Canaletas 4 a 9: amostras clinicas
(n°amostra/ano) 218_2003; 236_2003; 260_2003; 270_2005; 165_2000; 63_2001.



Tabela 2 - Subtipagem das amostras positivas para Influenza A e circulacdo dos subtipos H3N2 e HIN1 no
periodo de 1995 a 2006.

Ano Total de amostras IA Influenza A Influenza Total de
H3N2 A HIN1 amostras ndo
Subtipadas
1995 2 2 0 0
1996 5 3 0 2
1997 3 3 0 0
1998 9 9 0 0
1999 5 5 0 0
2000 4 3 1 0
2001 10 7 2 1
2002 2 2 0 0
2003 14 13 1 0
2004 19 16 0 3
2005 18 12 0 6
2006 25 16 5 4
Total 116 91 9 16

4.3 Amplificacdo do gene da hemaglutinina para sequenciamento

A padronizagdo da amplificagdo do gene da hemaglutinina, subtipo H1, foi realizada
conforme descrito no item 3.7.2, utilizando os primers descritos no quadro 5 e seguindo 0s
esquemas descritos na figura 9. Assim, apés a primeira PCR que amplificava o gene inteiro (1760
pb), o produto da PCR foi submetido a reacGes de nested ou semi nested PCR e os produtos
gerados, utilizando os primers: H14/H114, H16+H17/H113, H110/H2, e H111/H113 foram de
1040 pb, 1016 pb, 739 pb e 403 pb, respectivamente, compreendendo, portanto, o gene completo
da hemaglutinina (esquema 9B). A figura 15 representa a amplificacdo pelas nested ou
seminested PCR realizada com o controle positivo HIN1 (A/Brasil/133/2001).

A padronizacdo da amplificacdo do gene da hemaglutinina, subtipo H3, foi realizada
conforme descrito no item 3.7.2 utilizando os primers descritos no quadro 5 e seguindo 0s
esquemas descritos na figura 10. Assim, apos a primeira PCR que amplificava o gene inteiro
(1760 pb) o produto da PCR foi submetido a reagOes de Nested ou Semi Nested PCR e os
produtos gerados, utilizando os primers: H33+H34/H315, H38/H315, H39/H2 e H310/H2, foram



de 1056 pb, 709 pb, 723 pb e 841 pb, respectivamente, compreendendo, portanto, 0 gene
completo da hemaglutinina (esquema 10B). A figura 15 representa a amplificagdo pelas nested ou
seminested PCR realizada com o controle positivo H3N2 (A/Brasil/125/2001).

Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, dos produtos da nested ou
semi nested PCR para amplificacdo do gene da Hemaglutinina, subtipo H1 e H3, padronizada
utilizando as amostras controles - (A/Brasil/133/2001 (H1N1) e A/Brasil/125/2001 (H3N2)).
PM: marcador molecular de 1 kb (Biotools). Canaleta 1: controle H1, fragmento de 1040 pb
utilizando primers H14 — H114. Canaleta 2: controle H1, fragmento de 1016 pb primers
H16+H17 — H113. Canaleta 3: controle H1, fragmento de 739 pb utilizando utilizando primers
H110 — H2. Canaleta 4: controle H1, fragmento de 403 pb utilizando primers H111 — H113.
Canaleta 5: controle H3, fragmento de 1056 pb utilizando primers H33+H34 - H315. Canaleta
6: controle H3, fragmento de 709 pb utilizando primers H38 - H315. Canaleta 7: controle H3,
fragmento de 723 pb utilizando primers H39 — H2. Canaleta 8: controle H3, fragmento de 841
pb utilizando primers H310 — H2.

Apbs a padronizacdo da amplificacdo do gene da HA utilizando controles positivos de 1A,
subtipos HIN1 e H3NZ2, as 116 amostras positivas para IA foram submetidas a PCR, seguida pela
nested ou semi nested PCR. Inicialmente foram realizadas reagOes utilizando os primers H14/
H114 e H110/H2, gerando fragmentos 1040 pb e 739 pb respectivamente, para amplificacdo do
subtipo H1N1 e os primers H33+H34/H315 e H310/H2, gerando fragmentos de 1056 pb e 841 pb
respectivamente para o subtipo H3, que compreendiam o gene inteiro. As amostras que foram
negativas nessa amplificacdo foram submetidas a uma nova nested ou semi-nested PCR com 0s
demais pares de primers H16+H17/H113 e H111/H113 para amplificacdo do subtipo HIN1 e os
primers H38/H315 e H39/H2 para amplificagdo do subtipo H3N2. As amostras que nao tiveram o

gene da HA amplificado por nenhum dos dois métodos foram submetidas a nova PCR utilizando



os primers gentilmente cedidos pelo Dr. Martin Schutten, conforme descrito no item 3.7.3 .

Das 9 amostras IA subtipo H1, somente 2 (amostra 65 2001 e 63_2001) (22,5%) tiveram
apenas os fragmentos de 1040 pb e 723 pb amplificados (figura 16 tabela C.1 do ANEXO C). Por
outro lado, 77,5% das amostras (n=7) foram amplificadas utilizando a metodologia descrita no

item 3.7.3. Os resultados estdo demonstrados na figura 17 e tabela C.1 do ANEXO C.

Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, dos produtos da nested PCR das
amostras clinicas, utilizando os primers H14 — H114 (a) e H110 — H2 (b) para verificacdo da
amplificacdo de um fragmento de 1040 pb e 739 pb do gene da hemaglutinina (HA). PM: marcador
molecular de 1 kb (Biotools). Canaleta 1 a 8: amostras clinicas (n°amostra/ano): 165 2000a;
165_2000b; 63_2001a; 63_2001b; 265_2003a; 265_2003b; 65_2001a; 65_2001h.
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Figura 17 - Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, dos produtos amplificados do gene da
Hemaglutinina (H1) utilizando os primers: HAfwd e HA2, HA3 e HA4, HA5 e HA6 e HA7 e HA-rev.
Canaleta 1: amostra 63_2001 utilizando primers HAfwd e HA2, Canaleta 2: amostra 63_2001 utilizando
primers HA3 e HA4, Canaleta 3: amostra 63_2001 utilizando primers HA5 e HA6 e Canaleta 4: amostra
63_2001 utilizando primers HA7 e HA-rev; Canaleta 5: amostra 65_2001 utilizando primers HAfwd e HA2,
Canaleta 6: amostra 65_2001 utilizando primers HA3 e HA4, Canaleta 7: amostra 65_2001 utilizando
primers HA5 e HAG e Canaleta 8: amostra 65_2001 utilizando primers HA7 e HA-rev;; Canaleta 9: amostra
165_2000 utilizando primers HAfwd e HA2, Canaleta 10: amostra 165_2000 utilizando primers HA3 e HA4,
Canaleta 11: amostra 165_2000 utilizando primers HAS e HA6 e Canaleta 12: amostra 165_2000 utilizando
primers HA7 e HA-rev. PM: marcador molecular de 100 pb (Biotools).



Das 91 amostras do subtipo H3N2 39,5% (n=36) tiveram os fragmentos de 1056 pb e 841
pb amplificados, compreendendo o gene inteiro. Onze amostras (13%) foram amplificadas
parcialmente, somente o fragmento de 841 pb (figura 18 e tabela C.2 do ANEXO C). As
amostras ndo amplificadas utilizando os primers descritos na primeira metodologia (item 3.7.2)
foram submetidas & amplificagdo conforme descrito no item 3.7.3, sendo que um total de 30
amostras (32%) teve pelo menos 2 fragmentos amplificados (figura 19 e tabela C.3 do ANEXO
C). Um total de 14 amostras (15,5%) mantiveram-se negativas em todas as metodologias

utilizadas.

