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RESUMO

Bosso, PAR. Auséncia de Escapes Mutantes para o medicamento Palivizumab® do
Virus Respiratorio Sincicial Humano (HRSV) circulante, na cidade de Sao Paulo
durante o0 ano de 2004.

O Virus Respiratério Sincicial Humano (hRSV) é o patégeno mais comumente
associado a doenca do trato respiratorio inferior em lactentes e criancas. Altas taxas
de admissdo hospitalar, freqliéncia de casos e severidade da doenca foi
demonstrado em criancas abaixo de dois anos de vida. A freqiéncia de casos
positivos durante o ano de 2004 foi de 43% (188/435) das amostras coletadas
no Hospital Universitario/lUSP na cidade de Sao Paulo e os isolados
brasileiros do grupo A e B agruparam-se nos gendtipos previamente
caracterizados: GA2, GA5, SAB1, SAB4 e BA like, respectivamente.
Palivizumab (PZ) é atualmente o Unico anticorpo monoclonal disponivel para
uso em humanos para infeccées causadas pelo hRSV. Foi observado o
surgimento de escapes mutantes ao PZ in vivo e in vitro, sendo que estas
mutacdées no gene F determinam resisténcia ao Palivizumab. N6s avaliamos
através de sequienciamento da regido F1 a ocorréncia de escapes mutantes
em aspirados de nasofaringe. Realizamos RT-PCR para amplificacdo de
fragmentos do gene F e as seqliéncias de nucleotideos foram determinadas.
As 30 sequéncias analisadas nao revelaram mutacées ao PZ e através
desses dados podemos aferir que o PZ usado profilaticamente em grupos

especificos da populacao é eficaz.

Palavras chaves: Virus Respiratorio Sincicial Humano; Infeccdo Aguda do

Trato Respiratério; Escapes Mutantes; Palivizumab.
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ABSTRACT

Bosso, PAR. Absence of Palivizumab® Escapes Mutant for the Respiratory

Syncytial Virus (RSV) circulating, in the city of Sdo Paulo during the year of 2004.

The Respiratory Syncytial Virus (RSV) is the most common cause of lower
respiratory tract disease in infants and young children. RSV has high rates of
hospital admission and the frequency and severity of infections caused by
RSV were assessed in children < 2 years of age. In our study, the frequency of
RSV detection during 2004 was 43% (188/435) of the samples collected from
Hospital University/USP in Sdo Paulo city. Partial sequences of G protein
genes from antigenic groups A and B were clustered into previously
characterized genotypes: GA2, GA5, SAB1, SAB4 e BA like, respectively.
Palivizumab (PZ) is the only monoclonal antibody currently available for uses
in humans against RSV infectious disease. Here we evaluated the potential for
PZ-resistant RSV mutants to arise in clinical samples. Samples from aspirates
nasopharyngeal, reverse-PCR-amplified F gene fragments, and the nucleotide
sequences were determined. In thirty sequences no revealed F gene
mutations. This work shows that Palivizumab prophylaxis is safe and

efficacious.

Key words: respiratory syncytial virus, acute respiratory infections, escape

mutants, Palivizumab.
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1 INTRODUCAO
1.1 Historico

O Virus Sincicial Respiratério (Respiratory Syntycial Virus - RSV) foi isolado em
1956, em chimpanzés que apresentavam sintomas semelhantes ao resfriado comum
(Morris et al., 1956). Em anos subsequentes, um virus semelhante foi isolado,
oriundo de criancas que apresentaram infeccdo no trato respiratério inferior
(Chanock et al., 1957a,b, 1961). Sua denominagdo, hRSV (Repiratory Syncytial
Virus — hRSV), deu-se por sua predilecao pelo trato respiratério e também por
ocasionar uma histopatologia caracteristica nas células infectadas pelo virus, com
formagéo de sincicios observada em cultura de células (Kim et al., 2006).

Atualmente, o hRSV é muito estudado em diversos nucleos de pesquisa no
mundo todo; através desses dados, podemos dizer que ele é o agente viral mais
freqUente relacionado a casos de infeccées no trato respiratério (TRI) em recém-
nascidos, lactentes e criancas em idade pré-escolar. Segundo dados da OMS',
anualmente 64 millhées de pessoas se infectam pelo hRSV e, destas, 160.000
morrem por complicagdes causadas pela infec¢ao viral.

Segundo diversos autores, aproximadamente 95% das criancas apresentam sua
primeira infeccdo pelo hRSV nos primeiros dois anos de vida, sendo que, destes, a
maioria se da logo nos primeiros meses (Vieira et al., 2001; Linette et al., 2003). Este
virus acomete todas as faixas etarias e reinfeccées sao comuns durante toda a vida;
mas os sintomas clinicos em criangas depois da fase pré-escolar e adultos possuem
uma sintomatologia branda (Hall et al., 1991; Walsh et al., 2004). Em estudos feitos
em algumas populagbes de idosos comprovaram que o hRSV também causa
doenca significativa nessa faixa etaria, especialmente ap6s 60 anos os idade. Estes
dados puderam associar o hRSV a altos indices de mortalidade quando comparados
a outros trabalhos referentes ao virus influenza, considerado um importante
patdgeno nessa faixa etaria especifica, demonstrando que o hRSV acomete essa
faixa etaria com maior morbidade do que o virus influenza em anos nao pandémicos
(Falsey et al., 1995; Elliot et al., 2008; Kawai et al., 2008).

s 1-www.who.int/vaccine research/diseases/ari/en/index3.html, 2008
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1.2 Classificacdo e Caracteristicas Virais

O hRSV pertence a Ordem Mononegavirales, Familia Paramyxoviridae, Sub-
familia Pneumovirinae e Género Pneumovirus. E um virus envelopado com
morfologia pleomérfica. Seu tamanho varia de 150 a 350 nandémetros (nm) de
didmetro, contendo um nucleocapsideo helicoidal, com espiculas externas, formadas
por glicoproteinas que variam de 12 e 15 nm. Seu genoma é formado por uma fita
simples de RNA com polaridade negativa composto por 15.000 nucleotideos; estes
codificam dez RNAm, e cada RNAm codifica um unico polipeptidio (Figural) (Wertz
2004; Collins et al., 2007).

Figura 1. Esquema das particulas dos pneumovirus. O RNA gendémico esta associado as
proteinas virais do nucleocapsideo N (representado na figura a esquerda), a fosfoproteina P, e a
proteina L polimerase. A proteina M2-1 também esta presente neste complexo (ndo demonstrado no
esquema). A estrutura do nucleocapsideo estda rodeada pela proteina da Matrix M, que une o
nucleocapsideo a membrana viral da particula do virus. Inseridas a membrana lipidica estdo as
glicoproteinas G, a proteina de F de fuséo e a proteina SH (small hidrofdbica) (Easton et al., 2004).

As proteinas NS1 e NS2 nao fazem parte da estrutura viral, mas estao presentes
em abundancia nas células infectadas e em pequenas quantidades nos virions. As
outras proteinas sdo estruturais: duas estdo associadas a matriz viral, My [(Peso
Molecular (PM) - 27 Kilodaltons (Kd)] e Mo (PM-22Kd), trés ao RNA genbmico, para
formar o nucleocapsideo viral, N (PM-42Kd), P (PM-35Kd) e L (PM-200Kd); e outras
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trés sdo proteinas de superficie G (PM-90Kd), F (PM-70Kd ) e SH (7, 5 Kd) (Figura
2) (Atreya et al., 1998; Fearns et al., 2002; Collins et al., 2007; Tran et al., 2007).

1 2 ] 4 8 7 i 10 i 12 13 id 15 16 ki

hRSY A/E | - S I T (=] I ) [T | L

Figura 2: Esquema Representativo do Virus Respiratério Sincicial Humano, RNA polaridade
negativa. Fonte: (http://www.uqg.edu.au/vdu/VDUHumanRespiratorySyncytialVirus.htm)

A glicoproteina G do hRSV é uma proteina tipo Il. Contém 298 a 319
aminoacidos (aa) (dependendo de sua linhagem) e o gene que a codifica possui 923
nucleotideos. Ela é a principal proteina de adesao viral nas células hospedeiras,
como observado com o uso de anticorpos especificos contra a proteina G que
impediu a adeséo dos virions a membrana celular in vitro (Levine et al., 1987; Zhao
et al., 2000). Sua regiao amino-terminal é intracitoplasmatica e a carboxi-teminal é
extracelular (Lichenstein et al., 1996) e apresenta um dominio interno (entre os
residuos 38 e 63, observado na linhagem A2) com uma Unica regiao hidrofébica
préxima a extremidade N-terminal, que direciona a insercdo da proteina na
membrana do envoltério viral (Roberts et al., 1995; Wertz et al., 1989; Feldman et al.,
2001). A proteina G € expressa como uma pequena proteina e, subsequientemente,
sofre uma glicosilagdo, obtendo assim sua forma madura. Uma caracteristica
importante e interessante desta proteina esta no fato de poder suportar grandes
dele¢cdes ou multiplas substituicbes de aminoacidos, sem perda de sua funcéo
(Beeler e Coeling, 1989; Martinez et al., 1997; Melero et al., 2002).

Estudos feitos com a proteina G por Johnson et al. (1987), evidenciaram uma
estrutura chamada de mucin-like, que possui elevados indices de serina, treonina e
ainda residuos de prolina. Essa sequéncia mucin-like apresenta um dominio central
com 13 residuos nas posicoes 164-176 (linhagem A2) que sao completamente
conservados entre as linhagens de hRSV. Isto levou a conclusdo que esta
seqUéncia especifica possui uma caracteristica importante, por conter um segmento
com 4 residuos de cisteina nas posicoes 173, 176, 182 e 186 também conservados
entre as diferentes linhagens de hRSV. Estes residuos de cisteina nas posicdes cis-
173, cis-176, cis-186 e cis- 182 foram preditos como sendo uma estrutura
secundaria na proteina. Com a descoberta deste dominio conservado, postulou-se
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que ele teria um papel fundamental na funcdo da proteina G, relacionada ao
processo de adesdo nas células hospedeiras. Estudo posterior com um hRSV
recombinante mostrou que esses dominios também poderiam se deletados sem
causar significativa reducédo na replicacao viral em experimentos realizados in vitro,
utilizando cultura celular e/ou ratos (Teng et al.,, 2002). Do mesmo modo,
experimentos realizados por Tripp et al. (2001), mostraram que este dominio envolve
cis-182 e cis-186, relacionados ao dominio CX3C que € o dominio para quimiocina
fractalina. Posteriormente, Polack et al., (2005), sintetizaram essa mesma seqliéncia
de peptideos contendo o dominio conservado na porcao central em observagdes
feitas in vitro, e notaram que eles inibiam a ativacdo do fator de transcricdo do NF-
kappa B e a secrecao de citocinas inflamatérias por monécitos humanos, indicando
que este dominio inibe a resposta imune inata do hospedeiro. Assim, este dominio
conservado da proteina G tem atividade de modulacéo da resposta imune, embora o
completo significado disto ainda nao esteja totalmente elucidado.

A glicoproteina F é do tipo |, e estd ancorada na membrana préxima a regiao C-
terminal (intracitoplasmatica) sendo clivada na porcao N-terminal (extracelular), que
€ responsavel pela fusdo da membrana viral com a membrana citoplasmatica da
célula hospedeira, proporcionando o depdsito do nucleocapsideo dentro do
citoplasma (Hoestra et al., 1990; Schlender et al., 2003). Por seu intermédio, ocorre
a fusdo de uma célula infectada com uma adjacente, levando a formacdo de
sincicios (Walsh et al., 1985; Morton et al., 2003). O gene que a codifica possui 1903
nucleotideos e sua sintese inicia-se com um precursor inativo, chamado Fy, que
forma posteriormente os dominios: F, (aa. 1-130) e Fy (aa. 137-574) e um peptideo
clivavel (aa. 131-136), (Calder et al., 2000; Collins et al., 2007). A proteina Fy é
clivada no complexo de Golgi por uma endoprotease celular nas subunidades F1 e
F> que se ligam por pontes dissulfidicas (Eckert et al., 2001; Reyes-Gonzales et al.,
2001; Sugrue et al., 2001). Esta proteina é relativamente conservada e sua funcao é
comprometida por delecdes ou substituicoes de aminoacidos (Collins et al., 2007).

A porcao N-terminal da subunidade F1, gerada pés-clivagem, possui um dominio
hidrofobico que se insere na membrana celular. Com isso, um deslocamento
conformacional da proteina F, aproximando e unindo a membrana viral com a
membrana celular, o que ocasiona a fusao das duas membranas (Zhao et al., 2000;
Connoly et al., 2006).
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Em estudos realizados com hRSV recombinante, em que as proteinas de
superficie viral G e SH foram suprimidas, mantendo-se apenas a proteina F na
superficie viral, em células infectadas in vitro, pode-se evidenciar a capacidade desta
proteina em formar sincicios, independentes das demais proteinas de superficie viral
(Kosaka et al., 2004; Techaarpornkul et al., 2001; Teng et al., 2001). Em outro
trabalho com um virus recombinante da estomatite vesicular que expressava a
proteina F do hRSV, percebeu-se a habilidade do virus de fudir célula-célula com
formacao de sincicios (Kahn et al., 1999). Assim, a proteina F do hRSV pode mediar
eficientemente a fusdo, independente de outras glicoproteinas virais, em contraste
de outros membros dos Paramyxovirinae, em que ha a necessidade da interacao
das 2 proteinas (G e F) para promover a fusdo da célula infectada com outra
adjacente (Techaarpornkul et al., 2001; Teng et al., 2001).

Nos processos infecciosos e imunes, as glicoproteinas de superficie F e G sao
as mais importantes para o desencadeamento da resposta imune do hospedeiro,
quando infectado pelo hRSV (Olsted et al., 1986; Waal et al., 2004). O uso de
anticorpos policlonais ou monoclonais (MAbs), especificos contra elas, sao capazes
de neutralizar o virus in vitro (Bourgeois et al., 1991; Hendry et al., 1988). Em
estudos realizados em camundongos, através da transferéncia passiva de anticorpos
monoclonais anti-F, notou-se a reducédo da replicagdo do virus nos seus pulmaos
(Walsh et al., 1983; Taylor et al., 1984; Kosaka et al., 2004). Num estudo realizado
por Sano et al. (2003) utilizando uma proteina lactoferina em associagdo a um
surfactante, observou-se que, numa ligacdo especifica entre estes compostos e a
proteina F, tais dados demonstraram in vivo que esta associacao previne a invasao
do trato respiratorio superior pelo hRSV.

A proteina SH é uma proteina pequena da membrana formada por 64
aminoacidos (subgrupo A2) e o gene que a codifica possui 410 nucleotideos. Ela
possui um dominio hidrofébico, chamado “sinal ancora” na por¢cao N-teminal e a
regiao C-terminal é extracelular (Huang et al., 1985; Collins et al., 1993; Olmsted et
al., 1989). Intracelularmente ela se acumula em inumeras formas: SHo, SHq, SH, e
SH; (Olmsted et al., 1989; Anderson et al., 1991). Este complexo processamento da
proteina SH em diversas formas é observado em outros membros da familia

Pneumovirinae, mas o significado destas formas ainda n&o é conhecido.
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Burkreyev et al.,, (1997), utilizando um hRSV recombinante com delecao
completa da proteina SH, demonstrou que esse virus, ainda assim, permanece
viavel em cultura celular. Esses hRSV recombinante (com completa delecao da
proteina SH) candidatos a vacina, foram ineficazes em atenuar o hRSV vacinal
(Karron et al., 2005). Ha estudos também demonstrando que a proteina SH aumenta
o potencial de fusao célula a célula (Heminway et al., 1994), embora, em pesquisas
posteriores, tenha-se demonstrado que o virus hRSV recombinante com delecédo da
proteina SH, permanece competente em ocaciosar a fusao célula-célula,
(Techaarpornkul et al., 2001).

Perez et al., (1997) sugeriu que a proteina SH pode ser formadora de um canal
transmembranico chamado viroporin, cujo poro apresenta um diametro 1.46 A.
Colabora com essa afirmacao um trabalho em que expressou-se a proteina SH em
bactérias, ocorrendo um aumento da permeabilidade para compostos de pequeno
peso molecular. Entretanto, o papel deste canal i6nico na biologia do hRSV ainda
nao é compreendido (Biacchesi et al., 2004, 2005).

A proteina M da matriz possui 256 aminoacidos e o gene que a codifica possui
958 nucleotideos. Ela se acumula na membrana plasmatica, interagindo com outras
proteinas virais durante a morfogénese da particula viral, e é essencial para dar
forma a particulas do virus (Huang et al., 1985; Teng et al., 1998).

As proteinas N (nucleoprotein), P (phosphoprotein) e L (large protein) séo
proteinas que estao presentes no nucleocapsideo. Em conjunto com a proteina M2-
1, sdo encontradas no citoplasma celular. Quando células infectadas séao
visualizadas em microscépio, podemos verificar a presenca de corpos de incluséo,
assim acredita-se que estes contenham o nucleocapsideo viral (Garcia et al., 1993).

As proteinas N, P e L sao essenciais para replicagao do RNA viral (Collins et al.,
1996, 2007; Carromeu et al., 2007).

