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RESUMO

Sacramento, PR. Diversidade genética da Neuraminidase de virus Influenza A, isolados de
criangas internadas na cidade de Sao Paulo, de 1995 a 2006. [Dissertacdo de Mestrado]. Séo
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2010.

A Influenza é uma das mais importantes infec¢des do trato respiratério em humanos, sendo
responsavel por 3 a 5 milhdes de casos anuais e pela morte de 250.000 a 500.000 pessoas por
todo o mundo. Uma caracteristica marcante desse virus é sua extensa variabilidade genética e
antigénica, principalmente nas suas proteinas de superficie, neuraminidase (NA) e
hemaglutinina (HA). Essa variabilidade pode ocorrer tanto por mutacGes pontuais, ocorridas
no decorrer da replicacdo (chamadas drifts), como por rearranjos entre segmentos de RNA de
virus que acometem diferentes espécies (shifts), gerando um virus novo para o qual a
populacdo ndo possui imunidade. Devido aos graves problemas médicos e sociais, grandes
esforcos s@o realizados no monitoramento das cepas circulantes, tanto para a producdo de
vacina eficaz, como para identificar rapidamente uma cepa emergente. O presente estudo teve
como objetivos caracterizar os virus Influenza circulantes na cidade de S&o Paulo e verificar a
variabilidade genética do gene da neuraminidase dos Influenzavirus A em amostras
provenientes de criangas internadas na enfermaria, UTI e na retaguarda do Hospital
Universitario da USP, durante o periodo de 1995 a 2006. Espécimes clinicos provenientes de
3.009 criangas com idade < 5 anos, internadas com sintomatologia respiratoria, foram
submetidas a duplex RT-PCR, para deteccdo e tipagem dos virus Influenza Ae B (IAeIB) e
a multiplex RT-PCR para subtipagem dos virus Influenza A. O gene da NA das amostras
positivas para o virus Influenza A foi amplificado e sequenciado. Das 3009 amostras
analisadas, 4,4% (n = 133) foram positivas para o virus Influenza, sendo 88,0% (n = 117) 1A e
12,0% (n = 16) IB. Entre as amostras IA, 94 eram H3N2, 7 HIN1 e 16 ndo foram subtipadas
pela multiplex. Um total de 74 amostras (71 H3N2 e 3 HIN1) tiveram o0 gene da
neuraminidase sequenciado (total ou parcialmente). As sequéncias obtidas foram comparadas
com sequéncias de cepas isoladas em varias regides do mundo e com sequéncias das cepas
vacinais recomendadas para o periodo. As amostras brasileiras agruparam-se nos clusters
referentes aos anos de isolamento da amostra, demonstrando uma variagdo muito mais
temporal que geografica, uma vez que as cepas de diferentes localidades agruparam-se no
mesmo cluster. Foi verificada, ainda, uma boa similaridade entre as cepas circulantes e as
cepas vacinais recomendadas para o periodo correspondente, e, ndo foram encontradas
mutacbes relacionadas com o surgimento de resisténcia aos antivirais inibidores de
neuraminidase.

Palavras-chave: Virus Influenza. Neuraminidase. Epidemiologia molecular. Diversidade
genética. RT-PCR. Reacdo de sequenciamento.



ABSTRACT

Sacramento, PR. Genetic diversity of Neuraminidase of Influenza A virus, isolated from
children hospitalized in Sdo Paulo city, from 1995 to 2006. [Master thesis]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo Paulo; 2010.

Influenza is one of the most important respiratory tract infections in humans, annually
accounting for 3 to 5 million cases and nearly 250,000 to 500,000 deaths around the world. A
striking feature of this virus is its extensive genetic and antigenic variability, especially in
their surface proteins, neuraminidase (NA) and hemagglutinin (HA). This variability can
happen either by point mutations that occur during replication (called drifts), as well as
rearrangements of RNA segments of viruses that affect different species (shifts), generating a
new virus to which the population has no immunity. Because of the serious medical and social
problems, great efforts are made in the monitoring of circulating strains, both for the
production of effective vaccine, and to quickly identify an emerging strain. The aim of this
study was to characterize Influenza virus circulating in Sdo Paulo city and the neuraminidase
(NA) gene sequence of Influenzavirus A (IA) in samples from children hospitalized at
Pediatric Infirmary, Nursery, and the Pediatric and Neo-natal Intensive Care Unit of the
University Hospital of Sdo Paulo, from 1995 to 2006. Clinical specimens from 3009 children
aged <5 years, hospitalized with respiratory symptoms, underwent duplex RT-PCR for
detection and typing of Influenza virus, followed by multiplex RT-PCR for subtyping of
Influenza virus A. The NA gene of the positive samples for Influenza A virus was amplified
and sequenced. Among the 3009 samples, 4.4% (n = 133) were positive for influenza virus,
88.0% (n = 116) for Influenza A and 12.0% (n = 16) for Influenza B. Among the samples of
Influenza A, 94 were characterized as H3N2, 7 HIN1 and 16 were not subtyped by Multiplex
RT-PCR. A total of 74 samples (71 H3N2 and 3 HIN1) had the NA gene sequenced (total or
partially). The nucleotide sequences obtained were compared with nucleotide sequences of
strains isolated in several regions of the world, and with sequences of vaccine strains
recommended for the period. Brazilian samples were grouped in clusters with samples
isolated in the same year, indicating much more a temporal variation than geographical, since
the strains from different locations were in the same cluster. It was also found a good
similarity between the circulating strains and vaccine strains recommended for the
corresponding period, and no mutations were found related to the emergence of antiviral
resistance to neuraminidase inhibitors.