115 12 {15 140 1% 16 17

Figura 18 - Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, dos produtos da nested ou
semi nested PCR das amostras clinicas, utilizando os primers H33+H34 — H315 (a) e H310 — H2
(b) para verificagdo da amplificacdo de um fragmento de 1056 pb e 841 pb do gene da
hemaglutinina (HA). PM: marcador molecular de 1 kb (Biotools). Canaleta 1 a 19: amostras
clinicas (n°amostra/ano) amplificadas com o par de primers a ou b: 182 2003b; 213 _2003b;
246_2003b; 253_2003b; 260_2003b; 16_2004a; 30_2004b; 37_2004a; 41_2004a; 64 _2004a;
92 _2004a; 72_2005a; 16 2004b; 30_2004b; 37_2004b; 41 2004b; 64 2004b; 92_2004b;
72_2005b

HAfwd e HA2 HA3eHA4 HAS e HA6 HA7 e HArev
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Figura 19 - Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, dos produtos amplificados do
gene da Hemaglutinina (H3) utilizando os primers: HAfwd e HA2, HA3 e HA4, HAS5 e HAG6 e
HA7 e HA-rev. Canaleta 1- PM: marcador molecular de 1 kb (Biotools). Canaletas 2 a 7:
Amostras 791_2006; 972_2006; 979_2006; 988_2006; 1001_2006 e 1015 2006, utilizando
primers HAfwd e HA2; Canaletas 8 a 13: Amostras 791_2006; 972_2006; 979 2006; 988 2006;
1001_2006 e 1015_2006, utilizando primers HA3 e HA4; Canaleta 14- PM: marcador molecular
de 1 kb (Biotools), Canaletas 15 a 20: Amostras 791_2006; 972 _2006; 979 2006; 988 2006;
1001_2006 e 1015 2006, utilizando primers HA5 e HA-6 e Canaletas 21 a 26: Amostras
791_2006; 972_2006; 979_2006; 988_2006; 1001_2006 e 1015 2006, utilizando primers HA7 e
HA-rev.



4.4 Sequenciamento do gene da hemaglutinina

As amostras que tiveram pelo menos uma parte do gene amplificada foram purificadas
conforme item 3.8. Das 9 amostras IA subtipo HIN1 submetidas a rea¢do de sequenciamento, 1
amostra teve 1417 nt (compreendendo os nucleotideos 5 a 1488) sequenciados, 1 amostra teve
1395 nt (compreendendo os nucleotideos 4 a 1399) sequénciados, compreendendo a praticamente
toda a regido codante do gene da hemaglutinina. O sequenciamento do gene das sete amostras 1A
subtipo H1N1 restantes ndao apresentaram resultados satisfatérios.

O resultado das amostras IA subtipo H3N2 submetidas a reacdo de sequenciamento
encontram-se organizados na tabela C.4. do Anexo C. Das 91 amostras subtipadas como H3N2,
43% (n=39) tiveram pelo menos uma parte do gene sequenciada.

Para verificar a compatibilidade das cepas vacinais utilizadas na Campanha Nacional de
Vacinagdo contra Influenza, as sequéncias obtidas foram alinhadas com as cepas vacinais
recomendadas pela OMS para o hemisfério sul, no periodo de 1995 a 2006, periodo
correspondente as campanhas vacinais no Brasil (quadro 9).

As figuras 20 e 21 correspondem ao alinhamento das sequéncias traduzidas de aminoacidos
de IA, subtipos HIN1 e H3N2, respectivamente, obtidas no presente estudo frente as respectivas
sequéncias das cepas vacinais utilizadas no periodo. As tabelas 3 e 4 apresentam a relacdo de
todas as alteracdes de aminoacidos ocorridas nos sitios antigénicos da Hemaglutinina, subtipo H1
e H3, respectivamente (WILEY et al., 1981 e CATON et al., 1982), quando comparadas as cepas

vacinais utilizadas no periodo.
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Figura 20 - Representacdo do alinhamento das sequéncias de aminoacidos da HA de 2 amostras de Influenzavirus A, subtipo H1N1, obtidas no periodo de 1995 a 2006. Foi incluida no
alinhamento a cepa vacinal recomendada para o periodo (quadro 9). Somente os aminoacidos distintos da cepa vacinal A_New Caledonia_20_1999 estdo destacados com
um retangulo vermelho. Os retangulos azuis indicam sitios da proteina envolvidos na ligagdo com receptores celulares. (-) indica o fragmento ndo sequenciado. (*) indica
Stop Cédon. Sitios antigénicos® Sa (s), Sb (m), Ca (=), Cb (). ! Caton et al., 1982.

Fonte: Caton et al., 1982.
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Figura 21 - Representacdo do alinhamento das sequéncias de aminoécidos da HA de 34 amostras de Influenzavirus A, subtipo H3N2, obtidas no periodo de 1995 a 2006.
Foram incluidas no alinhamento as cepas vacinais utilizadas no periodo de 1999 a 2006 (quadro 9). Somente aminodacidos distintos das cepas vacinais estdo
demonstrados. O retangulo azul indica aminoacidos conservados de ligacéo de receptores. (-) indica o fragmento ndo sequenciado. AlteragBes que aconteceram
dentro dos sitios antigénicos estéo destacadas. Os stios antigénicos® estdo destacados por retangulos coloridos 1 Wiley et al., 1981. Os sitios de N-glicolisag&o
estdo indicados pelos residuos sublinhados
Fonte: Skehel e Wiley, 2000.
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Na andlise das sequiéncias de aminoacidos traduzidos da HA dos Influenzavirus A
subtipo H1, verificamos que, em comparagdo com o virus vacinal utilizado no ano,
houve apenas uma mutacdo localizada no sitio antigénico Ca (V169A) (CATON et al.,
1982) e outras 5 mutacdes isoladas (figura 20, tabela 3), demonstrando grande
similaridade dos virus circulantes em 2001 com o vacinal.

No presente estudo, verificou-se que 3 regides localizadas dentro da porgédo HAl
do gene HA (subtipo H3) apresentaram multiplas mutacdes. As regides entre 0s
residuos 140 ao 196, 205 a 236, 262 ao 276 apresentaram 18, 6 e 8 sitios com
substituicdes de aminoacidos, respectivamente. Coincidentemente nessas regides foram
identificados os principais sitios antigénicos da proteina, denominados: A a E (WILEY
et al., 1981). Algumas dessas muta¢des foram pontuais e outras ocorreram em todas as
sequéncias, em alguns casos fixando-se no decorrer do tempo. Por exemplo, houve uma
mudanca conservativa no sitio 173 de acido aspartico (D) (nas cepas vacinais de 1999 e
2000, A/Sydney 1997 e A/Moscow/10/1999, e nas cepas circulantes em 1999) para
acido glutamico (E) (nas cepas circulantes a partir do ano 2000) (figura 21).

Quando comparamos as sequéncias da HA (subtipo H3) obtidas com os virus
vacinais utilizados nos periodos correspondentes, verificamos uma boa similaridade
entre elas nos anos de 2004, 2005 e 2006, nos quais verificamos que 3, 3 e 2 sitios
apresentaram alteracfes em todas as sequéncias em compara¢do com 0 virus vacinal,
respectivamente. Nos demais anos (1999 a 2003) verificamos uma propor¢do maior de
mutacdes em todas as sequéncias em relacdo ao virus vacinal, especialmente nos sitios
antigénicos, como se pode verificar na figura 21 e na tabela 4.

Desta maneira, verifica-se que com relacdo a cepa vacinal utilizada em 1999
(A_Sydney 5 1997), ocorreram duas alteracdes dentro dos sitios antigénicos (A e B).
Com relagdo a cepa A_Moscow_10 1999 (utilizada de 2000 a 2003) verificamos a
ocorréncia de 4 alteragdes ocorridas nos sitios A, B e E. Com relagdo a cepa vacinal
A _Fujian_411 2002, ocorreram duas alteracfes dentro do sitio antigénico B e uma
alteracdo nas amostras brasileiras e vacinal, ocorrida no sitio 145 (D145N), que conferiu
a essas amostras um possivel sitio de N-glicosilacdo extra. Com relagdo a cepa vacinal
de 2005 (A_Wellington_1 2004) verificamos que as amostras circulantes neste ano
apresentaram duas alteracdes em sitios antigénicos e finalmente, com relacdo a cepa
A_California_7_2004 (utilizada em 2006) ocorreram 2 alteragcdes em sitios antigénicos,

ocorridas apenas em uma amostra.