A proteina N (nucleoprotein) é a principal proteina estrutural do nucleocapsideo
(Tristam et al.,, 1996); apresenta 391 aminoacidos, codificado por um gene que
possui 1203 nucleotideos Esta proteina se liga ao RNA gendémico e ao RNA
antigenémico, conferindo ao nucleocapsideo recém-formado a propriedade de
resisténcia as RNAses intracelulares do hospedeiro. Tal caracteristica nédo é
somente vista no hRSV, mas também em outros membros dos Mononegavirales
(Collins et al., 2007).
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A proteina P do hRSV ¢é altamente fosforilada. Apresenta 241 aminoacidos e o
gene que a codifica possui 914 nucleotideos (Collins et al., 2007). De forma similar a
outros membros da ordem Mononegavirales, a proteina P faz parte do complexo da
polimerase viral. A interacdo entre a proteina P e a proteina M2-1 parece ser
essencial para o desempenho desta (Mason et al., 2003).

A proteina L do hRSV é a maior das proteinas, constituida de 2165 aminoacidos
e é similar em tamanho a outros membros do grupo Paramixoviridae. O gene que a
codifica possui 6578 nucleotideos, contendo 6 segmentos conservados, onde se
presumem dominios funcionais. Estes parecem motifs da expressdo da polimerase
(Stec et al., 1991; Collins et al., 2007).

Acredita-se que estd proteina seja necessaria em todos o0s processos
enzimaticos para producdao de RNAs virais funcionais, incluindo a polimerizagao de
nucleotideos, metilagdo na porcao terminal 5 com formacao do cap e poliadenilacao
na porcdo 3’ dos RNAm (Hercyk et al., 1994; Grdzelishvili et al., 2005; Ogino et al.,
2005). A poliadenilaggdo dos RNAm virais ocorre co-transcripcionalmente, com a
proteina L adicionando a cauda poli A nos RNAm virais nascentes num mecanismo
de repeticdo do residuos do molde U na extremidade de cada gene viral (Liuzzi M et
al., 2005).

A proteina M2-1 apresenta 194 aminoacidos e é a unica dos membros da familia
Pneumovirinae, embora VP30 da familia Filoviridae tenha algumas similaridades
com essa proteina. Inicialmente, acreditou-se que a proteina M2-1 do hRSV tinha
sua funcéo parecida com a proteina M, porém, segundo Collins et al., (1995, 1996,
1999), em trabalhos subsequentes, identificaram sua funcdo como sendo um fator
de transcricao essencial para viabilidade do virus.

A proteina M2-2 possui 90 aminoacidos observados no subgrupo A2, codificada
por um RNAmM no segundo ORF da M2 (Collins et al.,, 1990). Ela € expressa em
niveis muito baixos pela célula (Ahmadian et al., 1999). Nao ha dados sobre ela ser
ou nao empacotada no virion. Em trabalhos feitos com hRSV recombinantes, com o
segundo ORF do gene M2-2 silenciado, pode-se notar que estes virus cresceram
mais lentamente in vitro do que o tipo selvagem, embora eventualmente alcancem
titulos similares. Em células infectadas com virus recombinante, demoninado hRSV-

M2-2/A, verificou-se um acumulo de RNAm genémico e, em contrapartida o0 RNAm
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antigenémico estava diminuido. Estas descobertas sugerem que a M2-2 exerga um
papel de balanco na sintese do RNA (Bermingham et al., 1999; Teng et al., 2000).
As proteinas NS1 e NS2 sao proteinas nao estruturais e possuem,
respectivamente, 139 e 124 aminoacidos e 0s genes que as codificam possuem 532
e 503 nucleotideos. Alguns pesquisadores envolvidos em estudos feitos com estas
proteinas observaram que as proteinas NS1 e NS2 inibem a indugéo dos interferons
a e B em resposta a infeccao viral. Este efeito se da pela inibicdo da fosforilacéo,
que controla a expressao dos interferons a; e B. (Bossert et al., 2003; Spann et al.,
2004, 2005). Em células humanas esta inibicdo é mediada primeiramente pela
proteina NS1, embora a proteina NS2 produza algum efeito. De toda forma, a

combinacao das duas proteinas ocassionam um melhor efeito inibitério.

1.3 Ciclo Replicativo

Para ter sucesso em infectar as células, o hRSV necessita se ligar aos
glicosaminoglicanos (GAGs) da célula hospedeira, sendo estes os mediadores
desse processo (Hallak et al., 2000; Techaarpornkul et al., 2002; Teng et al., 2002).
Em adicdo aos GAGs, algumas proteinas celulares estdo envolvidas no processo de
infeccao pelo hRSV in vitro (Curdy et al,2003). Entre elas estdao as moléculas de
adesao intracelular (ICAM-1) (Behera et al., 2001), RhoA, (Pastey et al., 1999), o
receptor para quimiocina CX3CR1 (Tripp et al., 2001) e proteina anexina Il (Malhotra
et al., 2003). Além disso, a proteina surfactante produzida nas células epiteliais tem
demonstrado auxiliar na infectividade do hRSV in vitro (Hickling et al., 2000).

A penetracao do virus na célula hospedeira se da pela fusdo do envelope viral
com a membrana plasmatica. Apdés a adesdao com o receptor celular, inicia-se o
processo de fusdo demonstrado em cultura de células e visto em microscopio
eletrénico. Uma vez iniciada a fusdo, os prdéximos passos da replicacdo ocorrem
rapidamente (Collins et al., 2007).

Com a penetracao do virus, o nucleocapsideo é liberado e todos os eventos do
ciclo replicativo do hRSV séo realizados no citoplasma (Harmon et al., 2002; Moudy
et al., 2004; Collins et al., 2007).

Os genes do hRSV sao transcritos na ordem 3’- 5 com um sinal promotor na
posicao 3’ (Dickens et al., 1984). A polimerase se conecta ao RNA genémico na
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regiao leader, iniciando a transcricdo do primeiro nucleotideo, e segue-se ao longo
de todo o genoma por um mecanismo sequencial denominado inicio/fim, guiado
pelos sinais gene start e gene end, localizados em cada gene. Como resultado, sao
sintetizados uma serie de RNAm subgendmicos, que sao copias exatas do genes
(Harmon et al., 2002; Moudy et al., 2004).

Os RNAm e as proteinas virais podem ser detectados apds 4 a 6 horas no
citoplasma celular depois da infecgdo e o pico de sintese das proteinas virais em
torno de 18 a 20 horas. A liberacado da progénese viral comeca entre 10 e 12 horas
depois, chegando ao seu maximo ap6s 24 horas, e continua até a completa
deteorizacao da celular - 30 a 48 horas apoés infecgéo (Arslnagic et al., 1996; Collins
et al., 2007;).

O complexo N, P e L é responsavel pela transcricao e tradugdo do genoma viral
de fita negativa em um intermediario positivo, que vai servir como modelo para
sintese de genomas filhos (Huang et al., 1982; Burke et al., 2000).

Em alguns estudos, os pesquisadores sugeriram que ha necessidade de um
fator celular, como a actina para a sintese de RNAm in vitro, indicando um possivel
papel dessas proteinas na transcricdo do hRSV (McDonald et al., 2004; Kallewaard
et al., 2005)

A maturacgdo do virus esta restrita a determinadas regidées da membrana, onde
estdo os componentes aglomerados do capsideo viral. Foram detectadas, através de
estudos de imunomicroscépia eletrénica, duas formas de maturagcdo do hRSV em
células Hep-2 (Chi et al., 2006). Em uma delas, o virus € montado, antes de alcancar
a membrana citoplasmatica, em vesiculas internas (intracelulares), sendo entao
incorporado a membrana citoplasmatica e liberado para o espago extracelular por
exocitose. Em outro, o virus é maturado na membrana plasmatica das células
infectadas e liberado por brotamento, sendo este 0 momento que o virus adquire o
envoltério lipidico (Roberts et al., 1994; Jeffree et al., 2003) (Figura 3).
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Figura 3. Brotamento Viral: Imagem demonstrativa de microscopia eletrénica. A seta indica a
liberagédo da particula viral no espago extracelular.
Fonte: http://vietsciences.free.fr/khaocuu/nguyenlandung/virus01.htm)

1.4 Caracteristicas Antigénicas

O hRSV apresenta um uUnico sorotipo com dois subgrupos antigénicos A e B.
Desde os primeiros estudos realizados com o virus foi demonstrado seu dimorfismo
antigénico (Coates et al., 1966).

Através da producdo de anticorpos monoclonais, estas diferencas antigénicas
mostraram-se mais definidas, sendo a proteina G a que apresenta maior
diversidade; enquanto a proteina F e as demais proteinas virais apresentam menor
dimorfismo (Anderson et al., 1985; Mufson et al., 1985; Lépez et al., 1993). Esta
variabilidade antigénica pode ser visualizada pelas diferencas de titulos de
anticorpos neutralizantes. O titulo de anticorpos neutralizantes pode ser até quatro
vezes maior, quando testados com amostras do mesmo grupo, e também foram
testados MAbs para as proteinas N e P e as glicoproteinas F e G. Observacoes
feitas com as glicoproteinas purificadas G e F através do ensaio de ELISA
mostraram que o dimorfismo antigénico entre os grupos A e B é maior na
glicoproteina G em que a antigénicidade é de 1% a 7%. Esse mesmo dimorfismo, na
proteina F, estd em torno de 50% (Mufson et al., 1985; Johnson et al., 1987; Hendry
et al., 1988; Queiroz et al., 2002). Sendo assim, outros estudos comprovaram haver
diferencas antigénicas dentro de cada grupo, possibilitando a divisdo em subgrupos.
A principio, foram identificados 7 subgrupos do tipo A (A1 a A7) e 4 do tipo B (B1 a
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B4) (Anderson et al., 1991; Sullender et al., 2000; Kamasaki et al., 2001; Silva et al.,
2008).

Na ultima década, houve descricdo de mais um genétipo (SAV1) do grupo A
(totalizando oito subgrupos) e mais 3 genotipos (SAB1, SAB2 e SAB3) do grupo B
(totalizando 7 subgrupos). Outros trabalhos identificaram mais um gendétipo BA do
grupo B do hRSV, circulando na América do Sul e nordeste da Asia (Venter et al.,
2001; Moura et al., 2003; Trentro et al., 2006; Nagai et al., 2004; Scott et al., 2004).

As glicoproteinas G e F séo os principais alvos da resposta humoral contra o
hRSV. Estudos feitos in vitro e in vivo com a utilizacdo de anticorpos monoclonais e
com o virus vaccinia recombinante expressando a glicoproteina F, indicam que esta
€ 0 mais importante antigeno na inducéo de imunidade cruzada entre os dois grupos
hRSV A e B, enquanto a glicoproteina G induz imunidade grupo especifica (Jonhson
et al., 1987; Hendry et al., 1988).

A regiao hipervariavel da proteina G sofre uma pressao seletiva proveniente do
sistema imune, que induz substituicbes de aa nesses dominios hipervariaveis,
tolerantes a variagdes. O mesmo fenébmeno nao é observado nas outras proteinas
do hRSV, como na proteina F, que também esta sujeita a mesma pressao seletiva,
mas nao € tolerante a grandes substituicdes de aminoacidos devido a sua estrutura
e por exigéncias funcionais. Isolados virais, provenientes de epidemias de hRSV em
diversas décadas de estudo, forneceram evidéncias, de que ocorreram progressivas
mudancas de aminoacidos na proteina G. Isso foi observado na sua reatividade
frente a MAbs. Zlateva et al. (2004) selecionou amostras obtidas ao longo de 47
anos e foi possivel observar que a pressao seletiva ocorreu em 13 coddns no
ectodominio da proteina G.

Diversos laboratérios relataram que anticorpos monoclonais direcionados a
proteina F do hRSV neutralizam a infectividade do virus ou sdo capazes de inibir a
fusdo da membrana. Esta competicdo entre a ligacdo do virus e os anticorpos
possibilitou a identificacdo de 4 locais antigénicos na molécula de F (Beeler et al.,
1989; Garcia-Barreno et al., 1989). Alguns destes epitopos foram mapeados e sua
reatividade foi testada com peptideos ou fragmentos sintéticos da proteina
expressos em bactérias (Trudel et al., 1987; Bourgeois et al., 1991)

Varios estudos baseados apenas nas propriedades antigénicas foram realizados
no sentido e elucidar o padrao de circulacdo do hRSV. Isto nos leva a tirar algumas
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conclusdes: a co-circulacdo dos grupos durante os surtos e a variacao do padrao de
circulacdo em diferentes comunidades durante 0 mesmo ano. Nao foi encontrado um
subgrupo que ocasione epidemias de carater nacional ou mundial (Anderson et al.,
1991; Mufson et al., 1888; Venter et al., 2001; DaSilva et al., 2008).

O conhecimento da variacdo antigénica e suas implicagdes sao fundamentais

para desenvolvimento de uma vacina contra hRSV.

1.5 Aspectos Clinicos

O hRSV se replica nas células do trato respiratério, causando um processo
inflamatério que inclui destruicdo do epitélio, edema e aumento da producédo de
muco. Ap6s um periodo de incubacdo de 3 a 5 dias, ocorrem as primeiras
manifestacdes clinicas, tipicas de um resfriado comum, com secrecado nasal clara,
tosse moderada, febre baixa e algumas vezes sibilancia, evoluindo geralmente, para
a recuperacao no periodo de uma a trés semanas. A tosse é um dos sintomas mais
comuns e afeta de 90 a 97% dos pacientes. Em 50% dos individuos infectados pelo
hRSV foram observadas febre, como um sintoma - diferente do que acontece em
infecgdes do virus influenza e infeccbes bacterianas, em que 75% das infeccdes
ocasionam sintomas febris (Larcher et al., 2006; Falsey et al., 2000; Polak, 2004;
Artiles-Campelo et al., 2006). Ainda nas infeccoes pelo hRSV, também podem
aparecer sintomas como diminuicado do apetite, além de complicagcdes como otite
média e sinusite (Hall et al., 1978; Pitkaranta et al., 1998; Winther et al., 2002).

A migracéo do virus do trato respiratério superior para o inferior provavelmente
envolve a aspiracdo de secrecdes ou migracao via epitélio respiratoério e a
bronquiolite €& resultado da destruicdo do epitélio bronquiolar, inflamacao
peribronquiolar, edema dos tecidos das vias aéreas e produgcdo de muco. A
obstrucdo das vias aéreas pode levar a casos de enfisema e colapso do pulméo
(Polak, 2004).

As infeccoes respiratérias agudas (IRAs) tém sido as principais causas de
morbidade e mortalidade em criangas de até 5 anos de idade em todo mundo, tendo
consideravel aumento em paises em desenvolvimento (Law et al., 2002; Ogra,
2004). Dentre os principais causadores deste tipo de infeccdes, o hRSV é apontado

como responsavel pela maioria dos casos de IRAs em criangas menores de 1 ano
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de idade (Miyao et al., 1999). Anualmente o hRSV contribui direta ou indiretamente,
com 600.000 a 1.000.000 de mortes em todo mundo em criangcas com idade inferior
a 5 anos (Polak, 2004; Silvestri et al., 2004).

Entretanto, pacientes pré-maturos (Atkins et al., 2000; Carbonell-Estrany et al.,
2002), idosos (Falsey et al., 2000), pacientes com cardiopatias congénitas (Eisenhut,
2004), portadores de leucemia (Torres et al., 2007; Sung et al., 2008),
imunocomprometidos (Chang et al., 1999; Visser et al., 2008;), tais como receptores
de transplante (McCarthy et al., 1999; Machado et al., 2003; Escuissato et al., 2005)
e pacientes portadores de HIV (Falsey et al., 2000), podem evoluir para um quadro
clinico mais grave, com acometimento importante do TRI, acarretando casos de
taquipnéia, pneumonia, bronquiolite e bronquite, que muitas vezes, levam a
hospitalizacdo, necessitando de intubacdo e ventilacdo mecénica (Figura 4). As
manifestacdes clinicas dependerdao da magnitude da imunodepressdo (Welliver,
2003; Camara et al., 2004; Ogra, 2004; Jonhson et al., 2008).

Figura 4. Foto ilustrativa de um bebe pré-maturo acometido de infec¢éo pelo hRSV e recebendo
suporte de oxigenoterapia. Fonte: http://breathebetter.blogspot.com/

Um estudo realizado em criangas com doencas cardiacas congénitas, admitidas
no hospital com infeccao pelo hRSV ou que o adquiriram durante a hospitalizacao,
mostrou que essas criangas apresentaram um risco maior de desenvolver uma
doenca grave ou fatal (Cilla et al., 2006). A taxa de letalidade entre lactentes com
doencas cardiacas congénitas e infeccao por hRSV foi de 37%, em comparagao aos
6.5% de mortes dentre as criancas sem cardiopatias. Criancas com doencas
pulmonares e pré-maturas também apresentam elevado risco de doenca grave ou
fatal (Groothuis et al., 1988; Shay et al., 2001; Figueiras-Aloy et al., 2008). Em
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estudo multicéntrico observou-se que as infecgdes causadas pelo hRSV em
pacientes com doenca cardiaca congénita ou doenca pulmonar crénica provocavam
indices maiores de mortalidade (3, 4% e 3, 5%, respectivamente); isso quando
comparado a pacientes sadios (1%). Além disso, os grupos com doenga cardiaca
congénita ou doenga pulmonar crénica apresentam duragdo maior da terapéutica de
oxigenacao suplementar (Flamant et al., 2005).

Segundo Vieria et al., (2001) em um estudo realizado em criangas hospitalizadas
no municipio de Sao Paulo, o acometimento bronquial difuso e a condensacao
alveolar foram os padrdes clinicos mais frequentes associados aos casos de
infeccdo pelo hRSV.