Key words: Influenza viruses. Neuraminidase. Molecular epidemiology. Genetic diversity.
RT-PCR. Sequencing reaction.



1 INTRODUCAO

A gripe é uma doenca infecciosa aguda de origem viral, que acomete o trato
respiratério e anualmente atinge cerca de 500 milhdes de pessoas, mais de 10% da populacdo
mundial (GERDIL, 2003). A cada inverno, mais de 100 milhdes de pessoas adquirem a
doenca (OXFORD e LAMBKIN, 1998) e, criangas, idosos e pacientes imunossuprimidos
podem desenvolver complicagdes mais sérias como pneumonia, podendo ser fatal (MONTO,
2002).

1.1 Histérico

Ha varios milénios ja se descrevia uma doenca com aspectos muito semelhantes a
doenca que hoje conhecemos como gripe. A primeira descricdo cientifica data de 412 a.C.,
quando Hipdcrates, médico e filosofo grego, relatou uma doenca respiratoria aguda que
acometeu o exército ateniense (HOEHLING, 1961).

Foram descritos, na ldade Média, numerosos episodios relacionados a doenca e o
primeiro relato no continente Americano ocorreu em Texcoco, México, em 1552 ((KOLATA,
1999; VALDEZ, 2002; VIESCA, 1996). O termo Influenza surgiu na Italia, em 1580, para
descrever que os aspectos clinicos de febre, de tosse e de calafrio de uma epidemia seriam
decorrentes de “influéncias planetarias” (MURPHY e WEBSTER, 1996; TALAVERA, 1999;
VALDEZ, 2002), mas, somente em 1933, durante uma epidemia na Inglaterra, o virus foi
isolado (SMITH, ANDREWES, LAIDLAW, 1933; WILEY, WILSON, SKEHEL, 1981).

1.2 Classificacao

Os virus Influenza pertencem a familia Orthomyxoviridae (van REGENMORTEL et
al., 2000) que é constituida de cinco géneros: Influenzavirus A (1A), Influenzavirus B (IB),
Influenzavirus C (IC), Thogotovirus e Isavirus (FAUQUET et al., 2004). Desses, somente 0S
géneros Influenzavirus A, B e C apresentam relevancia clinica em humanos, sendo que o
Influenzavirus A pode acometer um amplo espectro de hospedeiros, incluindo os homens,
mamiferos aquaticos, porcos, cavalos e uma larga variedade de aves. Os géneros B e C sdo
restritos aos humanos com raros relatos de isolamento do género B, em focas, e do C, em
porcos (BOON et al., 2001). O género Thogotovirus contém as espécies Dhori virus e Thogo

virus, que acometem carrapatos (HAGMAIER et al., 2003) e os Isavirus sdo importantes



patégenos na aquicultura marinha do salmdo (FAUQUET et al., 2004; KIBENGE et al.,
2001).

