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RESUMO

Zukurov JPL. Caracterizagao molecular do Virus Respiratério Sincicial Humano
(HRSV) isolados na cidade de Sao Paulo no periodo de 2007-2008. [Dissertacao
(Mestrado em Biotecnologia)l. Sado Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sdo Paulo; 2010.

O Virus Repiratério Sincial Humano (HRSV) é considerado o principal causador de
doencas agudas do trato respiratério inferior durante a infancia, sendo o principal
responsavel por um elevado indice de hospitalizagdo de criangas com até cinco anos
de idade. Possui distribuicdo mundial, podendo acometer todas as faixas etarias,
entretanto as criangas de 6 semanas a 9 meses sao as que desenvolvem problemas
mais seérios, como pneumonia e bronquiolite. A epidemia de HRSV apresenta uma
sazonalidade bem clara, ocorrendo anualmente no periodo de outono tardio, inverno ou
inicio da primavera, mas nao durante o verdo. No presente estudo foi realizada a
analise da regidao G2 da glicoproteina G do HRSV. Um total de 44 amostras positivas
para o HRSV do Hospital Universitario (HU) da Universidade de Sao Paulo (USP), nos
anos de 2007-2008, foram sequenciadas e posteriormente analisadas, sendo entao
comparadas com sequéncias obtidas do NCBI/GeneBank. A andlise filogenética
mostrou que os genodtipos GA2 e GA5, do grupo A, foram os predominantes nos anos
de 2007 e 2008, alternando o padréao verificado nos anos anteriores, onde os genoétipos
do grupo B foram altamente predominantes. A comparac¢ao das mutagdes sinbnimas e
nao sindnimas mostrou uma grande evidéncia de selegao positiva nos genétipos GA2 e
GAS5 do grupo A.

Palavras-chave: Virus Respiratorio Sincicial Humano. Glicoproteina G. Variabilidade
genética. Analise Filogenética. Regiao G2. Insercdao de 60 nucleotideos. selegéo

positiva.



ABSTRACT

Zukurov JPL. Characterization and epidemiologic of Human respiratory syncytial
virus (HRSV) isolated in Sao Paulo’s city in 2007-2008. [Master thesis
(Biotecnology)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo; 2010.

Human Respiratory Syncytial Virus (HRSV) is considered the most common cause of
lower respiratory tract disease in infants and young children and are the main guilty for
the elevated children hospitalization’s rate under 5 years of age. The HRSV has a
world-wide distribution, being able to attack all the ages however the 6 weeks to 9
month’s children of are the ones that develop more serious problems as pneumonia and
bronquiolite. The HRSV outbreak presents a well defined season, occurring annually in
the delayed fall’s period, winter or spring’s beginning, but not during the summer. In the
present study, we performed a phylogenetic analysis from G2 region of HRSV G
glycoprotein. Forty four samples positive for HRSV from University Hospital (UH) of
University of Sao Paulo (USP) in 2007-2008, were submitted to sequencing by PCR
and compared with GenBank sequences. Phylogenetic analysis revealed that HRSV
group A genotypes GA2 and GA5 was the predominant in 2007-2008, alternating the
standard verified in the previous years, where the group B genotypes had been highly
predominant. Comparison of the synonymous/nonsynonymous mutation ratios showed

greater evidence for positive selection pressure for group A genotypes GA2 and GAS5.

Keywords: Human Respiratory Syncytial Virus. G Glycoprotein. Genetic Variability.

Phylogenetic Analysis. G2 Region. 60-nucleotide duplication. positive selection.



1 INTRODUGAO

O primeiro relato do Virus Respiratério Sincicial (RSV) ocorreu em meados da
década de 50. No ano de 1955, uma enfermidade respiratoria contagiosa que se
caracterizava por tosse, espirro e secregcdo mucopurulenta foi relatada em uma col6nia
de aproximadamente 20 chimpanzés no Walter Reed Army Institute of Research
(WRAIR) Washington, D.C, USA. No decorrer deste evento, foi isolado pela primeira
vez, a partir de um swab de garganta de um chimpanzé fémea, o Virus Respiratorio
Sincicial (RSV), chamado neste momento de Agente da Coriza do Chimpanzé
(Chimpanzee Coryza Agent - CCA) (Morris et al., 1956).

No ano seguinte, em 1956, pesquisadores isolaram um virus idéntico ao CCA de
uma crianga com pneumonia e de outra com crupe, em Baltimore, nos Estados Unidos
da América (EUA). O agente passou a ser denominado Virus Respiratério Sincicial
Humano (HRSV) por refletir sua capacidade de formar sincicios em cultura de células e
seu tropismo pelo trato respiratério humano (Chanock e Finberg, 1957b; Chanock et al.,
1957a).

Estudos sorologicos posteriores mostraram que a maior parte das criangas de
Baltimore ja havia sido infectada pelo HRSV antes de atingir os quatro anos de idade.
Outros estudos, realizados em diversas regides do mundo, apontaram o HRSV como
um agente associado a doengas no trato respiratorio inferior (TRI), bronquiolite e
pneumonia, sendo mais tarde reconhecido como principal patégeno de doengas do TRI
em criancas. Posteriormente também foi constatado que este virus estava associado a
grupos de imunocomprometidos, pessoas com doengas cardiopulmonares, idosos e
transplantados (Chanock et al., 1957; Collins et al., 2001; Falsey e Walsh, 2000).

O HRSV é o principal causador de doengas agudas do trato respiratério inferior
(TRI) durante a infancia, sendo o principal responsavel por um elevado indice de
hospitalizagdo de criangas com até 5 anos de idade (Glezen, 1986; Cintra, 2001).
Aproximadamente 95% das criangas apresentam a primeira infecgado pelo HRSV nos
primeiros dois anos de vida com o pico de incidéncia ocorrendo nos primeiros meses
de vida (Anderson et al., 1990). No Brasil, o HRSV foi isolado pela primeira vez por
Candeias, no ano de 1964, em quatro criangas hospitalizadas com quadro respiratorio
agudo. A confirmagdo do isolamento em cultura celular foi feita por prova de
neutralizagao com soro padrao (Candeias, 1967).

Segundo dados recentes da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), setembro

de 2009, o HRSV possui uma distribuigdo mundial amplamente difundida,



principalmente, em paises em desenvolvimento, como o Brasil, e também em paises
industrializados. Apenas nos Estados Unidos da América (EUA) sao reportados
anualmente 125.000 casos de infeccao respiratoria pelo HRSV. Mundialmente sao
estimados 64 milhdes de casos de infeccdo pelo HRSV com, aproximadamente,
160.000 mortes por ano no mundo inteiro em decorréncia de complicacdes causadas
pela infecgcdo do HRSV.

1.1 CLASSIFICACAO

O HRSV pertence a ordem Mononegavirales, a qual fazem parte os virus da
familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae e género Pneumovirus. A particula
do HRSV né&o apresenta as proteinas de superficie Hemaglutinina e Neuraminidase,
encontradas nos virus Inflenza e sua classificagdo é baseada na morfologia da
particula (Van Regenmortel et al., 2000).

O genoma do HRSV é constituido por RNA de fita simples (ssRNA) com
polaridade negativa, associado as proteinas virais, formando um nucleocapsideo
helicoidal, resistente a acdo de RNAses. O virus HRSV utiliza uma RNA Polimerase
propria sintetizada dentro da célula hospedeira e o processo de replicagao viral ocorre
no citoplasma da célula hospedeira. O HRSV & um virus extremamente labil. Este
virus € muito sensivel a extremos de temperatura e pH, bem como a detergentes. A 55
°C é rapidamente destruido e, a 37 °C apenas 10% de sua infectividade permanece
apos 24 horas. Apdés 0 armazenamento em temperatura de 4 °C, durante o periodo de
uma semana, somente 1% de sua infectividade é preservada (Tristam e Welliver,
1996).

1.2 ESTRUTURA

O HRSV é composto de um nucleocapsideo envelopado de simetria helicoidal,
com diametro variavel entre 12 e 15nm. O HRSV é pleomorfico e/ou possui morfologia
esférica. O seu envelope consiste de uma camada bilipidica com origem na membrana
citoplasmatica da célula hospedeira. Possui espiculas que s&o as glicoproteinas F e G
de origem viral. A estrutura final envelopada apresenta entre 150 a 300nm (Collins et
al., 2001) (Figura 01).

Cada particula viral contém uma unica cépia funcional do genoma. O genoma
viral € composto de RNA de fita simples ndo segmentado de polaridade negativa. Por
nao ser um virus segmentado o HRSV ndo possui a mesma capacidade de

recombinagdo e rearranjos dos segmentos genémicos do virus Influenza, no qual



ocorrem 0s shifts antigénicos, responsaveis pelas diversas pandemias ao longo dos
anos. Contudo, como todos os virus RNAs, a capacidade de mutacdo do HRSV reside
na dependéncia de uma RNA polimerase prépria e que ndo possui capacidade de
correcédo e edicdo de erros de incorporacdo de nucleotideos durante o processo
replicativo do genoma. O peso molecular do seu genoma aproximado é de 5x10° kD e
contém 15.222 nucleotideos, por convencdo com o protétipo A2 Long, porém este
numero pode variar entre subtipos diferentes (Collins et al., 2001; Sullender, 1998;
Welliver, 2003).