Em outro estudo, realizado por Rakes et al. (1999) entre a faixa etaria de 2
meses a 16 anos, atendidas no servico de emergéncia do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade da Virginia/USA, apresentando chiado como sintoma clinico,
68% dessas criangas tiveram diagndstico de hRSV e se encontravam na faixa etaria
de até 24 meses de vida, enquanto em criancas mais velhas, 71% do casos estavam
associadas a casos de rinovirus.

Diversos estudos tém voltado a atengéo para infeccées com hRSV na populagéao
idosa, principalmente aqueles que vivem em asilos e casas de repouso. Os sintomas
da infeccdo pelo hRSV variam e podem ocasionar desde um leve resfriado a um
grave problema respiratério (Han et al., 1999; Falsey et al., 2000).

Nos adultos com algum tipo de imunosupressao, a infeccao pelo hRSV esta
associada a morbidade e a letalidade significantes, apesar da gravidade das
manifestacdes clinicas dependerem da magnitudade da imunosupressao. No geral,
a progressao clinica da infecgdo por hRSV nos adultos imunocomprometidos parece
seguir um padrao semelhante a dos individuos imunocompetentes, com infeccao
inicial no trato respiratério superior progredindo para doenca no TRI (Falsey, 2000).
Em pacientes portadores de leucemia e que progrediram para um quadro de
pneumonia causado pelo hRSV as taxas de letalidade podem chegar a 20% (Van-
Elden et al.,, 2002). Outros pacientes apresentam elevada letalidade quando
associam uma infeccao pelo hRSV séo os individuos transplantados, principalmente
nos primeiros vinte dias pés-transplante (Pohl et al., 1992). Em pacientes que se
submeteram a transplante de medula 6ssea, a taxa de letalidade é de 45% a 80%
dentre os que se infectam com o hRSV (Bowden, 1997; Ogra, 2002).
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1.6 Imunologia do hRSV

Em seres humanos, a patofisologia grave causada pelo hRSV é ocasionada pela
disfuncdo das vias aéreas o que inclui necrose de células epiteliais com
consequente aumento da producao de muco e comprometimento da ventilagdo . A
disfuncao das vias aéreas é resultado dos danos causados pela replicacao viral, mas
também pode ser facilitada pelo processo inflamatério (Wang et al., 2003). Casos
mais graves da doenca causada pelo hRSV envolvem processos imunes € 0
recrutamento de mediadores inflamatoérios, CT (linfécitos T), CB (linfécitos B),
eosindfilos, neutrofilos, citocinas, quimiocinas e leucotrienos e sado eles os
responsaveis pela doenca causada pelo virus (Garofalo et al., 2001; Bont Et al,
2002; Tripp et al., 2002; Piedimonte et al., 2005). Alguns grupos observaram que o
direcionamento para uma resposta Th2 esta associado com casos mais graves em
criancas (Legg et al., 2003). O estudo da patogenese viral ndo pode ser totalmente
entendido em humanos, assim, modelos animais de infeccdo pelo hRSV sao
necessarios para avaliar os mecanismos inflamatérios para protecido e
imunopatologia. Segundo Moore et al. (2006), modelos animais sdo importantes para
definir a relag&o entre disfungdo das vias aeréas e a inflamagé&o induzida pelo hRSV.

A resposta imune virus especifica é responsavel pela protecdo contra doencga no
TRI e também o restabelecimento do organismo frente a uma infeccéao pelo hRSV. A
imunidade para o hRSV é mediada através da resposta imune humoral e celular, que
incluem anticorpos no soro (adquiridos como resultado de uma infeccao anterior ou
recebidos através da plascenta para o feto), anticorpos secretores e MHC-1 restritos
para LTC (linfécito T citotéxico) (Falsey et al., 1995; Hurk, 2007). Segundo Pulendran
(2004), por meio de seus estudos epidemiol6gicos, observou que a imunidade
natural contra hRSV é incompleta e reinfecgdes ocorrem durante toda vida. Criancas
saudavéis e adultos jovens, geralmente conseguem eliminar o virus antes que este
alcance o TRI. Em geral a resposta imune, envolvendo anticorpos secretores e
anticorpos no soro, parece proteger contra infecgdo no trato respiratério superior e
inferior, enquanto a resposta imune, mediada por células, é direcionada contra
proteinas internas, sendo este fator determinante para infecgéo (Hurk, 2007).

Ribeiro et al., (2008), num estudo feito em Uberlandia, relatou que pacientes
maiores de 6 meses de vida também tinham niveis baixos MBL (Serum Mannose-
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Binding Lectin), sugerindo um importante papel na protecdo durante o periodo
vulneravel onde as criangcas perdem os anticorpos recebidos via placenta e
enquando o sistema imune adaptativo é ainda imaturo.

O papel da imunidade local na protecao do trato respiratério superior contra
hRSV foi sugerida pela observacdo da transferéncia passiva de anticorpos
neutralizantes que protegeram o pulmdo de cotton rats, mas nao afetou
significativamente a replicacdo viral no TRI. Cotton rats que foram novamente
desafiados com hRSV via trato respiratério foram resistentes ao virus por um
periodo de 6 a 12 meses, sugerindo que a resposta imune local inibiu uma
reinfecgdo (Ostler et al., 2001; Sallusto et al., 2004) . Em estudos com adultos
voluntarios, observa-se a presenca de anticorpos neutralizantes secretérios, mas
nao de anticorpos no soro. Isso foi correlacionado com a protecdo do TRI contra a
infeccdo pelo hRSV (Chin et al., 1969). O hRSV se replica primariamente no epitélio
respiratério superior, por essa razao anticorpos neutralizantes nao previnem a
infeccdo, como acontece em patégenos que ocasionem viremias, sendo exemplos o
virus do sarampo e virus da varicela-zoster. Elevados titulos de anticorpos
neutralizantes no soro anti-hRSV desempenham papel protetor no trato respiratério e
isto foi demonstrado em estudos com animais (Sallusto et al., 2004; Ostler et al.,
2001). Elevados titulos de anticorpos netralizantes anti-hRSV maternos, observados
através de ELISA ou ensaio de neutralizacdo no sangue materno ou do sangue do
cordao umbilical, demonstraram uma correlagdo inversa com a incidéncia da
infeccdo por hRSV (Noah, 2000) e a severidade da pneumonia causada por hRSV
nos primeiros 6 meses de vida (Cannon et al., 1989). Em criangas, a taxa de
reinfecgdes por hRSV e de doencga do trato respiratério também foi correlacionada
aos niveis de anticorpos neutralizantes no soro anti-hRSV realizado apds a infeccao
primaria (Gern et al., 2003). Um outro estudo realizado em criangas de alto risco
utilizando RS/VIG demonstrou que as criangcas que receberam mensalmente doses
de 750 mg/kg tinham uma significante reducdo na severidade da doenca do trato
respiratério. Tal dado foi mensurado pela comparagdo dos dias que a crianca
permaneceu hospitalizada e os dias que a crianga permaneceu na UTI (Tekkanat et
al., 2002). Os titulos de anticorpos neutralizantes nas criangas que receberam as
doses de RS/VIG causaram um efeito protetor nas criancas, fato comparavel ao

demonstrado nos pulmées dos cotton rats em estudos feitos anteriormente
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(Hammad et al., 2004; Tekkanat et al., 2002). O efeito protetor das RS/VIG em
recém-nascidos foi demonstrado posteriormente também com grupo controle-
placebo (Kaech et al., 2002).

1.7 Epidemiologia

O hRSV ¢ a principal causa de bronquiolite em criancas em todo mundo. Em
paises de clima temperado, como Estados Unidos, Japao e Franca, geralmente os
surtos ocorrem de novembro a maio e nas regides de clima temperado e subtropical
a infeccao pelo hRSV apresenta uma sazonalidade nos meses de margo a agosto
(Tsutsumi et al., 1998; Brandenberg et al., 2001; Bosso et al., 2004). Cada epidemia
dura cerca de 5 meses, com 40% dos casos ocorrendo durante os meses de pico,
geralmente no meio do surto (Hall, 2001).

Cerca de 95% das criancas tem a primeira infeccdo pelo hRSV durante os
primeiros dois anos de vida, estando o pico de incidéncia dos dois aos sete meses,
podendo levar a bronquiolite e pneumonia. Apesar de reinfeccbes serem comuns
durante toda vida, os sintomas em criangas mais velhas e adultos sdo mais brandos
e ficam, geralmente, limitadas ao trato respiratério superior (Shay et al., 1999;
Thompson et al., 2003).

Dados do CDC mostram que nos EUA, o hRSV é responsavel por 120.000
admissdes hospitalares anuais em bébes e criancas pequenas. Ja em paises em
desenvolvimento, como Mog¢ambique, Indonésia e Africa do Sul, a incidéncia do
hRSV foi de 5, 10 e 9 em 1000 criancas com infec¢cdo no TRI, respectivamente
(Robertson et al., 2004).

Embora as infeccoes respiratérias agudas sejam uma importante causa de
morbidade e letalidade no Brasil, os dados disponiveis ainda hoje sdo poucos e
esparsos sobre a sazonalidade e etiologia viral do hRSV. Em trabalho realizado por
(Straliotto et al., 2002) em Porto Alegre (RS), o hRSV foi freqliente em criancas
menores de 1 ano, sendo mais prevalente em menores de 6 meses e juntamente
com os adenovirus foram responsaveis por 91.4% dos diagndsticos virais ocorrendo
anualmente nas estagdes de outono e inverno.

Segundo Vieira et al. (2001), no municipio de Sao Paulo, a sazonalidade

apresentada pelo hRSV é marcante, estendendo-se pelo outono-inverno com pico
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de maio a junho, e demostrou que todas as criancas acometidas por este virus
tinham idade inferior a 3 anos ou, em sua maioria, menos de 1 ano. Na cidade do
Rio de Janeiro foi realizado um estudo transversal em 1997 e 1998, onde o hRSV foi
o principal causador de infeccbes do TRI em lactentes que necessitaram de
hospitalizagdo (Machado et al., 2003; D’Elia et al., 2005). Em Uberlandia, segundo
Calegari (2005), 24% das amostras foram positivas para hRSV e 87% desses foram
menores de 12 meses de vida; estudos de Queiroz et al. (2002) e Calegari et al.
(2005) também correlacionaram a idade das criangas acometidas com o nimero de
casos positivos para hRSV.

Serafino et al., (2004) em trabalho realizado em Aracaju constatou que nos dois
anos de estudo o hRSV foi prevalente em 55%, 68% respectivamente em criangas
com diagnéstico de doenga no TRI e estavam na faixa etaria menores de dois anos.

Independente da sazonalidade, a gravidade da doenca pode variar a cada surto
e flutuacdes de grupo e cepas circulantes podem contribuir na gravidade anual de
cada surto (Hall et al.,, 1990). Por outro lado, varios fatores podem influenciar a
gravidade da doenca, como fatores ambientais e exposicdo passiva ao tabaco,
(Queiroz et al., 2002). O padrao de circulagcdo dos grupos A e B aparecem com
grande variagdo de local para local e de ano para ano. Varios estudos
demonstraram que os dois tipos tém circulado concomitantemente em muitas
epidemias em diversas regibes do mundo, com predomindncia de um deles,
(Straliotto et al., 2001; Sensballe et al., 2003).

Botosso (2003) realizou um estudo em criancas hospitalizadas no hospital
universitario na cidade de Sao Paulo - USP, e encontrou também uma co-circulacao
de ambos os grupos em 3 anos de estudo. Struck et al. (2004), ndo observou em
seus estudos diferengas significativas de patogenidade entre os tipos A e B do
hRSV. Isso também foi observado em Porto Alegre (Straliotto et al., 1999)

Buckingham et al., (2000) e Vieira et al. (2001) relacionaram a gravidade da
doencga com a carga viral presente na secrecdo em comparagao com o subgrupo do
virus.

Stein et al.,, (1999) em um estudo longitudinal realizado em Porto Alegre,
acompanhou um grupo de criancas de 0 a 13 anos com quadro de doenca no trato
respiratério, demonstrando que hRSV contraido antes dos 3 anos de vida esta
associado como um fator de risco para quadros asmaticos em criancas com até 10
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anos de vida. Entretanto, ndo encontraram relacdo entre incidéncia do hRSV e
subsequente desenvolvimento de sensibilizacdo alérgica.

Em seu trabalho Peret et al., (1998), identificou os primeiros genoétipos do hRSV.
Com essa descoberta também veio a especulagéao se haveria influéncia, nao apenas
do grupo, mas do gendétipo sobre a gravidade da doenca.

Martinello et al., (2002) observou em seu estudo que o gendtipo GA3 pode estar
associado com a gravidade da doenca. Um grande interesse atual € o conhecimento
da infeccdo causada pelo hRSV em idosos e também em adultos de alto-risco.
Durante o periodo de 4 anos, especialmente na estacdao de inverso em Nova York,
acompanhando 608 pacientes idosos e 540 adultos de alto-risco e foi verificado que
o hRSV foi responsavel por 10.6% das hospitalizagdes por pneumonia, 11.4%
devido a doenca pulmonar obstrutiva crbnica, 7.2% foram causadas por asma € 5,
4% doencas cardiacas (Falsey et al., 2005). Isso leva a pressuposicdo que o
aumento da expectativa de vida da populacdo idosa nos USA, também levard ao
aumento das hospitalizacdes dessa populacdo quando comparado com a populacéao

pediatrica.

1.8 Alvos Terapéuticos na Infeccdo pelo Virus Sincicial Respiratorio

A ocorréncia dos principais sintomas clinicos causados pela infecgdo com hRSV
ocorrer apos o pico de replicacao viral em modelos animais e seres humanos, faz do
desenvolvimento de uma terapéutica eficaz anti-hRSV um grande desafio. Terapias
com corticosteroides ndo se mostrou eficaz para combate da infeccdo com hRSV
(Buckingham et al., 2002) .

O uso do medicamento Ribavirina é controverso. Em estudo com criancas
menores de 6 meses de vida com infeccdo do TRI provocada por hRSV, onde se
empregou como tratamento este antiviral, os dados revelaram insignificancia
estatistica quanto a diminuicdo da mortalidade, ao tempo de hospitalizacdo e
também no emprego de ventilagcdo mecanica (Cabalka et al., 2004; Ventre et al.,

2004). Estudos posteriores indicaram que a Ribavirina ndo tem efeito em longo
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prazo na funcao pulmonar em criangas tratadas com este agente farmacolégico para
infecgcdes com hRSV (Krilov et al., 1997; Long et al., 1997).

Existe uma grande discussao e diversas tentativas até hoje frustadas quanto a
prevencgao vacinal como sendo a melhor escolha para terapia, porque seria dificil e
caro o tratamento de cada crianga ao primeiro sinal de tosse ou dificuldade de

respiracao.

Durante os ultimos anos, os processos na terapia anti-hRSV tem seguido 2
caminhos, drogas antivirais mais efetivas e terapia com MAbs. Novas drogas
antivirais estdo sendo desenvolvidas através da selecao tradicional de compostos.
Uma pequena molécula chamada BMS- 433771, em estudos realizados in vitro e in
vivo, inibiram a replicagdo do hRSV induzindo efeito profilatico em camundongos
BALB/c e em cotton rats, inibindo a fuséo virus-célula através da proteina F do hRSV
(Cianci et al., 2004a, 2002b, 2005). Outro inibidor de fusdo € a molecula chamada
RFI-641, que provocou efeito antiviral em macacos verdes africanos infectados pelo
hRSV (Huntley et al., 2002; Weiss et al., 2003).

Novas drogas antivirais para tratamento do hRSV foram baseadas na biologia do
virus. A glicoproteina F do hRSV pode se ligar a outra proteina (RhoA) em células
HEp-2, e com 0 aumento da expressao dessa proteina também leva ao aumento da
formacao de sincicios (Pastey et al., 1999). A proteina RhoA derivada de um
peptideo inibiu a replicagdo dos virus hRSV e PIV-3 e evitou a formacdo de
sincicios. Este peptideo reduziu a carga viral e a doenca em camundongos BALB/c
(Pastey et al., 2000). O uso desse peptideo inibidor da RhoA in vitro demonstrou que
a sinalizacdo da RhoA nao é requerida para replicagdo do hRSV , mas é requerida
para formacdo de sincicios (Gower et al., 2005). A ativagdo da proteina RhoA é
precedida pela etapa chamada isoprenilacao (esse peptideo inibe a isoprenilacao).
Outro agente farmacoldgico chamado lovastatina teria essa mesma caracteristica de
inibicdo, como observado em um experimento realizado com cobaios, onde houve
eliminagédo da replicagdo do hRSV in vitro, reduzindo também a fusdo célula-célula

com consequlente reducao da carga viral (Gower et al., 2001).