O sistema de nomenclatura da Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), para 0s virus
Influenza, especifica o género, o hospedeiro (para espécies animais), a localizacdo geografica
do primeiro isolamento, o nUmero da amostra e 0 ano do isolamento. A descri¢do antigénica
da hemaglutinina (HA) e da neuraminidase (NA), glicoproteinas de superficie, é dada entre
parénteses, somente para o Influenzavirus A [ex. A/Swine/lowa/15/30 (H1N1), A/Puerto
Rico/8/34 (HIN1)] (ROHM et al., 1996; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1980). Até o
presente, foram descritos 16 tipos de hemaglutinina e nove tipos de neuraminidase
(FOUCHIER et al., 2005) (Figura 1 A e B), sendo que todos sdo encontrados nos virus
aviarios. Embora ja tenham sido descritos casos humanos com H1, H2, H3, H5, H7 e H9,
atualmente trés tipos de hemaglutininas (H1, H2 e H3) e dois tipos de neuraminidases (N1 e
N2) estdo adaptadas para infectar seres humanos (NETO et al., 2003; PODDAR, 2002).
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Figura 1: Filogenia dos 16 tipos de hemaglutinina e dos 9 tipos de neuraminidase. As &rvores filogenéticas de
méxima verossimilhanca foram geradas pela comparacéo de nuclectideos (nt) das HA (A) e das NA (B).
A escala das barras representa aproximadamente 10% de trocas de nucleotideos entre os ramos préximos
(PALESE e SHAW, 2006).

As particulas virais, quando adaptadas em culturas celulares, geralmente sdo esféricas

ou ovoides, apresentando um diametro de 80-120 nm. Cepas recém-isoladas sdo pleomérficas,



podendo ter caracteristicas filamentosas com comprimento de aproximadamente 300nm
(MURPHY e WEBSTER, 2001).

Os Influenzavirus A tém uma estrutura complexa e possuem uma membrana lipidica
derivada da célula hospedeira. Nessa membrana estdo inserida as proteinas HA, NA e M2 que
se projetam da superficie do virus. A proteina de matriz (M1) encontra-se logo abaixo da
membrana lipidica e no interior da particula viral ha o complexo RNP (ribonucleoproteina),
que consiste de segmentos de RNA viral, e das proteinas PB1 (polimerase béasica 1), PB2
(polimerase basica 2), PA (polimerase &cida) e NP (nucleoproteina) (COMPANS, MEIER-
EWERT, PALESE, 1974) (Figura 2). Cada particula viral individual empacota os oito
segmentos de RNA (NODA et al., 2006). As proteinas de exportacdo nuclear (NSP) e a ndo
estrutural 2 (NS2) estdo presentes nos purificados virais (RICHARDSON e AKKINA, 1991).
Em geral, a composicao total das particulas virais é de 1% de RNA, 5 a 8% de carboidratos,
20% de lipideos e aproximadamente 70% de proteinas (PALESE e SHAW, 2006).
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Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura viral do Influenzavirus A. Fonte: Imagem alterada de Fields
Virology, 42 ed., capitulo 47.

Os Influenzavirus B sdo na maior parte indistinguiveis dos Influenzavirus A pela
microscopia eletronica. Esses virus tém 4 proteinas inseridas na membrana lipidica: HA, NA,
NB e BM2 (BETAKOVA, NERMUT, HAY, 1996; BRASSARD, LESER, LAMB, 1996;
ODAGIRI, HONG, OHARA, 1999)e a M1 e os complexos RNP compdem o interior da
particula viral.

Os Influenzavirus C sdo conhecidos por possuirem estruturas reticulares hexagonais na

superficie e por formarem raramente estruturas longas na superficie das células infectadas



(APOSTOLOV e FLEWETT, 1969; MURAKI et al., 2004; NISHIMURA et al., 1990). Os
virus Influenza C também possuem um complexo com as trés polimerases e a proteina NP, as
quais estdo associadas aos sete segmentos de RNA. A proteina M1 dos IC parece
desempenhar um papel semelhante aquele dos IA e IB. A maior glicoproteina, hemaglutinina-
esterase-fusdo (HEP) combina as funcGes da HA e NA e € por isso que os IC possuem um
segmento a menos que 0s outros géneros (A e B), ou seja, a proteina NA esta ausente nesses
virus. A HEP esté inserida dentro da membrana lipidica, juntamente com a CM2 (NAKADA
et al., 1984, 1985; PEKOSZ e LAMB, 1997).

1.3 Organizagao gendmica

O genoma viral é constituido de uma fita simples, segmentada, de RNA com polaridade
negativa (-ssSRNA) (CLAAS et al., 1992; ELLIS et al., 2003). Os genomas dos Influenzavirus A e
B possuem 8 segmentos, sendo que os IA codificam pelo menos 11 proteinas, os IB codificam
pelo menos 9 proteinas (CHEN et al., 2001; PALESE e SHAW, 2006; PORTELA e DIGARD,
2002) e o genoma dos Influenzavirus C, porém, possui 7 segmentos que codificam 9 proteinas
(KENDAL, DOWDLE, NOBLE, 1985; NEUMANN, HUGHES, KAWAOKA, 2000). Cada

segmento viral contém regides ndo codificadoras nas extremidades 5’ e 3°, que flanqueiam as regides

codificadoras. Algumas dessas sequéncias sdo segmento-especifico, mas as extremidades sdo conservadas em

todos os segmentos nos virus Influenza JAWETZ, MELNICK, ADELBERG, 2000; ZHEN, PALESE,

GARCIA-SASTRE, 1996).

