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RESUMO

Silva HNL. Variabilidade genética da proteina $m@ll Hydrophobic Protejndo virus
sincicial respiratério humano Isolado de criancascilade de Sdo Paulo [Tese (Doutorado
em Microbiologia)]. Sdo Paulo: Instituto de CiérscBiomeédicas-Universidade de Sao Paulo;
20009.

O virus sincicial respiratério humano (VSRH) € oemtg viral mais frequentemente
relacionado a doencas do trato respiratorio infegia criangcas abaixo de um ano de idade.
Analise da varibilidade antigénica e génica moatnague o VSRH pode ser divido em dois
grupos: A e B. O virus é um membro do génlmeumoviruspertencente a familia
Paramyxoviridea e possui trés principais proteinas que sédo: plateina F (fuséo),
glicoproteina G (adesao), glicoproteina SH (pequemdeina hidrofébica). A proteina F é
responsavel pela fusdo da célula ao virus, enquaptoteina G tem papel fundamental na
replicacdo do virus, porém a funcdo da proteina diitla ndo estd bem definida, estudos
recentes mostram-na como responsavel por inibinaizacdo do fator de necrose tumoral
alfa (TNF-). Neste estudo foram colhidas amostras de 96Bgasa entre os anos de 2004 e
2005, dentre as quais 424 foram positivas. 117 wasoforam seqlienciadas a proteina SH e
G e comparadas com amostras que circularam murahitdmA analise filogenética mostrou

uma baixa variabilidade entre os genotipos estugltaido do grupo A quanto do B.

Palavras-chave: Virus Sincicial Respiratério Humano Glicoproteina SH; Analise

Filogenética.



ABSTRACT

Silva HNL. Genetic variability of protein sh of ham respiratory syncytial virus (HRSV) of
samples collected the children in Sdo Paulo City [P Thesis (Microbiologia)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidad&&@e Paulo; 2009.

The human respiratory syncytial virus (HRSV) is thajor cause of lawer respiratory tract
infections in infantis, young children and elderBmalysis of the antigenic and genetic
variability has shown that there are two groupsthe# virus HRSV, A and B. The virus

(HRSV) is a member of the genpseumovirusin the paramyxoviridae family. The virus

encodes three membrane-bound glicoproteins, nathelyfusion (F) attachment (G) and

small hydrophobic (SH) proteins. The F mediatesofusf the virus and cell membranes and
the G proteins is involved in virus attachment. Thelogical properties of the F and G

glicoproteins and role that they play during vimeplication relatively well understood,

however the functional significance of the SH pirotduring replication remains unclear,

although recent study shown that it can inhibit T&pha. In this study, HRSV strains were
isolated from nasopharyngeal aspirates collectaoh 865 children between 2004 and 2005,
yielding 424 positive samples. We sequenced thal dmdrophobic protein (SH) gene and
protein (G) of 117 samples and compared them wiltleroviruses identified worldwide. The

phylogenetic analysis showed a low genetic variahong the isolates but allowed us to
classify the viruses into different genotypes fog A and B HRSV strains.

Key words:Human Respiratory Syncytial ViruBrotein SH; Phylogeentic Analysis.
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Introdugéo

1 INTRODUCAO

1.1 Historico

O primeiro isolamento do virus sincicial respiraadnumano (VSRH) ocorreu
em 1955 a partir de uma amostra clirsfeabde orofaringe, de um chimpanzé fémea, o
qual apresentava sintomas semelhantes ao resfr@oioum, sendo por isso
denominado de agente da coriza do chimpa@hinjpanzee coryza agentCCA). O
material isolado foi posteriormente inoculado entuta de células hepéticas, sendo
observadas a degeneracdo e morte celular. Forgas feoculacbes experimentais em
outros animais tais como camundongos, hamster¢hasyecobaias, porém a Unica
espécie que apresentou sintomatologia clinica éhilmpanzé (Morris, et al., 1956).

Os primeiros casos observados em humanos ocoresrah®56, quando o virus
foi isolado de criancas com infeccdo do trato respiio inferior (Chanock, et al.,
1957). O agente viral, devido a sua capacidade rddupir sincicios em culturas
celulares e a sua predilecdo pelo trato respicatiwimano, passou a ser denominado
virus sincicial respiratério humano VSRH (Chanoekal., 1961; Suto e Yano, 1965).
No Brasil, o virus foi isolado pela primeira vez @andeias em 1964 (Candeias, 1967).

O virus sincicial respiratério humano (VSRH) pecen a ordem
Mononegaviralesvirus de RNA de fita simples e polaridade negafMono, do grego
Monos “Unico, simples”, Nega de “RNA de polaridade négat Virales, do latim
Virale “virus”). Pertencente a familiBaramyxoviridae sub-familiaPneumovirinaee
géneroPneumovirusOs géneros da familia Paramyxoviridae séo difeagios pelo
didametro, niumero de genes e glicoproteinas de fétiper(van Regenmortel, et al.,
2000; Koneman, et al., 2001). O VSRH constitui m@pal representante do género
Pneumovirusapesar de existirem amostras descritas de RSMd@RSV), caprino,
ovino e o0 virus da pneumonia do camundongo (MuBmzumonia Virus) (van
Regenmortel, et al., 2000).

As infeccBes respiratorias agudas tém sido uma pdeipais causas de
mortalidade em criancas com idade de até cinco @rgse, et al., 2005 o VSRH é
considerado um dos principais causadores de indscd0 trato respiratorio inferior,
principalmente em bebés e criancas nos primeirgsatws de vida, sendo que o pico
de incidéncia ocorre nos primeiros meses de vidaépson, et al., 199Wieira, et al.,
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2001; Kaplan, et al., 2008 O virus acomete todas as faixas etérias e miOés sdo
comuns durante toda a vida, embora os sintomasiancas na fase pré-escolar e em
adultos sejam menos graves. Pacientes imunocompdasieem particular aqueles
submetidos a transplantes da médula éssea e id@saonsiderados pacientes de risco
(Collins, et al., 1996; Falsey, 1998; Falsey e Wak00 Walsh, et al., 2004).

O periodo de incubacdo do VSRH € de 3 a 5 diassenttamas clinicos podem
variar desde um resfriado comum até pneumoniasoeqbeolites (Wyde, 1998;
Mcintosh, 1987; Mcintosh e Chanock, 1990). A traiss@io ocorre por contato direto
com as secreclOes, via aerossol e, mais frequeniemeonr meio de objetos
contaminados. O VSRH pode se manter estavel pdd atiras em varias superficies,
sendo muito infeccioso quando aplicado diretameatemucosas dos olhos e do nariz,
por maos ou objetos contaminados (Tristram e W&lli\i996). O mecanismo de
infeccdo inicia-se com a replicacdo viral nas e@&ullo trato respiratério, causando
destruicdo do epitélio, edema e aumento de proddedmuco. Apds o periodo de
incubacdo ocorrem as primeiras manifestacoes ainiwomecando com um resfriado
comum, secrecdo nasal clara, tosse moderada, fehea, espirros, peito
congestionado. A doenga, em alguns casos, evoiai yga quadro mais grave, com
sintomas de pneumonia ou bronquiolite, levando spitalizacdo. (Collins e Graham,
2008). O VSRH por ser um importante agente de @ies nasocomiais, pode atingir
até 47% dos neonatos em bercario e em enfermanas sesponsavel por até 90% das

hospitalizacdes de criancas até 2 anos de idadiéng® Graham, 2008).

1.2 Organizacdo Gendmica e Caracteristicas Estrutars do VSRH

O virion é pleomorfico envelopado de simetria hatial e seu didmetro varia
entre 150 a 300 nm. O envelope é formado por ugeanizda lipidica, que tem origem
na membrana citoplasmatica da célula hospedeissuiPespiculas correspondentes as
glicoproteinas de origem viral, que formam projec@e 11-20nm, separadas por

intervalos de 6-10 nm. A Figura 1 mostra um modefwesentativo do virus.
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Proteina F ——— :
- Matriz

(Fusio) .-
Complexo
Ribonucleoprotéico
= Membrana
Proteina G Lipidica

(adsorgdo)

Figura 1 - Modelo representativo do Virus Sincicial Regjgir@ Humano (“The Big
Picture Book of Viruses”) acessado em 07/05/2088gonivel em
http://www.virology.net/Big_Virology/BVRNApara.html

O genoma viral consiste de um RNA de fita simptesn polaridade negativa,
ndo segmentado, contendo 15.222 nucleotideos. izatiaula infecciosa contem uma
copia funcional do genoma, com peso molecular dexapadamente 5x£0 kDa
(Huang e Wertz, 1982; Collins, et al., 2001; Welliv2003). E que serve como modelo
para transcricdo de 10 RNAs mensageiros (MRNAQuass codificam 11 proteinas.

A transcricdo do genoma se processa no sentideb’3’A regido 3' do RNA
gendmico consiste em uma regido extragénica deudikatideos onde provavelmente
se encontra o promotor viral (Mink, et al., 1990s primeiros 30 nt desta regiéo,
conhecida como leader, sdo altamente susceptiveis a inativagdo pela Bseot
delecéo de nucleotideos. Esta regdseguida por dez genes virais na seguinte ordem:
NS1; NS2: N; P; M; SH; G; F; M2; e L (Collins, €t,&2001). O numero de mRNA
diminui a medida que aumenta a distancia do prom@tagene L esta seguido de uma
regido extragénica, conhecida cotrailer de 155 nt, que é mais tolerante a inser¢ao ou
delecdo de nuceotideos (Mink, et al., 1991). Cadaegcomeca com um sinal
conservado de inicio do gengefe-star signdlcomposto por nove nucleotideos cuja
sequéncia € 3' — CCCGUUUA, exceto para 0 gene L apmesenta as seguintes
diferencas em negrito (3’ — COGUUUUA). O término de cada gene ocorre com um

sinal semi conservaddgene-end-signal composto por 12-13 nucleotideos cuja
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sequéncia é -UC.‘A%UN%UUU- que direciona o final da transcricdo e a

poliadenilacéo (Collins, et al., 2001).

Os nove primeiros genes ndo apresentam sobrepesi;&Ao separados por

regides intergénicas que para a linhagem A2, vadiarh a 52 nt. Os dois Ultimos genes

M2 e L apresentam uma sobreposicdo de 68 nt. Sasslm, o sinal do gene L esta

localizado dentro do gene M2 bem como o sinal dait® e poliadenilacdo do gene
M2 esta localizado dentro do gene L (Figura 2) liGsl et al., 2001).

A figura 2

mostra 0 esquema do mapa genético do RNA gendnoiddSiRH, feito com base na

linhagem AZ2.
NS1 NS2 N P M SH G F M2 L
532 503 1203 914 958 410 023 1903 961 6278 |
3 I [ | | [ [ | | | % I.c_“f I ‘N.S
N overlap i Trailer (155)
leader i 68)
“a i
.CCCCGUUUALL. _ UCAAUAAUULUL..
gene NS1 inicio gene final intergénica gene inicio gene L final
A, AAU 1]
...UCAUUN UUAUUUL_I CCCCGUUUAC ------

NS1NS2 GAAUUGUCUUCUGUUUUUA (19)

NSZN  AAUUCCUCUCUAUAUUCUAUCUUCUA (26)

NP A1)

P CCUUUCCCA (9)

MSH  AUAUGUGUA (9)

SHIG AUCAGUAUUGUUACUUGAUCCUAUAGUUCUGAU

UGUUAUUGUAA (44)

GF GUALAAUVAGUGUUIUUCGGUACUGGUUGAAULU
GUCUUAGUUUUAUUUGAGA (52)

FiM2 GUGUUAACUUACGGUCUAAUUGAAUGGUAGACA
UUUUUACUUJUUGA {46)

sequence encoding M2 mRHA

68

1

sequence encoding L mRHA

L]

-

gene L inicio

3°..UAAGUUCAACACCCUGUUNUAC CUAGGGUAAUAAUUACCUUUAAGACGAUUACAAAUAGAUUGGCUAUCAAUAAAUNIICCACA. . 5°

gene M2 final

Ca

Figura 2 - Mapa genético do RNA gendmico do VSRH (Linhagem.AQ§ genes sao
identificados de acordo com a proteina que os icadif (listadas ao longo da
parte superior do mapa). Os numeros abaixo dos siaeecada proteina
correspondem ao tamanho, em nucleotideos das sgmgi@pontadas. As duas
caixas de texto mostram, em detalhes, as regidesimdes entre 0s genes
(regiGes intergénicas) e a regido de sobreposig#ie es genes M2 e loyerlap.
Extraido de Collins, et al., 2001.
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No VSRH foram identificadas nove proteinas estaitue duas nao estruturais
(Figura 3). Das proteinas estruturais trés sdo emdds como glicoproteinas de
superficie: proteina F (Fuséo), a G (adeséo) e ¢8tdll Hydrofobic Protein (Collins
e Graham, 2008).

RSV-A2 194190 aa
L9120 % @M sMm ,—lnl il6saa , , r
yobel N [P w o F Jwl L // .
#“4 19 % 1 -] 24 = 4% (68) 158 ni
532 503 1203 914 958 410 923 1903 %1 6578 nt

15122 nit total

Figura 3 - Representacdo esquematica da sequéncia génica deARSFields
Virology, Fifth edition.v.1; Edited by B. N. Field®. M. Knepe, P. M.
Howley, et al. Lippin Cott — Raven Publishers, Rtiélphia. p 1610.
2007).

A glicoproteina de fuséo (F) é uma proteina tipeol. identificada por Walsh e
Hruska (1983). Possui 574 aminoacidos, seu peseculal € de 70 KDa e o0 gene que a
codifica possui 1903 nucleotideos. Esta proteimasponsavel pela ligacdo do envelope
viral com a membrana plasmatica da célula hospedéderando um nucleocapsideo
diretamente dentro do citoplasma, proporcionandoemetracdo do virus na célula
infectada com uma adjacente, tendo como conseguéndormacdo de sincicios
(Collins e Graham, 2008). Esta proteina é sintétizeomo precursor inativog Fjue
consiste em dois dominios Faminoacidos 1 a 130), e do dominip (Bminoacidos
137 a 574) e de um peptideo de clivagem (aminoaci@d a 136). (Bolt, et al., 2000;
Rixon, et al.,, 2002). Ap6s a sintese e a glicodda@ proteina F € clivada
proteoliticamente por uma protease celular, semétha tripsina, em duas subunidades
F, cujo peso molecular € 20 KDa g ¢om peso molecular 68 KDa, que permanecem
ligadas por pontes dissulfeto (Matthews, et alQB20A subunidade /¢ relativamente
bem conservada, sendo sua fungdo comprometida medielecoes ou substituicbes de
aminoacidogCollins e Graham, 2008).

Um estudo sobre interacdo das proteinas F, G s®jdriu que as proteinas F e
G formam um complexo na superficie das célulasciatlas pelo VSRH, porém néao

encontrou nenhuma evidéncia de que as trés pretg@ingas formem um complexo.