Uma inovadora e promissora classe de drogas antivirais sdo os RNAs de
interferéncia (siRNA), que sdo pequenas sequéncias de 16-22 nucleotideos de RNA

dupla fita. Pequenas moléculas de RNA sao produzidas como seqliéncias
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complementares ao um RNAm viral, e podem ser distribuidas in vitro e in vivo, para
se ligar a porcao complementar do RNA viral a fim de evitar a sua leitura nos
ribossomos e sintese da proteina correspondente (Barik, 2004). A principal
vantagem dos siRNA é ndo ser necessaria a elucidacao da estrutura da proteina e,
teoricamente, ser possivel construir siRNA para qualquer RNAm viral, bastando
apenas saber qual a sequéncia do virus. Um grande numero de RNAmM sao
indispensaveis para o ciclo de vida viral, fazendo com que eles sejam alvos para
acao de silenciamento génico, diminuindo assim a chance de escapes mutantes e
também virus com resisténcia a drogas (Barik, 2004). RNA de interferéncia
sequéncia-especifica de RNAm dos virus hRSV e PIV-3 inibiram de forma eficaz a
replicacéo viral in vitro e também in vivo, em camundongos BALB/c através de
administragdo intranasal (Bitko et al., 2005; Zhang et al., 2005). Ainda nesses
mesmos trabalhos, foram desenvolvidos siRNA direcionados ao RNAm da proteina
NS1 do hRSV, com efeito antiviral in vitro e em camundongos BALB/c comprovado.

Outra maneira de prevencdo do hRSV é o uso de MAbs, o MAb humanizado
anti-proteina F do hRSV, chamado comercialmente de Palivizumab (Synagis®), tem
sido efetivo na prevencdo de doenca severa causada pelo hRSV em criancas de
alto-risco (DeVincenzo, 2008). Devido a diversas pesquisas bem sucedidas com o
Palivizumab, a Academia Americana de Pediatria e, mais recentemente a Sociedade
Brasileira de Pediatria, recomendaram seu uso como método profilatico em

populacdes de risco.

Segundo dados do Commitee on Infectious Disease (2003), a profilaxia realizada
com o medicamento Palivizumab foi bem tolerada pelos usuérios e também se
mostrou segura, reduzindo em 45% o numero de hospitalizacées onde a causa foi a
infeccao pelo hRSV.

Estudos mais recentes revelaram que mutacées de genes dos MAbs podem
originar MAbs mais potentes anti-hRSV. Estudos com mutagbes genéticas no
medicamento Palivizumab levou ao desenvolvimento do MEDI-524 (Numax®) (Mejias
et al., 2005). O Medicamento Numax é especifico para o0 mesmo epitépo do
Palivizumab, mas MEDI-524 reduziu a carga viral e o processo inflamatério em
camundongos BALB/c, demonstrando-se mais eficaz que o Palivizumab (Mejias et

al., 2005; Wu et al., 2005). Em estudos posteriores, o Numax foi 50-100 vezes mais
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potente quando comparado ao Palivizumab experimento realizado em cotton rats e
reduziu os titulos do hRSV no TRI (Mejias et al., 2005; Wu et al., 2005). Contudo,
esse novo anticorpo monoclonal ainda estd em fase de testes para comprovar sua

real eficacia e seguranca.

Até o presente momento, o medicamento Palivizumab é o Unico método
realmente efetivo para prevencao das doencas respiratorias causadas pelo hRSV.
Por essa razao, existe uma tendéncia ao uso aumentado nas populagdes de risco.
Postula-se que esse aumento, poderia levar a um periodo mais prolongado de
replicacao viral, possibilitando o aparecimento de virus resistentes ao medicamento,
com consequente disseminagdo de virus mutantes resistentes entre a populacao (El
Saleeby et al., 2004; Wu et al., 2007., DeVincenzo, 2008).

Os virus RNA em geral, e 0 hRSV se inclui nessa categoria, sdo formados de
uma fita de RNA e dependem da agcdo da enzima RNA polimerase que nao
apresenta um mecanismo de correcao durante a replicacdo. Em decorréncia disso,
esses virus possuem uma elevada taxa de mutacdo. O hRSV também apresenta
uma elevada adaptacdo a pressao seletiva, que levaria ao surgimento de virus
quasispecies (Domingo et al., 1995). Em estudos realizados in vitro observou-se a
formacao de escapes mutantes provenientes de cultura celular utilizando-se
anticorpos monoclonais e policlonais contra a proteina G e F (Beeler et al., 1989;
Garcia-Barreno et al., 1990; Lopez et al., 1990; Crowe et al., 1998; Walsh et al.,
1998). Segundo estudos realizados por alguns grupos de pesquisa com a proteina F
do hRSV, descobriu-se pontos de mutacao de grande relevancia biologica (Arbiza et
al., 1992; Lopez et al., 1998).

Essas mutacoes em dois nucleotideos sao diretamente associadas a resisténcia
in vitro ao Palivizumab. Outros trabalhos colaboram com a hip6tese da existéncia de
escapes mutantes por conseguir produzir em cotton rats virus resistentes ou
parcialmente resistentes ao Palivizumab (Zhao et al., 2004, 2005, 2006).

Preparacoes de anticorpos wusados contra hRSV em hospedeiros
imunocomprometidos pode ser um agente seletivo em diferentes ciclos de
replicacdo. Escapes mutantes do tratamento foram selecionados em células
cultivadas com anticorpos anti-F e anti-G do hRSV (Zhao et al., 2006). Esses

resultados confirmam a possibilidade de selecao de virus escape mutantes; por essa
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razdo decidimos verificar, em amostras clinicas obtidas em coletas no Hospital
Universitario da USP de criangas com infecgdo no TRI no ano de 2004, ha existéncia
de variabilidade entre as amostras e possiveis pontos de mutacdes, que poderiam
levar a resisténcia parcial ou total ao medicamento Palivizumab, utilizando o método

de sequenciamento parcial da proteina F do hRSV.
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2 OBJETIVOS

@ Verificar a variabilidade genética da proteina F de amostras de hRSV
identificadas na cidade de Sao Paulo, através da analise das seqléncias do gene F
de diferentes linhagens, no periodo de 2004.

@ Avaliar os padroes obtidos através do sequienciamento de sitios especificos do
gene da proteina F, com os sitios de epitopos do monoclonal humanizado
Palivizumab® utilizado como tratamento da doenca causada pelo hRSV, verificando
assim a existéncia de sitios de mutacdo especifica, escapes mutantes para

resisténcia.

Pagina 41



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica

A populagéo estudada foi formada por 435 criangas com até 5 anos de idade,
que apresentaram quadro clinico respiratério e que foram internadas na Clinica
Pediatrica do Hospital Universitario da USP (HU/USP).

As amostras clinicas foram colhidas durante o ano de 2004 apdés a assinatura,
pelos pais ou responsaveis, de um Termo de Consentimento e com a aprovacao da
Comissdo de Etica Médica do Hospital Universitario e do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP.

3.2 Diagnostico do hRSV

Foram coletadas amostras clinicas de aspirado de nasofaringe e swab nasal. Foi
colhido, de uma das narinas de cada crianca, um swab seguido de aspiracdo da
secrecao da nasofaringe com o auxilio de um catéter, depositando-a em um equipo
de solucdo parenteral, que foram transferidos, imediatamente, para um frasco
contendo PBS 0,01 M (pH 7.2) estéril. Os dois materiais foram transportados, sob

refrigeracao, para o laboratério, em um periodo maximo de 4 horas.
3.3 Processamento das amostras

O aspirado e o swab foram homogeneizados e tratados com 1000U/mL de
penicilina e 1000 pg/mL de estreptomicina (Gibco BRL®). Apés 30 minutos a 4 °C, as
amostras foram separadas em aliquotas: uma para inoculagédo em cultura de células
(600 pL), com adicao de meio de congelamento (soro fetal e glicerina) e outra para

testes de Biologia Molecular, com adicéo de Trizol LS®
3.4 Isolamento em cultura de células

Amostra viral padrdo: A amostra padrao de hRSV A2 foi utilizada como controle

positivo das reagdes. A amostra foi inoculada em células HEp-2 (cultivadas em meio
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Eagle contendo 10% Soro Fetal Bovino) em garrafas de 25 cm? e monitoradas até o
aparecimento de efeito citopatico. Tais garrafas, com sincicios em mais de 50% da
area de cultura, foram estocadas a -70 °C com Trizol LS. Células HEp-2 néo
inoculadas foram utilizadas como controle negativo e também congeladas nas

mesmas condicoes.

3.5 Amostras clinicas

As amostras foram inoculadas em células HEp-2, como descrito anteriormente,
em placas de 96 ourificios (Corning Inc.) O meio de crescimento foi a seguir, retirado
e foram inoculados 150 pl de amostra por orificio, foram utilizados 3 orificios por
amostra. As células foram incubadas a 37 °C em estufa com atmosfera de 5% CO»,
em camara umida, por 30 minutos, para adsorcao. A seguir, acrescentamos 500 uL
de meio de manutengdo, incubando-se novamente, nas mesmas condi¢coes
anteriormente descritas.

As células foram monitoradas diariamente para a deteccao de efeito citopatico
(ECP), por um periodo de 15 dias ou até destruigédo total do tapete de células. As
amostras que apresentaram formagéo de sincicios foram coletadas, com adigéo de
Trizol LS® e estocadas a -70 °C.

3.6 RT-PCR

3.6.1 Extracao do RNA total

Na extragdo do RNA viral foram utilizadas as amostras clinicas, as amostras
clinicas inoculadas em cultura celular da amostra padrdo e as células HEp-2 nao
inoculadas , utilizadas como controle negativo das reacées (item 3.4).

Para a extracdo das amostras clinicas isoladas em cultura celular foram
utilizadas as aliquotas estocadas com meio de congelamento. Todo processo de
extracdo foi realizado em banho de gelo, com reagentes gelados e centrifuga
refrigerada, 1 mL do lisado de células foi adicionado 100 pL de cloroférmio: alcool
isoamilico 24:1 (Merck-Sigma). Apds a homogeneizagdo em vortex por 15 segundos

e incubacéao por 5 minutos em banho de gelo, a amostra foi centrifugada a 7200 x g
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por 15 minutos a 4 °C. A fase aquosa, cerca de 400 pL, foi transferida para outro
tubo, sendo que o RNA precipitado pela adicao de isopropanol (Sigma Chemical)
volume a volume, seguido de homogeneizacdo em vortex, incubacdo em banho de
gelo por 15 minutos e centrifugacdo a 7200 x g por 15 minutos a 4 °C. A seguir, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 800 pL de etanol a 75%
(Merck-Sigma) diluido em agua Milli-Q tratada com DEPEC, seguido de
centrifugacdo a 4000x g por 8 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspenso em 20 uL de agua tratada com DEPEC contendo 40U de
inibidor de ribonuclease (Rnasin-Promega). Logo em seguida foi realizada a
transcricdo reversa para obtencao do cDNA.

3.6.2 Obtengédo do cDNA (RT)

Utilizamos o kit comercial High-Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems®),
com 50 uL de RNA extraido, diluidos em tampao contendo 50 mM de Tris-HCI [pH
8.3 a 25 °C]/ 75 mM de KCI / 3 mM de MgCl, (10x RT Buffer), 50 pMoles de
Random primers, 10 mM de Dithiothreitol, 50 U/uL da enzima MultiScribe RT, 0.2 U
de Inibidor de Ribonuclease, 1.5 mM de 25x dNTP mixture e agua ultra pura (Gibco)
g.s.p. 100uL. A mistura foi incubada a 25 °C por 10 minutos e 37°C por 120 minutos
no termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems®). O cDNA foi

armazenado em freezer -70 °C.

3.7 PCR Diagndstico por GeneScan

O diagnéstico por GeneScan foi realizado a partir do cDNA provenientes das
amostras clinicas como descrito no item 3.6.1 e 3.6.2. A amplificacao foi efetuada
com a diluicdo de 3 uL de cDNA em tampao 20 mM de Tris-HCI pH 8, 4/50 mM KCl/,
5 mM de MgCl, (Applied Biosystems®), 25 pMoles dos primers RSVAB F1-FAM* e
RSVAB R1" (Mazzulli et al., 1999; Erdman et al., 2003), 1U de Taq DNA Polimerase
(Applied Biosystems®), 0.2 mM de dNTPs e agua ultra pura livre DNAses q.s.p. 25

pL. As sequéncias alvos, para diagnéstico do hRSV, faziam parte da subunidade F1
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do gene da proteina F, o primer sense possuia um marcador fluorescente (FAM-
Gibco BRL).

A reacéao foi amplificada em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems®), a partir de uma etapa 94 °C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de 94
°C por 45 segundos, 54 °C por 45 segundos, 72 °C por 45 segundos e uma etapa
final de 72 °C por 5 minutos. Os produtos amplificados foram estocados a 4 °C.

3.8 Primers utilizados para tipagem das amostras por seqtienciamento
Primers complementares aos mRNAs dos genes da glicoproteina G e F foram

utilizados para amplificar e seqlenciar as amostras de hRSV e estdo

esquematizados (Tabela 1).

Primer Utilizacao Posicao Sequencia (5’ - 3’) Referéncia

FV PCR 163-186 gene F GTTATGACACTGGTATACCAACC Zheng et al.,
(1996)

F1AB Semi nested 3-22 gene F CAACTCCATTGTTATTTGCC Peret et al.,
Sequenciamento (1998)

Gr5 ™" PCR Semi nested 151-173 gene CTGGCAATGATAATCTCAACTTC Sanz et al.,
e seqlienciamento G (1994)

3.9 Amplificacdo da sequiéncia parcial do gene G

As amostras positivas para hRSV pelo GeneScan foram submetidas a PCR para
amplificagdo parcial do gene G que foi realizado apartir de 5 pL do cDNA diluido em
tampao de reacao, 10 mM tris-HCI (pH 9), 1.5 mM Mgclz; 50mM de KCI [PCR buffer
10x (Amersham Pharmacia Biotech)], 0.2 mM de cada dNTP, 2.5 U de Tag DNA
polimerase, 50 pmoles dos primers Gr5" e FV' e agua Milli-Q tratada com DEPEC
g.s.p. 50 pl. A amplificagdo foi realizada utilizando termociclador Gene Amp PCR

System 9700 (Applied Biosystems®), com pré-aquecimento a 95 °C por 2 minutos,
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seguida de 40 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 57 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto.
Findos os ciclos, seguiu-se um aquecimento a 72 °C por 7 minutos de extensio final
e inativagdo enzimatica.

A semi-nested PCR foi feita utilizando-se como amostra 10uL do produto da
primeira amplificacdo, nas mesmas condicdes descritas acima, com os primer Gr5" e
F1AB'.

3.10 Analise dos produtos amplificados do gene G

A deteccdo do produto amplificado foi realizada por eletroforese em gel de
agarose [1.5% (Gibco BRL®)], em tampao TBE 0.5x [45mM de Tris-Borato e 1mM de
EDTA (pH 8.0) e 0.5 pg/ml brometo de etideo]. Foi submetida a eletroforese 10 pl da
amostra e 2 pl de azul de bromofenol (loading buffer), em cuba horizontal (Gibco
BRL®), durante 40 minutos a 100 volts. A visualizagdo do gel foi realizada em trans-
iluminador de luz ultravioleta (UV), sendo fotografado, a seguir, para uma analise

mais detalhada.
3.11 Purificagcdo dos produtos amplificados

Os produtos amplificados por semi-nested RT-PCR foram purificados, para
remocao de dNTPs e primers residuais. Cerca de 100 uL do produto do semi nested
RT-PCR foi transferido para um micro tubo de 1.5 mL e adicionada agua DEPEC ao
produto de PCR (vol./vol.), foi acrescentado 10% do volume total de acetato de sddio
pH 5.29 3M e 2 vezes o volume de etanol 100%. Procedeu-se a agitacdo em vortex
e armazenamento em freezer por 2 a 3 horas, em seguida as amostras foram
centrifugadas por 30 minutos em 14.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante o foi
descartado, e foi realizado a lavagem do micro tubo com 150 uL de isopropanol
75%, foi centrifugado por 10 minutos em 14.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o pellet seco em speed vacuum (60 °C por 20 min), por ultimo o pellet
foi ressuspenso com 40 pL de agua MilliQ. Uma aliquota do produto purificado foi
submetida a eletroforese em gel de agarose a 1.5% para quantificacao utilizando
como marcador DNA Mass Lader (Gibco BRL®).
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3.12 Tipagem por seqliénciamento do gene G

Apés a purificacao, as fitas de DNA foram seqlienciadas utilizando-se o kit AB/
PRISM Dye™- Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystem®),
segundo as instru¢des do fabricante.

Foram utilizados os primers Gr5" e F1AB™ e descritos no item 3.8 para tipagem
através do sequenciamento em grupo A ou B do hRSV. Cerca de 5uL,
correspondendo a 10-30 ng do produto purificado (item 3.11), foi adicionado a um
micro tubo com 3.2 pmol do primer, 2uL do Terminator ready reaction Mix (Big Dye),
6uL do tampao de seqgiienciamento (save money-Tris HCI 200mM (pH 9) e 5 mM
MgCl, e agua Milli-Q g.s.p. 20uL. Todas as reacoes foram feitas em duplicatas com
ambos os primers (Gr5" e F1AB’). A extensdo enzimatica foi realizada termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems®), durante 25 ciclos de 96 °C por
15 segundos, 50 °C por 15 segundos e 60 °C por 4 minutos .

3.13 Purificagcdo da reacdo de sequiénciamento

O produto foi purificado, visando a remocao de excesso de dideoxinucleotideos
(terminadores) presentes na reacdo, por precipitacdo com isopropanol. Ao produto
da reacdo de sequénciamento foram adicionados 30 ul de agua Milli-Q e 60 pul de
isopropanol a 100%, logo em seguida levou-se ao vortex e posterior centrifugacao
por 60 minutos a 4000 x g em temperatura ambiente, utilizando centrifuga
(Centrifuge 5804R-Eppendorf®). O sobrenadante foi descartado e em seguida foi
adicionado 250 pl de etanol 70%, novamente levou-se ao vortex e posterior
centrifugacao por 30 minutos a 4000 x g em temperatura ambiente.