Tabela 3 - Relagdo das alteragdes de aminoacidos quando comparado a cepa vacinal do

Influenzavirus A subtipo HIN1.

Posicao Aminoé&cido Aminoacido amostra Sitio Antigénico*
vacinal Brasileira
Cepa A_NewCaledonia 20 1999
169 \Y A

Fonte: Caton et al 1982



Tabela 4 - Variagdo de aminoacidos regido HAL do gene da hemaglutinina de sequéncias |A H3N2 brasileiras referentes ao periodo de 1995 a 2006 comparadas as cepas
vacinais recomendas para cada ano no Hemisfério Sul. (-) indica que ndo houve alteragdo. A localizacao dos sitios antigénicos, A - E, estdo indicadas na primeira linha.

Sitio Antigénico A A A A A A A A A
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Continuagéo.

Sitio Antigénico B B B B B B B B D D C
N° aa. 160 172 185 186 189 192 193 194 196 205 216 222 223 225 226 227 233 239 261 262 267 271 275 276 297 299 304 312 315 317 325 326
A/Sydney/5/97 K D P S S T S I A S N W Vv G | S H P R S I D G K \% R A N K A E K
341995 - - - - - - - L \Y; - S - - - - - Y - - N - - D N - - - - - - - -
60_1995 - - - - - - - L \Y; - - - - - - - Y - - N - - D N L - - - . . B B
202_1996 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - G - - E - - -
49 1997 - - - - - - - L \% - - - - - \% - Y - - - - - D N R . R R . B B )
611998 - - - - - - - L - - - - - \% - Y - - - - - | . R R - - )
62_1998 - - - - - - - L - - - - - \Y - Y - L - - - - - - - - - - - - -
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A/Moscow/10/99 R D P S T S \% \% S N W \Y% G \Y% S Y P R | D G K \% R A N K A E K
93_2000 - E - - - 1 - L - - - - B - - - . - - - . N R R R . . R _ _ _ .
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137_2002 - E - G - | - L - - - - - - - - - - - - - - - - - - p - - - - -
194 2003 - E - G - I - L - - - R D - - - - - - S - - - - - - - - - -
206_2003 - E - G - | - L - - - - - - - - - - - - - - - - - - p - - - - _
211_2003 - E - G - | - L - - - - - - - - - - - - - - - - - - p - - - - -
213_2003 - E - G - | - L - - - - - - - - - - - - - - - - - - p - - - R -
216_2003 - E - G - 1 - L - - - - - - - . . . . . . . _ . . _ P _ ) ) A )
218_2003 - E - G - 1 - L - - - - - - - . . . . . . . _ . . _ P _ ) ) ) )
A/Fujian/411/02 K E P G S | S L A S N R \% D \% S Y P R S | D G K \Y% R A N K A E K
442004 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
49_2004 - - - N - - - - - - - - - P - - - - - - - - - - - - - - - -
61_2004 - - - - N - - - - - - - - - - P - - - - - - - - - - - - - - -
70_2004 - - - - N - - - - - - - - - P - - - - - - - - - - - - - - - -
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211_2005 - - - - - - - - - - S - 1 - - - - - - - Vv - - - - R R R - - - _
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270_2005 - - - - - - - - - - S - 1 - - - - - - - Vv - - - - - - - - - - Q
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Fonte: Wiley; Wilson; Skehel, 1981



4.5 Reconstrucdes Filogenéticas

Para a comparacdo dos virus brasileiros com os circulantes no restante do mundo, tanto no
Hemisfério Norte como no Hemisfério Sul, as seqliéncias correspondentes a regido HAL do gene
da HA do gene da hemaglutinina obtidas foram alinhadas com as sequéncias depositadas no
GenBank e submetidas a uma anélise filogenética, pelo critério de Maxima Verossimilhanca.

Inicialmente, foi realizada uma andlise do conjunto de dados para o subtipo H3, envolvendo
o0 teste de razdo de verossimilhanca. O modelo de substituicdo de nucleotideos que melhor
explicaria as relagdes evolutivas entre as sequéncias foi 0 TVM+G (Transversional model with
gama distribution). Essa andlise ndo foi realizada com o subtipo H1 devido ao nimero reduzido
de sequéncias obtidas.

A figura 22 representa a topologia da arvore para as amostras dos Influenzavirus A subtipo
H3N2, obtida pelo método de Maxima Verossimilhanca. Os valores de bootstrap revelaram-se
satisfatoriamente altos, refletindo a boa sustentacéo dos ramos.

No geral, verificamos que as sequéncias agrupam-se em clusters conforme o ano de isolamento,
demonstrando uma variacdo temporal e ndo geografica, uma vez que virus de diferentes
localidades agruparam-se no mesmo cluster. As amostras brasileiras agruparam-se nos clusters
referentes aos anos de isolamento da amostra e préximas aos virus vacinais utilizados nos anos

correspondentes, com excecao da amostra de 1999.
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Figura 22 - Topologia da arvore obtida pelo método de Méxima Verossimilhanga das sequéncias brasileiras de
Influenzavirus A, H3N2. Os valores de bootstrap estdo representados sobre os ramos. As amostras brasileiras
estdo representadas da mesma cor que a cepa vacinal utilizada no periodo (quadro 9). Cepas: A/Sydeney/5/97,
A/Moscow/10/99, A/Fujian/411/2002, A/Wellington/1/2004, A/California/7/2004.
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No presente estudo foi encontrada uma baixa positividade de Influenzavirus em criancas
(4,38%). Os resultados estdo em concordancia com dados da literatura, que descrevem indices de
incidéncia variando entre 1,2% e 9,1% (ALBUQUERQUE et al., 2009; CHUTINIMITKUL et
al., 2008, VIDAL et al., 2008; THOMAZELLI et al., 2007; COELHO et al., 2007; POEHLING
et al., 2006, MOURA et al., 2010). Porém, Neuzil et al. (2002), em um estudo realizado na cidade
de Seattle, EUA, demonstraram que, anualmente, cerca de 15% de criangas em idade escolar e
42% em idade pré-escolar sdo infectadas pelos virus influenza e Ploin et al. (2007) demonstraram
que no periodo de surto do virus a prevaléncia em criangas com idade variando de 12 a 35 meses
foi de 57% e em criangas menores de 12 meses foi de 39%. Estudo realizado em Macei6 por
Oliveira et al., (2004) e em Curitiba por Tsuchiya et al. (2005), também descreveram que 0s
indices mais elevados de positividade foram obtidos em criancas com idade mais avancada, entre
5 e 14 anos. A populacdo estudada em nosso trabalho consistiu, em sua maioria, de criangas
menores de 5 anos de idade (& exce¢do do ano de 1995, no qual foram analisadas criancgas até 15
anos), justificando, talvez, os resultados encontrados.

A maior prevaléncia foi verificada em criangas menores de 2 anos (94,5%), com um pico
observado nos primeiros seis meses de vida (53,4%). As pessoas pertencentes a essa faixa etaria
sdo descritas na literatura como pacientes de risco para o desenvolvimento de infeccdes mais
sérias causadas pelo virus Influenza com consequente hospitalizacdo (KIM et al., 2008;
MATHISEN et al., 2010; POEHLING et al., 2006; PELTOLA et al., 2003; NEUZIL et al, 2000;
SUGAYA et al., 2000). Verificamos que no total de 132 amostras positivas 67,42% (n=89)
corresponderam a pacientes internados (72 na enfermaria e bercario, 17 na UTI) e 18,18% (n=24)
pacientes atendidos no pronto atendimento, confirmando o risco de desenvolvimento de
complicacdes nesta populagdo, com necessidade de hospitalizacdo (tabela D.1 do ANEXO D).
N&o conseguimos obter dados da procedéncia do local de atendimento no Hospital Universitario
de 19 pacientes.