Os trés primeiros segmentos dos 1A codificam para as polimerases (PB2, PB1 e PA), o quarto, quinto e

sexto segmentos codificam para a HA, NP e NA, respectivamente. O sétimo segmento codifica para duas

proteinas, M1 e M2 e o oitavo para as proteinas NEP e NS2 (Figura 3).
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Figura 3: Esquema representativo do genoma do virus Influenza A/Puerto Rico/8/34. Cada um dos retangulos
representa um segmento de RNA (sentido positivo) e a sua proteina codificada. Os tamanhos, em
nucleotideos e em aminoacidos (aa), respectivamente, estdo representados pelos algarismos
localizados nas extremidades. As linhas esquematizadas nas extremidades 5’ ¢ 3’ representam as
regides ndo codificadoras. O segmento PB1 contém um segundo quadro de leitura aberto (ORF) que
vem depois do ORF que origina a proteina PB1, resultando na proteina PB1-F2. As proteinas M2 e
NEP/NS2 séo codificadas por splicing do RNA mensageiro (RNAm) (os introns estdo indicados pelas
linha com formato em V). Fonte: Imagem retirada de Fields Virology, 52 ed., capitulo 47.

O genoma dos virus Influenza B ¢é similar ao IA (Figura 4). Novamente, oito
segmentos codificam para uma ou mais proteinas virais, com os trés primeiros RNAS
codificando as proteinas da polimerase, o quarto RNA codifica a HA e o0 quinto e 0 sexto
RNA codificam a NP e NA, respectivamente (RACANIELLO e PALESE, 1979). O gene da
NA possui dois quadros de leitura abertos responsaveis pela codificacdo das proteinas NB e
NA (SHAW, CHOPPIN, LAMB, 1983). O sétimo RNA codifica a proteina M1 (248 aa) e
BM2 (109 aa). O codon de terminacdo (UAA) da M1 se sobrepde ao cddon de iniciacdo
(AUG) para a proteina BM2, formando um pentanucleotideo (UAAUG) de traducéo de inicio
e fim (HORVATH et al., 1990). O oitavo RNA codifica as proteinas NS1 e NEP/NS2, pelo
mecanismo de splicing do RNAm. As regifes ndo codificadoras do genoma dos IB séo

maiores que as dos IA.
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Figura 4: Esquema representativo do genoma do virus Influenza B/Lee/40. Cada um dos retangulos representa
um segmento de RNA (sentido positivo) e a sua proteina codificada. Os tamanhos, em nucleotideos e
em aminoacidos, respectivamente, estdo representados pelos algarismos localizados nas extremidades.
As linhas esquematizadas nas extremidades 5’ e 3’ representam as regides ndo codificadoras. O
segmento NA contém um quadro de leitura aberto adicional, que esta localizado a 7 nucleotideos do
cddon de inicio da NA, resultando na proteina NB. O segmento M codifica as proteinas M1 e BM2. O
cédon de terminacdo (UAA) da M1 se sobrepfe ao cddon de iniciacdo (AUG) para a proteina BM2,
em um pentanucleotideo (UAAUG) de traducdo de inicio e fim. O segmento NS codifica as proteinas
NS1 e NEP/NS2. A NS1 é um produto traduzido de um RNAm linear, enquanto que a NEP/NS2 é um
produto do splicing do RNAm (os introns sdo mostrados pelas linhas com formato em V). Os
asteriscos indicam que os segmentos de RNA sdo do virus B/Memphis/97/12. Fonte: Imagem retirada
de Fields Virology, 5 ed., capitulo 47.