As amostras purificadas e precipitadas foram ressuspensas com 10 pl de
formamida ultra pura (formamida Hi-Di — Applied Biosystems®), denaturadas a 95 °C
por 3 minutos e resfriadas em banho de gelo por mais 2 minutos e entdo submetidas
a eletroforese em polimero POP6 (Applied Biosystems®), utilizando sequenciador
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automatico ABI-PRISM modelo 3100 (Applied Byosystems®) e analisadas utilizando
software do Analisador Automatico de DNA ABI Prism modelo 3100.
3.14 Processamento, alinhamento e analises genealdgicas das seqiiéncias

do gene G

As seqliéncias de nucleotideos foram analisadas com o programa Sequence
Navigator versao 1.0 (Applied Biosystems®), para Power Mcintosh, de modo a obter
um segmento de 270 nucleotideos que correspondentem a regido variavel G2, da
glicoproteina G, a que compreende os nucleotideos 649-918 para o grupo A e 652-
921 para o grupo B (Peret et al., 1998). Para andlise da variabilidade de
nucleotideos intra-gendétipos as seqiéncias representantes de cada gendétipo foram
alinhadas, utilizando o programa MegAlin™ 4.05, para obtencdo do grau de

similaridade, calculado par a par.
3.15 Amplificacao da seqliéncia do gene F

A amplificagao teve inicio no nucleotideo 152 a 1205 do gene F utilizando os
primers FV* (5-GGTTGGTATACCAGTGTCATAAC-3’), correspondente ao
nucleotideos 152-170 do gene F e BO2Rev (5 ATCTGTTTTTGAAGTCAR-3’)
complementar ao nucleotideos 1216-1199 do gene F, produziu um fragmento de
1053 pb. Utilizamos 5 pL do cDNA (itens 3.6.1 e 3.6.2) diluido em tampao de reagao
10 mM tris- HCI (pH 9), 1.5 mM Mgcl,; 50mM de KCI (PCR buffer 10X - Amersham
Pharmacia Biotech), 0.2mM de cada dNTP, 2.5 U de Tag DNA polimerase
(Amersham Pharmacia Biotech), 50pmol de cada primer e agua DEPEC qg.s.p. 50
uL. Com uso termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems®),
com pré-aguecimento a 94 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos, 94 °C por 1
minuto e 30 segundos, 54 °C por 2 minutos e 72 °C por 1 minuto e 72 °C por 7

minutos.
3.16 Analise dos produtos amplificados do gene F

A deteccdo do produto amplificado foi realizada por eletroforese em gel de
agarose 1.2% como descrito no item 3.10
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3.17 Purificacdo dos produtos amplificados do gene F

Os produtos amplificados por PCR foram purificados como descrito no item
3.11.

3.18 Sequienciamento do gene F do hRSV

As sequéncias foram determinadas diretamente dos produtos de RT-PCR e
foram utilizados os mesmos oligonucleotideos FV* e BO2 por meio do kit ABI
PRISM Dye Terminator Cycle Sequencig Ready reaction kit (Big Dye-Applied
Biosystems).

Para reacdo de sequenciamento, utilizamos 10-30 ng, do produto purificado,
3.2 pmol, 8 pyl do Terminator ready reaction Mix, Big Dye e &gua Milli-Q para
completar um volume final de 20 pl. A extensdo enzimatica foi realizada em
termociclador GeneAmp PCR System 2400 durante 25 ciclos de 96 °C por 10
minutos para denaturagéo do DNA molde, 50 °C por 10 segundos.

O produto sequenciado foi purificado como descrito no item 3.13.

3.19 Analise da variabilidade de nucleotideos e aminoacidos

As sequéncias de nucleotideos do gene F foram analisadas com o programa
SeqMan 4.05 - Expert Analysis Sofware - DNASTAR.
As seqlUéncias de nucleotideos e aminoacidos foram alinhadas, utilizando o
programa MegAlign 4.05 Expert Analysis Sofware - DNASTAR. Tendo como
resultado a obtencdo do grau de similaridade entre as seqUéncias, calculadas par a

par, o que possibilitou a identificacao das seqliiéncias de nucleotideos idénticas.
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4 RESULTADOS

4.1 Fluxograma do trabalho

435 amostras
coletadas durante o
ano de 2004

Diagnostico por RT-
PCR-GeneScan 188
positivos

30 Sequencias do
geneda proteinaF

55 Sequencias do
gene da proteina G

Menhuma
substituigdo nos
nucleotideos
816,827,828.

16% pertencentes
ao subtipo B

84% pertencentes
ao subtipo A

GA2 GAS SAB1 SAB3
43% do grupo A 57% do grupo A 34% do grupo B 44% do grupo B

GA3i BA fike 11% do
11% do grupo B grupoB

4.2 Diagndstico do hRSV através do método de RT-GeneScan-PCR

As amostras clinicas foram colhidas durante o ano de 2004, totalizando 435
amostras de criancas com até 5 anos de idade, internadas na Clinica Pediatrica do
Hospital Universitario da USP (HU/USP). Destas 435 amostras, 188 (43%) foram
positivas para hRSV.

Estas amostras foram coletadas em diferentes servicos de saude oferecidos pela
equipe pediatrica do Hospital Universitario, 30% das amostras foram colhidas no PA
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(pronto-atendimento) que  correspondem aos  atendimentos  realizados
ambulatoriamente, 22% na UTI (Unidade de Terapia Intensiva), 44% foram de
criangas hospitalizadas na enfermaria e 4% no bercario.

4.3 Distribuicao de Casos Positivos em Relagcéo a Faixa Etaria

Das 435 amostras coletadas, 316 amostras perteceram a criancas com até um
ano de vida e esta relacado nos fornece um percentual de 73% nessa faixa etaria.
Destas 316 amostras coletadas, 126 amostras (29%) foram hRSV positivas, em
todo periodo estudado. O restante que corresponde a 111 amostras estavam
distribuidas em criangas com idade de 1 a 5 anos, que representam 25% do total.
Nessa faixa etaria, 62 casos foram positivos para hRSV, perfazendo um percentual
de 14%. Em 8 amostras (2%) ndo obtivemos os dados de idade dos pacientes,
representados no Grafico 1.

Correlagaode casos hRSV positivos e Faixa

Etaria
- B amostras positivas hRSV
200 190 P
B amostras negativas hRSV
150 -
100 -
50 A
7
L]
0 — \
até 12 meses 1-5anos sem determinacdo

de
idade dos pacientes

Grafico 1. Casos hRSV positivos e negativos em relagdo a Faixa Etaria dos pacientes: Numero
absoluto de amostras em criangas com até 12 meses de vida e com criangas de 1 a 5 anos.
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4.4 Sazonalidade do Virus Respiratorio Sincicial Humano

As amostras foram colhidas durante os meses de Janeiro a Dezembro de 2004.

Podemos observar no Grafico 2 que a incidéncia de hRSV positivos ocorreu entre os

meses de margo a junho .

amostras coletadas x amostras positivas para hRSV
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Grafico 2. Distribuicdo das amostras colhidas no ano de 2004: amostras coletadas x amostras

positivas para hRSV.

4.5 Tipagem das amostras de hRSV coletadas durante o ano de 2004: nos grupo A

eB

A amplificacdo das amostras utilizando os primers FV e Gr**

gerou um produto

de 980 p.b. No entanto, algumas amostras positivas ndo foram amplificadas, e 55

amostras positivas tiveram parte do gene da proteina G sequienciado, permitindo a

tipagem e genotipagem das amostras. Do total das 188 amostras, 46 amostras

(84%) foram do grupo A e 9 (16%) foram do grupo B.
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4.6 Sazonalidade dos diferentes Genotipos circulantes nas amostras de 2004

As 55 amostras dos grupos A e B do hRSV, foram genotipadas através de
analise filogenética utilizando o programa Meg Align 4.05 - Expert Analysis Sofware-
DNASTAR. Foi possivel identificar 20 amostras pertencentes ao genétipo GA2, 26
amostras foram pertencentes ao grupo GA5, 3 amostras foram do gendétipo SAB1 e
4 amostras do gendtipo SAB3, 1 amostra GB3 com insercédo e 1 BA like (Grafico 3).

Sazonalidade através do Genotipos
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Gréfico 3: Grupos circulantes obtidos sequenciamento da porc¢édo varidvel G2 na proteina G do
Virus Respiratério Sincicial Humano.

Os gendtipos co-circularam no ano de 2004 durante o periodo sazonal do hRSV,

o genotipo GA5 foi predominate, sobressaindo no pico de incidéncia do virus.
4.7 RT-PCR para amplificacdo do gene da proteina F do hRSV
Para amplificacdo do gene F testamos as 188 amostras positivas para hRSV

identificadas no ano de 2004, pelo método de GeneScan PCR. Utilizando os primers

FV sense e BO2Rev, que originaram um produto de 1053 pb, com inicio da
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amplificagcdo no nucleotideo 152 e terminando no nucleotideo 1205 da proteina F do
hRSV. Destas 188 amostras conseguimos amplificar 105 amostras para o gene F e

em 83 ndo conseguimos obter amplificagcao (Figura 5).

Figura 5: RT-PCR para detecgdo da proteina F. Em amostras hRSV positivas utilizando os
primers FV* e BO,Rev.Gel de agarose a 1, 2% e coloragdo por brometo de etidio. Foram aplicados
nas canalaletas: 1-) amostra 58/2004 positiva; 2-) amostra 64/2004 positiva; 3-) amostra 68/2004
positiva; 4-) amostra 83/2004 negativa; 5-) amostra 84/2004 positiva; 6-) controle negativo; 7-) A2
protétipo; M-) Marcador de peso molecular (Invitrogen®).

4.8 Amostras ciinicas positivas propagadas em cultura celular

Para aumentar a eficiéncia do RT-PCR na amplificagdo do gene F do hRSV e
consequentemente uma melhor qualidade no seqienciamento, inoculamos um total
50 amostras clinicas em cultura de células HEp-2 (item 3.5), que foram positivas
pelo método de Gene Scan-RT PCR e em 24 amostras conseguimos propagar o
virus, constatado por observagao da formacao de sincicios nas culturas positivas e
como controle negativo utilizamos as células HEp-2, descrito no item 3.4.

4.9 Sequenciamento parcial da Proteina F do hRSV

Das 139 amostras de hRSV amplificadas por RT-PCR para a subunidade F2 do
gene da F, 30 amostras obtiveram qualidade para serem seqlUenciadas com o kit ABI
PRISM Dye Terminator Cycle Sequencig Ready reaction kit (Big Dye - Applied
Biosystems) como descrito no item 3.17. Para andlise da variabilidade de
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nucleotideos além das 30 sequiéncias do gene F provenientes das amostras clinicas,
agrupamos a sequéncia representante do grupo A2 (gi333959) do hRSV.

As seqliéncias consenso (Figura 6) geradas, foram alinhadas gerando o grau de
similaridade entre as seqiéncias de nucleotideos (Figura 4), através do programa
Meg Align 4.05-Expert Analysis Sofware-DNASTAR. A andlise das seqUéncias das
amostras clinicas geradas, ndo apresentou nenhuma substituicdo nos nucleotideos
816, 827 e 828 (Zhao et al., 2004,2005,2006), que indicaria resisténcia ao
medicamento Palivizumab® nas amostras circulantes no ano de 2004.

s MegAlign - [alinh mutaADes sullender.meg]

@File Edit Align View Options MetSearch Help

. Sequence Namel< Pos=1
-HEN TH+ I . ___II_

_E%_EQCGHSEHSUS CCTATARCARATGATCREAARARGTTRATGTCCARCRAATETTCA
31 Sequences J_I-:l 2::] 3I-:| ailu:l
gi333839 sul |(CCTATRACRAATGATCRERALARLETTRATGTCCARCRARTGTTCR
R3E-04 CCTATAACARRTGATCREALL A CTTRATGTCCARCARTGTTCA
R&E-04 CCCATALCTRARTGATCREALL LA GTTRATGTCCARCARTGTTCR
RT7T-04 CCTATAACARRTGATCREALL A CTTRATGTCCARCARTGTTCA
RE4-04 CCTATALCARRTGATCREALA LA CGTTRATGTCCARCALTGTTCR
REe-04 CCCATALCTARTGATCREAL A CTTRATGTCCARCARTGTTCA
EREBT-04 CCTATAACRARRTGATCREARRRADTTRATGTCARGCARTGTTCA
RG2-04 CCTATAACARRTGATCREALL A CTTRATGTCCARCARTGTTCA
RO93-04 CCTATAACRARRTGATCREARRRADTTRATGTCARGCARTGTTCA
R100-04 CCTATRACARRATGATCREALO L CTTRATGTCCARCARTGTTCR
R115-04 CCTATAACRRRTGATCREARRRLGTTRATGTCCARCARTGTTCA
R126-04 CCCATRACTRARTGATCREALO L CTTRATGTCCRARCARTGTTCR
R127-04 CCCATAACTRARTGATCREARARACTTRAATGTCCARCARTGTTCA
R136-04 CCTATRACARRATGATCREALO L CTTRATGTCCARCARTGTTCR
R148-04 CCCATAACTRARTGATCREARARACTTRAATGTCCARCARTGTTCA
R157-04 CCTATRALCARRTGRATCREAL LA CTTRATGTCCARCARTGTTCR
R169-04 CCCATAACTRRATGATCREARARACTTRAATGTCCRARCARTGTTCH
R177-04 CCCATALCTRARTGATCREALL LA GTTRATGTCCARCARTGTTCR
R178-04 CCCATALCTARTGATCREAL A CTTRATGTCCARCARTGTTCA
R1E9-04 CCTATRALCARRTGRATCREAL LA CTTRATGTCCARCARTGTTCR
R197-04 CCTATALACARRATGATCREAL LA CTTRATGTCCARCHMATGTTCRA
R206-04 CCTATRALCARRTGRATCREAL LA CTTRATGTCCARCARTGTTCR
R215-04 CCCATALCTARTGATCREAL A CTTRATGTCCARCARTGTTCA
R221-04 CCYATRACTARTGATCREARALAGTTRAATGTCCARCARTGTTCA
R222-04 CCTATAACARRTGATCREALL A CTTRATGTCCARCARTGTTCA
RZ224-04 CCTATAACRRRTGATCREARRRLGTTRATGTCCARCARTGTTCA
R225-04 CCTATRACARRATGATCREALO L CTTRATGTCCARCARTGTTCR
RZ6E-04 CCCATRACTARTGATCREARARLGTTRAATGTCCARCARTGTTCA
R303-04 CCTATRAACARATGATCRERALO LA TTRATGTCARGCARTGTTCR
R304-04 CCTATAACRRRTCATCREARARACTTRATGTCCRARCARTGTTCA

I Bo

R315-04 CCTATRALCARATGATCREALO LA TTRRATGTCRALRGCARTGTTCE

Figura 6. Alinhamento das seqléncias com énfase nas posicbes 816, 827 e 828. Estas
representadas por caixa em cor verde e comparadas com a amostra protétipo A2 (gi 333959) em
conjunto com as 30 sequéncias obtidas do gene da proteina F gerado pelo programa Meg Align 4.05
DNASTAR.
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4.10 Comparacgdao entre as sequéncias da Proteina F e os Gendtipos do hRSV

Com os gendtipos identificados da proteina G e as sequéncias obtidas pelo
sequienciamento da proteina F do hRSV foi possivel fazer uma comparacao entre as
duas proteinas por meio de uma arvore genealdgica. Para algumas amostras
sequenciadas da proteina F e da proteina G nao foi possivel fazer a comparacao
entre as duas proteinas, por ndo obtermos a genotipagem da proteina G (amostras:
86/2004, 148/2004, 84/04, 197/04, 224/04, 222/04, 136/2004, 100/2004, 92/2004,
87/2004 e 315/2004).

BR126-04 GA2
BRA77-04 GA2
BR215-04 GA2
BR268-04 GA2
BR169-04 GA2
BREB-04 GAZ
BRE6-04
BR127-04 GAZ
— BR148-04
BR178-04 GAS
BRB4-04
BR221-04 GAS
0i333959 sullender
BR115-04 GA2
BR197-04
BR206-04 GAS
R157-04 B inserf_o
BR58-04 GAS
— BR304-04 GAS
- BR225-04 GAS
- BR224-04
- BR222-04
- BR189-04 GAS
i - BR136-04
[~ BR100-04
- BRO2-04
BR7T7-04 GAS

BRB7-04
[ BR93-04 GB3 inserd.o
r BR303-04 SAB1
BR315-04
T T T T T 1

10 ] G 4 2
Mucleotide Substitutions (x100)

(=]

Figura 7. Arvore Genealdgica com seqiiéncias da protinas F e os gendtipos da proteina G.
Todas as sequénicas da proteina F tém tamanho de, 334 pares de bases (iniciando no nucleotideo
690 e terminando no nucleotideo 849) da proteina F.

Pagina 56



5 DISCUSSAO

O hRSV é o principal patégeno relacionado a infecgbes do trato respiratério
inferior em lactentes, criancas na fase pré-escolar e em idosos, com uma incidéncia
nas criangas hospitalizadas variando de 26% a 41% (Forster et al., 2004; Garcia et
al., 2004).