Um estudo realizado por Coelho et al. (2007) com amostras de criangas com infeccao
respiratoria aguda com idade inferior a cinco anos atendidas em unidade hospitalar na cidade do
Rio de Janeiro, também demonstraram baixa frequéncia dos virus influenza A e B. Entretanto,
contradizendo 0s nossos resultados houve menor ocorréncia do virus em criangas internadas
(35,6%) quando comparado as criangas que passaram pelo ambulatorio (51,1%). Estudos maiores

envolvendo outros centros com criangas atendidas no Pronto Atendimento e internadas em



unidades hospitalares e extratificadas por idade sdo essenciais para estabelecer uma vigilancia
eficiente para a infec¢do causada pelo virus influenza em criangas no Brasil.

Entretanto, na avaliacdo dos resultados, € de extrema importancia ressaltar que este foi um
estudo retrospectivo, no qual foram analisadas amostras armazenadas em freezer — 70 °C h& mais
de uma década e que podem, portanto, ter sofrido degradacéo, ndo estando em condigdes ideais
para a realizacdo do diagnostico pelas técnicas utilizadas, levando a resultados falso negativos,
explicando a baixissima positividade verificada em alguns anos do estudo (LANDRY, 2011;
DWYER et al., 2006).

Frisbie et al. (2004) utilizaram aspirado nasal de criangas menores de 5 anos, com
diagnéstico confirmado de influenza, para comparar a métodos de deteccdo do Influenzavirus. As
amostras frescas foram utilizadas, inicialmente, para isolamento em cultura de células, usado
como “gold standad”, e RT-PCR. A ultima apresentou uma sensibilidade de 82% quando
comparada a cultura. Apos alguns anos de estocagem a -70 °C, essas amostras foram retestadas e
a sensibilidade da RT-PCR diminuiu para 62%. Os autores atribuiram a degradacdo do acido
nucléico como causa da diminuicdo de positividade das amostras.

He et al. (2009) sugeriram que a ndo amplificacdo das amostras também pode estar
relacionada a alta variabilidade do virus, sujeito a ocorréncia de drifts e shits que pode contribuir
na diminuicdo da especificidade e, consequentemente, sensibilidade da técnica, embora o gene
alvo da Duplex RT-PCR fosse o NS, que é conservado nos virus influenza. Todavia, ressaltamos
ser de extrema importancia a rapida e constante atualizacdo dos bancos de dados de sequencias,
para que seja possivel o desenho de primers adequados para a detecgdo de um novo virus por
qualquer teste.

Portanto, o indice de positividade de Influenzavirus em criangas ao redor do mundo é
bastante variavel, sendo descrito que cerca de 20% infecta-se anualmente, excretando o virus em
grandes quantidades e por periodos mais prolongados que os adultos, sendo indiscutivel o papel
das criangas como fonte disseminadora do virus para a comunidade (PLOIN et al., 2007).

As epidemias anuais de Influenza ocorrem tipicamente durante o outono até o comeco da
primavera, com predominancia no inverno (BHARAJ et al., 2009; MOURA et al., 2009;
FORLEO NETO et al., 2003; PELTOLA et al., 2003; IZURIETA et al., 2000; KIM et al., 2008).
Entretanto, os ciclos sazonais sao fortemente definidos nas regides temperadas e menos definidos

nas regides tropicais (VIBOUD et al., 2006), sugerindo que fatores ambientais podem direcionar



tais padrbes. Alonso et al. (2007) descreveram que a circulagéo anual do influenza no Brasil se
assemelha a uma “onda”, com intervalo de aproximadamente 3 meses entre o inicio da epidemia
nas regides norte e nordeste do pais com relagdo ao sul e sudeste.

Durante os 12 anos de estudo, apesar do baixo indice de amostras positivas, podemos
verificar uma maior circulagdo do virus influenza nos meses de maio a julho, exceto no ano de
2001 no qual o pico de circulacdo ocorreu em outubro e em 2004 no qual o virus circulou
praticamente durante todo o ano, com maior ocorréncia durante 0 més de marco. A maior
circulacdo do virus influenza no verdo de 2004, também foi relatada por Jian et al. (2007),
durante 0 mesmo periodo em Taiwan, sendo sugerido pelos autores que esta cepa circulante foi
“importada” e era diferente da que circulou durante em invernos anteriores.

Dados da literatura descrevem a ocorréncia dos surtos de influenza durante os meses de
outono/inverno, com maior atividade entre os meses de abril a junho nas regides Sul e Sudeste do
Brasil, dados que corroboram os obtidos por n6s (CINTRA e ARRUDA, 2000, MELLO, et al.
2009; VIDAL et al., 2008).

Os virus de influenza A foram detectados em todos os anos estudados, e o virus de
Influenza B apenas em trés anos (2002, 2004 e 2006). Nossos dados sdo semelhantes aos
descritos por Vidal et al. (2008), no qual o IA foi tipo predominante no periodo de 2000 a 2003,
na cidade de Curitiba, no Parana. Entretanto, Moura et al. (2009), verificaram a co-circulagdo de
ambos os tipos (89,3% para IA e 10,7% para IB), com predominancia do IA, no periodo de 2001
a 2007, na cidade de Fortaleza, Ceara, localizada no Nordeste do Brasil. Curiosamente, no ano de
2006, um dos poucos no qual verificamos a circulacdo do 1B em Séo Paulo, ndo foi verificada a
circulacdo deste virus em Fortaleza. Outro fato interessante com relagdo a circulacdo do virus
influenza B foi a maior prevaléncia com relagéo ao virus influenza A no inverno de 2004 (tabela
E.1 do ANEXO E). O que pode ter ocorrido, é que a populagcdo teve contato com o virus
influenza A durante o verdo e quando o inverno chegou ja apresentava imunidade contra a cepa
do subtipo H3, dando espaco a disseminacgéo do Influenzavirus B (JIAN et al., 2007).

O Influenzavirus A é igualmente isolado nos pacientes internados e no atendidos em
ambulatorio, enquanto o Influenzavirus B € predominantemente encontrado nos pacientes
ambulatoriais (TSUCHIYA et al., 2005). Em nosso estudo o virus de Influenza B foi
predominantemente detectado em amostras de pacientes internados (11 de 13, sendo 10 na
enfermaria e 1 na UTI) do que de pacientes atendidos no Pronto Atendimento (2 de 13). Esses



resultados refletem a importancia dos estudos sobre a prevaléncia de infecgdo por virus influenza
em pacientes pediatricos, especialmente do IB.

Neste estudo, o subtipo H3N2 foi o mais freqiente em todos os anos, sendo o subtipo
H1IN1 detectado apenas em 4 anos: 2000, 2001, 2003 e 2006. O subtipo H3 também foi descrito
em outros estudos como o mais prevalente em varias localidades, como na Tailandia de 2006 a
2009 (SUWANNAKARN et al., 2010) e na Dinamarca, no qual foi o predominante de 1999 a
2006, com excecdo da epidemia de 2000-2001, quando o subtipo H1N1 foi o predominante pela
introducdo de uma nova linhagem (A/NewCaledonia/20/1999-like) (BRAGSTAD et al., 2008).
Em um estudo envolvendo 19 paises de clima temperado, tanto do Hemisfério Norte como do
Hemisfério Sul, Finkelma et al. (2007) relataram a predomindncia do H3N2 em 9 anos
consecutivos (1997 a 2005), seguido pelo Influenza B e HIN1, com co-circulacdo dos trés tipos,
corroborando os resultados encontrados. No Brasil, Paiva et al. (2000) relataram uma maior
prevaléncia do subtipo H3N2 (47,6%) em relacdo ao HIN1 (31,7%) durante os anos de 1996 a
1998 e em 2006 foi verificada a co-circulagdo dos virus HIN1 e H3N2, com predominancia do
H1N1 (PAIVA et al., 2006).

Um dos motivos para a ndo subtipagem de 13,8% das amostras pela Multiplex RT-PCR
pode ser a alta variabilidade dos genes da hemaglutinina e neuraminidase. Por se tratar de um
virus RNA, cuja enzima, RNA polimerase RNA dependente, ndo possui mecanismo de correcéo,
0 numero de alteragdes de nucleotideos por ciclo replicativo € maior do que os virus de DNA,
(COFFIN, 1992; HOLLAND et. al, 1996). Outra razdo para a ndo subtipagem seria que o gene da
hemaglutinina possui escassas regibes conservadas, dificultando o desenho dos primers.
AlteracOes de bases nitrogenadas, que ocorrem naturalmente nessas sequiéncias, e com mais
frequéncia do que nos outros genes, impede que ocorra uma ligagdo especifica entre os primers e
a fita alvo (WEBSTER, 1980).