O genoma do HRSV codifica 10 mRNAs distintos e 11 proteinas: duas proteinas
ndo estruturais designadas como NS1 e NS2; dentre as proteinas estruturais, trés séo
proteinas de superficie transmembranica (G, F e SH); duas proteinas estdo presentes
na matriz do virus e sao conhecidas por M e M2; trés estdo associadas ao RNA

gendmico para formar o nucleocapsideo viral (N, P e L) (Collins et al., 1996).
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Figura 01 - Estrutura do HRSV.
FONTE: Swiss Institute of Bioinformatics. ViralZone® [database]. Suica: SIB; 2009. [cited
08/10/2009]. Available from: http://www.expasy.org/viralzone/all_by_species/90.html

1.3 ESTRUTURA GENOMICA

O HRSV possui 10 RNAs mensageiros (mMRNA) subgenémicos. Cada um possui
uma ORF (Open Reading Frame), exceto o M2, que possui duas, que codificam as
proteinas M2-1 e M2-2 (Collins et al., 2001). Na porgdo 3’ do RNA gendmico, ha uma
regidao extragénica néo codificante de 44 nucleotideos (regido leader). A regiao leader é
seguida por dez genes virais, que obedecem a seguinte ordem: 3’ — NS1-NS2-N-P
-M-SH-G-F-M2-L -5 (Figura 2).
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Figura 02 - Genoma do HRSV.
(A) Fonte: Swiss Institute of Bioinformatics. ViralZone® [database]. Suiga: SIB; 2009. [cited
08/10/2009]. Available from: http://www.expasy.org/viralzone/all_by_species/90.html.
(B) Fonte: (National Center for Biotechnology Information) [database]. EUA: NCBI; 2009. [cited
08/10/2009]. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=genome&Cmd=
ShowDetailView&TermToSearch=11728.

O gene L é seguido de uma regiao extragénica de 155 nucleotideos, conhecida
como regido trailer, que é mais tolerante a insergao ou dele¢cado de nucleotideos que a
regiao leader. Todos os genes do HRSV comegam com um sinal altamente conservado
em seu inicio, composto por nove nucleotideos (3'-CCCCGUUUA), com exceto do
gene L cuja sequéncia apresenta as seguintes diferengas: (3'-CCCUGUUUUA). Ao
término de cada gene ocorre com um sinal semi conservado que direciona a
terminagao transcricional e a poliadenilagado (Collins et al., 2001). Os primeiros nove
genes, do HRSV, sao separados por regides intergénicas que variam de 1 a 56
nucleotideos. Essas regides sado pouco conservadas entre amostras. Os dois ultimos
genes fazem uma sobreposicao (overlaping) de 68 nucleotideos. Assim sendo o gene L
tem o inicio de sua transcricdo dentro do gene M2, entretanto numa fase de leitura
diferente, sendo que o sinal de término e poliadenilagdo do gene M2 esta localizado
dentro do gene L (Collins et al., 2001).

Tabela 01 - Caracteristicas dos genes do HRSV e seus produtos

Gene Tamanho do gene Tamanho da Peso proteina Peso proteina
(nucleotideos) Proteina (a.a.) ndo processada (KDa) processada (KDa)
N 1203 391 43 45
P 914 241 27 33
L 6578 2165 250 250
M2-1 582 194 22 22
F 1903 574 63 70
G* 923 298 33 90
SH 410 64 8 8
M 958 256 29 25
NS1 532 139 16 14
NS2 503 124 15 15
M2-2 270 90 11 11

* Existe algumas divergéncias relacionadas ao tamanho do gene da glicoproteina G (Trento et al., 2006).
FONTE: (Carromeu, 2007)



1.4 PROTEINAS VIRAIS

O nucleocapsideo presente nos virions do HRSV é formado pelo RNA gendmico
associado com as proteinas N, P, L e M2-1 (Collins et al. 2001). A associagao entre as
proteinas N, P e L com o RNA viral ja é suficiente para dar inicio a replicagdo do
material genético (Collins et al., 1996; Yu et al.,1995). No entanto, a proteina M2-1 é
necessaria para uma transcricdo eficiente do genoma pela RNA polimerase viral
(Fearns e Collins, 1999; Hardy e Wertz, 1998).

A proteina N possui 391 aminoacidos e peso molecular de 43,4 KDa, esta
associada ao RNA gendmico e é a principal proteina estrutural do nucleocapsideo
(Collins et al., 2001). O RNA genémico e anti-gendbmico do HRSV encontra-se sempre
associado com a proteina N e este complexo é usado como molde para a sintese de
RNA. Este complexo proteina N-RNA apresenta diversas fungbes para o virus,
prevenindo a formagéo de estruturas secundarias na molécula de RNA e protegendo a
mesma de degradagao por nucleases (Cowton et al., 2006).

A proteina P possui 241 aminoacidos e peso molecular de aproximadamente 35
KDa. E uma proteina altamente fosforilada, com caracter acido e que desempenha uma
importante fungdo no processo de transcrigdo e replicagdo do HRSV (Collins et al.,
2001). A proteina P constitui uma subunidade da polimerase viral (formada pelas
proteinas P e L) e, por analogia com outros virus pertencentes a ordem
Mononegavirus, parece mediar o contato entre a proteina L e o complexo proteina N-
RNA (Tran et al., 2007).

A proteina L é a maior proteina do HRSV. Esta proteina é constituida de 2165
aminoacidos com peso molecular de aproximadamente 250 KDa. Esta proteina
apresenta seis segmentos altamente conservados e com possiveis dominios
funcionais. Esta é a proteina estrutural de menor abundancia na particula viral (Collins
et al., 2001). Atribui-se a essa proteina as atividades enzimaticas de RNA - polimerase,
com fungédo de replicagao, além de poliadenilagdo, como também a formacgédo da
estrutura cap do mRNA do HRSV (Barik, 1992; Barik, 1993; Mason et al., 2004).

As proteinas NS1 (peso molecular de 15,5 KDa) e NS2 (peso molecular de 14,6
KDa) possuem, respectivamente, 139 e 124 aminoacidos. Estas proteinas exercem
uma importante fungdo como agente antagonista do fator Interferon (INF) do tipo-1
durante a resposta antiviral imunoldgica inata. As proteinas NS1 e NS2 atuam em
conjunto de forma cooperativa na repressao da ativagao e translocagao nuclear do INF-

3 das células hospedeiras. Estas proteinas medeiam a degradacdo das proteinas
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hospedeiras STAT2 e elongin-cullin E3 ligase e inibem a apoptose celular de forma
prematura, facilitando o crescimento e replicagao viral dentro das células hospedeiras
(Collins et al., 2004; Collins et al., 2005).

A proteina M (peso molecular de 27 KDa) possui 256 aminoacidos, € uma
proteina interna e n&o glicosilada. Essa proteina esta associada ao nucleocapsideo do
HRSV nas células infectadas e no virion e, como as proteinas de matriz de outros virus
de RNA fita negativa, pode inibir a transcri¢ao viral (Ghildyal et al., 2002). A associagao
da proteina M com o nucleocapsideo facilita a montagem do virus (Lenard et al., 1996).

A proteina M2-1 (peso molecular de 22 KDa) possui 194 aminoacidos. Essa
proteina € interna e ndo glicosilada e interage com as proteinas N e P, atuando no
processo de transcrigdo, evitando seu término prematuro. Esta proteina facilita a assim
a sintese completa do mRNA do HRSV (Collins et al., 2001). Esta proteina também
apresenta fungao de processividade e anti-terminagao, ou seja, atua como um fator que
permite o transito da polimerase através da regido intergénica para acessar promotores
génicos distais (Hardy e Wertz, 1998). Essa proteina tem uma fungdo muito importante
na replicagao do HRSV e alteragdes em sua sequéncia podem diminuir drasticamente
a infectividade do virus (Tang et al.,, 2001). A proteina M2-2 possui 90 aminoacidos,
peso molecular de 11 KDa e esta relacionada a regulagcédo da transcricao e replicagao
da molécula de RNA do HRSV (Atreya et al., 1998). A proteina M2-2, quando expressa
em altos niveis, inibe completamente a replicagdo do HRSV, sugerindo que essa
proteina, quando produzida nas células infectadas em grande quantidade, pode ser um
fator critico na replicagédo do HRSV (Cheng et al., 2005).

A proteina SH é uma molécula pequena com 64 aminoacidos e peso molecular
de, aproximadamente, 7,5 KDa. Esta proteina insere-se que na membrana
citoplasmatica da célula hospedeira por meio de uma sequencia hidrofébica que vai do
aminoacido de numero 14 ao 41. As regides carboxila e amino - terminais possuem
sitios em potencial para N e O — glicosilagdo, podendo mudar a estrutura terciaria da
proteina. Até pouco tempo atras a fungdo da proteina SH, durante o processo de
replicacao, ainda, ndo estava totalmente esclarecido e acreditava-se estar envolvida na
adsorgao, penetragao e desnudamento do virus (Collins et al., 2001; Techaarpornkul, et
al., 2001; Feldman et al., 2000; Rixon et al., 2004). Recentemente foi demonstrado que
esta proteina forma um canal idnico préton seletivo, na membrana citoplasmatica da
célula hospedeira, atuando na montagem do virus e durante o processo de entrada na
célula hospedeira. Esta proteina também pode apresentar fungao de resposta contra a

imunidade inata da célula hospedeira (Fuentes et al., 2007).
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A glicoproteina F é uma proteina do tipo |, ou seja, esta ancorada na membrana
préoxima a regiao carboxila-terminal (intracitoplasmatica) e contém uma sequéncia sinal
de clivagem préxima a regidao amino terminal (localizada na parte externa da membrana
citoplasmatica). Possui 574 aminoacidos, peso molecular de 70 KDa e o gene que a
codifica possui 1903 nucleotideos. Identificada como proteina de fusdo, é a
responsavel pela ligagdo do envelope viral com a membrana citoplasmatica da célula
hospedeira, liberando o nucleocapsideo diretamente dentro do citoplasma. Proporciona
também a fusdo da célula infectada com uma adjacente, favorecendo a formagao de
sincicios (Collins et al., 2001).

A proteina F é sintetizada como um precursor inativo denominado FO que
consiste em dois dominios denominados F2 (aminoacidos 1-130) e F1 (aminoacidos
137-154) e de um peptideo clivavel (aminoacidos 131-136) (Rixon et al., 2001; Sugrue
et al., 2008). Apds a sintese e a glicosilagao, a proteina FO é clivada proteoliticamente
por uma protease celular, semelhante a tripsina, em duas subunidades, F2 (peso
molecular de 20 KDa) e F1 (peso molecular de 68 KDa), que permanecem ligadas por
pontes dissulfeto nos residuos cisteina (Schlender et al., 2003). Para Pneumovirus e
Paramyxovirus, em geral, os primeiros 19 a 26 aminoacidos da por¢ao amino terminal
da subunidade F1 sdo hidrofobicos e estao diretamente envolvidos com a insergéo na
membrana (Collins et al., 2001; Tristam e Welliver, 1996). A subunidade F1 é
relativamente bem conservada, sendo sua fungdo comprometida mediante delegdes ou
substituicdes de aminoacidos (Collins et al., 2001).