Em nosso estudo, dentre as 435 amostras coletas com diagnéstico de sintomas
de doencas no TRI em criangas com até 5 anos de idade, 188 (43%) foram positivas
para hRSV, as criancas foram atendidas no Hospital Universitario/lUSP em quatro
setores distintos Pronto Atendimento onde foram colhidas 30% do total de amostras,
na Unidade de Terapia Intensiva Pediatrica, 22%; Enfermaria, 44% e Bercario 4%.

Em um trabalho realizado em Salvador por Souza et al (2003), foi observada
uma incidéncia de doenca no TRI de 7.66 episédios em cada 1000 criancas, sendo
que o hRSV foi identificado em 4% de todos os casos de doenga do TRI. lwane et al.
(2004), obteve com seus experimentos uma prevaléncia de infeccdo pelo hRSV de
13 episddios em 1000 criangas com até um 1 ano de vida e de 0.4% episddios em
1000 criangas hospitalizadas de 2 a 5 anos de idade. Segundo Costa et al. (2006)
com amostras provenientes do Hospital de Clinicas (HC/UFU), na cidade de
Uberlandia (MG) observou-se 26.4% de positividade para hRSV e também
concluiram que a maioria dos casos positivos eram em criangas com menos de 6
meses de vida. Ainda, em trabalho de Moura et al. (2006) na cidade de Fortaleza
(CE) o hRSV foi detectado em 21% dos casos; sua sazonalidade foi de janeiro a
agosto e estava associada a estacao das chuvas.

Foi importante avaliar a faixa etaria das criancas com doenca do TRI, pois
nossos dados corroboram com outros trabalhos descritos na literatura, indicadores
da influéncia direta na incidéncia de casos positivos para hRSV. Essa avaliacdo
também nos faz dizer que as criancas em tenra idade terdo uma maior probabilidade
de serem acometidas pela infeccdo pelo hRSV, conforme observado em nosso
estudo, pois a maior incidéncia de casos positivos ocorreu em lactentes*. Das 435
amostras coletadas, 316 eram pertencentes a criancas com até um ano de vida,
perfazendo um percentual de 73% no total geral de amostras. Entre elas, 126
criangas (29%) foram positivas para infecgdo com hRSV. Na faixa etaria de 1 a 5
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anos foram coletadas 111 amostras e 62 criancas obtiveram resultados positivos
para hRSV (25%) e, em 8 amostras (2%) nao possuimos a idade dos pacientes.

Com esses dados podemos constatar que o hRSV é uma importante causa de
doenca respiratéria em lactentes, concordando com os dados da literatura de paises
desenvolvidos e em alguns paises em desenvolvimento, onde o hRSV foi o principal
agente de infeccdo viral das vias aéreas inferiores em criancas (Herreira-Rodriguez
et al., 2007; Myao et al., 1999; Moura et al., 2003; Cintra et al, 2001; doNascimento
et al., 2008; Souza et al., 2003). Um trabalho realizado por Herrera-Rodriguez et al.
(2007) na populagédo atendida no Hospital Militar de Bogota (Colombia) comprovou
que os casos de hRSV eram mais severos quando comparados a outros virus
respiratérios estudados e leva a eventos mais graves, como pnemonia e
bronquiolite. Sua sazonalidade decorreu em todos os meses do ano, exceto no més
de julho, com picos de incidéncia em abril, junho e agosto. Também foi observado
gue os custos do tratamento de pneumonia com etiologia viral estdo entre 273 e 550
doélares por crianga.

Em um estudo realizado por Weber et al (1998), cujo trabalho analisou 4
epidemias de hRSV em Gambia (Africa), o hRSV também foi considerado um
importante agente nas internagdes em lactentes com diagnéstico de doencga do TRI,
com impacto significante na morbidade, mortalidade e nos custos de saude publica,
principalmente quando houve necessidade de oxigenoterapia.

Constatamos em nosso estudo que as infecgdes causadas pelo hRSV ocorreram
nas estagdes de outono e inverno, com inicio no més de margo até junho. Em abril,
ocorreram a maior quantidade de casos diagnosticados do hRSV. No Brasil, dados
semalhantes em relagcdo ao padrao sazonal do hRSV sdo demonstrados na cidade
do Rio de Janeiro (Nascimento et al., 1991; Sutmoller et al., 1995), e em Sao Paulo
(Botosso, 2003; Vieira et al., 2001; Tomazelli, 2007).

Em outros estudos realizados em diferentes localidades no Brasil como
Campinas (Silva et al., 2008), Uberlandia (Serafino et al., 2004,2008) e Aracaju
(Ribeiro et al., 2008), os autores também descreveram uma sazonalidade tipica, com
surtos ocorrendo entre os meses de margo a setembro e com picos de incidéncia
nos meses de abril, maio e junho (Bosso et al., 2004; Campos et al., 2007;

doNascimento et al., 2008).
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O hRSV é dividido em dois grupos A e B, sendo que a maior diferenca esta na
glicoproteina G (Mufson et al., 1985; Johnson et al., 1987; Hendry et al., 1988). Os
dois grupos apresentam co-circulacdo durante os surtos, com predominancia do
grupo A, dependendo do local e do ano (Viegas et al., 2005; Frabasile et al., 2003;
Scott et al., 2004; Zlateve et al., 2004; Gilca et al., 2006). Em nosso trabalho, através
do sequenciamento parcial do gene da proteina G do Virus Respiratério Sincicial
Humano, com os primers FV' e Gr5", descritos em nossa metodologia, foram
geradas 55 sequéncias. Dentre elas, 45 sequéncias (84%) pertenceram ao grupo A
e 9 (16%) ao grupo B.

A andlise da variabilidade genética do gene G permitiu a subdivisdo em
genotipos. Durante um surto verificou-se a co-circulacdo de varios genoétipos, com
predominancia de um ou dois que podem tanto persistir no decorrer dos anos, como
ter a circulacdo diminuida até o desaparecimento (Moura et al., 2004; Silva, 2008). A
dindmica de circulacdo do hRSV pode ser influenciada pela selecdo natural, devido
a imunidade adquirida da populacao e aos processos epidemioldgicos (Zlateva et al.,
2005; Martinez et al., 1999).

Zlateva et al., (2004 e 2005) identificaram sitios sob pressao seletiva positiva no
ectodominio externo da proteina G, de amostras do grupo A e B, sugerindo pressao
imune sobre esse esses codons. As alteracées desses sitios podem possibilitar o
escape da imunidade preexistente e, consequentemente, infeccdo da populacéo.

Através da analise da variabilidade genética das amostras de hRSV circulantes
em 2004, observou-se que, das amostras 55 amostras seqlienciadas, identificamos
diferentes genotipos circulantes durante o ano de 2004 e caracterizamos 20
amostras pertencentes ao gendtipo GA2, 26 identificadas como GA5, 3 amostras
como genotipo SAB1, 4 amostras SAB3, 1 GB3 com insercao e 1 BA like.

A amostra BR157-04 que é do tipo B pertence a um genétipo emergente, o BA
like que tem uma insercao de 60 nucleotideos na proteina G, também identificado
recentemente na cidade de Salvador (Moura et al., 2003).

Viera et al.,, (2008), investigaram a presenca de anticorpos tipo e subtipo
especifico no soro de criangas e puderam constatar, com seus experimentos, que 0s
anticorpos adquiridos maternalmente ndo oferecem protecdo especifica, causada
pelos grupos A e B ou por genétipos GA2, GA5 e GA3 em criancgas.
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Outro trabalho realizado por Queiroz et al., (2002) revelou: 1. que os anticorpos
maternos podem interferir na producédo de IgG no organismo da crianca € mediar
uma imunosupressao temporaria; 2. que a maioria das criangas menores de 3
meses nao estdo habeis para produzir titulos de anticorpos protetores suficientes e
3. na maioria dos casos, 0s anticorpos maternos ndo sao suficientes para neutralizar
o hRSV como causador de infeccao.

Para aumentar a quantidade de particulas virais utilizamos o método de cultura
celular, que é a Gold Stantard para diagnéstico da infeccdo pelo hRSV, por essa
razao, utilizamos esse metddo para obtencédo de controles positivos para reacéo de
RT-PCR GeneSCan e, num segundo momento, para o isolamento viral das amostras
armazenadas em meio de congelamento. No intuito de aumentar a quantidade de
particulas virais e posterior amplificacdo da proteina F, cultivamos 50 amostras e
obtivemos 24 resultados positivos com formacao de sincicios. Porém, como método
diagnéstico rapido ela apresenta limitagcdes devido a sensibilidade diagnéstica, ao
tempo dispendido (aproximadamente 15 dias) e a necessidade de controle
constante. Mas apesar destas limitacoes, esta técnica é necessaria e utilizada no
mundo inteiro (Savon et al., 2000; Kumar et al., 2008; Ward et al., 2008), mas com o
avanco das técnicas moleculares de diagnéstico, que contribuiu para maior rapidez e
sensibilidade na deteccado, ela ja nao € comumente utilizada para diagndsticos
rapidos (Bonroy et al., 2007).

O diagnéstico rapido do hRSV é importante ndao s6 para evitar o uso
desnecessario de antibiéticos em casos de infeccbes virais, bem como tomar
providéncias, pertinentes a fim de evitar as infecgdes hospitalares causadas pelo
virus (Aldous et al., 2004).

A RT-PCR é considerada um método rapido de deteccdo do hRSV,
apresentando alta sensibilidade sendo Util no diagnéstico de infecgdes. Tanto a
quantidade quanto o periodo de excrecdo do virus sdo pequenos, particularmente
em idosos (Falsey et al., 2002; Freymuth et al., 2006; Valle et al., 2006; Walsh et al.,
2001). Em diversos estudos sobre a etiologia das principais viroses causadoras de
doencgas agudas do TRI em criangas, inferiu-se que a RT-PCR € mais sensivel do
qgue o isolamento viral na detecgdo do hRSV em amostras clinicas, aumentando a
eficiéncia em até duas vezes (Weinberg et al., 2002; Kuroiwa et al., 2004; Belak e
Thoren, 2001; Hakhverdyan et al., 2004).
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As doencas respiratdrias sdo responsaveis por altos indices de internacbes e
elevadas taxas de letalidade e morbidade nos paises em subdesenvolvidos, como
Nigéria, india, Argentina, Brasil, Chile (Johnson et al., 2008; Campos et al., 2007;
Klein et al., 2006; Yeolekar et al., 2008; Luchsinger et al., 2008).

O hRSV, por ser predominante dentre as etiologias virais, nas doengas do trato
respiratério em lactentes e criangas em idade pré-escolar hospitalizadas (Vieira et
al., 2001; D’Elia et al., 2005) surgiu o interesse e diversos grupos de pesquisas tem
unido esforcos para desenvolvimento de uma vacina e/ou tratamento para essas
infecgdes. Dentre essas criangas, aquelas que apresentaram um risco superior de
mortalidade para hRSV sdo as prematuras, com doenca pulmonar, doenca
congénita do coracdo, imunodeficiéncia congénita ou adquirida, fibrose cistica e
transplantados de medula 6ssea (Puthothu , 2007; Ogra, 1988; Machado, 2003;
Eisenhut et al., 2004; DeCarvalho, 2007); dessa forma, os esforgos para prevencao
e/ou tratamento devem ser voltados para esse grupo de risco.

Criancas, que apresentaram doenca cardiaca congénita e receberam
profilaticamente o medicamento Palivizumab, proporcionou uma reducado no tempo
de hospitalizacdo. Segundo diversos trabalhos compilados demonstrados no The
IMpact-RSV (1999), pois criangcas prematuras com ou sem doenga cronica de
pulmao diminuiram seu tempo de hospitalizacdo (Moynihan et al., 2004; Simdes et
al., 2007).

Para determinar a ocorréncia ou ndo de virus resistente ou ndo ao Palivizumab,
sequenciamos 30 amostras clinicas do hRSV no ano de 2004 e seqlenciamos sitios
especificos do gene F, com possiveis pontos de mutacdo nos nucleotideos 827 e
828 que representam dois diferentes aminoacidos na posi¢cdo 272 na subunidade 1
(Lisina para Metionina ou Glutamina, respectivamente) e estdo diretamente
associadas a resisténcia in vitro ao Palivizumab. Esses pontos de mutacao levaram
a resisténcia profilatica dos efeitos do Palivizumab em cotton rats (Zhao et al., 2004).

Zhao X et al. (2006) em posterior trabalho encontrou outro ponto de mutacéo no
nucleotideo 816 (A em T), gerando a substituicdo de um aminoacido: Asparagina
para Isoleucina na posicdo 268 na subunidade F1. Esse variante do virus foi
parcialmente resistente ao Palivizumab, mas n&o conferiu resisténcia ao

medicamento em cotton rats tratados.
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Variacbdes antigénicas podem contribuir para estabelecimento das infecgdes por
hRSV (Peret et al., 2000, Domingo et al., 1993) e variagbes dos virus podem estar
envolvidos no surgimento de virus patogénicos provenientes de ancestrais nao
patogénicos (Holland et al., 1982; Domingo et al., 1996); além disso, muitos estudos
durante as dUltimas 2 décadas documentaram a imprevisibilidade da variacdo
genética nos virus (Morse, 1993; Holland et al., 1982; Domingo, 1996).

As populagées de virus RNA consistem em distribuicdes complexas de genomas
mutantes e as vezes também de genomas recombinantes, em um tipo de estrutura
populacional conhecida como quasispecies (Domingo, 1997; Eigen et al., 1979;
Domingo et a., 1995). Supondo uma distribuicao aleatéria das mutacdes entre os
genomas, o0 numero de genomas variantes (quasispecies) virais aumentaria
drasticamente com o tamanho da populacdo (Domingo et al., 1978; Domingo, 1997;
Drake et al., 1999). A distribuicdo dos virus mutantes, que compde as quasispecies
virais, € a matéria-prima para forcas seletivas na evolugao dos virus RNA (Domingo
et al., 1995). A persitencia viral em um organismo requer um suprimento de células
suscetiveis, replicando no mesmo ritmo viral, e a habilidade de sobreviver a resposta
imune.

Os virus utilizam, com freqUéncia receptores alternativos e co-receptores para
infectar uma célula alvo e uma ou poucas substituicoes de aminoacidos nas
proteinas de superficie, podem provocar um shift na especificidade do receptor
(Domingo, 1997).

A carga viral durante a replicagdo de virus RNA, igualmente, tem um forte
componente dinamico. Em pessoas infectadas com HIV-1, HBV, ou HCV, foram
estimados 10'° ou 10" novos virions produzidos por dia, e o balango entre as taxas
de mutacées e as etapas da replicacdo sao umas das razbes para Otima
adaptabilidade dos virus RNA (Domingo et al., 1997; Eigen et al., 1979; Domingo,
1997).

Evidéncias crescentes indicam que a evolucdo dos genomas quasispecies pode
conduzir a selecao de cepas virulentas e a emergéncia de virus patogénicos
(Lederberg et al., 1992, 1993; Morse, 1993; Murphy et al., 1994; Holland et al., 1982;
Domingo et al., 1996, 1997; McKnight et al., 1995) .

Em um cavalo infectado com Encefalite eqliina venezuelana, os titulos virais no

sangue alcangam um pico de 10® unidades infecciosas (i.u) por ml, ou um total de
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aproximadamente 3x10'? i.u. Estes altos titulos sdo provavelmente necessarios para
uma transmissdo eficiente do virus para seus insetos vetores e para
complementagdo do ciclo de vida desses arbovirus (Weaver, 1998). Altos titulos
também sao alcancados na infeccao aguda com HIV-1, virus da hepatite B, virus da
hepatite C, virus influenza, e provavelmente de muitos outros virus (Domingo, 1996;
McMichael et al., 1997). Como exemplo, uma localizacdo na regido gendmica nao
traduzida do virus coxsackie B3 foi associada com o seu fenétipo cardiovirulento. A
doenca suina vesicular, ndo relatada antes de 1966, pode representar uma variacao
humana do coxsackie B5 adaptada aos suinos. Uma mutacao especifica do RNA
viral do virus da coriomeningite linfocitica conferiu ao virus um tropismo para células
neurais ou do sistema imune. As principais pandemias de gripe humana foram
associadas a interacao entre o genoma do virus da gripe humana e de um virus da
gripe animal, com consequente shift antigénico. Outro exemplo é do parvovirus
canino, que foi provavelmente derivado de um parvovirus felino como efeito de dois
aminoacidos replacements no capsideo viral (Lederberg et al., 1993, 1994; Murph et
al., 1994; Domingo, 1996, 1997; McKnight et al., 1995).

Todos os virus desenvolveram fungcbes comuns e estratégias adaptativas,
embora as estratégias usadas pelos virus DNA e RNA para evadir as defesas do
hospedeiro tenham caracteristicas distintas. Os virus RNA, por mutacdes, levam
esses virus a se esquivarem dos anticorpos e da resposta dos CTL do hospedeiro
(McMichael et al., 1997; McKnight et al., 1995; Doms RW et al., 1997). Os virus RNA
sdo geralmente tolerantes a altos indices de mutagénese (Domingo et al., 1997;
Eigen et al., 1979; Domingo et al., 1995). Em contraste, nimerosos virus DNA (como
os das familias herpes virus, poxvirus, iridovirus e adenovirus) tém informacdes
genéticas mais complexas e assim, necessitam manter essas informacgdes, limitando
a tolerancia a mutagodes.