23



Introdugéo

Apesar de os mecanismos que levam a fusdo de mesnéna células infectadas ainda
ndo serem bem entendidos, as associacdes entretemags G e F encontradas nesse
estudo sugerem que a proteina G tem papel indieefmocesso de fusdo. (Low, et al.,
2008).

A glicoproteina de adesao (G) é uma glicoproteimdifb I, possuindo uma
sequéncia ndo clivavel do tipo sinal-ancora proxanp@r¢cdo amino-terminal, sendo que
a porcdo carboxi-terminal é externa a membranali{Splet al., 2001; Collins e
Graham, 2008). O sinal-ancora constitui uma regiéoofébica (aminoacidos 38 a 66
responsaveis pela ancoragem da proteina no envelogle(Mcintosh e Chanock,
1990). Possui 289 a 319 aminoacidos, dependendanaestra viral. O gene que a
codifica possui, em geral 918 nucleotideos (grupe Aaria de 920 a 980 nucleotideos
para o grupo B (Johnson, et al., 1987; Collinglet2001; Trento, et al., 2003; Zlateva,
et al., 2004). A glicoproteina G é sintetizada camma proteina de peso molecular de
33 KDa, sendo posteriormente glicosilada para emgidio da sua forma madura de peso
molecular de 90 KDa. O ectodominio carboxila-temhida proteina G caracteriza-se
por conter um alto teor de serina e treonina (318)quais sao potenciais sitios de
ligacdo para glicidios que fazem ligac@&glicosidicas. A proteina apresenta de 24 a
25 cadeias de glicidig®-ligados e de 4 a 8 cadeias do thpoligados. A presenca de
13% de prolina contribui para a reducéo das esasitsecundarias. O grande namero de
residuos e de diversas cadeias laterais de gkcidiona cadeia relativamente pequena
de aminoacidos, pode contribuir para a obtencdairda estrutura estendida, néo
globular. As espiculas da proteina G apresentasebea forma homotrimérica ou
homotetramérica (Collins, et al., 2001).

Levine e colaboradores, em 1987, demonstraram, ewmhas que a
glicoproteina G possui funcdo de adsorcdo, poigrdgkorpos contra essa proteina
inibiram a ligacdo do virus as células hospedeifgesar de ndo apresentar acéo
hemaglutinante, a glicoproteina G é andloga a hieirdiga de outros virus da familia
ParamyxoviridagTristam e Welliver., 1996; Sullender, et al., 2D00

Dentre todas as proteinas a mais estudada é rgliema G por apresentar
uma regido com maior variabilidade entre os isdadoais (Anderson et al. 1985;
Mufson, et al.,, 1988; Gimenez, et al., 1984; Johnsd al., 1987), podendo ainda
suportar insercdes e delecbes ou multiplas suigstis de aminoacidos sem a perda de
sua funcao (Beeler e Coeling, 1989; Trento, et28l03; Sato, et al., 2005; Zlateva, et
al., 2004). A variabilidade desta proteina estacentrada no dominio extracelular,
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onde se encontram duas regides variaveis, quentoaité teor de serina e treonina
entre 0os aminoacidos 69-164 e 207-298, com apralddmante 56% de divergéncia
entre as amostras do grupo A e B (Jonhson, etl®R7) intercalando essa regido
altamente variavel existe uma regido mais consarvamn um pequeno segmento de
13 aminoécidos (164-176) e quatro residuos deimisteC’3 C*'¢ C2 | C'%9),
conservados em todas as amostras de VSRH (Saalz, ¥994; Melleiro, et al., 1997,
Sullender, et al., 2000). Acredita-se que este sagpnconservado, seja o0 responsavel
pela ligacdo do virus ao receptor celular e peloneso as Thl e Th2 (Vargas, et al.,
2000). A variabilidade genética da proteina G teido dargamente estudada e
mecanismos de escape do VSRH, vém sendo eluci@@dlbsnder, et al., 2000; Arbiza,
et al., 2005; Galiano, et al., 2005; Zlateva, gt28)05, Botosso, et al., 2009).

Recentemente, estudos observaram acéitsele sessenta nucleotideos no gene
da proteina G, fato que confere um aumento de @mimoacidos na cadeia peptidica
desta proteina. A polimerase do RSV copia repetadenparte da seqiéncia do gene da
proteina G como um mecanismo adicional gerando rmaigersidade no virus.
Provavelmente, essa inser¢cdo confere um aumengdiadisacdo na proteina o que
pode determinar um aumento da antigenicidade etiviidade do virus. (Trento, et.al
2003 Nagai, et al., 2004).

A traducado, comecando em um cédon de iniciacdo (P&f8rnativo, localizado
na regiao transmembrana (met 48), produz uma feohevel da proteina G conhecida
como (Gs). Apos a sintese e glicosilagédo, a pratsaire clivagem proteolitica para
produzir a forma solavel com a por¢éo terminal egpondendo a Asn66 (Robert, et al.,
1994; Sullender, et al., 2000). Aproximadamente I#roteina Gs sintetizadas em
células infectadas sédo secretadas nesta forma I(elendet al., 1988). A funcao
biologica da Gs, no ciclo do virus, ainda permargesconhecida, mas parece estar
relacionada com a imunopatologia nas infec¢coesah@n, et al., 2000).

A proteina SH é uma proteina pequena, hidrofobisappssui 64 aminoacidos
para o grupo A ou 65 aminoacidos para o grupo BefCet al., 2000) e 0 gene que a
codifica possui 410 nucleotideos. Esta proteira @&astorada a membrana por um sinal-
ancora, que € uma sequéncia hidrofébica que vaindnoécido 14 ao 41. Sua porcao
carboxila-terminal é externa a membrana citoplasaaNas células infectadas pode
estar presente em quatro formas:,SFbH,, SH,, SH, sendo que a SHe a mais
abundante e representa a forma ndo glicosilada,sleKlDa. A SH, com peso

molecular variando de 13 a 15 KDa, correspondetdpcBntendo uma cadeia lateral
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oligassacarideos unidos ligados por ligacdo glitcsitipo N. A forma SKH é uma
versdo da forma Sftom peso molecular variando de 21 a 40 KDa. A&tina forma
nao glicosilada com peso molecular de 4,8 KDa.#¢o desta proteina ainda néo esta
elucidada, porém por estar integrada a membrapégesse estar envolvida no processo
de adsorcdo, penetracdo e desnudamento do virlingCet al., 2001). Evidéncias
sugerem que a proteina SH pode representar umd@tairuléncia; ndo essencial para
replicacdo viral, pois o virus pode crescer norneali® em cultura de células, inclusive
com formacéao de sincicios, mesmo quando o gene &Heéado. Entretanto, pode ser
um importante fator para a patogenicidadeivo (Karron, et al., 1997; Bukreyev, et al.,
1997).

Fuentes e colaboradores (2007) demonstraram queteira SH do VSRH
possui funcdo similar a de outras proteinas SHtexis nos membros da familia
Paramyxoviridag principalmente da parainfluenza 5 (P1V). Estagira e responséavel
por inibir a sinalizacdo do fator de necrose tuihatla (TNF<) que estd associado,
entre outras funcdes, com a sinalizacdo para apomte células infectadas por virus,
tendo portanto, um importante papel na inibicaaaptose celular.

A nucleoproteina (N) possui 391 aminoacidos, pestecnlar de 43,4 KDa, e o
gene que a codifica possui 1203 nucleotideos, sesth a principal proteina do
nucleocapsideo. (Collins, et al., 2001). O RNA ggitd e anti-gendmico do VSRH
encontra-se sempre formando um complexo N-RNA coproteina N que € usado
como molde para a sintese de RNA. Este complexteipeo N-RNA traz diversos
beneficios para o virus, como prevenir a formac&oedtruturas secundarias na
molécula de RNA, protegendo a mesma de degradamdoycleases e reduzindo a
formacdo de RNAs dupla fita, o que poderia levamaa resposta celular antiviral
(Cowton, et al., 2006).

A proteina large (L), a maior proteina do VSRH, anstituida por 2165
aminodacidos, possuindo peso molecular de 250 KDma.gene que a codifica possui
6578 nucleotideos. Esta proteina contém seis ségmatliamente conservados e com
possiveis dominios funcionai¢Collins, et al., 1996). Atribui-se a esta proteias
atividades enzimaticas de RNA-polimerase-RNA depete] além de poliadenilacdo e
formacgdao de estrutura de cap do mRNA viral (BafiR93; Manson, et al., 2004).

A fosfoproteina (P) é altamente fosforilada, a@desta envolvida no processo
de transcricdo e replicacao viral. Possui 241 a&uitos, peso molecular de 35 KDa e

0 gene que a codifica possui 914 nucleotideos i(Golket al., 2001). A proteina P
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contémuma subunidade da polimerase viral formada pelatcimas P e L e por
analogia com outroMononegavirusparece mediar 0 contato entre a proteina L e o
complexo proteina N-RNA (Tran, et al., 2007).

As proteinas (M) possuem a funcdo de mediar a ags@c entre o
nucleocapsideo e o envelope viral nascente. Agipiag M 2-1 (PM 22 KDa) e M 2-2
(PM 11 KDa) séo internas e nao glicosiladas, possurespectivamente 256 e 194
aminoacidos, e o0 gene que as codificam possuene @8 nucleotideos e a sendo a
M2-1 responsavel pela elongacao durante a trg@sc(Collins e Graham, 2008). Aléem
de favorecer a passagem da polimerase viral pglaoentergénica, facilita o acesso
dessa polimerase a unidade final da transcricdedgtat al., 1998)Esta proteina
possui essencial funcédo na replicacdo do VSRHeeaglies em sua seqiéncia podem
diminuir a infectividade do virus (Tang, et al. 020.

A M2-2 é uma proteina reguladora, envolvida na mgdale transcricdo para a
replicagdo do RNA viral durante o ciclo replicatido virus (Atreya, et al., 1998;
Schimidit, et al., 2001). Essa proteina quando esga em altos niveis, inibe
completamente a replicacdo do VSRH, sugerindo gtee groteina, quando produzida
nas células infectadas em grande quantidade, godersfator critico na replicagdo do
VSRH (Cheng, et al., 2005).

As proteinas nao estruturais sao; KM 15,5 KDa) e Ng(PM 14,6). Possuem
respectivamente 139 e 124 aminoacidos (Collinsal.et2001). Estdo presentes em
abundéancia nas células infectadas porém em pown@idade no virion (Cane, et al.,
2001). Suas funcdes ainda ndo foram definidasnpeigpde-se estarem envolvidas na

regulacdo da transcricao e replicacao (Atreyal, et 298).

1.3 Ciclo replicativo do VSRH

O ciclo replicativo do VSRH comeca a partir daatio do virus pela proteina
de adsorcéo (proteina G) a superficie da célulanp@o de receptores presentes na
membrana da célula hospedeira. O receptor espeqiica a glicoproteina G é a
heparina ou outro glicosaminoglicano (GAGSs) presera membrana celular (Martinez
e Meleiro 2000). A seguir, ocorre a fusdo do vicamn a membrana celular mediada
pela acdo da proteina de fusdo que € a proteimadual promove a liberacdo do

nucleocapsideo viral diretamente no citoplasmalaeliiodas as etapas da replicacao
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do VSRH ocorrerdo no citoplasma sem envolvimenta@deo celular (Collins, et al.,
2001).

O processo de transcricdo do genoma viral inieiaap0s a liberacdo do
nucleocapsideo viral no citoplasma celular; ocargdo a transcricdo do genoma viral,
no sentido 3" a 5, a partir de um unico promatoelizado na terminacdo 3. A enzima
polimerase RNA dependente adere a redgidadel’ do genoma, iniciando a transcri¢cao
do primeiro nucleotideo. Na juncéo da red&adercom o primeiro gene (NS1), ocorre
a liberacédo do transcrito e a polimerase recomdganacricao de forma sequencial do
inicio ao fim guiada pelos sinais de inicio e fino dene, regiadtraler”. Esse
mecanismo resulta na producéo de RNAs mensageRdlAnde copias iguais ao gene
original sem modificagcdes. Os RNAs sdo poliadeogada extremidade 3" e recebe o
“cap” que é um nucleosideo guanosina conectad®Na pela ligacdo 5 trifosfato, na
extremidade 5 (Collins e Graham, 2008).

Os mRNAs e as proteinas virais podem ser detectattacelularmente de 4 a 6
horas apés a infeccdo. O pico da sintese dos mRiAge apos 16 horas e das
proteinas, 18 a 20 horas em média (Collins, e@01). Além dos mMRNAs podem-se
encontrar em menor quantidades grandes mRNAs pollados. Estes sdo gerados
pela transcricdo continua de dois ou mais genem®m tanto a sequéncia dos genes
quanto a da regido intergénica. Aparentemente,ceno tde 5% a 10% das vezes a
polimerase falha no reconhecimento do sinal dediimgene e continua sintetizando o
MRNA até encontrar o proximo sinal (Colinns, et2001).

Adicionalmente & transcricdo e a traducdo de frase ocorre a replicagdo do
genoma viral que produz uma fita de RNA intermedig@ossitiva (+ssRNA), a qual
servirdA como molde para gerar copias de genoma (*8saRNA). A producdo do
intermediario requer que a maquinaria de produgdan®NAs entre em um modo
“anti-terminacg&o”, ignorando todos os sinais deine fim de cada gene, bem como a
sequéncideadere o gen NS1 (Kingsbury, 1990; Colinns, et al.,1)00

A principio a maturacdo do virus ocorre pela comtéo das proteinas N e P
com o RNA gendmico e subsequiente adicdo da proleirdara a montagem do
envelope as glicoproteinas virais ocupam o lugarpaateinas celulares na membrana
citoplasmatica apds serem modificadas por glicedila que acontece durante o
transporte pelo complexo de golgi. As proteinamd#iz se agregam na porcao interna
do envelope nascente e o nucleocapsideo alcangaedisie ocorrendo brotamento. O

virus é liberado levando consigo uma porcdo da mamabplasmética, num processo
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inverso ao da penetracdo por fusdo, sendo esteneento em que o virus adquire o

envelope lipoprotéico (Kingsbury, 1990).

Figura 4 Eletromicrografias do virus sincicial respirat6fi®SV) mostrando alguns
virions em processo dedmento na membrana celular.
Disponiveis em www.epidewrg/theFacts/virusésiralReplication.html
e http//www.utmb.edu/utmdgazine/archive/05 Spring/images/RSV web.jpg
acessado em 10/10/2008

1.4 Caracterizacao Antigénica e Molecular

Em 1963, Coates e Chanock foram os primeiros a redasediferencas
antigénicas entre duas amostras ao comparar as @pa&Long)isoladasem 1956 de
uma crianca com pneumonia. Outras diferencas at@® foram observadas em um
estudo posterior, entre as amostiasnf e CH18537) isoladas em 1962. Ambos os
estudos utilizaram a reacdo de neutralizacdo cauzath soro de animal hiperimune
(coelhos ou cobaias), demonstrando que a amostmdAZra neutralizada pelo soro
preparado com Long ou CH18537, sugerindo a existé&te diferentes variantes co-
circulando em uma mesma populacdo (Coates, 49&i6).