Estudos recentes sobre a interagdo das proteinas F, G e SH, sugerem que as
proteinas F e G formem um complexo na superficie das células infectadas pelo HRSV,
porém ndo encontraram nenhuma evidéncia de que as trés proteinas juntas formem um
complexo. Apesar dos mecanismos que levam a fusdo de membrana em células
infectadas pelo HRSV ainda ndo serem bem entendidos, as associacdes entre as
proteinas G e F encontradas nesse estudo, sugerem que a proteina G tem papel
indireto no processo de fusao (Low et al., 2008).

A glicoproteina G é uma proteina do tipo Il, ou seja, estd ancorada a membrana
préxima a sua por¢do amino-terminal por um dominio hidrofébico, nao clivavel, tipo
sinal ancora, que se estende do residuo 38 ao 66. Possui de 289 a 319 aminoacidos,
dependendo da amostra viral, o gene que a codifica possui, em geral 918 nucleotideos
(grupo A) e varia de 920 a 980 nucleotideos para o grupo B (Johnson et al., 1987;
Martinez et al., 1999; Trento, et al. 2003; Zlateva, et al. 2004).
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A glicoproteina G é sintetizada como uma proteina de peso molecular de 33
KDa, sendo posteriormente glicosilada para a obtengdo da sua forma madura de peso
molecular de 90 KDa. O ectodominio carboxila-terminal da proteina G caracteriza-se
por conter um alto teor de serina e treonina, cerca de 30% que sao potenciais sitios de
ligacao de glicidios por ligagdes glicosiladas do tipo “O”, ou seja, a ligagao de glicidios
a atomos de oxigénio das cadeias destes aminoacidos. A glicosilacdo da proteina
também se faz por ligagéo glicosidica tipo “N”, ou seja, a ligagcédo de glicidios ao atomo
de nitrogénio da cadeia lateral da asparagina. O ectodominio externo contém, portanto,
de 3 a 8 sitios para adi¢gao de oligonucleotideos por ligagao glicosidica tipo “N” e mais
de 70 sitios potenciais para adigao de oligossacarideos por ligagao glicosidica tipo “O”,
embora estime-se que a proteina madura possua de 24 a 25 cadeias de glicidios O-
ligados (Wertz et al., 1985; Johnson, et al., 1987). Possui também um alto teor de
residuos de prolina (cerca de 10%) o que contribui para a redugdo das estruturas
secundarias da proteina (Collins et al., 2001). Devido a sua constituicao, foi sugerido
que a glicoproteina G do HRSV seria homdloga as mucinas secretadas pelas células
epiteliais (Johnson, et al., 1987).

Estudos recentes demonstraram que a glicoproteina G liga-se a membrana
citoplasmatica, na superficie da célula hospedeira, interagindo com heparan sulfato,
sendo importante para a ligacdo do virion a célula hospedeira no inicio da infecgao.
Esta proteina também interage com o receptor celular CX3CR1, modulando assim a
resposta imunolégica do hospedeiro e facilitando a infecgéo (Beeler et al., 2000; Collins
et al., 2008).

A dlicoproteina G é uma proteina de especial interesse por possuir a maior
variabilidade entre os isolados de HRSV (Anderson et al., 1985; Mufson et al., 1985;
Gimenez et al., 1984; Johnson et al., 1987). Pode suportar insergcdes e delegbes ou
multiplas substituicdes de aminoacidos sem a perda de sua fungao (Trento et al., 2003;
Sato, et al. 2005; Scott et al., 2004; Zlateva et al., 2004; Nagai et al., 2004). A
variabilidade da proteina G esta concentrada no dominio extracelular, no qual se
encontram duas regides variaveis, que contém alto conteudo de serina e tronina, entre
0s aminoacidos 69-164 e 207-298, com aproximadamente 56% de divergéncia entre as
amostras A e B (Johnson et al., 1987). Intercalando essa regido de alta variabilidade,
existe uma regido mais conservada com um pequeno segmento de 13 aminoacidos
(164-176) e quatro residuos de cisteina (C'"3, C'"®, C'®2, C'®), conservados em todas
as amostras de HRSV (Sullender, 2000), sugerindo ser este segmento o responsavel

pela ligagao do virus a um receptor celular.
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A grande variabilidade genética da proteina G vem sendo estudada ao longo dos
anos e diversos mecanismos de escape do HRSV, baseados nessa variabilidade, vém
sendo elucidados (Arbiza et al., 2005; Galiano et al., 2005; Sullender et al., 1998;
Zlateva et al., 2005). Essas regibes variaveis encontram-se entre os aminoacidos 69-
164 e 207-298, podendo ser observada uma divergéncia de até 53% entre amostras
dos grupos A e B (Johnson et al., 1987). A regido que compreende os aminoacidos
164-176 e os quatro residuos de cisteina (C'"3, C'"®, C'?, C'%) ¢ conservada em todas
as amostras de HRSV, sugerindo que esse fragmento seja o responsavel pela ligagao

do virus a um receptor na célula hospedeira (Figura 3) (Sullender, 2000).

A
cyto ectodomain
ccee | COOH
298
B 164 [ ]176  strictly conserved

between groups

C | conserved | variable | conserved I variable 1

Figura 03 - Dominios conservados e variaveis da glicoproteina g do HRSV
(A) Estrutura primaria dos aminoacidos da proteina G, de isolado A2. cyto = dominio interno
a membrana citoplasmatica, tm = dominio transmembranico, cccc = quatro residuos
conservados do aminoacido cisteina (Cm, C”e, C182, C186).
(B) Regido de 13 aminoacidos, estritamente conservada nas amostras de HRSV;
(C) Regides variaveis da proteina G intra e intergrupos do HRSV, ricas no aminoacido
serina e treonina e também as regides conservadas.
Fonte: (Sullender, 2000)

1.5 CICLO REPLICATIVO DO VIiRUS

A macromolécula utilizada como receptor celular para a adsorgdo do HRSV a
célula hospedeira ainda permanece desconhecido. Para o género Morbillivirus, que
diferentemente dos outros géneros nao possui atividade de neuraminidase, foi
descoberto que o receptor celular € o CD46. Para o género Respirovirus e
Rubulavirus da subfamilia Paromyxovirinae, o receptor celular € uma molécula que
contém 4acido sialico. Para os Pneumovirus especula-se a possibilidade de que o
receptor também nao seja uma molécula contendo acido sialico, uma vez que nesse
género, assim como nos Morbilivirus, nao existe a presenga de uma neuraminidase
(Collins et al., 2001; Kingsbury, 2001).

Apds a adsorgao do virion a célula hospedeira ocorre a liberagao do
nucleocapsideo no citoplasma celular. Esse evento conhecido como desnudamento é
mediado por uma proteina de superficie, a glicoproteina F, que é responsavel pela
fusdo do envelope viral com a membrana celular, promovendo a liberacdo do
nucleocapsideo diretamente no citoplasma da célula hospedeira (Kingsbury, 2001).

Com o nucleocapsideo liberado no citoplasma tem inicio o processo de



14

transcricdo do genoma viral. A enzima RNA polimerase RNA dependente adere - se a
regiao leader que se localiza no extremo 3’ do genoma e nao apresenta funcgao
codificadora. A transcrigcéo é iniciada no primeiro nucleotideo. Na jungao entre a regiao
leader e o primeiro gene, inicia-se a transcricdo por um mecanismo sequencial de
inicio-fim, guiada pelos sinais de inicio (start-gene) e fim (end-gene). O resultado deste
processo € a sintese de uma série de mMRNAs subgenédmicos. Os mRNAs parecem ser
copias exatas dos genes, ndo havendo evidéncias de modificagbes como, por
exemplo, splicings alternativos. Os mRNAs transcritos recebem um cap na
extremidade 5’ e sdo poliadenilados na extremidade 3’ (Collins et al., 2001).

A maturagdo do virus ocorre com a montagem do nucleocapsideo pela
combinagao da proteina N com o RNA gendmico seguida da adigdo das proteinas P e
L. A montagem do envelope ocorre com as glicoproteinas virais, modificadas pos-
traducionalmente por glicolisacdo durante seu transporte através do reticulo
endoplasmatico e do Complexo de Golgi, ocupando o lugar das proteinas celulares na
membrana plasmatica. Em seguida, as proteinas da matriz se agregam na porgao
interna do envelope nascente. Por ultimo, o nucleocapsideo alcanca a superficie e
ocorre 0 brotamento do mesmo, levando consigo uma porcdo da membrana

plasmatica (Kingsbury, 2001).
1.6 CARACTERIZACAO ANTIGENICA E MOLECULAR

Os primeiros pesquisadores a desvendar as diferengas antigénicas entre duas
amostras (A1 e Long) do HRSV foram Coates e Kendrick (1963). Em um estudo
seguinte, Coates et al., (1966) observaram diferengcas antigénicas entre outras
amostras virais, Long e CH18537. A cepa Long foi isolada em 1956 de uma crianga
com pneumonia, enquanto a cepa CH-18537 foi isolada em 1962 de uma crianca com
doenca do trato respiratorio superior. Ambos os estudos utilizaram a reacdo de
neutralizagdo com soro de animal hiperimune (coelhos ou cobaios). A cepa A1 ndo era
neutralizada com soro hiperimune de coelhos produzido com a cepa, sugerindo, assim,
que diferentes variantes poderiam estar circulando simultaneamente na mesma
populagdo. Outros estudos confirmaram as observagdes anteriores (Coates et al.,
1966; Wulff et al., 1964).

Com o advento dos anticorpos monoclonais (MAbs) essas diferengas
antigénicas puderam ser melhor definidas (Gimenez et al, 1984; Anderson et
al.,1985). A variabilidade antigénica pode ser visualizada através da diferengas de

titulos de anticorpos neutralizantes. Os titulos de anticorpos neutralizantes podem ser
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maiores na ordem de até quatro vezes quando testado com amostras do mesmo
grupo. Foram examinados MAbs para as proteinas P e N e as glicoproteinas F e G.
Com base na reatividade com um painel de MAbs foi estabelecida a divisao do HRSV
em dois grupos antigénicos (A e B) (Anderson et al.,1985; Mufson et al.,1985).