Para evitar a extingdo e se manter na natureza, os virus devem ter hospedeiros
susceptiveis e ser adaptaveis aos diferentes ambientes bioldgicos. (Domingo et al.,
(1997). Se o virus persitir em um hospedeiro individual, ndo havera a constancia
desse patdgeno na natureza por um longo tempo (Ewald, 1994; Levin et al., 1994;
Garnett et al., 1994). Se o virus sofrer um nimero de influéncias adicionais, como a
possibilidade de transmissdo em individuos de uma mesma espécie, ele podera

utilizar rotas alternativas de transmissao, como respiratéria, sexual, parenteral ou
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ainda entre diferentes espécies (Garnett et al., 1994; Ewald PW, 1994). Evidéncias
apontaram que poucos pontos de mutagcdo no genoma viral podem ser suficientes
para ocasionar um descompasso em ciclos enzodticos, levando a uma epizootia com
caracteristicas mais graves (Weaver SC, 1998).

Recentemente, estudos utilizando epitopos neutralizantes especificos da
proteina F foram alvos de terapia através de monoclonais especificos desenvolvidos
especificamente para imunizagdo passiva anti-hRSV (Gimenez et al.,1984; Wahten
et al., 1989).

Em um trabalho de Beeler et al.,, (1989), utilizou um parente murino do
Palivizumab, MAb 1129, foi incapaz de neutralizar um dos isolados clinicos contra o
qual ele foi testado, indicando que hRSV selvagens circulantes podem ser
intrinsecamente resistentes ao Palivizumab.

Em nossas amostras ndo ocorreram tais mudancas nos nucleotideos 816, 827 e
828, indicando que as amostras circulantes no Hospital Universitario na cidade de
Sao Paulo nao apresentam resisténcia ao anticorpo monoclonal Palivizumab.
Colabora para isso o fato do medicamento Palivizumab ser administrado somente
para populagdes restritas e muitas das infecgées do hRSV ndo ocorrerem entre os
que receberam Palivizumab. Dessa forma, parece que ndo existe uma vantagem
seletiva durante passagens sequenciais na populacdo, pois ndo houve, em geral, a
utilizacdo do medicamento.

Um grande estudo realizado em 139 centros que incluiram Canada, USA e
Reino Unido, avaliou o efeito protetor através de profilaxia com Palivizumab, (IMpact-
RSV Study Group, 1998; The Prevent Study Group, 1997). Em estudo multicéntrico
realizado pelo IMpact-RSV, 1500 criancas pré-maturas e criangcas menores de 2
anos de vida com BPD foram recrutadas e tratadas com injecdes de Palivizumab,
aplicadas mensamente durante 5 meses, 15mg/Kg ou equivalente volume de
placebo. Usado profilaticamente, houve uma reducdo de 55% na incidéncia de
hospitalizagdes ocasionadas pelo hRSV. Baseados nestes resultados destas
multiplas triagens, em 1998 o FDA aprovou o Synagis (Palivizumab) administrado via
em injec¢cdes mensais intramusculares para imunoprofilaxia de doenca respiratéria
grave em recém-nascidos de alto-risco e lactentes com BPD ou nascidas pré-
maturamente (Wu et al., 2008). Subseqlientemente, o FDA licenciou o Palivizumab
para tratamento em criancas com doenca cardiaca congénita. O estudo foi liderado
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por Feltes et al., (2003) e o grupo tratado teve uma reducdo de 45% nas
hospitalizagdes quando comparadas a um grupo controle. Os dados deste estudo
demonstraram que administracdo mensal de 15mg/Kg intramuscularmente foi
segura, bem tolerada e efetiva para profilaxia de doenga grave em criangas.

O Palivizumab foi aprovado na Europa em 1999 e em 2002 no Japao, apds
testes que avaliaram sua seguranca e eficacia nessas populagdes (Groothuis et al.,
2002). Em suma, o Palivizumab é indicado para prevencao de infeccao por doenca
grave no trato respiratério inferior em pacientes pediatricos e de alto-risco, causadas
pelo hRSV. Como descrito acima, para estes pacientes foi recomendada uma dose
de Synagis (palivizumab) 15/Kg e a primeira dose deve ser antes do periodo de
incidéncia do hRSV (Wu, 2007).

Um estudo com 700 isolados de hRSV em 19 paises demonstrou que o
Palivizumab tem habilidade de se ligar e neutralizar aos diferentes subtipos de hRSV
(Saez-Llorens et al., 1998). Foi verificado, em outro estudo incluindo amostras do
Japao, que o Palivizumab se ligou e neutralizou 47 isolados do subtipo A e 33
isolados do subtipo B (Johnson et al., 1997; Groothuis et al., 2002).

DeVicenzo et al., (2004) realizou um estudo com 371 isolados e foi possivel
observar que o Palivizumab se ligou a 100% dos isolados de criangas hospitalizadas
com doencga respiratéria causada pelo hRSV, nos EUA. Tais amostras foram
coletadas durante 4 anos seguidos a liberacdo pelo FDA para uso do Palivizumab
(1998).

hRSV mutantes resistentes ao Palivizumab emergiram em cultura celular ou em
cotton rats imunosuprimidos (Beeler e Coelingh., 1989; Crowe et al., 1998a; Zhao et
al., 2004); assim, o Palivizumab parece exercer uma pressao seletiva no hRSV em
criangas tratadas (DeVicenzo et al., 2003,2004). Mas quando observamos os
estudos realizados por diversos grupos, foi verificado que, em pacientes hRSV
positivas que receberam mAb e foram hospitalizados, ndo existiu a rapida selacao
viral de mutantes que sao resistentes parece ser rapida a selecao viral de mutantes
que sao resistentes ao mAb. O monitoramento de isolados clinicos ndo detectou
resisténcia ao Palivizumab. E possivel que algumas variantes possam ecludir e se
disseminar na populacdo (Zhao et al.,, 2006), embora, até o presente momento,
variantes mAb-resistentes ndo tenham sido comprovadas na populacdo humana
(Crowe et al., 1998a; Zhao et al., 2004,2005) .
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Segundo Smith et al., (2002) em um modelo tridimencional da proteina F do
hRSV pbde-se observar uma estrutura em forma de cone subdividido em 3 regides,
nomeadas como cabeca, pescogo e haste. Baseado neste modelo, os epitopos do
Palivizumab estédo localizados no exterior do pescoco da proteina F. Colabora com
esse resultado, um estudo realizado por Calder et al., (2000) que observou o
comportamento do complexo da proteina F do hRSV, frente vérios anticorpos
monoclonais observados por microscopia eletrbnica, e demonstrou que o site Il é
localizado proximo a base da cabeca da proteina F, sendo esta regiao conservada
entre os grupos A e B.

Embora se tenha mapeado completamente o epitopo do Palivizumab, o
mecanismo molecular com o qual esse anticorpo neutraliza o hRSV ainda nao foi
explicado. Agumas hip6teses foram sugeridas, que incluem a inibicado da ligagdo da
proteina no dominio de fusdo nas células infectadas ou em prevenir o rearranjo da
proteina F, requerido antes de ocasionar o processo de fusao (Johnson et al., 1999).

Outros anticorpos monoclonais anti-hRSV foram desenvolvidos para prevenir a
infeccao pelo virus. Entre estes estd RSHZ19, que é um anticorpo IgG1 humanizado,
desenvolvido pela Glaxosmithkline. O anticorpo RSHZ19 (Johnson et al., 1999)
produziu efeitos curativos e profilaticos na infecgdo causada pelo hRSV em ratos
(Tempest et al., 1991), embora com resultados promissores para uso em humanos
(Everitt et al., 1996). Em estudos clinicos de fase lll, o anticorpo RSHZ19 falhou em
proteger lactentes de alto risco contra infeccdo pelo hRSV. Em um estudo
comparativo indicou que a falta de eficacia do RSHZ19 nos seres humanos foi
devida a dois fatores: baixa poténcia quando comparada ao palivizumab e néo
afinidade em se ligar a proteina F do hRSV, evitando assim a neutralizagdo e
inibicdo do processo de fusdo (Johnson et al., 1999).

O HNK20 €& um anticorpo monoclonal IgA de rato e é direcionado contra
glicoproteina F do hRSV este anticorpo foi desenvolvido pela empresa OraVaz. Com
a administragcdo do mAb na via aérea superior de macacos foi possivel observar
altos titulos de IgA no soro e em secre¢cdes nasais. Esse anticorpo também reduziu
significativamente a transmissao do virus (Weltzin et al., 1996). Nos estudos de fase
[l ele ndo demonstrou ser efetivo na neutralizagao do virus em seres humanos e seu

desenvolvimento foi descontinuado.
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Com o uso de fagos, reproduzindo a imagem de fragmentos Fab de humanos,
levou a identificacdo de fragmentos de neutralizacdo direcionados para glicoproteina
F do hRSV (Barbas et al., 1992). Um dos fragmentos Fab (Fab19) monstrou-se
altamente eficaz para neutralizar o hRSV in vitro. Em experimento onde se
administrou em ratos RSV-infectados, ele neutralizou o virus e também ocasionou a
diminuicdo do titulo de RSV nos pulmdes do animal (Crowe et al., 1994). O autor
deste trabalho sugeriu que este fragmento Fab possa ser usado profilaticamente em
recém-nascidos, com alto risco para infeccdo com hRSV, por administracdo nasal
direta.

Outro Fab (Fab RSVF2-5) foi eficaz contra os dois subtipos do hRSV (A e B),
também foi igualmente eficaz, como descrito acima, e administrado por instilagdo em
ratos contaminados (Crowe et al., 1998b). Mesmo com a expectativa de sucesso,
nenhum destes anticorpos ou fragmentos obteve éxito em testes clinicos.

Apesar do grande interesse e dos esforgcos tanto biotecnolégicos como
académicos na obtencao de outros anticorpos para tratamento da infeccao causada
pelo hRSV, o Palivizumab permanece o Unico anticorpo monoclonal aprovado para
prevencdo da infeccdo causada pelo hRSV em criangas prematuras e lactentes de
alto risco. Sua seguranca é abalizada pelos diversos estudos nessas populagdes
especificas, que sdo mais facilmente monitoradas e isoladas, impedindo uma
possivel transmissao de escapes mutantes que possam se desenvolver.

Mais do que isso, comprovar a atividade de bloqueio da infeccdo por esses
anticorpos, proporcionando o tratamento dessa populacao é importantissimo para a
saude publica. A possibilidade de o virus hRSV apresentar mutacées de escape do
tratamento abre portas para problemas muito maiores, como o uso de ventilacdo
mecanica, UTI e ébito de pacientes. Nao termos encontrado resisténcia em nossas
amostras de 2004, por meio das mutacées nos aminoacidos 272 da subunidade | da
proteina F, que estéo relacionadas a resisténcia in vitro ao Palivizumab, é de grande

valia para o tratamento médico correto dessas criangas e profilaxia.
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6 CONCLUSOES

@ A variabilidade genética da proteina F das amostras de hRSV identificadas na
cidade de Sao Paulo através da andlise das seqiiéncias do gene F de diferentes
linhagens, no periodo de 2004, ndo se mostrou eficiente para genotipagem das
diferentes cepas de HRSV, ficando recomendado neste caso o seqienciamento do

gene da proteina G como referencia para tipagem molecular de hRSV circulantes.

@ A avaliagdo dos padrées obtidos através do seqlenciamento de sitios
especificos do gene da proteina F, com os sitios de epitopos do monoclonal
humanizado Palivizumab® utilizado como tratamento da doenga causada pelo
hRSV, néo foi verificado a existéncia de escapes mutantes nessas amostras, sendo
0 mesmo altamente recomendado como medicamento na prevengcao da infeccao

pelo hRSV em criangas abaixo de um ano de idade.
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Data de Inscricdo  Procedéncia Idade PCR-GS  Genotipo RT- Sequen.

coleta no ICB PCR- F Gen F
21/04/2004 6 PA 5m -
21/04/2004 7 PA 3a -
23/01/2004 8 PA 3a +
23/01/2004 9 PA 4m -
23/01/2004 10 Enfermaria 4a -
23/01/2004 11 Enfermaria 1a -
23/01/2004 12 uTI 1m16d -
27/01/2004 13 Enfermaria 1a10m10d -
27/01/2004 14 PA 8m -
27/01/2004 15 Enfermaria 3a -
28/01/2004 16 Enfermaria 1a2miid -
30/01/2004 17 Enfermaria 7m26d -
30/01/2004 18 uTI -
02/02/2004 19 Enfermaria 2a9m -
02/02/2004 20 Enfermaria 1a3m3d -
03/02/2004 21 PA 3aimad -
03/02/2004 22 PA 10m11d -
04/02/2004 23 PA 2m -
05/02/2004 24 uTI 1m2d +
05/02/2004 25 PA 1m2d -
05/02/2004 26 PA 11m -
05/02/2004 27 PA 4a10m5d +
05/02/2004 28 PA im -
09/02/2004 29 Enfermaria 1m7d -
09/02/2004 30 Enfermaria 8mbd -
09/02/2004 31 PA -
10/02/2004 32 PA 1a10m -
12/02/2004 33 uTl 1meéd -
16/02/2004 34 Enfermaria 4a7m28d -
16/02/2004 35 PA 1m7d +
17/02/2004 36 PA 4a8m -
18/02/2004 37 Enfermaria 5m26d -
19/02/2004 38 uTI 5m28d -
19/02/2004 39 Enfermaria 3m27d
26/02/2004 40 uTl 11m9d + +/cc’ -

p26/02/2004 41 PA 4m20d -
26/02/2004 42 Enfermaria 2a6mod -
26/02/2004 43 Enfermaria 2m9d -
26/02/2004 44 PA 10mi2d + + -
26/02/2004 45 PA 4a8m27d -
27/02/2004 46 PA 8m -
27/02/2004 47 Enfermaria 2m19d -
27/02/2004 48 PA 2m4d -
01/03/2004 49 PA 2m18d -
01/03/2004 50 PA 2alim -
01/03/2004 51 PA 3alim -
02/03/2004 52 uTI 1m4d -
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Data de Inscricdo  Procedéncia Idade PCR-GS  Genotipo RT- Sequen.
coleta no ICB PCR- F Gen F
02/03/2004 53 PA 2m3d -
02/032004 54 PA 11m20d -
04/03/2004 55 Enfermaria 1a3m29d -
04/03/2004 56 PA 4m11d -
05/03/2004 57 PA 1atim -
05/03/2004 58 uTl 2méd + GA5 + +
08/03/2004 59 Enfermaria 2m18d -
09/03/2004 60 Enfermaria 1aim4d -
09/03/2004 61 Enfermaria 8m10d -
11/03/2004 62 Enfermaria 3m +
11/03/2004 63 Enfermaria 4m13d +
11/03/2004 64 PA 5mi1d + + -
12/03/2004 65 Enfermaria -
12/03/2004 66 Enfermaria 7m23d -
12/03/2004 67 Enfermaria 1abm
12/03/2004 68 Enfermaria 11m20d GA2 + +
12/03/2004 69 Enfermaria -
12/03/2004 70 Enfermaria 6m28d
12/03/2004 71 PA 4aim -
15/03/2004 72 PA 9m8d -
15/03/2004 73 PA 8m5d + SAB3 -
15/03/2004 74 Enfermaria 1m28d -
15/03/2004 75 Enfermaria 6m2d -
15/03/2004 76 Enfermaria 4a4méd -
15/03/2004 77 Enfermaria 7m30d GA5 +
17/03/2004 78 Enfermaria im -
17/03/2004 79 Enfermaria 487m
17/03/2004 80 Enfermaria 1a4mi2d -
17/03/2004 81 Enfermaria 1a6m13d + -fec”
18/03/2004 82 Enfermaria 2mid + SAB1 + -
18/03/2004 83 PA 6m29d + + -
18/03/2004 84 PA 2miid + + +
19/03/2004 85 Enfermaria 1m3d + -
19/03/2004 86 Enfermaria 21d +
19/03/2004 87 PA 8m +
19/03/2004 88 uTl 1a8m - -
19/03/2004 89 PA 6m10d
19/03/2004 90 PA 1a4m -
19/03/2004 91 PA 3alim -
22/03/2004 92 uTI 4m1igd + +
22/03/2004 93 PA 5m13d GB3 + +
insergéo
22/03/2004 94 uTl 11m5d -
23/03/2004 95 PA 2a3m -
23/03/2004 96 uTl 3méd -
23/03/2004 97 uTl 20d -
25/03/2004 98 uTI 22d -
25/03/2004 99 Enfermaria 1a8m + -/cc
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Data de Inscricdo  Procedéncia Idade PCR-GS  Genotipo RT- Sequen.
coleta no ICB PCR- F Gen F