Estudos posteriores, avaliando amostras de disesurtos e localidades,
confirmaram as diferengas antigénicas entre elm®xdsténcia de diferentes variantes

co-circulando pelo mundo. Pesquisas utilizando gaimle anticorpos monoclonais
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permitiram estabelecer a divisdo do VSRH em doigp@s antigénicos distintos,
denominados A e B. O grupo A esta representads pat@stras AelLonge o grupo B
pelas amostras CH18537 e Sw8/60 (Anderson, el@85). O padrédo de circulacdo
pode ser variavel, tanto geograficamente quantopdemmente sendo entretanto
verificada a circulagdo dos dois grupos em um mesuorm epidémico bem como
surtos com prevaléncia do grupo A ou do grupo Bn(iig et al., 1989; Anderson, et
al., 1991; Sullender, et al., 1991).

Atualmente, com base na variabilidade da proteinaclassificam-se os
gendtipos GA1l a GA7 e SAAL no grupo A, (Andersdrgle 1991; Peret, et al., 1998 e
2000, Venter, et al., 2001) e o grupo B, nos genétiGB1 a GB4, GB6 e GB8, GB10
ao GB13 e SAB1 a SAB3 (Peret, et al., 2000; Vemteal., 2001; Zlateva, et al., 2005;
Gilca, et al., 2006; Zlateva, et al., 2007). Temeservado um aumento na
variabilidade genética do gendtipo GB13, e sua @radéancia recente na Bélgica
implica, provavelmente, sua evolugdo sobre umasgceseletiva mais forte do que a
dos outros genotipos do VSRH-B (Zlateva, et al0720

Desde 1999, vem sendo relatada, em diversas ladekd a circulacdo de um
novo variante pertencente ao grupo B e conhecidonocB8A-Like. Esse gendtipo
caracteriza-se por apresentar uma duplicacdo dri@@otideos no gene G (Trento, et
al., 2003; Zlateva, et al., 2004, 2005; Sato, e28I05). Outras insercdes menores (3 a 6
nucleotideos) também foram encontradas no Urugugéentina e Japdo, demonstrando
a ampla variabilidade da proteina G de amostragrdpo B (Kamasaki, et al., 2001;
Blanc, et al., 2005).

1.5 Caracterizacdo Epidemioldgica

O virus sincicial respiratorio é conhecido por siampacidade de provocar
infeccBes nas vias respiratérias inferiores, seredponsavel por epidemias sazonais
bem definidas, com incidéncia predominante duranteerno, em climas temperados e
durante estacdes chuvosas em algumas regifesaisicsubtropicais (Hills, et al.,
1971; Collins, et al., 1996), causando um elevadaé de hospitalizagbes em criancas
com até 2 anos de idade (Glezen, et al., 1986;Sdaik, et al., 2000). Infec¢cbes
causadas por esse patdgeno vem aumentando togow®sconsumindo milhdes de

dolares em cuidados com saude (Tekkanat, et &@1)2@& Organizacdo Mundial de
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Saude estima que o VSRH cause 64 milhdes de irdecedque 160 mil pessoas
venham a 6bito anualmente (Collins e Grahan 2008).

No Brasil, estudos demonstram que as doencasatsas agudas (DRAS) sao
responsaveis por 25 a 50% das consultas realizexdagostos de saude e cerca de 2/3
dos atendimentos de emergéncia nos hospitais (8etmet al., 1995). Estudo
realizado por Vieira et al. (2001), na cidade de Baulo, com criancas de 0 a 5 anos,
mostrou que a grande maioria das criancas acorasefida esse virus tinha idade
inferior a 3 anos e que o VSRH foi o patdgeno uinals encontrado em criangcas com
DRA. Na cidade do Rio de Janeiro foi realizado wtudo transversal em 1997 e 1998,
segundo o qual o VSRH foi principal causador dedgbes virais do trato respiratorio
inferior (TRI) em criancas internadas (D’Elia, &t 2005). Em 2003 foi realizado um
estudo com oito dos virus que mais causam DRAsloseonstatadgue a maioria das
DRAs séo causadas por VSRH (Thomazelli, et al.7200

A epidemia do VSRH apresenta sazonalidade bem idafinocorrendo
anualmente no final do outono, inverno ou iniciopdienavera, dificilmente ocorre no
verdo. Cada epidemia dura, aproximadamente, 5 rsege® que a grande maioria dos
casos ocorre durante os meses de pico, normalmenteeio do surto. (Collins, et al.,
2001). Paises com clima temperado, como ArgentindPaguistdo, tem uma
sazonalidade semelhante aos paises norte amereauwspeus. JA em paises de clima
tropical é relatado o aumento do VSRH nas estagji@gsas. Diferencas marcantes na
sazonalidade do VSRH foram relatadas em regifegrgicamente proximas como
Mogambique e Africa do Sul, ou Bangladesh e Indienétipos semelhantes foram
encontrados circulando no Brasil e Argentina e Uaiigdemonstrando que a tendéncia
comportamental de uma comunidade pode influencardisseminacdo do VSRH.
(Moura, et al., 2004; Girard, et al., 2005; Galiaetal., 2005).

Zlateva et al. (2007) em um trabalho realizado mégiBa constatou que a
circulacdo do VSRH ocorre principalmente nos mekesovembro a janeiro com
incidéncia maior no més de dezembro; porém, foentagla ocorréncia nos meses de
maio a setembro, sugerindo que este virus estejgpreepresente e atuando na
comunidade continuamente durante todo o ano.

No Brasil, a sazonalidade apresentada pelo VSRéktahte marcante e similar
em diferentes localidades do pais como em Sao Pamitaleza, Salvador, Uberlandia,

nos quais o0s surtos comecam em janeiro ou fevereestendendo-se
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predominantemente, pelo outono-inverno com piconeamn e junho (Viera, et al.,
2001; Moura, et al., 2006; Thomazelli, et al., 2007

O padréo de circulacdo dos grupos A e B divergloda para local e de ano
para ano. Varios estudos demonstram que os doiss tipem circulado
concomitantemente em muitas epidemias, em diveesiées do mundo geralmente
com a prevaléncia de um deles. (Anderson, et @91;1Botosso, 2002; Zlateva, et al.,
2004; Gilca, et al., 2006).

O grupo A é estatisticamente, mais prevalente. Einde realizado durante os
surtos de 1981 a 1986, no estado da Virginia (EW@am analisadas 211 amostras,
sendo 76% grupo A e 24% grupo B (Mufson, et al88%Em um estudo, englobando
0s anos de 1978 até 1988, foram analisadas 405rasyasendo 79% do grupo A e 21%
do B, neste estudo o grupo B foi dominante apemasma Unica epidemia (Mufson, et
al., 1991). Mais recentemente um estudo com criamgspitalizadas na cidade de
Jordan demonstrou que 70% das amostras que caoulaeste periodo pertenciam ao
grupo A, corroborando os estudos anteriores. (Kagaal., 2008).

Dados da literatura descrevem surtos nos quaiiesgdupos podem circular
com a mesma freqiiéncia, independente da épocaleolade o surto ocorra. Em uma
pesquisa sobre a circulacdo dos dois grupos rdaliegen Caen na Franca, durante oito
epidemias consecutivas, de 1982 a 1990, foi demamltshdo haver predominancia de
um grupo sobre o outro (Freymuth, et al., 1991).

O estudo realizado por Takahashi (2001) sobreapaicidade ocasionada pelo
VSRH demonstrou ndo haver diferenca significativiiezos grupos A e B. Resultados
semelhantes foram encontrados por outros autongssiRet al., 1989; Brouard, et al.,
1993) entretanto alguns outros identificaram mgravidade relacionada com o grupo
A do virus (Taylor, et al., 1989; Hall, et al., DJ9Ha ainda autores que verificaram
relacdo do grupo B com doencas mais graves (Zeédyal,, 1994; Hornsleth, et al.,
1998). Os dados da literatura sao divergentesfiod@iodo clara a existéncia ou ndo de
patogenicidade entre os grupos. S8o necessariss,ggtudos adicionais, que possam
determinar padrdoes em relacdo a diferenca do graewkridade e proporcionem, assim
melhor entendimento das infec¢cfes causadas poviesse

Muitos sdo os métodos utilizados para estudar @bibdade genética do
VSRH, dentre eles: 0 ensaio de protecdo a acaialauclease (Cristina, et al., 1990),
reacdo em cadeia pela polimerase apoés transcrig@osa (RT-PCR), (Zheng, et al.,
1996). Andlise por Enzima de Restricdo (RFLP), f3oh 1987; Sullender, et al.,
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1991). Sequenciamento dos genes F, N, SH, P e éagAR em Cadeia pela Polimerase
(PCR). (Cane, et al., 1991; Sullender, et al., 19@&tet, et al., 1998)

Cane e Pringer (1991) utilizaram a sequéncia dad®anucleotideos e o
mapeamento de restricdo para analisar os produof@R dos genes SH e N
respectivamente. A andlise de 12 amostras isolada® o ano de 1956 e 1998
confirmou a heterogeneidade dos dois grupos A €Bdo verificados apenas 76% de
similaridade entre as sequéncias de aminoacidoprateina SH. A analise de 26
amostras do grupo A, por este métoeeelou variabilidade genética intragrupo. Foram
identificadas desta forma, diferentes linhagenspdenadas genoétipos, dentro de cada
grupo: SHL de 1 a 6 para o grupo A e NP1 e NP3 pgraipo B. A andlise filogenética
das sequéncias do gene G, das amostras repressrdaatgenotipos acima, gerou uma
arvore comclusterssemelhantes aos obtidos na analise do gene Skiyntamdo a
genotipagem inicial (Cane, et al., 1991).

Posteriormente, a analise da variabilidade, emoc#wrtos consecutivos no
Reino Unido, mostrou tanto a co-circulacdo de \&genotipos em um mesmo surto,
quanto a predominancia de um genétipo em um deataduisurto. Observou-se, ainda
0 aumento da circulacdo do grupo A no decorrer a@oss declinando em anos
seguintes, possivelmente indicando uma resistéd@iacomunidade a um genaétipo
particular(Cane, et al., 1994).

O estudo realizado por Botosso (2002) sobre asldede genética das amostras
de VSRH identificadas na cidade de S&ao Paulo, geise das sequéncias parciais do
gene G, verificou a circulacdo de multiplas linhagel ou 2 genotipos predominando a
cada ano, o aumento de circulacdo de alguns gesoddpo declinio de outros no
decorrer dos anos, corroborando dados da literg8eki et, al., 2001; Venter, et al.,
2001).

O estudo da analise filogenética das sequéncigsm® SH de amostras isoladas
durante o surto de 1999 em New Hawen, ConnectiEWA], comparados com
sequéncias de virus isoladas em outras regidegstados Unidos, América do Sul e
Europa com sequéncias de cepas isoladas em 196dloueque este gene é
relativamente conservado. Verificaram-se poucasstgulgdes ndo sindnimas,
sugerindo que estudo mais aprofundado sobre astggiteina pode ser primordial no

desenvolvimento de uma terapia antiviral (Chem).e2000).
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1.6 Diagnéstico laboratorial

Os quatro principais métodos de diagndéstico do VSB#&lisolamento de virus
em cultura celulares, deteccdo de antigenos pondfituorescéncia (IF) e/ou ensaio
enzimético (ELISA), deteccdo do RNA viral pela iéande RT-PCR (reacdo em cadeia
pela polimerase apos transcricdo reversa) e Saaopma presenca de IgM especifico
para VSRH e/ou por soro conversao. (Falsey e Wa0; Cane, 2001).

O método de isolamento viral em cultura celulampdB8RH é uma técnica de
diagnostico presuntiva que permite a multiplicagdama pequena quantidade de virus
presente na amostra, observada pelo aparecimentefeite citopatico ou seja, a
formacdo de células gigantes e sincicios resultadée fusdo de células que pode
aparecer em um periodo de 1 a 15 dias. A confirmdg&diagndstico virus € realizado
por métodos de deteccdo de antigenos ou por técmioteculares. (Halstead, et al.,
1990; Van Endel, et al., 2003)

O isolamento do virus em cultura celular é considero padrdo ouro para o
diagndstico do VSRH. O mesmo pode crescer em umedaae de linhagens celulares,
principalmente em células epiteliais humanasdaimso a HEp2 (carcinoma epitelial de
faringe humano) e HelLa (carcinoma epitelial de igehumano). Outras linhagens
como Vero (células de rim de macaco) e fibroblabtoranos também sao Uteis para o
isolamento do VSRH, mas nao sao tdo sensiveis @aaritnhagens epiteliais humanas
(Tristam e Welliver, 1996; Falsey e Wash, 2000).

Hierholzer e colaboradores demonstraram, em 1983 adinhagem NCI-H292
(carcinoma mucoepidemoide de pulmdo humano) tambdrastante sensivel para o
isolamento do VRSH. Em estudo realizado por Petiral. (2007) foi observado que a
célula HelLa-l é adequada para isolamento viragtrando resultados semelhantes aos
alcancados com a utilizagdo de células HEp-2. Ahioagdo de varias linhagens de
células como HEp-2, HelLa, NCI-H292 mostrou-se neisiente do que o uso de
somente um tipo. Com a utilizacdo das trés linhageelulares verifica-se uma
sensibilidade de até 95%, enquanto com duas limsagee 90%. (Arens, et al., 1986).

Apesar de o isolamento do virus em cultura cekgarum excelente método de
deteccéo, vérios fatores podem interferir na sic@#, entre eles estdo as condi¢gbes
da coleta e 0 manuseio das amostras, a presermgetgeias ou mesmo de outros virus,
diminuindo ou até mesmo anulando o efeito citopaticoduzido pelo virus (Kellogg,
1991).
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O VSRH é um virus termolébil, necessitando portalga@ondi¢cdes adequadas
para o transporte e devendo ser processado eno atéximo4 horas apds a coleta.
Outro fator importante € a refrigeracdo, sob a gigale ser mantido a 4 °C até ser
processado, uma vez que os titulos nas amostrais yiodem cair rapidamente em
temperatura ambiente. Apds 0 processamento a amdstrera ser imediatamente
estocada a -70 °C (Kellogg, 1991; Englund, et H96; Falsey e Wash, 2000).
Atualmente a cultura viral que apresenta efeitopdtico caracteristico para VSRH, é
confirmada por imunofluorescéncia utilizando ampas monoclonais comerciais (van
Elder, et al., 2002).

A utilizacdo das técnicas rgpidas para a detecd¥3RH € extremamente
importante, principalmente em pacientes imunocompt@os, em relacdo aos quais
um diagnoéstico rapido € critério importante pardeeapéutica precoce, como em
transplantados de medula 6ssea e prematuros geesitam de intervencdes rapidas
(Englund, et al., 1996).