Estudos realizados posteriormente demonstraram que estes dois grupos A e B
tém aproximadamente 25% de relagdo antigénica como um todo. Alguns trabalhos
mostraram que o dimorfismo antigénico entre os grupos A e B € maior na glicoproteina
G, com uma correlagao antigénica de 1% a 7%, conferindo vantagem para o virus em
termos da evasao de uma resposta imunoldgica preexistente. A proteina F apresenta
uma correlagao antigénica de aproximadamente 50% entre os grupos A e B (Hendry et
al 1988; Johnson et al 1987; Mufson et al 1985; Queiroz et al., 2002).

Trabalhos realizados posteriormente por outros pesquisadores demonstraram
haver diferengas antigénicas dentro de cada um dos grupos, possibilitando a divisao
em subgrupos. A principio, foram identificados sete subgrupos do tipo A (A1 a A7) e 3
do tipo B (B1 a B3) (Anderson et al., 1991; Hall et al., 1990). Posteriormente foi
descrito na literatura mais um subgrupo dentro do grupo B (B4) (Hall et al.,1990).
Atualmente, baseando-se em estudos moleculares da variabilidade do gene da
glicoproteina G, classifica-se os gendétipos do grupo A em GA1, GA2, GA3, GA4, GA5,
GAG6 e GAT7 (Peret et al., 1998, 2000) e SAA1 (Venter et al., 2001). O grupo B é por
sua vez classificado nos genodtipos GB1, GB2, GB3, GB4, SAB1, SAB2 e SAB3
(GILCA et al., 2006; Venter et al., 2001). Recentemente foi descrito mais um gendtipo
do grupo B do HRSV circulando na América do Sul e nordeste da Asia, descrito na
literatura como BA, (Nagai et al., 2004; Scott et al., 2004; Trento et al.,2003; Venter et
al., 2001).

Estudos demonstraram que a variacdo dos aminoacidos da proteina G dentro
de um mesmo grupo pode ser de até 20%, conferindo ao HRSV uma vantagem
adicional em termos da evasao de uma resposta imune preexistente (Cane et al,,
1991; Sullender et al., 1998). Os estudos realizados, comparando as sequéncias dos
genes NS1, SH e N, demonstraram que a variagdo € bem menor nestas proteinas. A
similaridade de nucleotideos e aminoacidos encontrados foi: 72% e 76% para o gene
SH, 83% e 87% para o gene NS1 e 86% e 96% para o gene N (Johnson et al., 1987).

Muitos estudos basearam-se apenas nas propriedades antigénicas do HRSV e
foram realizados no sentido de elucidar o padrao de circulagdo deste virus. A co-
circulagédo dos grupos A e B durante os surtos sazonais e a variagdo do padrao de

circulagdo dos subgrupos em diferentes comunidades durante o mesmo ano ocorre
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de maneira distinta, ndo sendo encontrado um grupo ou subgrupo que cause
epidemias de carater nacional ou mundial (Anderson et al., 1991; Hendry et al.,
1989). A obtencao de novos conhecimento relacionados a variagao antigénica e suas

implicagcbes sédo essenciais para o desenvolvimento de uma vacina para HRSV.
1.6.1 Grupo B com insergao de 60 nucleotideos

Recentemente foram reportadas trés cepas HRSV (BA3833/99B, BA3859/99B e
BA4128/99B) do grupo antigénico B isolados no ano de 1999 em Buenos Aires,
Argentina. Estes isolados possuiam uma duplicagdo de 60 nucleotideos na regido C-
terminal do gene da glicoproteina G e foi descrito na literatura como subtipo BA
(Trento et al., 2003). Subsequentemente sequéncias da glicoproteina G com a mesma
duplicagdo foram encontradas em estudos mais recentes, porém em localidades
distintas e distantes do reportado inicialmente (Figura 4) (Trento et al., 2006). A
sequéncia nucleotidica do gene da glicoproteina G com gendétipo BA é traduzida em
um polipeptideo de 315 aminoacidos. Essa proteina apresenta caracteristicas
estruturais iguais as proteinas G de outros isolados de HRSV, tais como uma regiao
de cisteinas e a presenca de multiplos sitios potenciais para a glicosilagdo da ligacao
O e N no ectodominio da proteina (Figura 5) (Trento et al, 2003). As vantagens
seletivas do HRSV com essa insergdo sobre outros gendtipos permanecem ainda
desconhecidas, mas provavelmente a condigdo imunoldgica da populagdao em relagéo

a esse virus pode ter contribuido para sua disseminagdo mundial (Trento et al., 2006).
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Figura 04 - Distribuicdo geografica dos genétipos BA. As localidades que apresentam sequéncias com a
duplicagdo do segmento de 60 nucleotideos sdo descritas no mapa e pode-se perceber que o
gendtipo BA apresenta uma distribuigdo mundial amplamente difundida.



17

730 740 150 760 770 780 790

FRPR IO Y AR IR IPUPIURN IRPIDUOR IPPUPIDRS EUPRP (DRI IR [FRPRD PPN (PR |
CH18537 721 ACCCUCAAGM CCACAGAARG AGACACCAGC AUUUCACAAYU CCACCGUGCU CGACACAAUC ACUCCAAAAU 790
Mon/15/90 721 [o [ [od AU c 780
BA3833/99B 721 c ol U C AU c 730
BA412B/99B Vi1 C o u C AU € 790
BA3BE9/99B 721 C e o c AU C 730

800 810 820 810 840 850 860

PRI P U [P IR D A [N T (PR N IS R |
CH18537 73] A-----=—-= ——--—-+4—~ MEmmoammee mmmmmemeee SCoomosss ssse—ss—eee -CACAAUCCA 800
Mon/15/90 791 ==-----o- —mmeeewews weooweooo- ooooooo oo oowooowemme mmmmmmemee = BOO
BA2B833/99B 791 | CACAGAAAG AGACACCAGC ACCUCACAAU CCACUGUGCU CGACACAACC ACAUCAAAAC A 860
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Figura 05 - Representagdao da insergdo de 60 nucleotideos. Visualizagdo da insercdo do fragmento
duplicado de 60 nucleotideos. Adaptado de Trento et al. (2003).

1.7 ASPECTOS CLINICOS

A principal causa de internagdo hospitalar de criangas com idade inferior a cinco
anos sdo as enfermidades agudas do trato respiratério inferior (TRI). A maioria das
doengas do TRI sao infecgdes brdnquicas e alveolares, responsaveis por 90% das
mortes por patologia respiratoria. As infec¢gdes de bronquios e bronquiolos séao
reconhecidas como de etiologia viral em sua maioria e os quadros pneuménicos séo
frequentemente associados a agentes bacterianos, sendo pouco reconhecida a
participacdo de agentes virais nesses casos. Nos em paises em desenvolvimento, os
agentes virais sdo vistos como responsaveis pela maior parte das infec¢des, tanto de
origem brénquica como alveolar (Miyao et al., 1999). De acordo com dados de
Thomazelli et al (2007), os principais agentes virais, relatados no Brasil, associados a
enfermidades das vias aéreas inferiores sdo, em ordem decrescente de frequéncia, o
HRSV, Metapneumovirus Humano, Parainfluenza 3, Adenovirus, Influenza A e
Parainfluenza 1, porém muito agentes patogénicos permanecem ainda desconhecidos
e sem identificacao.

O HRSV replica-se nas células do trato respiratorio, causando um processo
inflamatorio que inclui destruicdo do epitélio causando edema e aumento na produgéao
de muco. Apds o periodo de incubagdo, 3 a 5 dias, ocorrem as primeiras
manifestagdes clinicas, tipicas do resfriado comum, com secregéo nasal clara, tosse
moderada, febre baixa e sibilancia, evoluindo geralmente, para a recuperagdo no
periodo de uma a trés semanas. A tosse € um dos sintomas mais comuns e afeta
cerca de 90 a 97% dos pacientes. A febre é observada em aproximadamente 50% das
pessoas com doenga respiratoria causada pelo HRSV, contra 75% das infecgdes pelo
virus Influenza e das infecgdes bacterianas. Embora as temperaturas ocasionalmente
alcancem 39 a 40 °C sédo, via de regra, mais baixas do que as observadas nas

infecgdes pelo virus da Influenza (Falsey e Walsh, 2000; Polak, 2004). O contato direto
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com as secregdes via aerossol e objetos contaminados sao as principais formas de
transmissao e contagio do HRSV. O HRSV é muito infeccioso quando entra em contato
direto com as mucosas do olho ou nasal. A inoculagdo do virus na mucosa oral de
voluntarios demonstrou nao ser eficiente (Hall et al., 1981).

Nas infeccoes causadas pelo HRSV, também podem aparecer sintomas como
diminuicdo do apetite, além da ocorréncia de complicagbes como otite média e
sinusite (Hall et al,1978; Pitkaranta et al., 1998). As infecgdes respiratorias agudas
(IRAs) tém sido as causas principais de morbidade e mortalidade em criangas de até 5
anos de idade em todo o mundo, sendo consideravelmente maior nos paises em
desenvolvimento (Law et al., 2002). Dentre os causadores destas infec¢des, o HRSV
tem sido apontado como o responsavel pela maioria dos casos de IRAs em criangas
menores de um ano de idade (Miyao et al, 1999). O HRSV anualmente colabora,
direta ou indiretamente, com 600.000 a 1.000.000 de mortes em criangas com idade
inferior a cinco anos (Polak, 2004).

Atualmente, segundo dados da Organizagao Mundial de Saude (OMS), o HRSV
possui uma distribuicdo mundial amplamente difundida, em paises em
desenvolvimento, como o Brasil. O HRSV também apresenta uma distribuicdo bastante
difundida em paises industrializados. Anualmente sédo reportados aproximadamente
125.000 casos de infecgao respiratoria pelo HRSV nos Estados Unidos da América
(EUA. Mundialmente sado estimados, aproximadamente, 64 milhdes de episdédios de
infecgao respiratoria causados pelo HRSV, com 160.000 mortes em decorréncia de
complicagbes causadas diretamente pela infeccdo do HRSV (WHO, Initiative for
Vaccine Research, http://www.who.int/vaccine_research/diseases/ari/en/index.html).