25/03/2004 100 PA 6m + + +
25/03/2004 101 Enfermaria 1a10m27d -
25/03/2004 102 Enfermaria 1m14d +
25/03/2004 103 PA 3a2m - +/cc’
25/03/2004 104 PA 9Im27d + +/cc”
25/03/2004 105 PA 7m18d -
26/03/2004 106 Enfermaria m - -/cc
26/03/2004 107 Enfermaria 8m9d -
29/03/2004 108 uTl 13d + -
30/03/2004 109 Enfermaria 1m27d -
30/03/2004 110 PA 8m1id -
31/03/2004 111 uTI 1m22d + GA2 + -
01/04/2004 112 Enfermaria 2a4m -
01/04/2004 113 Enfermaria 2m1id + -
01/04/2004 114 uTI -
01/04/2004 115 Enfermaria 2m + GA2 +/cc +
01/04/2004 116 uTl 1m4d -
01/04/2004 117 Enfermaria 1a8m + -
01/04/2004 118 Enfermaria 4m21d + -
01/04/2004 119 Enfermaria 1m29d + +/cc’
01/04/2004 120 Enfermaria 1aim27d + +/cc’
02/04/2004 121 Enfermaria 7m -
02/04/2004 122 Bergario 16d -
06/04/2004 123 PA 4m + GA5 +/cc’
06/04/2004 124 PA 3m -
06/04/2004 125 Enfermaria 10m3d + + /cc?
06/04/2004 126 Enfermaria 10m28d + GA2 +
06/04/2004 127 PA 3m + GA2 +/cc”
06/04/2004 128 PA 3m + GA2 +
06/04/2004 129 PA 5m + SAB3 +/cc
06/04/2004 130 Enfermaria 5m11d + +/cc’
06/04/2004 131 Enfermaria 4m27d +
06/04/2004 132 Enfermaria 8m25d -
06/04/2004 133 uTl 1m21d + +/cc”
06/04/2004 134 PA 2a4m + -fec’
07/04/2004 135 uTl 1a3m - +/cc’ -
07/04/2004 136 PA 5m + + +
07/04/2004 137 Enfermaria 2a6m13d -
07/04/2004 138 Enfermaria 1aim21d + GA5 -
07/04/2004 139 PA 1aimid +
08/04/2004 140 uTl 10m +
08/04/2004 141 PA 4a10m -
08/04/2004 142 uTI im1i2d + GA5 + -
08/04/2004 143 Enfermaria 9m + +/cc” -
08/04/2004 144 PA 10m + GA5 +/cc” -
08/04/2004 145 uTI im +
12/04/2004 146 uTI 2d + GA5 + -
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Data de Inscricdo  Procedéncia Idade PCR-GS  Genotipo RT- Sequen.
coleta no ICB PCR- F Gen F

12/04/2004 147 Enfermaria 6m9d - - -
12/04/2004 148 Enfermaria 6m23d + + +
12/04/2004 149 PA 10m23d -
12/04/2004 150 PA 7m3d -
12/04/2004 151 Enfermaria 2a8ma8d -
12/04/2004 152 Enfermaria 2a11mi7d
12/04/2004 153 PA 5m -
12/04/2004 154 Enfermaria 8m1iad + GA5 -/cc
13/04/2004 155 PA 4m + GA5 + -
13/04/2004 156 PA 9Im + +/cc’ -
13/04/2004 157 PA 5m + BA like +/cc” +
13/04/2004 158 PA 2m + +/cc” -
13/04/2004 159 PA 3m + GA5 + -
14/04/2004 160 Enfermaria 1m18d + +/cc’ -
14/04/2004 161 PA 5m19d + +/cc’ -
14/04/2004 162 PA 1aim + -
14/04/2004 163 uTl 7m3d -
14/04/2004 164 PA 1a + -
14/04/2004 165 PA 8m -
15/04/2004 166 PA 3m + GA2 +
15/04/2004 167 PA 9m + GA2 +/cc” -
15/04/2004 168 PA 22d + +/cc’ -
15/04/2004 169 PA 7m29d + GA2 + +
19/04/2004 170 Bergario 18d + -
20/04/2004 171 PA 2m15d + SAB1 + -
20/04/2004 172 Enfermaria 9m -
20/04/2004 173 uTl 5m + +/cc’ -
20/04/2004 174 uTI 1a7m -
20/04/2004 175 Enfermaria 3m + +/cc” -
20/04/2004 176 uTl 3m15d + + -
22/04/2004 177 uTI 18d + GA2 +
22/04/2004 178 uTI 1m24d + GA5 +
22/04/2004 179 uTl 22d -
23/04/2004 180 Enfermaria 5m7d + -
23/04/2004 181 Enfermaria 1a3d +
24/04/2004 182 uTl 1a3m +
26/04/2004 183 uTI im1id +
26/04/2004 184 PA 1a3m +
26/04/2004 185 PA 7m +
26/04/2004 186 PA 5m +
26/04/2004 187 Enfermaria im +
26/04/2004 188 PA 8m8d +
27/04/2004 189 uTl 4méd + GA5 + +
27/04/2004 190 PA 8m7d +
27/04/2004 191 uTI 2m29d +
28/04/2004 192 uTl 5a3m +
28/04/2004 193 PA 7m21d +
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Data de Inscricdo  Procedéncia Idade PCR-GS  Genotipo RT- Sequen.
coleta no ICB PCR- F Gen F

28/04/2004 194 PA 3m3d +
28/04/2004 195 PA 1m26d +
29/04/2004 196 PA 1m17d + GA5
29/04/2004 197 PA 6m21d - + +
29/04/2004 198 Enfermaria 5mid + GA5 +/cc” -
29/04/2004 199 Enfermaria 3m21d + -
29/04/2004 200 PA 1m2d + -
30/04/2004 201 PA 28d +
30/04/2004 202 PA 5m + -
30/04/2004 203 uTl 7m30d + GA2
03/05/2004 204 uTl 2a3m +
03/05/2004 205 uTl 1a2m +
03/05/2004 206 uTl 2m1i0d + GA5 + +
04/05/2004 207 Enfermaria 3m8d -
05/05/2004 208 Enfermaria 2m24d + -/cc
05/05/2004 209 Enfermaria 4m + + -
05/05/2004 210 uTI 20d + -
05/05/2004 211 Enfermaria 5m + -
05/05/2004 212 Enfermaria 5méd + -
05/05/2004 213 Enfermaria 8m16d + -
06/05/2004 214 Enfermaria 3m20d + -
06/05/2004 215 Enfermaria 6m20d + GA2 + +
06/05/2004 216 Enfermaria 6m22d + +/cc”
07/05/2004 217 uTI 22d + +/cc” -
07/05/2004 218 uTl 6m23d + +/cc” -
07/05/2004 219 Enfermaria 1m13d + -/cc
10/05/2004 220 Enfermaria 3m9d + -
10/05/2004 221 Enfermaria 4m29d + GA5 +
10/05/2004 222 uTl 1m10d + +/cc”
10/05/2004 223 Enfermaria 2m13d + +/cc” -
10/05/2004 224 uTI 4m + +
10/05/2004 225 PA 2m1id + GA5 +
10/05/2004 226 PA 5m27d + +/cc’
11/05/2004 227 PA 1m4d + +/cc’
11/05/2004 228 PA 3m4d + GA2 -
12/05/2004 229 PA 5m + +/cc -
12/05/2004 230 PA 10m + GA2 +/cc” -
12/05/2004 231 PA 6m29d + -
12/05/2004 232 PA 11m - -
17/05/2004 233 Bergério 19d + GA5 +/cc
18/05/2004 234 PA 4mi2d + SAB3 -
18/05/2004 235 Enfermaria 3m4d + +/cc’
19/05/2004 236 PA 2a3m +
19/05/2004 237 uTI 4m15d +
19/05/2004 238 uTl 4m + +
19/05/2004 239 uTl 5m9d + GA2 + -
19/05/2004 240 uTl 29d + GA5 +/cc’ -
19/05/2004 241 uTI 11m18d -
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Data de Inscricdo  Procedéncia Idade PCR-GS  Genotipo RT- Sequen.
coleta no ICB PCR- F Gen F

20/05/2004 242 Enfermaria 5m16d + -
20/05/2004 243 uTl 1a7m -
20/05/2004 244 uTl 3m25d + -
20/05/2004 245 uTl 1m17d + SAB3 +/cc”
24/05/2004 246 Bergario Oa + +/cc
26/05/2004 247 uTl 2a3m -
26/05/2004 248 uTl 3a -
26/05/2004 249 uTI -
26/05/2004 250 Bergario 28d + GA5 -
27/05/2004 251 uTl 15d + GA5 -
27/05/2004 252 PA 7m +
27/05/2004 253 Enfermaria 2m + GA5
27/05/2004 254 Enfermaria 1m30d + -
27/05/2004 255 Bergério 3m -
27/05/2004 256 Bergario im + -/cc
27/05/2004 257 Bercario 1m1id + +/cc”
27/05/2004 258 PA 8m23d + +/cc”
27/05/2004 259 PA 1m5d + -
31/05/2004 260 Enfermaria 10mi2d -
31/05/2004 261 Enfermaria 1a9m22d + +
31/05/2004 262 Enfermaria 3m5d -
31/05/2004 263 uTl 1m13d -
01/06/2004 264 uTl 22d -
01/06/2004 265 uTl 11m22d -
01/06/2004 266 PA 3m4d + -
01/06/2004 267 Enfermaria im -
02/06/2004 268 PA 2m24d + GA2 + +
02/06/2004 269 uTI 2a2m -
03/06/2004 270 uTl 1m1i6d + GA5 -
08/06/2004 271 Enfermaria 3m10d -
14/06/2004 272 uTI 6m17d -
14/06/2004 273 uTI 2m1i6ed GA2
14/06/2004 274 uTl 1m15d
14/06/2004 275 uTl 10d -
14/06/2004 276 uTI 11m23d -
14/06/2004 277 Enfermaria 8m7d -
14/06/2004 278 PA 4m28d GA2 -
14/06/2004 279 PA 4m9d -
14/06/2004 280 Enfermaria 1m2d -
14/06/2004 281 Enfermaria 4m9d + -
16/06/2004 282 Enfermaria 2m4d -
16/06/2004 283 Enfermaria 4m25d + GA2 +
16/06/2004 284 PA 2m1i6d -
16/06/2004 285 uTl 5m28d -
17/06/2004 286 Bergario im -
18/06/2004 287 PA 6m24d -
18/06/2004 288 Enfermaria 3m28d -
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Data de Inscricdo  Procedéncia Idade PCR-GS  Genotipo RT- Sequen.
coleta no ICB PCR- F Gen F
18/06/2004 289 PA 1a8m4d + -
21/06/2004 290 Enfermaria 4m1i1id -
21/06/2004 291 PA 5m10d -
22/06/2004 292 PA 3mid -
22/06/2004 293 uTl 6m2d + GA5 + -
22/06/2004 294 Bergario 28d +
23/06/2004 295 uTI 1m20d + GA2
24/06/2004 296 Enfermaria 6m4d +
24/06/2004 297 PA 2m23d -
24/06/2004 298 uTI 19d -
24/06/2004 299 PA m -
24/06/2004 300 PA 6m22d -
28/06/2004 301 Enfermaria 1m22d -
28/06/2004 302 PA 2m23d -
28/06/2004 303 Enfermaria 1m17d SAB1 +
29/06/2004 304 PA 1m28d GA5
29/06/2004 305 PA 3m4d -
30/06/2004 306 PA 1m8d -
30/06/2004 307 PA 1m2d + -
01/07/2004 308 PA 7m -
01/07/2004 309 uTI 1m19d + + -
02/07/2004 310 PA 28d -
02/07/2004 311 PA 1a2m -
05/07/2004 312 uTI 9d -
05/07/2004 313 Enfermaria 2m15d + -
05/07/2004 314 Enfermaria 2m4d + GA5
06/07/2004 315 PA 9m + + +
07/07/2004 316 PA 3m28d + -
07/07/2004 317 PA 1abm -
07/07/2004 318 PA 1a7m -
08/07/2004 319 PA 3m -
08/07/2004 320 PA 5m14d -
08/07/2004 321 Enfermaria 3m19d -
08/07/2004 322 uTI 2m22d -
12/07/2004 323 uTI 13d + -
12/07/2004 324 Enfermaria 5m26d -
12/07/2004 325 Enfermaria 4m1i2d +
14/07/2004 326 Bercario 16d +
14/07/2004 327 uTI 22d +
15/07/2004 328 Enfermaria 1m25d +
15/07/2004 329 Enfermaria -
15/07/2004 330 Enfermaria 8m2d
20/07/2004 331 uTI 1m20d
20/07/2004 332 uTl 23d -
20/07/2004 333 Enfermaria 1aim -
20/07/2004 334 Enfermaria 1m5d
21/07/2004 335 uTI 1a2m
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Data de Inscricdo  Procedéncia Idade PCR-GS  Genotipo RT- Sequen.
coleta no ICB PCR- F Gen F

22/07/2004 336 Enfermaria 3m13d -
27/07/2004 337 Enfermaria 9m5d +
27/07/2004 338 Enfermaria 1m5d -
27/07/2004 339 Enfermaria 8m16d
28/07/2004 340 uTI 1m28d
29/07/2004 341 uTl 3m15d -
29/07/2004 342 uTl 2a2m23d -
29/07/2004 343 uTI 1a9m24d -
29/07/2004 344 uTI 1aém22d -
30/07/2004 345 Enfermaria 9ma8d -
03/08/2004 346 Enfermaria 10m -
04/08/2004 347 PA 8m9ad -
04/08/2004 348 PA 10m20d -
09/08/2004 349 Enfermaria 11m16d -
09/08/2004 350 Enfermaria 2m22d -
09/08/2004 351 Enfermaria 1a -
09/08/2004 352 Enfermaria 3m5d -
09/08/2004 353 Enfermaria 1m24d -
10/08/2004 354 uTI 4m2d -
10/08/2004 355 uTl 1m1i6d -
10/08/2004 356 Enfermaria 5m18d -
11/08/2004 357 Enfermaria 1m10d -
11/08/2004 358 Enfermaria 1a10m8d -
11/08/2004 359 Enfermaria 1am2d -
12/08/2004 360 Enfermaria 10m -
12/08/2004 361 PA 3m29d -
13/08/2004 362 Enfermaria 10m29d -
13/08/2004 363 Enfermaria 1a3m23d -
16/08/2004 364 uTI 2m -
16/08/2004 365 Enfermaria 2m28d -
17/08/2004 366 uTl 4m9d -
18/08/2004 367 Enfermaria 3a3m24d -
19/08/2004 368 Enfermaria 8méd -
19/08/2004 369 Enfermaria 1m25d -
19/08/2004 370 Enfermaria 2m28d -
20/08/2004 371 Enfermaria 1a2m24d -
24/08/2004 372 Enfermaria 4a6m -
24/08/2004 373 Enfermaria 8m5d -
24/08/2004 374 Enfermaria 1m2d -
26/08/2004 375 uTI 17d -
31/08/2004 376 Enfermaria 1a2m -
31/08/2004 377 PA 4m26d -
31/08/2004 378 uTI 1a7m23d -
31/08/2004 379 PA 11d
01/09/2004 380 Enfermaria 5m7d
01/09/2004 381 Enfermaria 2m1i6d -
01/09/2004 382 Enfermaria 3m10d -
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Data de Inscricdo  Procedéncia Idade PCR-GS  Genotipo RT- Sequen.

coleta no ICB PCR- F Gen F
01/09/2004 383 Enfermaria 3m20d -
01/09/2004 384 Enfermaria 3m23d -
09/09/2004 385 uTl -
09/09/2004 386 uTl 1m4d -
13/09/2004 387 Enfermaria 4m24d -
13/09/2004 388 Enfermaria 1a7m -
13/09/2004 389 Enfermaria 1a2m -
13/09/2004 390 Enfermaria 3a10m25d -
13/09/2004 391 PA 7m4d -
13/09/2004 392 Enfermaria 9m24d -
16/09/2004 393 Enfermaria im -
16/09/2004 394 Enfermaria 1m19d -
16/09/2004 395 Enfermaria 6m19d -
16/09/2004 396 Enfermaria 4a8m1id -
16/09/2004 397 Enfermaria 6m -
21/09/2004 398 Enfermaria 7m -
21/09/2004 399 Enfermaria 1aim -
21/09/2004 400 Enfermaria 7m6d -
21/09/2004 401 uTl 20d -
22/09/2004 402 Enfermaria 4m1i1d -
22/09/2004 403 Enfermaria 11m -
23/09/2004 404 Enfermaria 3m29d -
28/09/2004 405 uTl 9m13d -
30/09/2004 406 Enfermaria 2a6mod -
30/09/2004 407 Enfermaria 1a14d -
30/09/2004 408 Enfermaria 5m1i1d -
30/09/2004 409 Enfermaria 8m17d -
30/09/2004 410 Enfermaria 6m20d -
01/10/2004 411 uTI 4m1iid -
05/10/2004 412 Enfermaria 1a2m -
05/10/2004 413 Enfermaria 7m5d -
05/10/2004 414 Enfermaria 10m -
06/10/2004 415 Bergério 6d -
06/10/2004 416 Bercario 1m1id -
08/10/2004 417 Enfermaria 2m25d -
08/10/2004 418 Enfermaria 4m2d -
08/10/2004 419 Enfermaria 6m29d -
08/10/2004 420 uTI 2a17d -
13/10/2004 421 Enfermaria 3m24d -
13/10/2004 422 Enfermaria 3m15d -
13/10/2004 423 Enfermaria 3m7d -
18/10/2004 424 uTI 1a6d -
22/10/2004 425 uTl 9m10d -
22/10/2004 426 Bergario 1m2d -
25/10/2004 427 Enfermaria 10m5d -
25/10/2004 428 Enfermaria 5m22d -
25/10/2004 429 Enfermaria 6m10d -

Data de Inscricdo  Procedéncia Idade PCR-GS  Genotipo RT- Sequen.
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coleta no ICB PCR-F Gen F
29/10/2004 430 uTl 4m21d
29/10/2004 431 uTI 7m20d
29/10/2004 432 uTl 2m10d
01/11/2004 433 Enfermaria 10m13d
05/11/2004 434 Enfermaria 9m20d
05/11/2004 435 Enfermaria 3a2m21d
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