A técnica de imunofluorescéncia (IF) é largamertikzada para detectar o
VSRH em células epiteliais da nasofaringe ou pardirtnacdo do isolamento do virus
apos a cultura de células. Este teste € um méggddor e de facil execugdo, apresenta
alta sensibilidade e especificidade quando compaaadsolamento viral, o que resulta
em menos tempo de trabalho (Kellogg, 19%htretanto esse método apresenta
algumas desvantagens tais como: a necessidadessigapbem treinado para a leitura,
ja que o mesmo pode apresentar inespecificidadeél@ev presenca de muco na
amostra. Durante o preparo da lamina, o0 muco pedeesnovido ou diminuido com
adicdo de agentes mucoliticos como N-acetilcista@nainda quebrado por pipetagens
sucessivas (Kellogg, 1991).

Os padrdes de fluorescéncia observados dependemalaxclonais utilizados:
monoclonais contra as glicoproteinas de superfBi@ F) apresentam um padrao de
fluorescéncia de membrana, enquanto 0s monoclomaistra proteinas de
nucleocapside(N e P) apresentam padrao citoplasmatico de flaéresa. Embora a IF
seja considerada o método de escolha para diagm@apido, este método depende da
qualidade da amostra, a qual deve conter um bonemide células. Por isso a coleta
deve ser realizada somente por profissionais be&matios, além de transporte e
processamento adequados, para que as célulasjadodsstruidas. (Tristam eWelliver,
1996).
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Outro método que pode ser utilizado para a detecgfmla do VSRH é o
imunoenzimético. Este teste, geralmente, utilizdicarpos monoclonais (MABS)
,marcados com peroxidase, para a captura do aati@arkkinem, et al., 1981). Os
ensaios imunoenzimaticos possuem algumas vantagelsido comparados a
fluorescéncia, ja que ndo necessitam de célulastag do trato respiratério, e pelo seu
potencial de automacdo, que permitiria 0 processamée um grande numero de
amostras simultaneamente. Além disso, o0 métodoig obgetivo na interpretacdo dos
resultados do que a fluorescéncia (Kellogg, 1994).desvantagem da técnica
imunoenziméatica € que esta parece nao ser tadovekbgsianto a imunofluorescéncia.
(Abels, et al., 2001; Falsey, et al., 2000; Kellofyg91).

A técnica de RT-PCR, que detecta o acido nuclémoridus diretamente da
amostra, tem sido amplamente utilizada para o d&tgo do VSRH. E considerada
uma técnica de alta sensibilidade, principalmentndo a quantidade e a excre¢do do
virus sédo pequenas (Peret, et al., 1998, 2000; €y, 2001).

Atualmente outros métodos de diagnostico por bialagolecular tem sido
desenvolvidos com alta sensibilidade, especifi@dad rapidez do diagndstico de
infeccdes virais. VariomultiplexPCR e RT-PCR foram desenvolvidos, demonstrando
sensibilidade igual ou superior a cultura de cél@a outros métodos de deteccdo de
antigenos (Weinberg, et al., 2004; Rovida, e28I05).

Uma variacdo da técnica de RT-PCR utilizada receeée na deteccdo de
viroses respiratdrias € o ensaio de RT-PCR deteg@adGeneScaiRT-PCR (GS-RT-
PCR). Este método analisa os fragmentos de DNAlmse na detec¢do automética de
fluorescéncia durante eletroforese em capilarabéetutilizada em procedimentos que
requerem precisao no tamanho e na quantidade datprde DNA, incluindo selecéo e
validacdo de SNP (single nucleic polimorfism), &s®lde microsatélites, deteccéo de
polimorfismo e outros (Thomazelli, et al., 2004).

O GeneScanem aplicagbes de PCR baseia-se na utilizacdo deprumer
marcado com fluorescéncia e outro ndo marcadazadii para amplificar um alvo
especifico que gerard produtos de tamanho espe@dproduto amplificado é
combinado com um peso molecular padrdao e submetidama eletroforese em
sequenciador automéatico, no qual o produto fluemsc € medido e quantificado.
(Thomazelli, et al., 2004).

Em 2004 Thomazelli comparou a imunofluorescéncian ca técnica de

GeneScaiTR-PCR para diagndésticos de diversos virus regpios, e constatou que
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esta técnica possui boa sensibilidade e espedifleidquando comparadas a outra
simultaneamente.

O estudo realizado em 2008 por Nascimento et atignizou a RT-PCR em
tubo Unico para diagnostico de VSRH em amostrascal, a fim de simplificar e
reduzir os riscos de contaminacdo. As amostrasnféestadas por imunofluorescéncia
indireta e por RT-semi-Nested PCR em tubo UnicareSsltados obtidos demonstraram
ser esta uma técnica rapida, sensivel e espedii&a, de ser economicamente mais
viavel.

Outra técnica também ja disponivel &eal-TimePCR, que detecta, quantifica
e tipa 0 VSRH simultaneamente através da captae&indis de fluorescéncia durante
os ciclos da PCR. Atualmente esta técnica temasiallamente utilizada por apresentar
alta sensibilidade e especificidade para deteco@éSRH em amostras clinicas (Hu, et
al., 2003).

1.7 Profilaxia e Tratamento

As formas de tratamento mais utilizadas para asc@fies virais do trato
respiratorio inferior causadas pelo VSRH sdo aenagerapia, a remo¢ao mecanica das
secrecdes, posicionando a crianca de forma adequadaso de broncodilatadores,
(Wahab, et al., 2001; Collins, et al., 2001).

As internacdes somente sd0 necessarias para os mas® graves, em geral
devido a insuficiéncia respiratéria, a broncopneniaopodendo levar alguns dias de
hospitalizacdo, e em alguns casos o0s pacientesrmpodeessitar de terapia intensiva e
ventilagdo mecanica (Wahab, et al., 2001).

Atualmente a Ribavirina inalatéria é o Unico medieato antiviral licenciado
para o tratamento de infec¢des causadas pelo VARiBavirina (1$-D-ribofuranosyl-
1,2,4-triazole-3-carboxamide) é um nucleosideoésod, analogo a guanosina, com
atividade neutralizante contra diversos virus emsequais o VSRH. A droga é
prontamente transportada para dentro das céluids, @ entdo convertida por enzimas
celulares a 5-mono-,di- e derivados de trifosfat,quais sdo responsaveis por inibir
certas enzimas virais como inosina-monofosfato ddegenase que € envolvida na
sintese de guanosina-monofosfato envolvida nas&int® acido nucléico viral. A

ribavirina produz seu efeito antiviral, principaime, por alterar os agrupamentos de
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nucleotideos e a formacdo de RNA mensageiro noorgual pode ser responsavel por
sua eficacia contra os virus de RNA e DNA.. A cosigiio dos agrupamentos de
nucleotideos € notadamente alterada apos adic&talgrina as culturas celulares
(Chidgey e Broadley 2005).

Varios estudos com a ribavirina concluiram que apéds a mesma ser capaz de
inibir a replicacdo do VSRH e aumentar a saturad@mxigénio em criangas com
infeccdo do trato respiratorio inferior e infec@@dmonar crbénica, ndo ha evidéncias de
que haja diminuicdo das taxas de mortalidade, dorde hospitalizacdo ou terapia de
suporte. Estes resultados contraditorios aliadastaacusto, um tratamento que requer
altas doses para ser eficaz, a administracdo aéirask prolongada de 12 a 18 horas
infeccdes por VSRH, tudo isto faz com que o usaibavirina tenha sua validade
contestada (Collins, 2001; Broughton, et al., 200shtre, et al., 2004; Xu, et al., 2004).

A terapia com glicocorticosteréides e broncodilatad ainda ndo esta bem
definida. Entretanto Vuvojic e colaboradores sugarj em 2001, que com 0 uso de
glicocorticoides seria possivel controlar a respasflamatéria nos pulmdes apos
infeccdo pelo VSRH

Atualmente, existem dois tipos de imunoglobulinas gstédo disponiveis para o
tratamento profilatico do VSRH. A imunoglobulina R8specifica, (RSV-IGIV;
RespiGam, Medimmune Inc) e o Palivisumab, s&o ocanmunoglobulinas capazes de
reduzir o numero de internagdes, tempo de hospatgb e a necessidade de admisséo
em UTI (Maggon e Barik 2004; Girard, et al., 2005).

A RSV-IGIV (Respigam) € uma preparacao policlonahtendo anticorpos
neutralizantes concentrados produzidos do soro didtos humanos (Chidgey e
Broadley 2005).

O palivizumab é um anticorpo monoclonal (IgG) denaadongo humanizado
direcionado para um determinante antigénico no afitigénico A da proteina de fuséo
do VSRH. Este € um anticorpo monoclonal humanizaaksui 95% de sequéncia de
aminoacidos humanos e 5% de murinos. E compostiude cadeias pesadas e duas
cadeias leves e apresenta um peso molecular derapadamente 148.000 Daltons. Seu
mecanismo de agdo consiste em neutralizar e iaibfusdo do VSRH, inibindo a
replicacdo viral. O palivizumab reduz em média 9®aeplicacdo pulmondChidgey
e Broadley 2005) e € o unico anticorpo monoclomabweado pelaFood and Drugs
Administation(FDA) em 1997, nos Estados unidos em 1998, napaueon 1999, no
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Japdo em 2002 e atualmente esta disponivel emis@sp&sté indicado na prevencao
de doencas graves do trato respiratério inferiosadas por VSRH, principalmente, em
pacientes pediatricos de alto risco, como bebés displasia pulmonar (DBP), bebés
prematuros com idade gestacional igual ou infesid85 semanas e em criangas com
doenca cardiaca congénita (DeVincenzo, 2008)

Estudos demonstram que o0 uso de palivizumab comfilgtico reduz entre
45% a 56% de hospitalizacdes. Foram observadag@esliutanto em criangcas com
displasia pulmonar (reducéo de 38%), como em agmpcematuras sem DBP (reducéo
de 78%) (DeVincenzo, 2008). O palivizumab foi réeemente incluido nas normas de
recomendacgédo de uso da Sociedade Brasileira datPee@i oficializado para uso desde
2005 pela secretaria de Saude de Séo Paulo
(http://www.saude.sp.gov.br/content/geral_acao_ipaliestadual_medicamentos_vsr_
prevencao.mmyp

O mais recente medicamento que esta sendo tesdaao pratamento de VSRH
€ 0 Motavizumab, anteriormente conhecido como Nurf@% € um anticorpo
monoclonal (AcM) humanizado que esta sendo avaldseu potencial de prevencao
de infecgbes pelo VSRH no trato respiratério imferiEstudo comparativo com o
palivizumab e o motavizumab mostrou que o perfilsdguranca do motavizumab é
similar ao palivizumab para bebés. Além disso acande hospitalizacdes foi reduzido
em 26% e a incidéncia de infeccbes do trato rdspioainferior causadas por VSRH
gue exigiam tratamento médico ambulatorial redgeilem 50%. (DeVincenzo, 2008)
Outra forma de prevencdo seria a vacina, porémsengelvimento de uma vacina
segura e eficaz contra o VSRH é complicado pelo diat a resposta imune contribuir
para a patogenicidade da doenca. Outro fator é@t@gdo conferida pelos anticorpos
maternos nos primeiros meses de vida (Collins @B2D05; Girard, et al., 2005). Dois
tipos de vacinas estdo sendo desenvolvidos atutdmmara diferentes grupos de
individuos. Tais como a combinacéo de vacinas des\dtenuado, deve ser util para
idosos, maes gravidas e criancas de alto riscalmiirastracao de vacinas baseadas na
proteina F mostrou seguranca em adultos saudamaisriancas maiores de um ano
com ou sem doenca respiratoria em idosos e muligederlas (Girard, et al., 2005).

A mais nova farmacoterapia de drogas antivirais $&fo desenvolvida a base
de RNAs de interferéncia (siRNA), que sao pequ@egsienos RNAs de dupla fita que
medeiam a interferéncia. E inicialmente processdaiwlo origem a um intermediario

dupla fita. Esses pequenos RNAs de interferénaafisds complementares ao RNA
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viral alvo, contendo de 21 a 23 nucleotideos ghadizam na extremidade 3" de fita do
RNA Viral que se encontram sob forma de fita sirmgjarik, 2004; Devincenzo, et al.,
2007). A principal vantagem de se usar os siRNAI& mtgo necessita da elucidacéo da
estrutura da proteina sendo teoricamente possivestruir SiRNA para qualquer RNA
viral, bastando apenas saber qual é a sequéneiaugo Um grande numero de RNAm
é indispensavel para o ciclo de vida viral, fazeodm que eles sejam alvos para agéo
do silenciamento génico, o0 que diminui assim a chale escapes mutantes e também
de virus com resisténcia a droga. (Barik, 2004).

Estudos recentes desenvolvidos por Devincenzd, &087 indicaram o uso de
ALN-RSVO1 que é um siRNA direcionado contra o RNAodificador da proteina N
do virus sincicial respiratorio como alvo espedifit vitro ein vivo com atividade anti-

RSV, como um candidato forte na terapéutica des\dmicicial respiratorio humano.
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20BJETIVOS
2.1 Analisar a variabilidade genética do gene datefma SH (Small Hydrophobic
Protein) do VSRH em isolados de criangas atendelamternadas no Hospital

Universitario da Universidade de Sao Paulo- HUSIPamte dois anos consecutivos.

2.2 Comparar os resultados da analise do sequesmiantda proteina SH com o
sequenciamento da proteina G.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica

No periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 20@Hnfaolhidas amostras de
965 criancas, menores de 5 anos de idade com domg@ratérias agudas e atendidas
nos diferentes setores do Hospital UniversitarioUtéversidade de Séo Paulo (HU-
USP), enfermaria da pediatria, retaguarda da pedidtercario e unidade de terapia
intensiva neonatal e pediatrica. Os espécimes fa@mdos com o consentimento dos
pais ou responsaveis, que assinavam um termo deemiimento aprovado pela
Comissdo de Etica de pesquisa do Hospital Unieisite Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (USP).sTadamostras foram submetidas
a um procedimento padrdo do Laboratério de Virao@linica e Molecular do
ICB/USP (LVCM-ICB/USP) para diagnostico e epiderag molecular, como mostra

o fluxograma da figura 5.
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Coleta da amostra
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Figura 5 - Fluxograma de trabalho desenvolvido no Laboratdeid/irologia Clinica
Molecular (LVCM-ICB Il / USP), a partir do materialinico colhido no
Hospital Universitario (HU).
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3.2 Diagnéstico do VSRH

3.2.1 Colheita das Amostras

O material colhido consistiu de aspirado de seored@ nasofaringe swab
nasal. De uma das narinas foi colhido espécimeacolirom umswab e transferido
imediatamente, para um frasco contendo PBS est@ributra narina foi introduzido um
cateter esterilizado que, a vacuo, aspirava a @azraasofaringe depositando-a em
equipo de solucédo parenteral. Os materiais foransportados, em gelo, para o
laboratério de Virologia Clinica e Molecular do fitsto de Ciéncias Biomédicas da

(LVCM-ICB-II/USP) e processados em periodo maximeagichoras.