A bronquiolite resulta da destruicdo do epitélio bronquiolar, inflamacéao
peribronquiolar, edema dos tecidos das vias aéreas e produ¢gdo de muco. A migragéo
do virus do trato respiratorio superior ao trato respiratério inferior provavelmente
envolve a aspiragéo de secre¢des ou migragao via epitélio respiratorio. A obstrugéo
das vias aéreas pode resultar também em enfisema e colapso da porg¢ao distal do
pulmédo (Polak, 2004). Miyao et al. (1999) constataram uma significativa presenga do
HRSV na maior parte dos casos de criangas internadas com patologia aguda do trato
respiratério inferior. Este virus esta associado a 84% dos casos de bronquiolite e a
metade dos casos de pneumonias (46,4%). Durante uma epidemia de HRSV em
Rochester nos EUA, o HRSV foi responsavel por 87% dos casos de criangas
hospitalizadas por pneumonia e bronquiolite. Entre as criangas com pneumonia, 96%

tinham menos do que 6 meses de idade (Hall e Douglas et al., 1975).
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Pacientes prematuros (Carbonell-Estrany et al., 2000); Queiroz et al., 2002),
idosos (Falsey e Walsh, 2000), pacientes com cardiopatias congénitas, portadores de
leucemia (Whimbey et al., 1995; Whimbey et al, 1996), imunocomprometidos
(Englund et al., 1998), tais como receptores de transplante (Machado et al., 2003;
Mccarthy et al., 1999) e pacientes portadores de HIV (Falsey e Walsh, 2000), podem
evoluir para um quadro clinico mais grave, com acometimento importante do trato
respiratoério inferior, desenvolvendo quadros de taquipnéia, pneumonia, bronquiolite e
bronquite, e que, muitas vezes, levam a hospitalizagao, necessitando de intubacao e
ventilagdo mecanica. As manifestagdes clinicas dependem muito da magnitude da
imunodepressao.

Nos adultos imunocomprometidos, a infeccdo por HRSV estd associada a
morbidade e letalidade significantes, apesar da gravidade das manifestagdes clinicas
dependerem da magnitude da imunodepressao. A progressao clinica da infecgdo por
HRSV adultos imunocomprometidos segue um padrao semelhante ao dos pacientes
imunocompetentes, com infecgao inicial no trato respiratério superior progredindo para
doenga no trato respiratorio inferior (Falsey e Walsh, 2000). Em imunocomprometidos
portadores de leucemia com pneumonia pelo HRSV podem ser observadas taxas de
letalidade de, aproximadamente, 20% (Van Elden et al., 2002). Em pacientes que
foram submetidos a procedimentos de transplante de medula 6ssea, a taxa de
letalidade varia de 45 a 80% em decorréncia de complicagées causadas pelo HRSV
(Bowden, 1997; Harrington et al., 1992; Ogra, 2004 ; Whimbey et al., 1996).

Pacientes infectados pelo HRSV com quadros de doencga cardiaca congénita ou
doenga pulmonar crénica apresentam indices maiores de mortalidade (3,4% e 3,5%,
respectivamente) quando comparada a observada em pacientes sadios (1%) em um
estudo multicéntrico e retrospectivo. Além disso, os grupos com doenga cardiaca
congénita ou com doenga pulmonar crénica apresentam duragdo maior da terapéutica
de oxigenacgao suplementar (Holberg et al., 1991; Nyati et al., 2002). As infecgbes por
HRSV também séao fatores de risco importantes para o desenvolvimento subsequente
de asma e sensibilizagdo a alérgenos inalantes, em individuos com predisposigcao
genética para atopia e asma (Camara et al.,, 2004; Ogra, 2004; Sigurs et al., 1995;
Sivestri et al., 2004; Welliver, 2003).

No municipio Sao Paulo os padrdes clinicos freqientemente associados aos
casos de infeccdo pelo HRSV, em criangcas hospitalizadas, sdao acometimento
bronquial difuso e/ou a condensacéao alveolar focal (Vieira et a.l, 2001). Em criangas

com idade de até 24 meses o virus apresenta uma prevaléncia em torno de 68%,



20

enquanto que em criangas com idade superior a dois anos 71% dos casos reportados
foram associados ao Rinovirus (Rakes et al,1999). Ha evidéncias de que
aproximadamente 66% dos episédios agudo de chiado sdo desencadeados por
infecgdes virais nos primeiros anos de vida, e que desaparecem nos primeiros anos de
escola (Silvestri et al., 2004). Ndo existem estimativas exatas sobre as taxas de
letalidade, os estudos indicam que 0,5% a 1,0% dos casos de infeccdo por HRSV
resultam em morte em criangas hospitalizadas em paises desenvolvidos (Holberg et
al., 1991; Nyati, et al., 2002; Ogra, 2004). A letalidade do HRSV é maior em criangas
que apresentam antecendentes que predispdéem a doenga mais grave. Criangas com
doengas cardiacas congénitas, admitidas no hospital com infeccdo causada pelo
HRSV ou que o adquiriram durante o periodo da hospitalizagdo, demostrou que estas
criangas apresentaram um risco maior de desenvolver uma doenga grave ou fatal
(Macdonald et al., 1982). A taxa de letalidade entre lactentes com doencas cardiacas
congénitas e infeccdo por HRSV é de 37%, ou seja, cinco vezes maior quando
comparado aos 6,5% de mortes entre as criangas infctadas, porém sem cardiopatias.
Criangas com doengas pulmonares e prematuros também sao grupos que apresentam
um risco alto de doenga grave ou fatal (Groothuis et al., 1988 ; Shay et al., 2001).

A Anadlise da variacdo genética da proteina G do HRSV isolado de criangas
imunodeprimidas com episédios consecutivos de doenca respiratéria foi comparada
com a proteina G de isolados de HRSV circulantes na populagdao em geral. Nao foi
encontrada nenhuma modificagdo nas sequéncias de aminoacidos desses isolados
distintos, sugerindo que a infecgdo clinica permanece aguda ou evolui para crénica nas
criangas com supressao imunolégica, devido a incapacidade da resposta imunoldgica
(Arbiza et al., 2006). Cada vez mais o HRSV tem sido reconhecido como um
importante patégeno na populagéo senil, principalmente aquela parcela da populagéo
que vive em asilos ou em casas de repouso. Os sintomas da infec¢cao pelo HRSV sao
mais variaveis nesta populacdo, estendendo-se de um leve resfriado a um grave

problema respiratorio (Falsey e Walsh, 2000; Han et al., 1999).

1.8 EPIDEMIOLOGIA DO HRSV

O HRSV é um dos mais importantes agentes causadores de infec¢gao aguda do
trato respiratorio inferior em criangas (Hall, 1994). De acordo com dados de setembro
de 2009, da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o HRSV possui uma distribuigao
mundial amplamente disseminada, tanto em paises em desenvolvimento, como o

Brasil, como também em paises industrializados. Nos Estados Unidos da América



21

(EUA) sao reportados anualmente 125.000 casos de infecgao respiratoria pelo HRSV e
mundialmente sao estimados 64 milhdes de casos de infeccao pelo HRSV com,
aproximadamente, 160.000 mortes por ano no mundo inteiro em decorréncia de
complicagdes causadas pela infeccao do HRSV.

O HRSV acomete todas as faixas etarias. A transmissdo pode ocorrer por
contato com secregobes, via aerossol, e mais frequentemente, por fomites, sendo um
importante agente de infecgdo nosocomial (Hall et al.,1975). O HRSV pode sobreviver
por mais de 6 horas em varias superficies, sendo extremamente infeccioso quando
aplicado diretamente na mucosa, ocular ou nasal, por méos ou objetos contaminados
(Falsey e Walsh, 2000; Tristam e Welliver, 1996).

Na Europa, o HRSV é responsavel por 42 a 45% das admissdes hospitalares de
criangas menores de 2 anos, com infecgédo do trato respiratério inferior (Simoes et al.,
2003). Cerca de 95% das criangas apresentam a primeira infecgdo causada pelo
HRSV durante os primeiros dois anos de vida, sendo que o pico de incidéncia ocorre
entre os dois e sete meses de vida (Anderson et al, 1990), podendo causar
bronquiolite e pneumonia. Apesar das re-infecgbes ocorreem com uma frequéncia
bastante elevada durante toda vida, os sintomas em criangcas mais velhas e adultos
sdo mais brandos e ficam, geralmente, limitadas ao trato respiratério superior (Hall et
al., 1991). Por outro lado varios fatores podem influenciar a gravidade da doenca,
como fatores ambientais, exposigdo passiva ao tabaco, dentre outros (Holberg et al.,
1991 ; Nyati et al., 2002 ; Queiroz et al., 2002 ).

Epidemias de HRSV sao de facil identificacido pela comunidade, pois ha um
grande aumento do numero de casos de bronquiolites e pneumonias, sendo que
ocorre um aumento no numero de admissdes hospitalares em criangas com problemas
no trato respiratorio inferior. Alguns estudos realizados em criangas no primeiro ano de
vida demonstram que, aproximadamente, um terco das que apresentaram infeccao
pelo HRSV desenvolveram doenca do trato respiratorio inferior. Dados do CDC
mostram que nos EUA, o HRSV é responsavel por 120.000 admissdes hospitalares
anuais em bebés e criangas pequenas. (Holberg et al., 1991; Shay et al., 1999 ). Em
paises em desenvolvimento, como Mocambique, Indonésia e Africa do Sul a
incidéncia do HRSV foi de 5, 10 e 9 para um total de 1000 criangas respectivamente
com infecgdo no TRI (Robertson et al., 2004).

O HRSV mostrou ser o agente de maior incidéncia em infecgdes nosocomiais
em criangas menores de trés meses, submetidas a ventilagdo mecanica (Diniz et al.,

2005). O conhecimento dessa virose € menor nos paises em desenvolvimento. No
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Brasil, um estudo realizado por Vieira et al (2001), na cidade de Sao Paulo, mostrou
que todas as criangas acometidas por este virus tinham idade inferior a trés anos e,
em sua maioria menos de um ano. Esse estudo envolveu, contudo, somente criangas
hospitalizadas com doenga do trato respiratério inferior. Na cidade do Rio de Janeiro
foi realizado um estudo transversal em 1997 e 1998, onde o HRSV foi o principal
causador de infecgdes do TRI em lactentes que necessitaram de hospitalizagao
(D’Elia et al., 2005).