A regido HAL, que compreende os aminoacidos 1 ao 328, é conhecida como regido de
maior importancia da Hemaglutinina, pois contém a regido de ligagdo com o receptor celular
(&cido sialico) e as regides de ligacdo com 0s anticorpos e consequentemente, importantes para a
neutralizacdo do virus (WILEY et al., 1981; SKEHEL e WILEY, 2000; CHUTINIMITKUL et
al., 2008). Por esta razdo essa foi a regido escolhida para realizarmos a analise do gene da

hemaglutinina.



A regido HA1 dos Influenzavirus A, subtipo H1 e H3, possuem cinco aminoacidos
extremamente conservados, destacados nos alinhamentos por um retangulo azul (figuras 20 e 21),
que sdo: Tyr(Y)-98, Ser(S)-136, Trp(W)-153, His(H)-183 e Tyr(Y)-195. Estes aminoacidos estéo
relacionados a ligacdo do virus ao receptor celular, acido sialico. (BUSH et al., 1999; SKEHEL e
WILEY, 2000). N&o verificamos alteraces em nenhum desses sitios, indicando que a ligagdo
com os receptores celulares manteve-se conservada.

Para hemaglutinina H1 estdo definidos 4 sitios antigénicos — sitio Sa (aa 125; 128-129;
157-158; 160 a 167 ), sitio Sb (aa 156; 159; 189; 192 a 198), sitio Ca (aa 140 a 145; 169 a 173;
207-208; 224-225; 240), sitio Cb (aa 72 a 79 e aa 219) (CALTON et al., 1982), e para a
hemaglutinina H3 estdo definidos 5 sitios antigénicos — sitio A (do aminoécido 122, 124, 126,
130 a 133, 135, 137, 138, 140, 142 a 146, 150, 152, 168), sitio B (aa 155 a 160 e aa 188 a 198 ),
sitio C (aa 276 a 281), sitio D (aa 204 a 220), sitio E (aa 170 a 174 e aa 259 a 265) (WILEY et al.,
1981).

Caton et al., (1982), compararam os sitios antigénicos dos Influenzavirus A subtipo H1 com
0s do subtipo H3 e descreveram que o sitio Ca corresponde ao sitio D do subtipo H3.

Ao analisarmos as sequéncias de animoacidos da HA dos Influenzavirus A subtipo H1 do
ano de 2001 (figura 20), observamos apenas 6 mudancas em relacdo a cepa vacinal utilizada no
periodo correspondente, demonstrando boa similaridade entre as amostras brasileiras e o virus
vacinal. Apenas uma alteracdo aconteceu dentro do sitio antigénico “Ca” (V169A), essa mesma
variacdo foi encontrada por Li et al. (2008) em amostras de 2002, 2003, 2005 e 2006 no Vietna.
Esta mesma cepa vacinal foi utilizada até 2006, porém ndo obtivemos sequencias dos demais
anos para verificar a evolucdo deste subtipo no decorrer do tempo.

Bragstad et al., (2008) também encontraram grande semelhanga entre as cepas vacinais e as
amostras de Influenzavirus A, subtipo HIN1 na Dinamarca. Em um estudo de caracterizagéo
molecular do virus influenza em criangas, na Tailandia, Chutinimitkul et al. (2008), encontraram
94,68% de similaridade entre os aminoacidos dos virus circulantes no ano de 2006 e o virus
vacinal A/NewCaledonia/20/1999. Nos encontramos 99,1 % de similaridade.

As alteracBes encontradas nas nossas amostras de virus Influenza subtipo H3N2, quando
compradas aos virus vacinais recomendados em cada periodo, foram predominantemente
localizadas proximas ou em sitios antigénicos, particularmente nos sitios A e B, nos quais estao

localizados os residuos importantes na ligagdo com anticorpos especificos, devido a sua



conformacdo em forma de loop e por se projetarem para fora da Hemaglutinina (SKEHEL e
WILEY, 2000). Alteracbes nesses sitios, portanto, sdo de grande interesse para 0
desenvolvimento de vacinas adequadas. Wilson e Cox (1990) propuseram que drifts de
importancia epidemioldgica normalmente apresentam quatro ou mais substituicdes de
aminoacidos localizados em dois ou mais sitios antigénicos na por¢do HAL no gene da
hemaglutinina. Por outro lado, Shih et al. (2002) descreveram que 0 aparecimento de novas
variantes antigénicas podem estar relacionados a mais de duas variages ocorrendo em sitios
antigénicos ou a uma variacao em sitio antigénico associada a uma alteragdo em sitio de receptor.

No nosso estudo, verificamos total de 29 alteracdes nos sitios antigénicos do subtipo H3N2
(9 no sitio A, 11 no sitio B, 1 no sitio C, 3 no sitio D e 5 no sitio E), sendo o sitio B 0 mais
variavel. Entre as multiplas alteracfes ocorridas no mesmo sitio, citamos a posicdo 144, que
apresentou mudancas ndo conservativas, de isoleucina (I) para aspartato (D) entre 2001 e 2003 e,
nos dois anos subsequentes, 2004 e 2005, mudou para asparagina (N), corroborando a idéia que
essa regido é passivel de sofrer muitas mutagdes, sem comprometer a estrutura e funcéo da HA,
estando intimamente relacionada com o escape de anticorpos (WILEY et al., 1981, SKEHEL e
WILEY, 2000, MUNOZ et al., 2005; BRAGSTAD et al., 2008).

AlteragBes encontradas no residuo 193, localizado no sitio B, e no residuo 225 localizado
dentro do local de ligacdo do receptor estdo relacionadas a um alto nimero de cepas resistentes a
Amantadina (SMITH et al., 2004). Alguns autores sugerem que essa mutacao € resultado de uma
pressdo exercida pelo uso desses antivirais (SIMONSEN et al., 2007; FURUSE et al., 2009). N&o
foi encontrada nenhuma alteracdo nesses residuos em nossas amostras.

Dos dez sitios passiveis de sofrer N-glicolisacdo (N-X-S/T, no qual X pode ser qualquer
aminoacido, a excec¢do de acido aspartico) presentes na regiao HAL do subtipo H3 (residuos 8,
22, 38, 63, 122, 126, 133, 165, 246 e 285), verificamos que a amostra brasileira Brasil_135 2004
sofreu alteragdo no sitio 126 (N126K), e as amostras Brasil_34 1995 e Brasil_60_1995
apresentavam uma acido aspartico (D) no sitio 133, ambas alteracdes levaram a perda do sitio.
Por outro lado, verificamos que alteracdo no sitio 144 (D—N) ocorrida nos virus vacinais e
circulantes nos 2004 a 2006, levou ao aparecimento de um sitio de N-glicosilacdo a mais nessas
amostras.

O numero de sitios de glicosilacdo na regido globular da HA, subtipo H3, aumentou

consideravelmente nos ultimos 42 anos, de 2 (presentes na amostra A/Hong/Kong_1 68) para 0s



10/11 atuais (MELIDOU et al., 2009), levando a crer que a adigdo dos carboidratos pode conferir
uma vantagem evolutiva no estabelecimento deste subtipo. Sabe-se que a auséncia desses sitios
pode causar perda da funcdo da glicoproteina, (PANDA et al., 2004), por outro lado foi
demonstrado que as glicosilacbes podem afetar diretamente a ligacdo dos anticorpos a proteina
viral, seja pela geracdo de progénie viral mais resistente a neutralizacdo por anticorpos ou pela
alteracdo de sitios antigénicos devido a adicdo de novos sitios de glicosilacdo (SKEHEL e
WILEY, 2000).

Ao analisarmos as alteracbes ocorridas em ambos os subtipos verificamos maior
variabilidade no H3. Wang et al. (2009) estudaram durante 26 anos, em Taiwan, as caracteristicas
antigénicas da hemaglutinina, e constaram que o subtipo H3 também apresentou maior variacéo,
seguido do Influenzavirus B e por Gltimo Influenzavirus A subtipo é H1.