3.2.2 Processamento das Amostras

O aspirado e 0 meio contendoswab foram misturados, homogeneizados e
tratados com 1000 U/mL de penicilina e 1000 pg/ralestreptomicina (Gibco BRY).
Apds 30 minutos a 4 °C, as amostras (cerca de Jonain separadas em 900 pL para
inoculacdo em cultura de células; 1500 pL para ofluarescéncia indireta, IFI; 250
uL de amostra para RT-PCR, apds acrescentar 75& [iizol LS (Gibco BRL®), e
0 restante, cerca de 400 pL, foi armazenado a €/0apds adicdo de meio de
congelamento, volume a volume (meio minimo esskfi@Egle — MEM), modificado
com sais de Earle, com glutamina (Sigma Chemical 8o Louis, MO), acrescido de
10% de soro fetal bovino (SFB — Cultilab) e 10%gdlieerina esterilizada (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO).

3.2.3 Extracdo do RNA Total

Na extracdo do acido nucleico das amostras cHinioa utilizada a aliquota
estocada com Trizol LS. Todo o processo de extrémaealizado em banho de gelo,
com reagentes gelados e centrifuga refrigeradarieue 5804R Eppendorf). A1 mL
de aliquota (25QuL de aspirado com 750L de Trizol LS) foram adicionados 200 pL

de cloroformio: alcool isoamilico 24:1 (Merck-Sigm#pos a homogeneizacdo em
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vortex por 15 segundos e incubacdo por 5 minutoa&nmo de gelo, a amostra foi
centrifugada a 3000 g por 15 minutos 4% A fase aquosa, cerca de 400 pL, foi
transferida para outro tubo, sendo o RNA precipitaela adicdo de isopropanol (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) volume a volume, sdgude homogeneizacdo em
vortex, incubacdo em banho de gelo por 15 minutosngrifugacdo a 3000 g por 15
minutos a £C. A seguir, o sobrenadante foi descartado e dpitado lavado com 800
uL de etanol a 75% (Merck) diluido em agua Milf-Qratada com DEPEC
(Dietilpirocarbonato - Sigma Chemical Co., St. L9MO), seguido de centrifugacéo a
3000 g por 8 minutos a AC. O sobrenadante foi descartado e o precipitado fo
novamente suspenso em 20 uL de agua tratada cole@Eéhtendo 40U de Inibidor

de Ribonuclease (Rna$in Promega Product, Information).

3.2.4 Obtencéo do DNA complementar (cDNA)

A transcricao reversa foi realizada utilizandigh Capacity cDNA Archive kit
(Applied Biosysten3, onde 50 pL de RNA extraido foram diluidos grix contendo
10 pL deRandom primerd0X, 10 puL tampéo da RT 10X, 250 U MltiScribe RT
enzyme4 pL de dNTP mix [100mM], 1 U de inibidor de Rinxlease (Rnasin® -
Promega Product, Information) e &gua DEPEC parglaiar o volume de 100 pL. A
mistura foi incubada a 2%C por 10 minutos seguido de 3T por 120 minutos no

termociclador Mastercycler Personal Eppendrf
3.2.5 Diagnostico de VSRH por GeneScan RT-PCR
3.2.5.1Primers

Primers complementares a regido correspondente a subunidadi® gene da
glicoproteina de fusdo (Mazzulli, et al., 1999; faesh, et al., 2003) foram utilizados
para amplificacdo parcial do gene Fpfimer sensgossuia um marcador fluorescente

(FAM — Gibco BRL). A sequéncia dgzrimers com a localizagdo no genoma esta

descrita na Tabela 1.
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Tabela 1— Primers utilizados na amplificagéo da proteina F do VSRata a PCR-

GeneScan
Primer Posicdo (gene) Sequéncia Referéncia
RSVAB F1 Proteina F+  AACAGTTTAACATTACCAAGTGA  Erdman, et al.,
FAM (+) (1111-1134) 2003
RSVAB Proteina F-  TCATTGACTTGAGATATTGATCG  Erdman, et al.,
R1 (-) (1468-1490) 2003

3.2.5.2 PCRGeneScan

As amostras colhidas neste periodo foram submetiol@aagnodstico diferencial
para oito virus (VSRH, Influenza A e B, Parainflazanl, 2 e 3, Adenovirus e
Metapneumovirus), utilizando o método de GeneScRPBR proposto por (Erdman,
et al., 2003) e adaptado ao diagnostico da rotmgThomazelli, et al., 2007).

A PCR por GeneScardo (LVCM-ICB/USP) foi realizada a partir 10 pL do
cDNA diluido em tampao Tris- HCL 20 mM [pH 8.4] 0 5nM de KCL / 1.5 mM de
MgCl, (Applied Biosystems®¥ pL de dNTP, [1.25mM] e agua Milli-Q g.s.p 50.pL
As amostras foram amplificadas em termocicla@eneAmpPCR System 9700
(Applied Biosystems®)nicialmente a 94C por 5 minutos seguido de 35 ciclos de 94
°C/1 minuto , 54°C/1 minuto, e 72°C/1 minuto e uma etapa final de 7€ por 5
minutos. Os produtos foram estocados’& 4até a deteccdo do produto amplificado.

3.2.5.3 Deteccéo dos produtos amplificados

Os produtos foram analisados e quantificados zatilo o Analisador
Automatico de DNA ABI_Prism modelo 31®\gplied Biosystems®)com deteccéo
para marcadores fluorescentes, utilizando o progr@eneSaca; para a analise de
fragmentos de DNA no ABI Do produto da PCR, 1 pLrfosturado com 11 pL de
formamida deionizada e 0,75 pL d&estandardGeneScan TAMRA™ 500). A

inclusdo do padrdo de peso molecular em cada ampstmitiu a compensacéo de
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eventuais variagdes que pudessem ocorrer enti@r@das eletroforéticas. Essa mistura
foi colocada no termociclador para denaturacdo:®@%or 3 minutos e imediatamente
colocada em gelo até a analise no aparelho ABI @s0produtos foram submetidos a
corrida eletroforética no interior de um capilar dimelo 47 cm de comprimento,
preenchido por um polimero POP-Applied Biosystems ABL A injecdo da amostra
no capilar durou 5 segundos e a eletroforese &dizamla durante 40 minutos a 15.000
volts e 60 ° C.

Os fragmentos marcados foram detectados por uxe fielaser e por uma
camara CCD utilizando-se um filtro virtual “A”, eneseguida foram analisados pelo
programa ABI 31@GeneScaifApplied Biosystems®produzindo eletroferogramas com
dados quanto ao tamanho dos fragmentos em patessds (pb) e quanto a intensidade

de fluorescéncia em unidades relativas de fluores@§URF).

3.3 Genotipagem do VSRH

Todas as amostras positivas para VSRHG@ameScamiRT-PCR durante os anos
de 2004 e 2005, foram submetidas a genotipagensguurenciamento parcial do Gene
G como parte da rotina de diagnostico do VSRH, ld6CM/ICB-USP), seguindo a
metodologia proposta por (Peret, et al., 1998) aptadla a rotina do laboratorio por
(Botosso, et al.,, 2002, 2009) e sequenciamento ledonpo gene SH, utilizando os
primersproposto por (Chen, et al., 2000)

3.3.1 Selecao das amostras para o estudo de varlazde do gene das proteinas G
e SH

Foram selecionadas todas as amostras positivas W8RH pelo método
GeneScan RT-PCR. A genotipagem foi realizada pgueseciamento parcial do Gene
G, totalizando 80 amostras genotipadas em 2004een82005. Desse total de amostras,
121 foram submetidas a amplificacdo do gene deeip@tSH, utilizando primers
proposto por (Chen, et al., 2000).
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3.3.2 Selegéo doBrimers para o Gene G

Tabela 2 —Primers utilizados na PCR, SenestedPCR e sequenciamento do gene G

do VSRH.

Primer Utilizagao Posicéao Sequéncia (5minutos — 3minutos) Referéncia
(nucleotideos — nt)
FV () PCR 163-186 gene F  GTTATGACACTGGTATACCAACC  Zheng, et
al., 1996
FIAB Seminested 3-22 gene F CAACTCCATTGTTATTTGCC Peret, et
) sequenciamento al., 1998
Gr5 () PCR/Semmested 151-173gene G CTGGCAATGATAATCTCAACTTC Sanz, etal.,
sequenciamento 1994
GAB  PCR/semi nested 504-524 proteina G YCAYTTTGAAGTGTTCAACTT Peret, et
(+) e sequenciamento al., 2000

3.3.3Amplificacdo da sequéncia do gene G

As amostras positivas para VSRH p€leneScarioram submetidas a PCR para
amplificacéo parcial do gene G. A PCR foi realizpdatindo-se de 10 pL do cDNA,
diluidos no tampéo 10X, 2,5 mM Mggl1.25 U de tag DNA polimeraségplied
Biosystems®)50 pMol de cada um dqwimers Gr5 e FV, 16 pL dNTP [1,25mM]
(Applied Biosystems®) agua Milli-Q para completar o volume de 100 A& amostras
foram amplificadas em termocicladbtasterCycle gradiente (Eppendord) partir de
uma etapa inicial de 96 °C por 2 minutos, seguield@ ciclos de 94 °C/1 minutos, 57
°C/1 minutos, 72 °C/1 minutos e uma etapa final21éC por 7 minutos.

As amostras ndo amplificadas foram submetidas @ wegunda reacao

utilizando ogprimersF1AB e Gr5.
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3.3.4Selecao do®rimerspara o Gene SH

Foram utilizadogprimerspreviamente identificados por Chen, et al., 2000.

Sense  Anti-sense

T46-TT0Nt  197-211 nt
T -

IH HHEHTHIHEH  HHEt-s
NSt N2 N P M SH % F L
F/ Produto %
 Amplificado %
Utilizado: %
'-" 195 ph grupe A 3
198 pb grupo B %
¥ 5 mRNA
846 pb

Regiae codificadora e nio codoficadora

Figura 06- Esquema do genoma viral. Os genes estdo idenidecde acordo com a
proteina que os codifica, os retangulos laranjau iadicam a localizacéo
dos primers. O produto amplificado utilizado foieaps a regido
codificadora indicada no esquema acima

3.3.5Amplificagéo da sequéncia do gene SH

A reacéo de PCR foi realizada utilizando o cDNAiddtonforme descrito nos
itens 3.2.3 e 3.2.4 e estocado a -70 "C. A amatjfio foi efetuada com a diluicdo de 10
pL cDNA em 10 pL tampéo 20 mM de Tris-HCI [pH 82)mM de KCI, 2mM de
MgCl;, 10 pMoles de cada primer Sense 5-
CGCGCGCGCCCGGGCAGCTACACGTTTTTCA ATCAAACC-3°  Anti-Sense
5-GCGCGCGGTTGAGATTATCATTGCC-3° 1 U de Taq Polimerase Agplied
Biosysten?®), 16 pL de dNTP [1,25mM] e &gua milli-Q q.s.p010L. As amostras
foram amplificadas em termocicladoGeneAmp PCR System 9700 Applied

Biosystent®), O termociclador foi programado para uma etajmainde 95 °C por 10
minutos, 40 ciclos a 94 °C for 1 minuto para desmaio, 55 °C por 1 minuto para o
annealing 72 °C por 1 minuto para extensdo e uma etaph fimainutos a 72 °C para

extensao.
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3.3.6 Deteccao dos produtos amplificados dos gerige SH

A deteccédo do produto de PCR foi realizada pdradteese em gel de agarose
(Gibco BRL®) a 1,5% em tamp&o TBE 0,5X (45 mM de Tris-Boratd mM de
EDTA [pH 8.0] e 0,5 pg/mL brometo de etideo. Umawabta 10 pL de amostra
misturado com 2 pL de azul de bromofentdadding buffey foi submetida a
eletroforese em cuba horizontal (Gibco BR), imerso em tampdo TBE durante 50
minutos a 100 V. A visualizacdo do gel foi real@aaem trans-iluminador de luz

ultravioleta (UV); sendo fotografado para uma asgaihais detalhada.

3.3.7 Purificacao dos produtos amplificados dos gea G e SH

O produto de PCR foi purificado para remocao de BifN@rimersresiduais por
precipitacdo do etanol 100% (Merck) e acetatoddi#osa 3 mM, pH 5,29, seguido de
lavagens com Isopropanol. a 100%. Em 100 pL do ytcochmplificado foram
adicionados 10% do volume total de acetato de s&ddanM, pH 5,29 e 200 pL de
Etanol 100% (Merck) sendo entdo homogeneizado erex:0Apos um periodo de
incubacado de 3 horas a -20 °C, as amostras foratmfegadas por 30 minutos a 4.000g
a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pratdipitavado com 150 pL de
Isopropanol 75% e centrifugado por 10 minutos 8@ .§. Novamente o sobrenadante
foi descartado e apés secagemsgreed vacura 60 °C por 20 minutos, o sedimento foi
ressuspendido com 20 pL de@ Milli Q. Em seguida o produto foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, e quaxiificam auxilio de marcador de peso
molecular (DNAMass Ladder BIOTOOLS).
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3.4 Sequenciamento do Gene G

A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizanslprimers FIAB e Gr5,
com o kit ABI PRISM Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reactior{Biij
Dye v3.1 Appleid biossysten®, seguindo instrucées do fabricante.

Cerca de 10 — 30 ng de produto da PCR purificaidoam adicionados a um
microtubo acrescido de 2 pL de tam@ave MonepX (Tris HCL 200 mM pH 9,0 e 5
mM MgCl), 3,2 pMol doprimer, 2 pL do kitABI PRISM Dye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction (Big Dye v3.1 Appleid biossysten® e 4gua ultrapura
completar um volume final de 10 pL. Este proceditmdni efetuado separadamente
para cada um dgwimers.

A reacdo foi realizada em termocicladdasterCycle gradient (Eppendotj a
partir de uma etapa de 96 °C/1minutos seguido$dacibs de 96 °C por 15 segundos
para a desnaturacdo do DNA, 50 °C por 15 seguratasgpannealing dos primers e 60

°C por 4 minutos para a extensao.

3.5 Sequenciamento do Gene SH

Apos a purificacdo as fitas de DNA foram sequerasadilizando-se o kitABI
PRISM Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit"ig‘®ye” -
Applied Biosystenfisinc. EUA), seguindo as instruces do fabricante. Fautiizados
0s mesmoprimers da amplificacdo descritos anteriormente para aesggjamento do
gene SH. Cerca de 1-3 pL (10 a 30 ng) do produotpliacado e purificado foram
adicionados a um microtubo acrescido 2 pL do tanggésequenciament@a® Money
5X (Tris HCL 200mM [pH 9,0] e 5mM MgG), 3.2 pMol doprimer, 2 pL do kit ABI
PRISM Dye ™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kitg (Bye v3.1
Applied Biosystent$ e agua Milli-Q para completar um volume final de 10 pL. Este
procedimento foi efetuado separadamente para cadadas primers A extenséo
enzimatica foi realizada em termociclador GeneAn@RPSystem 2400 durante 25
ciclos de 96 °C por 10 segundos para desnaturac@dNd, 50 °C por segundos para o
annealingdos primerse 60 °C por 4 minutos para extensao. O produtmaboi

purificado, visando & remocdo de excesso de didaobdotideos “terminadores”
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presentes na reagao, por precipitacdo com isopobparb%, seguido de lavagens com
etanol a 75%.