No Brasil, a doenga respiratoria aguda (DRA) é responsavel por 25 a 50% das
consultas em postos de saude e cerca de 67% dos atendimentos de emergéncia em
hospitais (Sutmoller et al., 1995). Estudos de diferentes areas geograficas revelaram o
HRSV como a principal causa de infecgéo respiratdria em criangas (Arruda et al., 1991;
Miyao et al., 1999; Nascimento et al., 1991; Tsuchiya et al., 2005; Vieira et al., 2002).
Na cidade de Sao Paulo, o HRSV foi o patégeno viral mais freqiientemente encontrado
em criangas hospitalizadas (41,8%) com DRA (Vieira et al., 2001). Outros estudos
realizados no Brasil mostraram o HRSV como responsavel por 17 a 68% das infec¢des
virais em criangas internadas (Calegari et al., 2005; Moura et al., 2003; Serafino et al.,
2004). Nas regides de clima temperado e sub-tropical a infeccdo pelo HRSV apresenta
uma sazonalidade bem definida, ocorrendo anualmente no periodo de outono tardio,
inverno e inicio da primavera.

Cada epidemia dura cerca de cinco meses, com 40% dos casos ocorrendo
durante os meses de pico, geralmente no meio do surto (Collins et al., 2001). Em
paises de clima temperado, como Estados Unidos, Japdo, Frangca e Reino Unido
geralmente os surtos ocorrem de novembro a abril, com picos nos meses de
dezembro e janeiro (inverno) (Brouard et al., 1993 ; Hall et al.,1990; Hendry et al.,
1988; Hendry et al., 1989; Karron et al., 1997 ; Mufson et al.,1991; Tsutsumi et al.,
1988).

Segundo Vieira et al., (2001), no municipio de Sado Paulo, a sazonalidade
apresentada pelo HRSV é bastante marcante, estendo-se, predominantemente, no
outono-inverno com pico em maio e junho. No Rio de Janeiro um estudo longitudinal
sobre doencga respiratéria realizado entre 1982 - 1985 mostrou alta incidéncia do
HRSV nos casos mais graves de infecgado respiratéria aguda. As amostras positivas
para HRSV apareceram principalmente durante o outono, nos quatro anos
consecutivos do estudo, indicando uma ocorréncia sazonal. Os servigcos de pronto
atendimento, de acordo com este trabalho, sdo as melhores fontes de dados para a

vigilancia do HRSV, onde, um aumento de casos positivos corresponde a um aumento
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no numero total de casos de infecgao respiratéria aguda (Nascimento et al., 1991).

Embora as infecgbes respiratérias agudas sejam importante causa de
morbidade e letalidade no sul do Brasil, poucas e esparsas informacbdes sao
disponiveis sobre a sazonalidade e a etiologia viral do HRSV. Em trabalho realizado
em Porto Alegre, Rio Grande do Sul, o HRSV foi o mais frequente em menores de um
ano de idade, nos trés niveis de atencido a saude, sendo mais prevalente em menores
de seis meses. O HRSV juntamente com adenovirus foram responsaveis por 91,4%
dos diagndsticos virologicos positivos com picos de incidéncia ocorrendo regularmente
entre os meses de julho e agosto (Straliotto et al., 2002). Diferentemente do que se
observa nas regides de clima temperado ou sub - tropical, em localidades com clima
sub - equatorial, diversos estudos relatam o isolamento do HRSV o ano inteiro. Em
Papua Nova Guiné, o HRSV ¢ isolado durante todo o ano, com picos nos meses mais
chuvosos (margo e abril). No Havai, os picos de ocorréncia também estdo
relacionados ao periodo mais chuvoso (outubro a abril), sendo o HRSV isolado todo o
ano. Em Melbourne, Sydney e Newcastle (Australia), a epidemia se estende de abril a
setembro, com pico em julho (Hierholzer et al., 1994 ; Reese e Marchette 1991).

Um estudo realizado na cidade de Sao Paulo, Brasil, em neonatos com
pneumonia intersticial causada por HRSV mostrou que 51,4% dos episodios
ocorreram no outono e 48,6% no inverno, confirmando a sazonalidade (Diniz et al.,
2005). Dentre a populacao de receptores de medula éssea no municipio de Sao Paulo
a infeccdo causada pelo HRSV mostrou predominio entre o outono e inverno, de
maneira semelhante aos achados nos EUA (Machado et al.,
2003).Independentemente da sazonalidade, a gravidade da doenga do trato
respiratério pode variar a cada surto.

O padrao de circulagdo dos grupos A e B do HRSV aparecem com grande
variacao de local para local e de ano para ano. Varios estudos demonstram que os
dois tipos tém circulado concomitantemente em muitas epidemias em diversas regioes
do mundo, com a predominancia de um deles. Segundo Anderson et al., (1990) e
Hendry et al., (1989), ndo ha ligagéo epidemioldgica entre as comunidades, ocorrendo
como um fendmeno local ou regional e ndo nacional. Ocorre de forma distinta a
observada com o virus Influenza, onde as epidemias apresentam carater nacional e
até mesmo internacional em relagao a cepa circulante.

Um estudo de trés anos realizado na regido do Delta dos rios Yukon e
Kuskokwin no Alaska nos EUA observou a circulagcdo somente do tipo A nos dois

primeiros anos do estudo e de ambos os tipos no terceiro ano (Karron et al., 1997).
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Outros dados da literatura confirmam que os dois tipos tém circulado conjuntamente
em muitas epidemias em varias regides do mundo. Estudos realizados em Boston e
Huntington (Akerlind et al., 1988) nos EUA, San Salvador em El Salvador (Zelaya et
al., 1994) e Santa Fé na Argentina (Imaz et al., 2000) revelaram a presenga de ambos
os tipos durante os surtos, com predominancia do tipo A. Algumas localidades como
Rochester nos EUA (Hall et al., 1990), Sapporo no Japao (Tsutsumi et al., 1988) e
Caen na Franga (Brouard et al., 1993), apresentam elevadas variagdes na prevaléncia
de um ou outro grupo. Em alguns anos foi observada a prevaléncia do grupo A, em
outros anos foi mostrada a prevaléncia do grupo B e ainda observam-se anos em que
ha um equilibrio de ambos os grupos. Estudos realizados em Turku na Finlandia e
Copenhagen na Dinamarca, também foi observada a alternéncia na prevaléncia dos
grupos nos surtos (Hornsleth et al., 1998 ; Waris et al., 1992).

Existem também variantes dos grupos A e B do HRSV circulando
concomitantemente. Stensballe et al,, (2003) observaram que ha varios subgrupos
circulantes a0 mesmo tempo em uma comunidade, porém eles geralmente nao
circulam simultaneamente em duas ou mais comunidades. Alguns trabalhos mostram
que varios genotipos (subgrupos) estdao presentes em uma epidemia (Cane et al.,
1995; Valdivia et al., 1999). O grupo A do HRSV apresenta uma maior variagao
antigénica que a do grupo B. Tal fato pode explicar a predominancia do grupo A em
relacdo ao grupo B (Coggins et al., 1998).

No Brasil, foram classificados 87 isolados de HRSV na cidade do Rio de Janeiro
no periodo compreendido entre 1982 a 1988. Ambos os grupos A e B foram
identificados em cada epidemia, embora sempre houvesse predominio de um dos
grupos (Siqueira et al., 1991). Dentre as variantes antigénicas foram identificadas
quatro do grupo A e trés do grupo B, assim também como o estudo realizado por
Cintra et al (2001) no municipio de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo. Botosso (2002) realizou
um estudo em criancas hospitalizadas em um hospital universitario no municipio de
Séao Paulo, e encontrou também uma co-circulagdo de ambos os grupos em 3 anos de
estudo.

As diferengas de patogenicidade entre os grupos A e B, ainda, nao estao
totalmente definidas. Apds a descoberta de que o HRSV apresentava dois grupos
antigénicos, grupos A e B, passou-se a especular se existiria alguma influéncia dos
tipos de virus na gravidade e desenvolvimento da doenga. Alguns estudos concluiram
que as infecgbes causadas pelo tipo A do HRSV resultam em doengas mais graves
(Falsey e Walsh 1997; Hall et al,1990; Imaz et al., 2000; Hall e Walsh, et al., 1990).
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Por outro lado, Zelaya et al. (1994) e Hornsleth et al. (1998) constataram maior
gravidade em criangas infectadas pelo grupo B, embora os primeiros tenham
analisado poucas amostras. Existem também pesquisadores que ndo observaram em
seus estudos diferengas significativas de patogenicidade entre os dois tipos A e B do
HRSV. Apesar de né&o relacionaram maior ou menor gravidade da doenga com o tipo
do virus, foi constatado que a quantidade de virus presente nas secrecbes esta
diretamente associada a seriedade da doencgas. (Brouard et al., 1993; Cintra et al.,
2001; Mclntosh et al., 1993; Russi et al., 1989; Straliotto et al., 1994; Struck et al.,
2004).

Os dados disponiveis na literatura sédo por vezes conflitantes, ndo ficando clara
a existéncia ou ndo de diferengas de patogenicidade entre os dois tipos de HRSV.
Com o trabalho realizado por Peret et al. (1998), no qual foram identificados os
gendtipos de HRSV, passou-se a especular se haveria influéncia, ndo apenas do
grupo, mas do genotipo sobre a gravidade da doenga. Ou, ainda, se a maior ou menor
gravidade das doengas poderiam estar relacionadas a presenga ou nao de anticorpos
herdados da mae, especificos para o gendétipo de virus com o qual a crianga se
infectou. Martinello et al. (2002) observaram em seu estudo que o gendtipo GA3 pode
estar diretamente associado com a gravidade da doenga. Ja um estudo de coorte e
multicéntrico demonstrou ndo haver uma associagdo entre a gravidade e o gendtipo
GA3 do HRSV (Struck et al., 2004).