A andlise do gene da hemaglutinina demonstrou que as cepas circulantes no Brasil
durante os anos de 1995 a 2006 apresentaram mutacGes no decorrer dos anos, especialmente nos
sitios antigénicos, as quais levaram a introducdo de novas cepas vacinais em determinados
periodos. No geral, as cepas circulantes localizaram-se me clados proximos as cepas vacinais
utilizadas, com excecdo do ano de 1999, no qual a cepa circulante e a vacinal localizaram-se em
clados separados, indicando que a mudanca da cepa vacinal a partir do ano de 2000 para
A_Moscow_10 1999, foi acertada.

O Influenzavirus é considerado um problema mundial de saide puablica, com impacto
significativo de morbidade e mortalidade, principalmente em criancas menores de 5 anos de
idade e nas populacdes de alto risco, que compreendem idosos e imunocomprometidos. Devido
as constantes variacGes antigénicas do gene da hemaglutinina, sdo necessarios constantes
esforcos para manter os bancos de dados atualizados, a fim de prevenir pandemias evitando assim
inimeras mortes causadas pelo virus influenza. Por essa razdo, é importante o constante
monitoramento da circulagdo dos virus influenza por meio de vigilancias anuais para detectar
novos subtipos potencialmente emergentes, para detectar as cepas resistentes aos antivirais e para

a indicacéo da recomendacao das vacinas.






O Influenzavirus apresentou baixa circulacao em criangas atendidas em hospital dentro da

faixa etaria estudada, com pico de incidéncia em criangas até 6 meses de idade;

Durante os 12 anos de estudo foi verificada a cirulagdo do virus de IA em todos os anos

com co-circulagdo com o IB nos anos de 2002, 2004 e 2006.

O virus Influenza, A subtipo HINI, foi detectado apenas em trés anos estudados,

enquanto o subtipo H3N2 foi detectado em todos os anos, sendo o mais prevalente.

Os virus brasileiros apresentaram boa similaridade em relagdo as cepas vacinais utilizadas

para o periodo, com exce¢ao do ano de 1999.

Os aminodacidos importantes para a ligacdo do virus ao receptor se mantiveram inalterados

durante os 12 anos de estudo.

As sequéncias de IA subtipo H1 apresentaram apenas uma alteragdo dentro do sitio

antigénico Ca

As sequéncias de IA subtipo H3 apresentaram um total de 29 alteragdes dentro de sitios

antigénicos, distribuidas principalmente entre os sitios A e B.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(menores de 18 anos)

Universidade de Sao Paulo
Instituto de Ciéncias Biomédicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(menores de 18 anos)

ESTUDO: Diversidade genética da Hemaglutinina (HA) de virus Influenza A,
entre 1995 e 2006

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 ddvidas, teremos
prazer em esclarecé-las. Se concordar, 0 documento sera assinado e s6 entdo daremos inicio ao estudo. Sua
colaboracao ser& muito importante para nés. Mas, se quiser desistir a qualquer momento, isto ndo causara nenhum
prejuizo, nem a vocé, nem ao(a) seu (sua) filho(a).

assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade que meu(minha) filho(a)

................................................................ nascido(a) em / / , Seja voluntario

do estudo “Diversidade genética da Hemaglutinina (HA) de virus Influenza A, entre 1995 e
2006”. Declaro que obtive todas as informagGes necessarias e que todas as minhas davidas foram
esclarecidas.

Estou ciente de que:



1) O estudo é necessario para que se possa descobrir as possiveis causas e/ou o tratamento,
se apropriado, da doenca denominada “doencgas respiratorias”;

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

1) Estas coletas serdo feitas apenas para este estudo e em nada influenciardo o tratamento
de meu (minha) filho(a); sem provocar danos ou dor

V) A participacao neste estudo ndo tem fins terapéuticos e sera sem custo algum para mim;

V) Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboragdo neste estudo no momento em

que desejar, sem necessidade de dar qualquer explicacéo;

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

interferird no atendimento ou tratamento médicos a que ele(ela) estiver sendo submetido;

VII)  Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas concordo em
que sejam divulgados em publicac@es cientificas, desde que nem 0 meu nome, nem o de

meu filho sejam mencionados;
VIIl)  Caso eu deseje, poderei tomar conhecimento dos resultados ao final deste estudo;

IX) Poderei contatar a Secretaria da Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos —
ICB/USP -, no Fone 3091.7733 ou 3091-7200 para recursos ou reclamacgdes em relacao
ao presente estudo.

OBS: Assinalar abaixo com (X):

() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Né&o desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
Séo Paulo, de de

() Paciente / () RESPONSAVED ...c.ooiiieiiiie s

Testemunha 1 :
Nome / RG / Telefone
Testemunha 2 :
Nome / RG / Telefone

Responsavel pelo Projeto:

Dr. Responsavel



ANEXO B - Multiplex RT-PCR para subtipagem das amostras positivas para

Influenzavirus A.

Primers complementares aos genes que codificam as proteinas HA (H1, H3) e NA
(N1 e N2) foram utilizados para a realizagdo da subtipagem do Influenzavirus A pela multiplex
RT-PCR, conforme descrito por Vedovello (2006) e modificada por Durigan (2009). A
localizagdo dos primers no genoma viral, a polaridade, a sequéncia de nucleotideos 5’-3” e o

tamanho do produto amplificado estdo descritas na tabela Al.

Quadro B.1 - Relagdo dos primers utilizados na multiplex RT-PCR, sua localiza¢cdo no genoma, e tamanho do
produto amplificado.

Primer  Subtipo Sequéncia de nucleotideos Localizacéo Produto
no genoma amplificado
HI114* H1l CTT AGT CCT GTAACCATCCT 1040-1021 350 pb
H111* CAC CCC AGA AAT AGC CAA AA 688-708
H13R* H3 GCATAGTCACGT TCAATGCTG 503-485 220 pb
H38* CAG CAAAGC YTACAGCAACTGT 347-366
N1R** N1 TCT GTC CAT CCATTAGGATCC 1157-1137 427 pb
N1F** ACC ATA ATG ACC GAT GGC CC 730-749
NI2R1** N2 AGC ACA CAT AACTGG AAACAT TG 972-953 176 pb
NI2F** GGA AAATCG TTC ATATTA GCA CA 796-818

* Primers desenhados por Durigan (2009).
** Primers desenhados por Vedovello (2006).

A multiplex RT-PCR foi feita utilizando 2,5 uL do cDNA diluido em tampé&o de
reacdo (75 mM Tris-HCI [pH 9]; 2 mM MgCl;,; 50 mM KCI; 20 mM (NH,)2S0,), (Biotools),
0,4 mM de dNTPs, 10 pmoles de cada primer, 1 U de Tag DNA polymerase (Biotools) e agua
ultra PURE (Gibco™), totalizando um volume de 25 pL.

A amplificacéo foi feita em termociclador Eppendorf Mastercycler Personal, a 94
°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos compostos de 1 minuto a 94 °C para desnaturacado, 1
minuo a 58 °C (com rampa de 1 °C por segundo) para hibridizacdo dos primers e 1 minuto a
72 °C para extensdo das cadeias. A extens&o final foi obitida a 72 °C por 10 minutos.




ANEXO C - Tabelas de resultados

Tabela C.1 - Relagdo de amostras submetidas a amplificacdo do gene da hemaglutinina e respectivos fragmentos
amplificados. Os amplicons seqiienciados estdo representados em negrito com um asterisco.