As amostras purificadas e precipitadas foram ressuidas com 10 pL de
formamida ultrapura (Formamida Hi-Di Applied Biosysterfi$ desnaturada a 95 °C
por 3 minutos e resfriadas em banho de gelo p@&s fheninutos e entdo submetidas a
eletroforese em polimero POP@pplied Biosyster?y, utilizando sequienciador
automatico ABI-PRISM modelo 3100Agplied Biosysteniy. As amostras foram
tragueadas automaticamente utilizarsiiftware do analisador Automatico de DNA
ABI Prismmodelo 3100.

3.6 Alinhamento das Sequéncias dos genes G e SH

As sequéncias de nucleotideos foram analisadas c@rogramaSequence
Navigatorversdo 1.0Applied Biosysteridnc. EUA) paraPower Macintoshgde modo
a obter um total de 263 nucleotideos da regiatraletonservada e a segunda regiao
variavel do gene codificador da glicoproteina G, (B&ret et al. 1998; Sulleder 2000).
Para proteina SH foram analisados 195 pb grupo#espondendo ao nucleotideo 85 a
281 e 198 pb do nucleotideo 85 a 283 do grupo Bespondendo a regido codificadora
da proteina SH completa dos grupos A e B respecaute (Chen et al., 2000).
Posteriormente, estas sequéncias foram traduziddéigando o programa Edit
Sed"4,05 —Expert Analysis Software DNASTAR, Inc para PC.

As sequéncias de nucleotideos foramhatlas em dois grupos, A e B, com
sequéncias do grupo A e B publicadas no genbankdospara o grupo A, As
sequéncias AF512538, AY512538 (Lim, et al., 200B80466 a AF280494 (Chen, et
al., 2000) e para o grupo B RSB 641, RSN 7454, RSRISN 1599 (Cane, et al., 1991)
e as protétipos A2, CH18537 e Sw8/60. Utilizandprograma Meg Aligh4,05 —
Expert Analysis Software- DNASTAR, Inc para PC. Ambos foram analisados
concomitantemente, com o referido programa, tewodoocresultado a obtencédo do grau
de similaridade entre as sequUéncias, calculadasappar, o que possibilitou a
identificacdo das sequiéncias de nucleotideos @#mnti

Com intuito de otimizar as analises sgiigntes, tomou-se aleatoriamente,

apenas uma amostra de cada grupo de sequéncidgadérbesta forma apenas
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sequéncias do grupo A e do grupo B, que apresemfpedo menos uma mudancga no
ndmero ou posi¢ao nucleotideos, foram submetidasiise filogenética.

3.7 Analises Filogenéticas do gene G

As sequiéncias de nucleotideos do grupo A foranpecedas com as sequéncias
adquiridas doGenBank incluindo os protétipos A2 e Long, e outras segi#s
representando os principais genotipos (GA1 a GA&3critos por (Peret, et al., 1998,
2000).

As sequUéncias de nucleotideos do grupo B forampacadas com outras
sequéncias adquiridas ddenBank incluindo os protétipos Sw8/60, CH18537, e as
sequéncias GB1, GB2, GB3, GB4, SAB1, SAB2, SAB34Pet al., 1998).

3.8 Andlises Filogenéticas do Gene SH

Para a andlise da variabilidade de nucleotidesagenoétipos, as seqiéncias
representantes de cada genotipo foram alinhadamlesadas, utilizando o programa
Meg AlignT™4,05 para obtencdo do grau de similaridade entregigéseias, calculadas
par a par.

Os arquivos gerados paiteg AlignT™4,05,foram convertidos para arquivos em
formato NEXUS e utilizados para as analises gegezalé entre as cepas de VSRH dos
grupos A e B, que foram realizadas empregando orios de Maxima
Verossimilhanca (MV), e o modelo evolutivo Hasegd€ghino-Yano mais
distribuicdo Gama (model 15), obtidos apdés an&m® o0 programa Modeltest site
<http://hcv.lanl.gov/content/hcv-db/findmodel/matall.htmb>. Foi realizada uma
busca heuristica, com algarismo de T@fee bisection reconnection). Utilizando uma
arvore ndo enraizada, gracas ao programa PAORersdo Beta — Sinaur Associates,
Inc. (Swofford, 1998), para Power Macintosh.

Foram calculados os valores bleotstrapcom 100 réplicas, para a verificacdo

da sustentacdo de ramos nas topologias das anturdas (Felsenstein, et al., 1985).
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4 RESULTADOS

4.1 Circulagéo e Sazonalidade das amostras dos ares2004 e 2005

Durante os anos de 2004 e 2005, foram colhidas &66stras de criancas
menores de 5 anos com sintomas respiratério atendid HU/USP, sendo que destas,
188 (42 %) foram positivas no ano de 2004 e 2366048 foram positivas em 2005.
Essas amostras apresentaram uma sazonalidade beitdadeos dois anos estudados,
com aumento da incidéncia entre os meses de majgoha, sendo que o pico do
VSRH no ano de 2004 ocorreu em marc¢o e abril enooda 2005, foi nos meses de

maio e junho, como mostra a Figura 7:

240

—m— Total de amostras (965)

—e— Amostras positivas (424)
200

7 A

NuUmero de amostras

40-+4m

RNV

. A i
rrrrrrrrrrrtrr T rrrrrrrrrorord
JIF_04 Mar/Abr Mai/Jun Jul/Ago Set/Out Nov/Dez J/F_05 Mar/Abr Mai/Jun Jul/Ago Set/Out Nov/Dez
Meses

Figure 7 —Sazonalidade do VSRH em amostras colhidas durap&iodo de janeiro
de 2004 a dezembro de 2005, no HU/USP com picaalééncia entre os
meses de marco e junho.
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4.2 Epidemiologia molecular

4.2.1 Andlise filogenética das amostras circulantesm 2004 e 2005 pela analise do

gene G

Das 164 amostras genotipadas nos anos de 2005 e2@0gene G paNSRH,
117 foram amplificadas para o gene SH e sequerssiagara identificacdo e
comparacao dos genotipos. (Figuras 9 e 10, Anexe8A

Foi observada a circulagdo dos grupos A e B, cadgminancia do grupo A no
ano de 2004 e do grupo B em 2005.

As sequiéncias do gene G obtidas foram alinhadassegfiéncias representantes
de varios gendtipos previamente identificados {Peteal., 1998, 2000; Trento, et al.,
2003; Venter, et al., 2001). A andlise filogenéticagene G das sequéncias brasileiras
pertencentes ao grupo A revelou a existéncia de duoisters correspondendo aos
genotipos GA2 e GAS5 (Figura Babela 3, Anexo A).

A analise do grupo B foram agrupadas em quatro terkus distintos
correspondendo aos genoétipos SAB1, SAB3, GB3 dilBA-(Figura 10, Tabela 3,
Anexo B).

Tabela 3— Distribuicdo dos genétipos de VSRH circulantes anos de 2004 e 2005, obtidos

pelo
Sequenciamento do gene G.

GENOTIPOS
Ano Grupo A Grupo B
GA2 GA5 SAB1 SAB3 GB3 BA LIKE
2004 18 37 2 3 0 3
2005 1 9 1 0 3 41
Total 18 46 3 3 3 44

55



Resultados

Ao comparar as taxas de circulacdo dos genotiposnéiados em porcentagem,
foi possivel observar que os grupos A e B, ciramfaem igual propor¢cao, porém em

anos diferentes Figura 8.

58,73%

7455%

317% SAB1
4 76% SAB3

4.716% BA LIKE

182% GA2

2857% 245% 16,36%

182%
SAB1

Ano 2004 Ano 2005

Figura 8 — Distribuicdo dos gendtipos por anos de surt@g Z8) e 2005(B), obtidos pelo
sequenciamento do gene G.

4.3 Andlise filogenética do gene SH

Um total de 117 amostras (anexo C e D) tiveramne ¢H seqlenciado e foram
depositadas no GenBank e alinhadas com sequénaimidas no GenBank,
pertencentes ao grupo A (anexo E) e grupo B (@R¢x( Cane, et al., 1991, Chen, et
al., 2000, Lim, et al., 2003). Verificamos que, @mga divergéncia de nucleotideos e
aminodacidos entre as sequéncias do gene SH sefr mergue no gene G, a analise
filogenética separou as amostras do grupo A em dados distintos e coincidentes

com a genotipagem a partir do gene G. Figura Selaeh
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ARVORE DO GENE SH GRUPO A

021C
196 073
62
GAZBRZOZ 2005
GAZBRZ2Z2E 2004
63 0134
GAZER113 2004
] ]
LLC1144-115
114
a8
0584 .
GAZBR295 2004
A2
(Y] T P
S 1310
SASBRO3Z 2005
SASBRIZT 2004
GASBR139 2004
GASER306 2005
GASER240 2004 SASBR142 2004

Figura 9 — Analise filogenética do gene SH grupo A com 195euntédeos. Sequiéncias isoladas
originalmente no Brasil (BR acesso GenBank EU109312EU109376)
comparadas com sequéncias disponiveis no GenBapkldgia da arvore obtida
pela analise filogenética do gene SH das amostesildiras, utilizando o critério
de méxima verossimilhanca MV. O valor de Bootseaf@ demonstrado sobre os
ramos.
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A andlise filogenética do gene SH revelou que assta® do grupo B
agruparam-se em diferentes clusters, os quaisnfa@respondentes a genotipagem
pelo gene G, BA-LIKE, que surgiu recentemente rasBy. E as amostras pertencentes
aos genotipos SAB1, SAB3 e GB3. (Tabela 3, Figlja 1

ARVORE DO GENE SH GRUPO B
BALIKEBR233 2005

BALIKEBR271 2005
BALIKEBR321 2005

BALIKEBRO22 2005

78
SAB3BR245 2004
SAB3BR073 2004
BALIKEBR184 2005
SAB1BR049 2005 51
GB3BR223 2005 U39662GA
GB3BR160 2005 AF280536G8
BALIKEBR301 2005 AF013254GB
BALIKEBR195 2005 AF280495GB
BALIKEBR102 2005 AF280499GB
BALIKEBRO56 2005 AF280500GB
BALIKEBRO41 2005 AF280503GB
AY353550GB AF280515GB
AF2805037GB AF280532GB
AF280533GB

Figura 10 - Andlise filogenética do gene SH gendtipo B. egias isoladas originalmente no
Brasil (BR acesso GenBank EU109377 — EU109425) papatdas com sequéncias
disponiveis no GenBank, foram utilizadas para caimsa arvore filogenética. O
valor de Bootstrap obtido por distancia esta detnads sobre os ramos.
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Portanto, o resultado obtido pela analise filogeaétos dois genes G e SH
realizada com as amostras do grupo A e B foi cdende, para a genotipagem do grupo

A, porém um pouco divergente para o grupo B.

4.4 Sequéncias de nucleotideos e aminoacidos

As sequéncias deduzidas de aminoacidos do gerdojrupo A mostraram-se
conservadas, apresentando de 0 a 2 substituicbamideacidos quando comparadas
com a cepa A2 (isolada em 1961) - Figura 11. Daangdstras sequenciadas, 40 (87%)
apresentaram 4 mutacdes silenciosas e apenas 3emfaram mutacdes nao
conservativas. Entretanto, algumas alteracfes deotideos e aminoacidos parecem
representar substituicbes especificas para caddogngendtipos do grupo A (GA2 e
GADb). Foram observadas 4 assinaturas genéticastedsticas do genotipo GA2 nos
nucleotideos 21, 71, 91, 135, sendo que a assinaturespondente ao nucleotideo 91
leva a uma troca de (Citocina por Adenina) com wunastituicdo correspondente de
(Leucina pelo Isoleucina). Quanto ao genétipo GAdmente foi observado uma
assinatura genética no nucleotideo 66 sem trocasndeacidos. Figuras 11A e 11B.
Quanto ao grupo B Figura 12A e 12B verificamos tpaas as 53 amostras analisadas
apresentaram mutacfes nos residuos 27 (Prolinaljgargina) e 57 (Leucina para
Glutamina) quando comparadas com a cepa CH185@ad&s em 1962) e a média de
substituicdes de aminoacidos nas amostras foiadé. 2
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Figura 11 -Alinhamento de 195 nucleotideos do gene SH de aasobtasileiras de RSVA. As bases estéo representgebnas quando diferem da
amostra referéncia A2. Em negrito estdo represastad mutacfes sileciosas ocorridas em todas é@énedgs brasileiras quando
comparadas com a amostra A2 (isolada em 1961).eAwaid bases identificadas em vermelho representastitsiicdes especificas
verificadas nas amostras brasileiras relacionadéssaificacdo nos diferentes genotipos (GA2 e GAS)bases sublinhadas representam
substituicBes especificas verificadas em amoseadifdrentes localidades relacionadas a classificaen diferentes gendtipdsigura
11B - Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos deaizio gene SH de amostras do grupo A isoladasasil.B*) corresponde ao
stop codon de cada sequéncia.
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Figura 12- Alinhamento de 198 nucleotldeos do gene SH desaambrasnelras RSVB. Em negrito estdo repredaatas mutancdes
sileciosas ocorridas em todas as sequéncias lmasipuando comparadas com a amostra CH18537 dés@m 1961).
Figura 12A - alinhamento da sequéncias de aminoacidos dedutidgene SH de amostras do grupo B isoladas ndl.Bras
(*) corresponde ao stop codon de cada sequé&ngiaa 12B.
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5 DISCUSSAO

O Virus Respiratério Sincicial Humano (VSRH) é @sgAvel por surtos
epidémicos anuais bem definidos, sendo que o nudelafeccbes causado por esse
patogeno vem aumentando todos os anos, consumiititiiesnde dolares em cuidados
com saude (Tekkanat, et al., 2001; Collins, e2l01). Também apresenta alta taxa de
mortalidade em criangas com imunodeficiéncia coigére/ou induzida por
quimioterapia contra cancer (Hall, et al., 2001{li6® e Graham., 2008). E o agente
viral mais frequentemente relacionado a infeccéedrdto respiratorio inferior em
bebés e criancas até 2 anos (Vieira, et al., 2001lins, et al., 2001; Zlateva, et al.,
2005).

Muitos sdo os métodos utilizados patadar a variabilidade genética do virus
VSRH, dentre elas: o ensaio de protecdo a acaochdamilease (Cristina, et al., 1990),
reacdo em cadeia pela polimerase apoés transcrig@osa (RT-PCR), (Zheng, et al.,
1996), a andlise por enzima de restricdo (RFLR)nhSon 1987; Sullender, et al.,
1991). Sequenciamento dos genes F, N, SH, P, ee@céo em cadeia pela polimerase
(PCR), estes métodos confirmaram a existéncia de glmpos distintos de virus
sincicial respiratorios de A e B (Cane, et al., I;9ullender, et al., 1991; Peret, et al.,
1998).