Um estudo retrospectivo realizado na emergéncia do hospital da Universidade
de Sao Paulo, situado na cidade de Ribeirdo Preto demostrou uma co-circulagao dos
dois grupos, A e B, contudo, ndo houve uma associagdo dos grupos com relagdo a
gravidade da doenga, mas uma tendéncia maior na gravidade dos casos em criangas
infectadas pelo HRSV do grupo B (Cintra et al. 2001). Além disso, ha uma variedade
de fatores que podem também determinar a gravidade da doenga pelo HRSV, como
interacdo entre a patogenicidade intrinseca do virus, fatores hospitalares e condigao
sécio-econdmica da familia (Silvestri et al., 2004; Ogra et al., 2004).

Estudos de epidemiologia molecular mostram a existéncia de varias cepas
circulando concomitantemente em um mesmo surto, sendo que estas apresentam
uma tendéncia a diminuir nos surtos subsequentes até o desaparecimento, este
fenbmeno € o principal responsavel pelos shifts antigénicos a cada epidemia ao longo
dos tempos. Fica claro entdo a importancia e relevancia na identificacdo do padrao
epidemioldgico do virus em epidemias de diferentes comunidades, ao redor do mundo,

para um melhor entendimento da imunidade apds uma infecgdo natural e posterior
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desenvolvimento de uma vacina contra o HRSV (Botosso, 2002; Choi e Lee., 2000;
Coggins et al., 1998; Peret et al., 1998).

1.9 DESENVOLVIMENTO DE VACINA

O HRSV possui caracteristicas que representam um desafio ao desenvolvimento
de uma vacina. Uma dessas caracteristicas € a possibilidade de reinfeccdo na
presenca de imunidade pré-existente, podendo acometer recém nascidos com
anticorpos adquiridos passivamente da méae e pessoas imunologicamente competentes
(Glezen et al., 1981; Henderson et al., 1979). Reinfecgdes podem ocorrer por
exposicdes repetidas a isolados de virus pertencentes ao mesmo grupo, pois a
imunizagédo nao é completa e dura um pequeno periodo de tempo (Hall et al., 1991).

Outra caracteristica reside no fato de que a primeira infecgédo por HRSV ocorre
normalmente entre dois e sete meses de idade (Glezen et al., 1986), portanto, uma
vacina eficaz deve ser capaz de estimular uma boa resposta imune antes dos 2 meses
de idade. Porém a imaturidade imunoldgica do individuo nessa idade dificulta a
producao desse tipo de vacina (Collins et al., 2001). A maioria dos individuos que se
encontram dentro do grupo de risco para apresentar um quadro mais severo da doenca
provocada pelo HRSV possui alguma alteragdo no sistema imune, seja imaturidade,
deficiéncia ou supressao (recém-nascidos, idosos, imunossuprimidos e
imunodeficientes), dificultando ainda mais a produgcdo de uma vacina contra o HRSV
(Greenberg e Piedra, 2004).

A primeira tentativa de se obter uma vacina foi feita utilizando-se virus inativado
por formalina, na década de 60. Durante os testes clinicos em seres humanos, notou-
se que, apesar de induzirem uma forte reposta imune, essa vacina nao era protetora
(Kim et al., 1969) e quando estes individuos entraram em contato com o HRSV
selvagem apresentaram manifestagdes muito mais severas da doenga do que pessoas
ndo vacinadas (cerca de 80% de hospitalizagcbes e dois oObitos) (Dudas e Karron, 1998;
Openshaw et al., 2001). O aumento da gravidade da doenga foi também observado em
animais e é o resultado de diversos fatores: como a produgao deficiente de anticorpos
neutralizantes no soro, baixa imunidade local, deposigcdo do complexo imunoldgico,
inducédo de resposta exacerbada e aumento da produgédo das citocinas IL -4 e IL - 5
(Durbin e Karron, 2003; Polack et al., 2002).

Na tentativa de obter protecéo contra a infecgdo por HRSV, diversas estratégias
vacinais foram formuladas (virus recombinantes, peptideos sintéticos, vacinas de DNA

e virus atenuados). No entanto, até o momento nao existe uma vacina aprovada para o
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uso clinico, existindo alguns estudos que se encontram em fase de testes clinicos
(Collins et al., 2001; Barik, 2006).

1.10 DIAGNOSTICO DO HRSV

O diagnodstico efetivo das infeccbes respiratérias virais, bem como o
reconhecimento e entendimento dos beneficios e limitagdes dos testes laboratoriais
sd0 essenciais para evitar o uso desnecessario de antibiéticos e evitar infecgbes
nosocomiais, nas quais o HRSV apresenta-se muito frequentemente envolvido
(Henrickson et al., 2007). Um dos métodos diagndsticos mais utilizados para detecgao
do HRSV é o isolamento viral em culturas celulares. Esta técnica permite a
“‘multiplicagado” de pequenas quantidades de virus que estdo presentes nas amostras
(Halstead et al., 1990). A presenga do virus € observada pelo aparecimento de efeito
citopatico visivel ao microscépio optico.

O diagndstico pode ser direto: detecgado de antigeno viral, do acido nucléico ou
do virus infectante, ou pode ser indireto: deteccdo de anticorpos especificos para o
agente (Waris, 1992). Os quatro principais métodos de diagndéstico da infecgdo por
HRSV séo cultura de células, detec¢ao do antigeno por imunofluorescéncia (IF) ou por
ensaio imunoenzimatico (ELISA), deteccdo do RNA por reacdo em cadeia pela
polimerase apds a transcrigao reversa (RT-PCR) e por sorologia, pela detecgao de IgM
especifico para HRSV ou pelo aumento significante dos anticorpos IgG (Falsey e
Walsh, 2000). A combinagédo de ensaios moleculares e imunolégicos € a abordagem
mais sensivel para o diagnodstico viral (Rovida et al., 2005).

Dentre as metodologias de diagnéstico do HRSV o isolamento do virus em
cultura celular é considerado o padrdao ouro para o diagnéstico do HRSV. O HRSV
cresce em uma variedade de linhagens celulares, porém é melhor cultivado em células
epiteliais humanas, tais como Hep2 (carcinoma epitelial de laringe humano) e HelLa
(carcinoma epitelial de cervix humano). Outras linhagens como Vero (rim de macaco)
e fibroblastos humanos, também, sdo uteis para o isolamento do HRSV, mas n&o sao
tdo sensiveis quanto as linhagens epiteliais humanas (Falsey, 2000; Tristam e
Welliver, 1996). A linhagem celular considerada mais eficiente para o isolamento e a
propagacdao do HRSV é a Hep2. Hierholzer et al. (1993) demonstraram que a
linhagem NCI-H292, originalmente derivada de um carcinoma mucoepidermoide do
pulmao humano, também é bastante sensivel e pode ser usada satisfatériamente para
o isolamento do HRSV.

A centrifugagao da placa de cultura apds a inoculagédo do material clinico pode
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aumentar a eficiéncia do isolamento, pois facilita a adsor¢cdo do virus na linhagem
celular (Hughes, 1993). Reis (2006) utilizou em seu estudo trés metodologias para
isolamento do HRSV (cultura em tubos estacionarios, roller e placa) e encontrou dados
semelhantes quanto a sensibilidade. Muitos fatores podem interferir, entretanto, na
eficacia do isolamento, destacando-se, por exemplo, as condicbes de coleta e o
manuseio das amostras.

O HRSV é um virus termolabil, necessitando de condicbes adequadas para o
transporte, tais com rapidez (entre 1 a 2 horas apds a coleta) e refrigeracéo (4 °C),
pois a titulacdo do virus na amostra clinica pode cair rapidamente a temperatura
ambiente (Englund et al., 1996; Falsey e Walsh, 2000). Alguns trabalhos sugerem que
a as amostras virais devem permanecer a 4 °C de 3 a 5 horas e depois devem ser
estocadas a -70 °C, podendo, desta forma, as amostras permanecerem viaveis (Hall et
al., 1975; Kellogg, 1991).

Outro fator que pode interferir no isolamento viral do HRSV é a presenca de
bactérias ou até mesmo do enterovirus, diminuindo ou até mesmo anulando o efeito
citopatico produzido pelo HRSV (Bromberg et al., 1987; Kellogs,1991). A manifestagao
e visualizacao do efeito citopatico em culturas celulares pode ser dificultada, também,
pelo fato das células mais eficientes para o isolamento do HRSV, como a Hep2,
crescerem formando mais de uma camada celular (Bromberg et al., 1991). Atualmente
a cultura viral que apresenta efeito citopatico caracteristico para o HRSV é confirmada
por imunofluorescéncia, geralmente com anticorpos monoclonais comerciais (Van
Elden et al., 2002).

A técnica de imunofluorescéncia (IF) é largamente utilizada para detectar o
HRSV em células epiteliais de nasofaringe ou para a confirmagéo do isolamento viral
em cultura celular. Este teste € um método rapido e de facil execu¢cdo quando
comparado ao isolamento, o que resulta em menor tempo de trabalho. A exemplo do
que se obtém no isolamento viral, 0 emprego do lavado nasal permite um aumento
significante na detecgao dos virus respiratérios quando comparado com os swabs de
nasofaringe e de garganta, para qualquer técnica. Além de oferecer uma vantagem
adicional que é a estabilidade das amostras fixadas em laminas (Kellogg 1991). Uma
desvantagem da imunofluorescéncia é a necessidade de pessoal bem treinado para a
leitura, ja que se pode ter inespecificidade devido a presenga de muco na amostra.
Entretanto o muco pode ser retirado com o uso de agentes mucoliticos como a N-
acetil-cisteina. Os padrdes de fluorescéncia observados dependem dos monoclonais

utilizados: monoclonais contra as glicoproteinas de superficie (F e G) apresentam um
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padrao de fluorescéncia de membrana, enquanto que monoclonais contra proteinas do
nucleocapsideo (N e P) apresentam padrao citoplasmatico de fluorescéncia. Outra
desvantagem € a qualidade da amostra, que deve conter um bom numero de células,
por isso a coleta deve ser realizada somente por pessoal treinado, além de transporte
e processamento adequado para que as células ndo sejam destruidas. (Fulton e
Middleton, 1974; Tristam e Welliver, 1996).