Influenzavirus A HIN1 Primers e produto amplificado
H14 e H114 H110 e H2

Brasil _63_2001 1040 pb 739 pb
Brasil _65 2001 1040 pb 739 pb
Influenzavirus A HIN1 Primers e produto amplificado

HAfwd e HA2 HA3 e HA4 HA5 e HA-6 HA7 e HA-rev
Brasil 165 2000 500 pb 500 pb 500 pb 500 pb
Brasil _63_2001 500 pb* 500 pb* 500 pb* 500 pb*
Brasil _65 2001 500 pb* 500 pb* 500 pb* 500 pb*
Brasil_265_ 2003 500 pb 500 pb 500 pb 500 pb
Brasil_789 2006 500 pb 500 pb 500 pb 500 pb
Brasil_840 2006 500 pb 500 pb 500 pb 500 pb
Brasil _854_2006 500 pb 500 pb 500 pb 500 pb
Brasil _933_2006 500 pb 500 pb 500 pb 500 pb

Brasil 994 2006 500 pb 500 ph 500 pb 500 pb




Tabela C.2 - Relagao de amostras submetidas a amplificacdo do gene da hemaglutinina e respectivos fragmentos
amplificados. Os amplicons sequienciados estdo representados em negrito com um asterisco.

Influenzavirus A H3N2 Primers e produto amplificado
H33+H34 e H315 H310 e H2
Brasil_34_1995 1056 pb* 841 pb
Brasil_60_1995 1056 pb* 841 pb*
Brasil_60_1996 1056 pb 841 pb
Brasil_143 1996 Negativo 841 pb
Brasil_202_1996 1056 pb* 841 pb*
Brasil_41_1997 1056 pb 841 pb
Brasil_49_1997 1056 pb* 841 pb*
Brasil_45 1998 Negativo 841 pb
Brasil_62_1998 1056 pb* 841 pb
Brasil_63 1998 1056 pb 841 pb
Brasil_64 1998 1056 pb 841 pb
Brasil_71_1998 1056 pb 841 pb
Brasil_73_1998 1056 pb 841 pb
Brasil_121_1999 1056 pb* 841 pb*
Brasil_93_2000 1056 pb 841 pb
Brasil_101_2000 1056 pb* 841 pb*
Brasil_98 2001 Negativo 841 pb
Brasil_120_2001 1056 pb* 841 pb*
Brasil_126_ 2001 1056 pb* 841 pb*
Brasil_154_2003 1056 pb 841 pb
Brasil_182_2003 1056 pb 841 pb
Brasil_194_2003 1056 pb* 841 pb*
Brasil_199_2003 Negativo 841 pb
Brasil_206_2003 1056 pb* 841 pb*
Brasil_211 2003 1056 pb* 841 pb
Brasil_213_2003 1056 pb* 841 pb*
Brasil_216_2003 1056 pb* 841 pb
Brasil_218_2003 1056 pb* 841 pb
Brasil_246_2003 1056 pb 841 pb
Brasil_49_2004 1056 pb* 841 pb
Brasil_70_2004 1056 pb* 841 pb*
Brasil_92_2004 1056 pb 841 pb
Brasil_95_2004 1056 pb* 841 pb
Brasil_337_2004 Negativo 841 pb
Brasil_340_2004 Negativo 841 pb
Brasil_75 2005 1056 pb* 841 pb
Brasil_84 2005 1056 pb* 841 pb
Brasil_143 2005 1056 pb 841 pb
Brasil_197_2005 1056 pb* 841 pb
Brasil_211 2005 1056 pb* 841 pb*
Brasil_270_2005 1056 pb* 841 pb
Brasil_300_2005 Negativo 841 pb
Brasil_302_2005 Negativo 841 pb
Brasil_306_2005 1056 pb 841 pb
Brasil_315_2005 Negativo 841 pb
Brasil_336_2005 Negativo 841 pb
Brasil_339 2005 Negativo 841 pb

# amostras negativas quando submetidas a amplificagdo utilizando os primers H310/H2, H33+H34/ H315 e H38/315



Tabela C.3 - Relagdo de amostras submetidas a amplificacdo utilizando os primers HAfwd e HA2, HA3 e HA4,
HAS e HA-6, HA7 e HA-rev para amplificacdo do gene da hemaglutinina e respectivos fragmentos
amplificados. Os amplicons sequienciados estdo representados em negrito com um asterisco.

Influenza A H3N2 Primers e produto amplificado
HAfwd e HA2 HA3eHA4 HA5e HA-6 HA7 e HA-rev
Brasil_61_1998 500 pb* 500 pb* 500 pb* 500 pb
Brasil_60_1999 500 pb 500 pb 500 pb 500 pb
Brasil_78_ 1999 500 pb* 500 pb* 500 pb* 500 pb*
Brasil_16_1999 500 pb 500 pb* 500 pb* 500 pb
Brasil_97_2001 500 pb* 500 pb* 500 pb* 500 pb*
Brasil_120_2001 500 pb* 500 pb* 500 pb* 500 pb*
Brasil_126 2001 500 pb* 500 pb* 500 pb* 500 pb*
Brasil_105_2002 500 pb* 500 pb* 500 pb* 500 pb*
Brasil_137_2002 500 pb* 500 pb* 500 pb* 500 pb*
Brasil_44 2004 500 pb* 500 pb* 500 pb* 500 pb*
Brasil_61_2004 500 pb* 500 pb* 500 pb 500 pb
Brasil_135_2004 500 pb* 500 pb* 500 pb 500 pb
Brasil_72_2005 500 pb* 500 pb* 500 pb* 500 pb*
Brasil_189 2005 500 pb* 500 pb* 500 pb 500 pb
Brasil_267_2005 500 pb* 500 pb* 500 pb 500 pb
Brasil_791 2006 500 pb* Negativo Negativo 500 pb
Brasil_872_2006 500 pb 500 pb 500 pb 500 pb
Brasil_877_2006 500 pb 500 pb 500 pb 500 pb
Brasil_891 2006 500 pb 500 pb 500 pb 500 pb
Brasil_899 2006 500 pb 500 pb 500 pb 500 pb
Brasil_903 2006 500 pb Negativo Negativo 500 pb
Brasil_939 2006 500 pb Negativo Negativo 500 pb
Brasil_946 2006 500 pb 500 pb 500 pb 500 pb
Brasil_956 2006 500 pb Negativo Negativo 500 pb
Brasil_972 2006 500 pb* 500 pb 500 pb Negativo
Brasil_979 2006 500 pb* 500 pb* 500 pb* Negativo
Brasil_988 2006 500 pb* Negativo 500 pb* Negativo
Brasil_999 2006 500 pb 500 pb Negativo Negativo
Brasil_1001_2006 500 pb 500 pb* 500 pb* Negativo
Brasil_1015_ 2006 500 pb 500 pb 500 pb* 500 pb*

# amostras negativas quando submetidas a amplificacdo utilizando os primers H39/H2, H310/H2, H33+H34/
H315 e H38/315



Tabela C.4 Distribuicdo das amostras sequenciadas de Influenzavirus A subtipo H3N2, nimero de

nucleotideos e regido compreendida.

Amostras

N° de Nucleotideos
Sequénciados

Nucleotideos Compreendidos

Brasil_101 2000
Brasil_93 2000
Brasil_120 2001
Brasil_126 2001
Brasil_97 2001
Brasil_105_2002
Brasil_137_2002
Brasil_194 2003
Brasil_206_2003
Brasil_211 2003
Brasil_213 2003
Brasil_216 2003
Brasil_218 2003
Brasil_135 2004
Brasil_44 2004
Brasil_49 2004
Brasil_61 2004
Brasil_70 2004
Brasil_95 2004
Brasil_189 2005
Brasil_197 2005
Brasil_211 2005
Brasil_267 2005
Brasil_270_2005
Brasil_72_2005
Brasil_75 2005
Brasil_84 2005
Brasil_791 2006
Brasil_972 2006
Brasil_979_2006
Brasil_34 1995
Brasil_60_1995
Brasil_202_1996
Brasil_49 1997
Brasil_61_1998
Brasil_62_ 1998
Brasil_16_1999
Brasil_121 1999
Brasil_78 1999

958
1626
1245
1557
1244
1328
1664
1558

933

702
1543

748

626

933
1665

934

811
1660

947

896

929
1286

904

903
1637

865

812

458

458
1586

530
1538

676
1266
1339

931

597
1552
1592

49 a 1007
7821704
375 a 1620
60 a 1617
376 a 1620
405a 1733
60 a 1724
57 a1615
14933
251 42953
60 a 1603
198 a 946
307 a 934
12933
4941714
12934
14811
604a1720
134947
49 3945
14929
5721343
63 a 967
1842921
54 21691
17 a 882
14812
314489
3142489
110 a 1696
358 a 888
9541633
944 2 1620
421 a 1689
49 3 1388
232954
1013 a4 1610
6141613
7921671




ANEXO D - Relagao das amostras utilizadas no trabalho

Tabela D.1 - Distribuicdo das amostras positivas na Duplex RT-PCR utilizadas com idade e sexo da crianca,
procedéncia da amostra colhida e tipo do virus Influenza.