Cane e Pringler (1991) utilizaram sequéncia pardel nucleotideos e o
mapeamento de restricdo para analisar os produof@R dos genes SH e N
respectivamente. Ao analisar 12 amostras isoladé® @s anos de 1956 e 1989
revelaram haver certa variabilidade entre os daipas A e B. Foram identificadas,
desta forma, diferentes linhagens, denominadastigespdentro de cada grupo: SH1-6
para o grupo A e NP1 e NP3 para o grupo B; veufise ainda, a co-circulacdo destas
durante um surto epidémico em Birmingham e, past@ente, em varias localidades
do mundo, incluindo Alemanha, Finlandia e Urugdaimonstrando que virus isolados
em deferentes regides podem ser similares (Canmged? 1991; Cane, et al., 1994).
A analise filogenética das sequéncias do gene Gadasstras representantes dos
genotipos acima, gerou uma arvore adosters semelhantes aos obtidos na analise do
gene SH, confirmando a genotipagem inicial (Canal.£1991).

Varios estudos, inicialmente baseados apenas rgwigmades antigénicas,
foram realizados no sentido de entender o padracirdelacdo do VSRH. A partir

destes estudos pode-se concluir que ocorre a @alaggio dos grupos durante os surtos
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e a variacao do padréo de circulacdo de diferexaesinidades durante 0 mesmo ano,
ndo sendo encontrada uma cepa epidémica UnicarFamjet al., 1991).

Em um trabalho de revisdo da diversidade genéticd/ 8RH realizado por
Sullender (2000), foi demonstrado que, embora asenclaturas adotadas fossem
diferentes, os agrupamentos dos isolados de VSRIdgesmatipos sdao muito similares
entre as diferentes publicagcées sobre o assunt@mnBmamostras designadas por Peret,
et al.,, 1998), como GAl1 — GA5 apresentam correspacid com a genotipagem
baseada no sequenciamento parcial dos genes Sttee (Gane e Pringle, 1991; Cane,
et al., 1991), SHL1-SHL5. Assim GAL correspondety GA3 a SHL1-3 e 4 GA5 a
SHL2 (Cane, 2001).

Em nosso trabalho, foram colhidas amostras de gasaatendidas e internadas
no Hospital Universitario da USP-SP, no periodqjdeeiro de 2004 a dezembro de
2005), para andlise da diversidade genética petgpamcdo das proteinas G e SH.
Foram utilizadas amostras previamente sequencadgnotipadas pela regido G2 da
proteina G para comparacao e analise filogenétiqgaateina SH. Foi possivel verificar
que a circulacdo do VSRH na cidade de Sdo Paulbecba a uma sazonalidade tipica,
com um surto anual bem definido, estendendo-senttuocs meses de outono e inverno,
com pico de incidéncia ocorrendo nos meses de nagrgaho (Figura 7).

Verificamos ainda que ocorreu a circulacdo dos @gup e B no periodo
estudado, com predominédncia do grupo A em 2004 egdmpo B em 2005,
principalmente 0 novo gendtipo BA-like surgido neteenente (Venter, et al., 2001;
Trento, et al.,, 2003), como mostra o tabela 3. Ermads percentuais 0os genétipos
circularam em igual proporcdo como mostra a Figura

Nossos dados estdo de acordo com a literaturaalantpstra que a circulagéo
dos grupos A e B podem variar no decorrer dos anoama comunidade (Anderson, et
al., 1991). Estudo realizado por Botosso (2002)esdiversidade genética das amostras
de VSRH identificadas na cidade de Sao Paulo,greilise parcial do gene G, verificou
circulacdo de multiplas linhagens, 1 ou 2 gendtiposdominando a cada ano, o
aumento da circulacdo de alguns gendtipos e dedimioutros no decorrer dos anos,
corroborando dados da literatura (Seki, et al.,120enter, et al., 2001). Circulagao
semelhante foi encontrada na China, onde as araakirgrupo A foram predominantes
sobre o grupo B, no ano de 2004 (Zhang, et al.7R00

Um estudo realizado na India nos anos 2003 a 200Stran uma alta

prevaléncia do grupo A em 2004. Segundo este esflithh dos casos estudados
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pertenciam ao grupo A, enquanto que em 2005 hooveéeclinio da incidéncia deste
grupo e aumento no numero de prevaléncia parapo @i-like (Parveen, et al., 2006).
Circulacdo semelhante foi descrita na cidade dep@as no Estado de Sdo Paulo, onde
foram encontrados os mesmos genaotipos que ciroolagacidade de Sado Paulo com os
mesmos percentuais (Silva, et al., 2008).

A topologia das arvores filogenéticas geradas peldgrios de Maxima
Verossimilhanca (MV) e distancias evolutivas foistamte semelhante para os dois
grupos (A e B) e para os dois genes estudadoSks e

As amostras brasileiras foram genotipadas pela ammgfo com sequéncias
parciais do gene G de amostras isoladas em owitaidades, previamente atribuido
aos genotipos especificos (Zlateva, et al., 200dthkton, et al., 2006; Peret, et al.,
1998 e 2000; Venter, 2001). Identificamos assinergjpos dentro do grupo A, GA2 e
GA5S e 4 dentro do grupo B, GB3, SAB3, SAB1 e BAelilHouve a co-circulagéo dos
gendtipos durante os 2 anos, sendo que em 2004 Ippestominancia do GA5 sobre os
demais (Tabela 3), com declinio de circulacdo rmsayguinte e sendo substituido por
um novo genétipo, GB3 com inser¢cdo. Como obserpadamutros autores o fendmeno
drift, indicando certa pressdo na resisténcia ifagica da populacdo (Peret, et al.,
1998; Choi e Lee, 2000; Venter, et al., 2001; Gatred. 1994, Seki et al. 2001; Botosso,
et al., 2009).

Em 1999 na cidade de Buenos Aires foram isoladgsiaeiras amostras com
inser¢do de 60 nucleotideos (Trento, et al., 2083posteriormente foram isoladas
amostras em diversos lugares do mundo como, J@u&mia, Canada, Nova Zelandia e
Bélgica (Scott, et al., 2004; Nagat, al., 2004; Zlateva, et al., 2005; Mathensoral.et
2006) dando origem ao um novo genétipo BA-likevdeto do GB3. Este gendtipo, foi
predominante em 2005 no Estado de S&o Paulo, tsiddoconfirmado a sua co-
circulagdo no mundo (Botosso, et al., 2009).

O sequenciamento do gene SH das amostras clbmasifeiras demonstrou que
0 mesmo é altamente conservado, com poucas vasidedeucleotideos e aminoacidos
em comparacao com as cepas A2 e CH18537, isoladasis de trinta anos. Das 64
sequéncias obtidas do grupo A, 43 ndo apresentamanhuma alteracdo de
aminoacidos em relacdo ao prototipo, e as demagiggaeias apresentaram apenas de 1
a 2 alteracdes. A pouca variabilidade desse gengefxrita, previamente, por outros
autores (Cane, et al., 1991; Chen, et al., 2008, ket al., 2003), levantando a hipdtese

de que, embora a funcéo da proteina ndo estejméntee esclarecida, ela seja essencial
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para a infec¢do clinica, representando um fatgpadegenicidade ou um fator para a
estabilizacdo do envelope viral na natureza (Buduegt al., 1997; Whitehead, et al.,

1999; Chen, et al., 2000). Entretanto, foi possrealizar a genotipagem do VSRH

sendo observadas alteracdes de nucleotideos e&uios que caracterizaram os dois
gendtipos encontrados (Figura 11A e 11B). Quanda esalise foi expandida para

sequéncias de amostras isoladas em outras loaadidgdtados Unidos e Singapura, as
Unicas assinaturas genéticas identificadas fordenerges as posicoes 72(C-A) e 135
(T-C), ambas causando mutacdes silenciosas.

O gene SH do grupo B também se apresentou altaroenservado, sendo que
17 amostras ndo apresentaram alteracOes de andogédem relacdo ao prototipo
CH18537 (Figura 12A e 12B). Entretanto verificamog ocorreram duas alteracdes de
aminoacidos em todas as amostras brasileiras,aonevite descritos na literatura, que
correspondem ao residuo 27 (ProLeu) e ao residuo 57 (Lew Glu). (Chen, et al.,
2000). Das demais mutacdes verificamos que aperasfdram ndo conservativas, na
posicao 49 (treonina foi alterada para AlaninaliRaoou Isoleucina) e na posicédo 64
(Asp — His). Algumas dessas alteracdes foram descrita®yttoos autores, (Chen, et
al., 2000; Cane, et al., 1991; Lim, et al., 20@8monstrando que o virus apresenta
circulagdo mundial, com cepas muito proximas caedb em diferentes localidades.
Diferentemente da analise filogenética do genea@adise do gene SH das amostras do
grupo B nao definiu bem os clados por nenhuma datedulogias adotadas (MV ou
distancia evolutiva). Entretanto, verificamos qeamostras identificadas como BA-
like, que possuiam insercdo de 60 nucleotideosjpagem em um mesmo clado,
proximo ao GB3 e SAB3, demonstrando uma origem coreuque uma analise de
outros genes de cepas pertencentes a esse novpgeute permitir a verificacdo de
outras alteracdes caracteristicas que possam tdericto ao virus uma vantagem
evolutiva, imunoldgica ou ndo, permitindo sua rapdisseminacao pelo mundo.

Assim, apesar de algumas regides da proteina Seepk A2 ja terem sido
identificadas como importantes epitopos para celBla T (Nicholas, et al1988), a
variabilidade genética observada entre amostréesda® em diferentes localidades e em
anos diferentes (1999, 2000, 2004, 2005) foi minsngerindo que a importancia dessa
proteina ndo esteja relacionada aos mecanismascdpesimunolégico do virus, como
ocorrido com a proteina G, mas sim com algum outrecanismo, como ha
patogenicidade viral, no seu ciclo infeccioso, sepdrtanto, uma forte candidata para

estudos como alvo de drogas antivirais.
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Conclusao

6 DISCUSSAO

Ao analisar a circulacdo dos gendtipos nos ano300d e 2005 a partir da

genotipagem pela regido da proteina G2 comparadare®SH, pode-se concluir que:

1 Houve predominancia do grupo A em 2004 e do grupenB 2005, com o

surgimento de um novo genotipo BA-Like;

2 Verificou-se que embora a divergéncia de nucleofde aminoacidos entre as
sequéncias do gene SH sejam menores do que naralise filogenética dividiu as
amostras do grupo A em dois clados distintos GA2ZA&, bem como as amostras
do grupo B, foram dividas em SAB1l, SAB3, GB3, e Bke e que séao
coincidentes com a genotipagem a partir do gene G.
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ANEXO A

Grupo de amostras brasileiras geneticamente i@npara o grupo A nas proteinas G e

SH.

Amostra representantes
gue figura nas analises

Proteina

Grupo

Genotipo

Amostras que apresentaram 100% de
similaridade

1° Grupo
GA2BR295_04

GA2

GA2BR111_04; GA2BR113_04; GA2BR115_(
GA2BR126_04; GA2BR127_04; GA2BR177_04
GA2BR199_04; GA2BR230_04; GA2BR239_(
GA2BR283_04; GA2BR307_04

2° Grupo
GA5BR032_05

GA5

GA5BR035_05; GA5BR052_05; GA5BR058_04

GA5BR103_05; GA5BR131_04; GA5BR138_04

GA5BR143_04; GA5BR146_04; GA5BR159_04

GA5BR175_04; GA5BR181_05; GA5BR221_04

GA5BR222_04; GA5BR237_04; GA5BR253_04

GA5BR258_04; GA5BR259_04; GA5BR304_04
GA5BR328_04

3° Grupo GA5BR105_05

GA5

GA5BR107_05; GASBR10S_

4° Grupo GA5BR139_04

GAS5

GAS5BR198_04

5° Grupo GA5BR144_04

GAS5

GAS5BR154_04

6° Grupo GA5BR306_05

OO|OO

> > > >

GA5

GA5BR315_05

GA2

GA2BR084_04; GA2BR128_04; GA2BR158_04
GA2BR228_04; GA2BR292_05

7° Grupo amostras que néo tivera
100% de similaridade.

GA5

GA5BR039_04; GA5BR077_04; GA5BR099_05
GA5BR117_04; GA5BR120_04; GA5BR142_04
GA5BR155_04; GA5BR178_04; GA5BR206_04
GA5BR224_04; GA5BR225_04; GA5BR233_04
GA5BR240_04; GA5BR250_04; GA5BR251_04;
GA5BR270_04; GA5BR327_04

1° Grupo
GA2BR295_04

SH

GA2

GA2BR068_04; GA2BR084_04; GA2BR111_04
GA2BR115_04 ; GA2BR126_04; GA2BR127_04
GA2BR128_04; GA2BR158_04; GA2BR177_04
GA2BR199_04; GA2BR230_04; GA2BR239_04
GA2BR283_04; GA2BR307_04

2° Grupo
GA5BR032_05

SH

GA5

GA5BR035_05; GA5BR039_04;GA5BR052_05
GAS5BR058_04; GA5BR077_04; GA5BR099_05
GA5BR103_05; GA5BR105_05; GA5BR107_05
GA5BR109_05; GA5BR117_04; GA5BR120_04
GA5BR131_04; GA5BR138_04; GA5BR143_04
GAS5BR144_04; GA5BR146_04; GA5BR154_04
GAS5BR155_04; GA5BR159_04; GA5BR175_04
GA5BR178_04; GA5BR181_05; GA5BR206_04
GAS5BR221_04; GA5BR222_04; GA5BR224_04
GA5BR225_04; GA5BR233_04; GA5BR237_04
GA5BR250_04; GA5BR251_04; GA5BR253_04
GA5BR258_04; GA5BR259_04; GA5BR270_04
GA5BR304_04; GA5BR315_04; GA5BR328_04

3° Grupo GA5BR139_04

SH

GA5

GAS5BR198_04

SH

GA2

GA2BR113_04; GA2BR228_04; GA2BR292_04

7° Grupo amostras que nao tiverg

100% de similaridade.