Outro teste que pode ser utilizado para a deteccdo rapida do HRSV é o
imunoenzimatico. Estes testes possuem algumas vantagens quando comparados a
fluorescéncia, ja que ndo necessitam de células intactas do trato respiratério, e pelo
seu potencial de automagao que permitem o processamento de um numero grande de
amostras simultaneamente. Além disso, o método é mais objetivo na interpretagao dos
resultados do que a fluorescéncia (Kellogg, 1991).

Os métodos de diagniostico molecular como a RT-PCR (reagdo em cadeia por
polimerase apos transcricdo reversa) e hibridagado também s&o muito utilizadas para o
diagnostico do HRSV. Van Dyke e Murphy-Corb (1989) desenvolveram um ensaio de
hibridacdo RNA-cDNA para a detecgdo do HRSV em secre¢gdes de nasofaringe. As
amostras clinicas utilizadas haviam sido estocadas a -70 °C e o ensaio n&o obteve a
performance esperada, talvez pelo RNA ter sofrido degradagdo durante os
procedimentos, criticos, de congelamento e descongelamento das amostras. A técnica
de RT-PCR tem sido amplamente utilizada para o diagnéstico do virus, principalmente
quando a quantidade e o periodo de excrecdo sdo pequenos, como € o caso de
pessoas idosas e neonatos (Freymuth et al., 1995; Gilbert et al., 1996; Ong et al.,
2001; Pitkaranta et al., 1998; Valdivia et al., 1997). A RT-PCR também permite
discriminar as amostras entre os tipos A e B (Gottschalk et al., 1996; Zheng et
al.,1996), sendo de grande utilidade para a analise genética das amostras. (Meteyard
e Young, 1994; Peret et al., 1998; Peret et al., 2000).

Muitas PCR multiplex e RT-PCR foram desenvolvidas, demonstrando uma
sensibilidade igual ou, mais comumente superior a cultura de células e outros métodos
de deteccdo de antigenos (Rovida et al., 2005; Thomazelli, 2004; Weinberg et al.,
2004). Reis (2006) testou amostras clinicas através da pesquisa direta de antigenos de
HRSV por imunofluorescéncia com anticorpos monoclonais, isolamento viral em cultura
celular e RT-PCR, encontrando nessa ultima maior sensibilidade em relacédo as outras.
Thomazelli (2004) comparou a imunofluorescéncia com a técnica de GeneScan- RT-
PCR para o diagnéstico de diversos virus respiratérios, encontrando boa sensibilidade,

especificidade e concordancia entre as duas técnicas. Nascimento (2007) padronizou
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uma reagao em tubo unico para o diagnostico de HRSV em amostras clinicas, a fim de
simplificar e reduzir os riscos de contaminagdo. Amostras foram testadas por
imunofluorescéncia indireta, RT-Nested-PCR e RT-PCR em tubo unico. Os resultados
obtidos demonstraram que essa técnica € mais rapida, sensivel e especifica, além de
ser mais econdmica que a IF e com sensibilidade semelhante a RT-Nested PCR.

A reacédo de PCR em tempo real oferece a habilidade de monitorar o progresso
da reagcdo no momento que ela esta ocorrendo, ou seja, em tempo real de modo que
ndo é necessario o ensaio pos — analitico da PCR convencional (eletroforese em gel de
agarose). Na PCR em tempo real a reacao € caracterizada pelo ponto no tempo dentro
de um ciclo, no qual a amplificagdo do DNA alvo é primeiramente detectada. Desta
maneira quanto mais cedo for observado o inicio da amplificagdo do DNA alvo, maior
serd o nivel de fluorescéncia detectado e, consequentemente, o numero de cdpias
detectadas sera maior em uma propor¢cao direta (Low et al, 2008). Novas
metodologias de biologia molecular, como a LC-RT-PCR (LightCycler Reverse
Transcriptase PCR) desenvolvida pela Roche Diagnostics, que mostrou ser altamente
especifica e rapida. A LC-RT-PCR ¢é uma tecnologia que transfere energia de
ressonancia fluorescente (FRET) para duas sondas de hibridagcdo (marcadas com
Fluoroforo). Estas sondas s&o continuamente monitoradas no processo de
amplificacdo dos amplicons, sendo por isso denominada de PCR em tempo real
(Whiley et al., 2000).

Outros métodos baseados na técnica de PCR em tempo real tém sido descritos
para a detecgdo gendémica dos virus, como Syber green, Tag Man, Lux, Scorpion (Van
Elden et al., 2003). Um estudo realizado em criangas com idade entre zero a trés anos
mostrou maior sensibilidade da PCR multiplex em tempo real para HRSV e virus da
Influenza A e B de aspirado de nasofaringe quando comparado ao teste de IF para a
deteccdo de antigeno (Directigen - Becton Dickinson, Sparks, Md. E RSV TestPack —
Abbott Laboratories, Abbott Park Ill) . Além disso, esta metodologia foi mais rapida
quando comparada a RT-PCR (Boivin et al., 2004). A PCR em tempo real diminui a
manipulacdo de amplicons, evitando assim contaminacdo, é reprodutivel e também

pode ser utilizada para quantificar o acido nucléico (Mackay et al., 2002).

1.11 TRATAMENTO

O tratamento das infecgbes do TRI, causadas por HRSV, consiste na remogéao
mecéanica das secregdes, administracdo de oxigénio umidificado, posicionamento

adequado da crianca a fim de facilitar a respiragao e em casos mais graves, assisténcia
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respiratoria (Collins et al., 2001). Uma terapia efetiva ainda n&o esta disponivel e a
eficacia de corticoesterdides e broncodilatadores ainda n&o esta bem definida. Estudos
sobre a vitamina A, interferon e antibidticos sao, até o momento, desapontadores
(Kneyber et al., 2000).

O uso da Ribavirina, um antiviral analogo do nucleosideo guanosina, é
controverso. Quando administrada oralmente, a droga apresenta moderada toxicidade
hepatica e da medula dssea e quando aplicada sob a forma de aerossol, parece ter
pouca ou nenhuma toxicidade sistémica. Apesar de a Ribavirina diminuir a quantidade
de particulas virais secretadas pelo paciente e aumentar seus niveis de oxigenagao,
nao ha evidéncias de que haja diminuicdo das taxas de mortalidade, duracdo da
hospitalizagdo ou necessidade de terapias de suporte (Collins, 1996). Além disso, o
tratamento utilizando Ribavirina requer altas doses para ser eficaz e a administracao
aerossolizada € prolongada, durando de 12 a 18 horas diarias e mais de sete dias de
aplicacao. Por isso, a Ribavirina possui uma eficacia clinica limitada no tratamento de
infeccdes por HRSV (Jafri, 2003; Xu, 2004).

O Synagis Palivizumab (Abbott) € um anticorpo monoclonal humanizado dirigido
contra um local especifico da superficie do HRSV. O alvo do Synagis Palivizumab é o
envelope do HRSV através da glicoproteina F, possui, portanto, uma potente atividade
neutralizante do HRSV, inibindo a fusao celular induzida pelo virus e protegendo contra
a infecgao por HRSV. Synagis foi autorizado para a prevengao de infecgdes graves do
trato respiratério inferior requerendo hospitalizacdo, causadas pelo virus sincicial
respiratorio (HRSV) em criangas com maior risco de infecgado por HRSV, relativamente
as quais se prevé o desenvolvimento de doenga aguda, criangas com displasia
broncopulmonar e criangas com menos de 2 anos de idade e com doenca cardiaca
congénita hemodinamicamente importante (Feltes e Sondheimer, 2007; Zhao et al.,
2004).

Diversos estudos ao redor do mundo realizados com amostras de HRSV com
insergcdo de 60 nucleotideos na glicoproteina G mostraram a existéncia de mutagdes
sendo acumuladas ao longo do tempo e que a selegao positiva esta influenciando na
evolugao desse virus. A rapida disseminagao mundial deste gendtipo sugere que pode
estar havendo vantagens seletivas sobre os outros virus circulantes. O conhecimento
adquirido através de estudos de variabilidade genética da glicoproteina G do HRSV
pode ter impacto ndo apenas sobre a evolugédo deste virus, mas também sobre outras
areas, tais como o desenvolvimento de novos métodos diagndsticos, vacinas e

principalmente o tratamento (Trento et al., 2006).
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6 CONCLUSAO

+ Houve uma alternancia importante no padrao de circulagdo dos genotipos, do grupo A
e B, do HRSV, na cidade de Sao Paulo, nos anos de 2007 e 2008.

+ Nos anos de 2007 e 2008 os genotipos do grupo A foram encontrados em 39 (88,6%)
das amostras analisadas, sendo mais predominantes do que os gendtipos do grupo B,
encontrados em cinco (11,3%) amostras, isso diferente do verificado nos anos de

2005 e 2006, onde os genotipos do grupo B foram altamente predominantes.

+ O gendtipo GA5 foi encontrado em 28 (63%) das amostras genotipadas, e voltou a ser
o predominante, nos anos de 2007 e 2008, como ocorrido anteriormente nos anos de

2003 e 2004, antes da ascensdo do genotipo BA do grupo B.

£ O gendtipo GA2 foi encontrado em 11 (25%) das amostras genotipadas, e foi o

segundo gendtipo mais frequente, nos anos de 2007 e 2008.

« O gendtipo BA do grupo B foi encontrado em apenas trés (6,8%), das amostras
estudadas, mostrando que houve uma queda expressiva, pois nos anos de 2005 e
2006 foram encontradas 52 amostras deste gendtipo, porém ainda assim foi o

gendtipo mais frequiente do grupo B.

+ As amostras do grupo B ndo apresentaram evidéncias de pressao seletiva positiva,
isso talvez explique a queda expressiva dos gendtipos deste grupo, principalmente o

BA com insercao, no periodo estudado.

+« As amostras do grupo A estao sob forte selegdo positiva/diversificadora, e isto poderia
ser uma das explicagdes para a alternancia na circulagao dos gendétipos, do grupo A e
B, do HRSV neste periodo estudado.
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