NUmero da amostra / ano Idade (meses) Sexo Procedéncia Tipagem
34/1995 3 Masculino Enfermaria Flu A
60/1995 12 Enfermaria Flu A
50/1996 2 Enfermaria Flu A
60/1996 36 Masculino Enfermaria Flu A
143/1996 144 Masculino Enfermaria Flu A
181/1996 24 Masculino Enfermaria Flu A
202/1996 1 Enfermaria Flu A
41/1997 5 UTI Flu A
49/1997 5 Masculino Enfermaria Flu A
55/1997 7 Enfermaria Flu A
2/1998 9 Masculino Enfermaria Flu A
45/1998 7 Enfermaria Flu A
61/1998 3 Enfermaria Flu A
62/1998 10 Enfermaria Flu A
63/1998 1 PA Flu A
64/1998 11 Enfermaria Flu A
66/1998 23 dias Desconhecido Enfermaria Flu A
71/1998 4 UTI Flu A
73/1998 11 Enfermaria Flu A
50/1999 2 Enfermaria Flu A
60/1999 9 Masculino Enfermaria Flu A
78/1999 8 Masculino Enfermaria Flu A
116/1999 11 Masculino Enfermaria Flu A
121/1999 5 Masculino Enfermaria Flu A
93/2000 ND Masculino Enfermaria Flu A
101/2000 ND Masculino ND Flu A
144/2000 ND Masculino ND Flu A
165/2000 ND Masculino ND Flu A
63/2001 4 Masculino ND Flu A
65/2001 21 dias Masculino ND Flu A
80/2001 48 Masculino ND Flu A
81/2001 36 Masculino ND Flu A
95/2001 4 Masculino ND Flu A
96/2001 2 Masculino ND Flu A
97/2001 7 ND Flu A
98/2001 3 Masculino ND Flu A
120/2001 12 Masculino ND Flu A
126/2001 4 ND Flu A
105/2002 3 Masculino ND Flu A
135/2002 ND Masculino ND FluB
142/2002 4 ND FluB
143/2002 12 Masculino ND FluB
137/2002 10 Masculino ND Flu A
154/2003 24 Enfermaria Flu A
182/2003 7 Enfermaria Flu A



Tabela D.1 — Distribuicdo das amostras positivas na Duplex RT-PCR utilizadas com idade e sexo da crianca,
procedéncia da amostra colhida e tipo do virus Influenza

NUmero da amostra / ano Idade (meses) Sexo Procedéncia Tipagem
194/2003 24 PA Flu A
199/2003 36 PA Flu A
206/2003 1 Enfermaria Flu A
211/2003 8 PA Flu A
213/2003 7 PA Flu A
216/2003 24 Masculino Enfermaria Flu A
218/2003 24 Masculino Enfermaria Flu A
246/2003 6 PA Flu A
253/2003 3 PA Flu A
260/2003 26 dias Enfermaria Flu A
265/2003 ND UTI Flu A
304/2003 8 UTI Flu A
16/2004 36 Enfermaria Flu A
17/2004 12 Enfermaria Flu A
30/2004 8 Masculino Enfermaria Flu A
37/2004 5 Enfermaria Flu A
41/2004 4 Masculino PA Flu A
44/2004 10 Masculino PA Flu A
49/2004 2 Masculino PA Flu A
53/2004 12 PA Flu A
55/2004 2 Enfermaria Flu A
60/2004 12 Masculino Enfermaria Flu A
61/2004 12 Masculino Enfermaria Flu A
64/2004 5 Masculino PA Flu A
70/2004 24 Masculino Enfermaria Flu A
92/2004 4 UTI Flu A
95/2004 24 Masculino PA Flu A
135/2004 12 UTI Flu A
334/2004 1 Enfermaria Flu A
337/2004 9 Enfermaria Flu A
340/2004 1 UTI Flu A
311/2004 12 PA FluB
333/2004 12 Enfermaria FluB
370/2004 2 Masculino Enfermaria FluB
376/2004 12 Masculino Enfermaria FluB
383/2004 3 Masculino Enfermaria FluB
400/2004 5 Enfermaria FluB
408/2004 5 Enfermaria FluB
419/2004 6 Masculino Enfermaria FluB
438/2004 24 Masculino Enfermaria FluB
72/2005 7 Masculino PA Flu A
75/2005 12 UTI Flu A
84/2005 8 Masculino UTI Flu A
143/2005 19d Masculino Bercario Flu A
189/2005 7 Masculino UTI Flu A
197/2005 2 Enfermaria Flu A



Tabela D.1 — Distribuicdo das amostras positivas na Duplex RT-PCR utilizadas com idade e sexo da crianca,

procedéncia da amostra colhida e tipo do virus Influenza

NUmero da amostra / ano Idade (meses) Sexo Procedéncia Tipagem
198/2005 9 PA Flu A
211/2005 4 PA Flu A
226/2005 12 Masculino Enfermaria Flu A
230/2005 12 Masculino PA Flu A
267/2005 6 Masculino Enfermaria Flu A
270/2005 8 Masculino Enfermaria Flu A
300/2005 4 Masculino UTI Flu A
302/2005 6 Masculino PA Flu A
306/2005 10 UTI Flu A
315/2005 10 UTI Flu A
336/2005 1 Enfermeira Flu A
339/2005 1 Masculino Enfermeira Flu A
789/2006 1 PA Flu A
791/2006 411 Enfermaria Flu A
840/2006 7 Enfermaria Flu A
842/2006 24 Enfermaria Flu A
854/2006 11 Masculino Enfermaria Flu A
859/2006 3 Masculino Enfermaria Flu A
864/2006 2 Masculino Enfermaria Flu A
872/2006 2 Masculino Bercario Flu A
875/2006 27d Bercéario Flu A
877/2006 1 Masculino Enfermaria Flu A
891/2006 25d Masculino Bercario Flu A
899/2006 6 Masculino Enfermaria Flu A
903/2006 3 Masculino Enfermaria Flu A
933/2006 2 Masculino Enfermaria Flu A
939/2006 12 Masculino Enfermaria Flu A
946/2006 4 Masculino UTI Flu A
956/2006 12 Enfermaria Flu A
972/2006 4 Masculino UTI Flu A
979/2006 4 PA Flu A
988/2006 8 Masculino UTI Flu A
994/2006 36 PA Flu A
999/2006 12 Masculino Enfermaria Flu A
1001/2006 2 PA Flu A
1015/2006 9 Enfermaria Flu A
1007/2006 1 Masculino UTI FluB
1082/2006 5 PA FluB
1297/2006 10 Masculino Enfermaria FluB
1113/2006 9,8 Masculino Enfermaria FluB
1026/2006 12 ND Flu A

* ND: ndo disponivel



Tabela E.1 - Distribui¢do por més das amostras positivas para o Influenzavirus A e B durante os anos de 1995 a 2006.

ANEXO E - Distribuicao das amostras positivas durante os anos de 1995 a 2006

Janeiro | Fevereiro | Marco | Abril Maio Junho | Julho | Agosto | Setembro | Outubro | Novembro | Dezembro
IA IB|IA IB|IA IB|IA IB|IA IB|IA IB|IA IB|IA IB|IA IB 1A 1 1A | 1A |
B B B

1995 1 1

1996 1 2 2

1997 1 2

1998 1 1 7

1999 2 1 2

2000 1 1 1 1

2001 2 5 1 2

2002 1 1 3

2003 2 8 3 1

2004 2 4 9 1 3 2 2 3 1 1

2005 3 6 6 3

2006 9 13 3 2 1 1