SH

GA5

GA5BR142_04; GA5BR240_04;, GA5BR306_05
GA5BR327_04

80



ANEXO B



ANEXO B

Grupo de amostras brasileiras geneticamente id@&npara o grupo B nas proteinas G e

SH.
Amostras Amostras que apresentaram 100% de
representantes que| Proteina | Grupo | Gendtipo similaridade
figura nas analises
BINSBR022_05; BINSBR027_05; BINSBR0O37_05
BINSBR039_05; BINSBR053_05; BINSBR111_05
1° grupo BINSBR154_05; BINSBR178_05; BINSBR179_05
BINSBR321_05 G B Bl-like BINSBR184_05; BINSBR200_05; BINSBR210_05
BINSBR215_05; BINSBR217_05; BINSBR233_05
BINSBR252_05; BINSBR271_05; BINSBR274_05
BINSBR282_05; BINSBR290_05; BINSBR305_05
2° grupo BINSBR301_05 G B Bl-like BINSBR041_05
3° grupo BINSBR100_05 G B Bl-like BINSBR149_05; EBBRR158_05; BINSBR242_05
4° grupo BINSBR195_05 G B Bl-like BINSBR222_05; EBRR249_05
5° grupo GB3BR223_05 G B GB3 GB3BR229_05
6° grupo SAB1BR082_04 G B SAB1 SAB1BR303_04
7° grupo SAB3BR073_04 G B SAB3 SAB3BR129_04; SABDBR 05; SAB3BR245_04
BINSBR040_05; BINSBRO056_05; BINSBR093_04
8° Grupo amostras que nap G B Bl-like BINSBR115 05; BINSBR157_04; BINSBR188_05
tiveram 100% de BINSBR216_05; BINSBR221_05; BINSBR236_05
similaridade. BINSBR293_05; BINSBR307_05
BINSBR027_05; BINSBR037_05; BINSBR039_05
BINSBR040_05; BINSBR053_05; BINSBR111_05
1° grupo BINSBR022_05 SH B Bl-like BINSBR149_05; BINSBR154_05; BINSBR158_05
BINSBR179_05; BINSBR188_05; BINSBR200_05
BINSBR210_05; BINSBR222_05; BINSBR236_05
BINSBR242_05; BINSBR252_05; BINSBR282_05
BINSBR293_05; BINSBR305_05; BINSBR307_05
BINSBR093_04; BINSBR115_05; BINSBR157_05
2° grupo BINSBRO56_05 SH B Bl-like BINSBR178_05; BINSBR215_05; BINSBR216_05
BINSBR217_05
3° grupo GB3BR223_05 SH B GB3 GB3BR229_05
4° grupo SAB1BR082_04 SH B SAB1 SAB1BR303_04
5° grupo SAB3BR073_04 SH B SAB3 SAB3BR129_04
6° grupo BINSBR195_04 SH B Bl-like BINSBR249_04
BINSBR041_05; BINSBR102_04; BINSBR102_05
7° Grupo amostras que nap BINSBR184_05; BINSBR233_05; BINSBR271_05
tiveram 100% de SH B Bl-like BINSBR274_05; BINSBR290_05; BINSBR301_05
similaridade. BINSBR321_05; GB3BR160_05; SAB1BR049_05
SAB3BR245_04
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ANEXO C

Amostras com identificacdo do Genbank para o gAipo

Nome de origem da

5 Nome para genbank

=
=]

D N°de acesso no

amostras. Genbank
GA2BR068 2004 BR04 RSVGDNO] A 109312
GA2BR084 2004 BR04 RSVGDNOZ A 109313
GA2BR111 2004 BR04_RSVGDNO3 A 109314
GA2BR113 2004 BR04_RSVGDNO0O4 A 109315
GA2BR115 2004 BR04 RSVGDNOS A 109316
GA2BR126 2004 BR04 RSVGDNOA A 109317
GA2BR127 2004 BR04 RSVGDNO7 A 109318
GA2BR128 2004 BR04_RSVGDNOS A 109319
GA2BR158 2004 BR04_RSVGDNOS A 109320
GA2BR177_2004 BR04_RSVGDNI1( A 109321
GA2BR199 2004 BR04 RSVGDN11] A 109322
GA2BR228 2004 BR04 RSVGDN14 A 109323
GA2BR230 2004 BR04 RSVGDN13 A 109324
GA2BR239 2004 BR04 _RSVGDN14 A 109325
GA2BR283 2004 BR04 RSVGDN15 A 109326
GA2BR292 2005 BR0O5 RSVGDNI16 A 109327
GA2BR295 2004 BR04 RSVGDN17 A 109328
GA2BR307_2004 BR04 RSVGDN14 A 109329
GA2BR032_ 2005 BRO5 RSVGDN19 A 109330
GA2BR035 2005 BR0O5 RSVGDN2( A 109331
GA2BR039 2004 BR04 RSVGDNZ21 A 109332
GA2BR052_ 2005 BR0O5 RSVGDNZ232 A 109333
GA2BR058 2004 BR04 RSVGDN23 A 109334
GA2BRO0O77_2004 BR04 RSVGDN24 A 109335
GA2BR083 2004 BR04_ RSVGDN25 A 109336
GA2BR099 2005 BR0O5 RSVGDN26 A 109337
GA2BR103 2005 BR0O5 RSVGDNZ27 A 109338
GA2BR105 2005 BR0O5 RSVGDN28 A 109339
GA2BR107_2005 BR0O5 RSVGDN29 A 109340
GA2BR109 2005 BR0O5 RSVGDN3( A 109341
GA2BR117_2004 BR04 RSVGDN31 A 109342
GA2BR120 2004 BR04 RSVGDN32 A 109343
GA2BR131 2004 BR04 RSVGDN33 A 109344
GA2BR138 2004 BR04 RSVGDN34 A 109345
GA2BR139 2004 BR04 RSVGDN34 A 109346
GA2BR142 2004 BR04 RSVGDN34 A 109347
GA2BR143 2004 BR04 _RSVGDN37 A 109348
GA2BR144 2004 BR04 RSVGDN34 A 109349
GA2BR146 2004 BR04 RSVGDN39 A 109350
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GA2BR154_2004

BR04_RSVGDNA4(

109351

GA2BR155_2004

BR04_RSVGDNA41

109352

GA2BR159_2004

BR04_RSVGDN47Z

109353

GA2BR175_2004

BR04_RSVGDN43

109354

GA2BR178_2004

BR04_RSVGDN44

]

109355

GA2BR181_2005

BRO5_RSVGDN45

109356

GA2BR198_2004

BR04_RSVGDNA46

109357

GA2BR206_2004

BR04_RSVGDN47

109358

GA2BR221_2004

BR04_RSVGDNA4§

109359

GA2BR222_2004

BR04_RSVGDNA4S

109360

GA2BR224_2004

BR04_RSVGDNS5(

109361

GA2BR225_2004

BR04_RSVGDNS5]

109362

GA2BR233_2004

BR04_RSVGDNS5Z

109363

GA2BR237_2004

BR04_RSVGDNS53

109364

GA2BR240_2004

BR04_RSVGDNS54

;

109365

GA2BR250_2004

BR04_RSVGDNS5S

109366

GA2BR251_2004

BR04_RSVGDNS56

109367

GA2BR253_2004

BR04_RSVGDNS57

109368

GA2BR258_2004

BR04_RSVGDNS5§

109369

GA2BR259_2004

BR04_RSVGDNS54

109370

GA2BR270_2004

BR04_RSVGDNG(

109371

GA2BR304_2004

BR04_RSVGDNG]

109372

GA2BR306_2005

BRO5_RSVGDNGZ

109373

GA2BR315_2005

BR0O5_RSVGDNG3

109374

GA2BR327_2004

BR04_RSVGDNG64

]

109375

GA2BR328_2004

BR04_RSVGDNGS

DR PdpP 2Pl 2D PP dD AP Pd PP Pl P2 DA 2D Pl P

109376
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ANEXO D

Amostras com identificacdo do Genbank para o gBipo

Nome de origem das | Nome para Genbank  tipp N° de
amostras acesso no
Genbank

BINSBR022_2005 BR0O5_RSVGDNG66 B 1093[77
BINSBR027_2005 BRO5_RSVGDN67 | B 109378
BINSBR037_2005 BR0O5 RSVGDNG68 B 1093179
BINSBR039_2005 BR0O5_RSVGDNG69 B 109380
BINSBR040 2005 BR0O5_RSVGDN7Q B 1093B1
BINSBR041 2005 BR0O5_RSVGDN71 B 1093B2
BINSBR053_2005 BR0O5_RSVGDN72 B 109383
BINSBR056_2005 BR0O5_RSVGDNT73 B 109384
BINSBR093_ 2004 BR04 RSVGDN74 B 1093B5
BINSBR100 2005 BR0O5_RSVGDNT75 B 1093B6
BINSBR102_2005 BR0O5_RSVGDNT76 B 1093B7
BINSBR111 2005 BR0O5_RSVGDNT77 B 109388
BINSBR115 2005 BR0O5_RSVGDNT7§ B 1093B9
BINSBR149 2005 BR0O5_RSVGDN79 B 109300
BINSBR154 2005 BR0O5 RSVGDNS8( B 1093p1
BINSBR157 2004 BR04 RSVGDNS8I] B 109392
BINSBR158 2005 BR0O5_RSVGDN82 B 1093P3
BINSBR178_2005 BR0O5_RSVGDNS83 B 1093p4
BINSBR179 2005 BR0O5_RSVGDN84 B 1093P5
BINSBR184 2005 BR0O5 RSVGDNS85 B 1093P6
BINSBR188_ 2005 BR0O5 RSVGDNS86 B 1093p7
BINSBR195 2005 BR0O5 RSVGDN87 B 1093P8
BINSBR200 2005 BR0O5_RSVGDNS8S§ B 1093P9
BINSBR210 2005 BR0O5_RSVGDN89 B 1094P0
BINSBR215 2005 BR0O5_RSVGDN9Q B 1094p1
BINSBR216 2005 BR0O5 RSVGDN91 B 109402
BINSBR217_ 2005 BR0O5 RSVGDN9Z B 1094p3
BINSBR221 2005 BR0O5 RSVGDN93 B 109404
BINSBR222 2005 BR0O5 RSVGDN94 B 1094p5
BINSBR233_2005 BR0O5_RSVGDN95 B 1094P6
BINSBR236_ 2005 BR0O5 RSVGDN96 B 109407
BINSBR242 2005 BR0O5 RSVGDN97 B 1094p8
BINSBR249 2005 BR0O5 RSVGDN98 B 1094P9
BINSBR252 2005 BR0O5 RSVGDN99 B 109410
BINSBR271 2005 BRO5 RSVGDN100D B 109411
BINSBR282_2005 BRO5_RSVGDN10L B 109412
BINSBR293 2005 BRO5 RSVGDN10R B 109413
BINSBR301_ 2005 BRO5 RSVGDN103 B 109414
BINSBR305 2005 BRO5 RSVGDN104 B 1094115
BINSBR307_2005 BRO5 RSVGDN10b B 1094116
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BINSBR321_2005

BRO5_RSVGDN10

1094

17

GB3BR160_2005

BRO5_RSVGDN10

1094

18

GB3BR223 2005

BRO5_RSVGDN10

1094

19

GB3BR229_2005

BRO5_RSVGDN10

1094

20

SAB1BR049_2005

BRO5_RSVGDN11

1094

21

SAB1BR303_2004

BR04_RSVGDN11

1094

22

SAB3BR073_2004

BR04_RSVGDN11

1094

23

SAB3BR129_2004

BR04_RSVGDN11

1094

24

SAB3BR245_2004

BTN OCO[ON[O)

BR04_RSVGDN11

(ssiesiNveliveliosiiusiRusiNvsiivs)

1094

25
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ANEXOE
BRO032 05 (19)
BROS3 04
BRO30 04
BROOO 05
BR224 04
— BR142 04
BR155 04
e BR225 04
— BR206 04
— BR251 04
—— BR233 04
— BR178 04
— BR250 04
BR293 04
BR101 05
BR10S 0= (2)
BR270 04
BR306 05 (1)
BR144 04 (1)
BRO77 04
BR139 04 (1)
BR240 04
- ARGI14 04

0 BR117 04
BR32704
GAS5 BES7 04
BE1937 04
BR120 04
BE13145 04
100 100 GA4 I CHO9
L— BFE873 02
BE11140 04
BRO6S 04
BR293 04 (11)
BR228 04
. BR12S 04
_I_ BR158 04
BR202 05
BROS4 04
100 Chin001 04
Beij02 04
AL193
MOSS
GA?2 Ard404
Beijol 04
ChinD04 04
— Chin002 04
—L BF12071 04
= [ MO13
100 Momcmo-z S
r D73
e ':wc;mssl GA7
— .-XLLN{.'E.U- GAG
——————— A2
|| AL19471 5
GA1 rE CH34
NY108
100 L MO48

Long
— 0.005 subshtutions/site

Arvore filogenética do grupo A do HRSV obtida pefetodo Maximum Likelihood (segunda
regido variavel do genecodificador da glicoprote@®aG2 com 270. Os nameros internos
representam os valores do bootstrap representalios @s nés (500 replicas). E a classificacdo
dos gendtipos sdo indicados no inicio dos ramos.séguencias para comparagcdo foram
adquiridas . no GenBank. United States (TX, Texsls; Alabama; NY, New York; MO,
Missouri; CH, Rochester, NewYork); Canada (CN) SAweto, South Africa; Ag, Agincourt,
South Africa; Mozambique (Moz) [21]; B1; WV, Wesirgfinia, SWED 8-60; Sel, Seoul, Vir,
Virginia; NMex, New Mexico; Mas, Massachussets; S8#weden;Mon, Montevideo; Mad,
Madrid; Zar, Zaragoza; S, Sapporo, Japan Os nunegitos parenteses significam o numero de

amostras idénticas.
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ANEXO F
BRO22 05 (21)

| BR100 05 (3)
L BR195 05 (2)
- BR22105 (1)
L BR115 03
- BRISS 03
- BRaST0S
— BR236 05
— BROIEL coFos
il — | DEL A0GC 07
BRO40 05
| BA354 04
| BE257 01 04
———————— | NZB 02 04
BR 157 04
| BA1526 04
— | BA493 04
- BRO041 05 (1)
| BE11683 01
BRO56 1
I_—r“_— | BE46 mI %3 L os
GB3 with insertion BRO093 04 fa
I | BA1607 04
| BA48255 03
I BA3931 99
| BAS0S 02
e BR160 05
S BR07304(3)
BR245 04
L SAB3 L [ vi92 1998
$V429 1999
L $A2800
AL19794
) | q"
Chlgh - Pouk
Ch53b
—— NMO53
NY97
— TX69208
| —— - BR223 05 (1)
Beij66 04
Bell712 93
— MOZ10 99
lF SK043 021995
a7 T — ok SABA
BE10557 00
il — Kend 05 2000
Kel09 02 p—
0 [, eN1839 GB4
00 L1— nvou
. MO30
L Chob GB2
CH1ob GB1
MONI1S 90
— Sw8 60

—— (C'H185537
—0.01 substitutions/site

Arvore filogenética do grupo B do HRSV obtida petetodo Maximum Likelihood (segunda
regido variavel do gene codificador da glicopraie®, G2 com 270. Os numeros internos
representam os valores do bootstrap represensatios os nds (500 replicas). E a classificacdo
dos genotipos sdo indicados no inicio dos ramos.séguencias para comparagdo foram
adquiridas . no GenBank. United States (TX, Texsls,; Alabama; NY, New York; MO,
Missouri; CH, Rochester, NewYork); Canada (CN) SaAweto, South Africa; Ag, Agincourt,
South Africa; Mozambique (Moz) [21]; B1; WV, Wesirgfinia, SWED 8-60; Sel, Seoul, Vir,
Virginia; NMex, New Mexico; Mas, Massachussets; S8#weden;Mon, Montevideo; Mad,
Madrid; Zar, Zaragoza; S, Sapporo, Japan Os nunegitos parenteses significam o numero de
amostras idénticas.
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