O genoma dos IC tem somente sete segmentos de RNA (Figura 5). Os trés primeiros
codificam para as trés polimerases: PB1 e PB2, homologas as proteinas correspondentes nos
IA e IB, e a terceira polimerase, nomeada P3, que ndo apresenta caracteristica de carga acida
em pH neutro como a proteina correspondente PA dos 1A e IB (YAMASHITA, KRYSTAL,
PALESE, 1989). O quarto RNA codifica a proteina HEP, que combina as atividades de fuséo,
destruicdo de receptores e hemaglutinacdo (HERRLER et al., 1988). A nucleoproteina (NP) é
codificada pelo quinto RNA viral. O sexto RNA codifica as proteinas CM1 e CM2, que é
expressa gquando ocorre o splicing do RNAm (PEKOSZ e LAMB, 1997; PEKOSZ, HE,
LAMB, 1999; YAMASHITA, KRYSTAL, PALESE, 1988). Finalmente, o sétimo RNA
codifica a proteina NS1 (246 aa) e a proteina NEP/NS2 (182 aa) quando ocorre o splicing do
RNAmM (ALAMGIR et al., 2000; HONGO et al., 1992).
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Figura 5: Esquema representativo do genoma do virus Influenza C. Cada um dos retangulos representa um
segmento de RNA (sentido positivo) e a sua proteina codificada. Os tamanhos, em nucleotideos e em
aminoacidos, respectivamente, estdo representados pelos algarismos localizados nas extremidades. As
linhas esquematizadas nas extremidades 5’ e 3’ representam as regides ndo codificadoras. O segmento
M codifica as proteinas CM1 e CM2. A proteina CM2 é derivada de um RNAm colinear. O precursor
p42 contém um peptideo sinal (SP), que se cliva e libera a CM2. A CM1 é produto do splicing do
RNAm, quando o cédon de terminacdo UGA ¢ introduzido pelo splicing. O segmento NS codifica as
proteinas NS1, por meio do RNAm colinear, e NEP/NS2 pelo splicing do RNAm (os introns sdo
mostrados pelas linhas com formato em V).(As proteinas PB2, PB1 e P3 sdo derivadas do virus C/JJ/50;
HEF* é derivado do virus C/JHB/1/66; NP** e M** derivam do virus C/AnnArbor/1/50 e NS*** é
derivada do virus C/Yamagata/1/88). Fonte: Imagem retirada de Fields Virology, 5 ed., capitulo 47.

1.4 Estrutura do virus

A proteina PB1, codificada pelo segmento 2, catalisa a adicdo sequencial de
nucleotideos durante o alongamento da cadeia de RNA e contém 0s motivos conservados
caracteristicos da RNA-polimerase/RNA-dependente. O sitio ativo para a atividade de
polimerizacdo € um motivo S-D-D nas posicdes 444 a 446 (BISWAS e NAYAK, 1994). A
PB1 também ¢é responsavel pela ligacdo nas extremidades terminais do RNA viral (RNAv) e
do RNA complementar (RNAC) para iniciar a transcricdo e a replicacdo, respectivamente
(GONZALEZ e ORTIN, 1999; LI, RAMIREZ, KRUG, 1998).A interacdo com o final 3’ do
RNAV ativa a funcdo de endonuclease da PB1 (CIANCI, TILEY, KRYSTAL, 1995; HAGEN
et al., 1994; LI, RAO, KRUG, 2001), que gera o primer com cap requerido para a sintese do
RNAmM. O dominio catalitico para a atividade de endonuclease reside em uma regido que
abrange os residuos 508 a 522 e contém trés residuos essenciais (E508, E519 e D522) (LI,
RAO, KRUG, 2001).

Um peptideo adicional, denominado PB1-F2, que é encontrado na maioria dos IA, é



gerado devido a um quadro de leitura aberto alternativo, localizado préoximo ao final 5 do
gene PB1. Esse peptideo possui 87 aminoacidos e, até o0 momento, é considerado como uma
proteina acessoria, pois algumas cepas de virus Influenza A isoladas de humanos e animais ndo a expressam.
Assim, seu papel ainda ndo estda completamente compreendido, porém parece causar
alterac6es morfoldgicas, destruicdo da membrana mitocondrial da célula hospedeira seguida
de morte celular (CHEN et al., 2001).

A forma com que o complexo da polimerase muda para adaptar-se a novos
hospedeiros ndo é bem definida. No entanto, diversos autores relataram que a alteracdo de um
Unico aminoacido da PB2 pode estar relacionada a adaptagdo de virus aviarios aos mamiferos,
como verificada em um caso fatal de infec¢do pelo H7N7 em humanos em 2003 na Holanda e
em recentes casos isolados de H5N1 humano no Vietna e Tailandia (FOUCHIER et al., 2004;
NAFFAKH et al., 2000; SHINYA et al., 2004; TAUBENBERGER et al., 2005).

A proteina PB2 desempenha um papel critico no inicio da transcri¢cdo, pois é
responsavel pela ligagdo do cap nas moléculas de pré-RNAm (BLAAS, PATZELT,
KUECHLER, 1982). Entretanto, a posi¢do do sitio de ligacdo ainda ndo esta estabelecida,
sendo descrito o envolvimento dos aminoacidos 533 a 564 (LI, RAO, KRUG, 2001) e de
outros dois dominios, compreendendo os residuos 242 a 282 e 538 a 577 (HONDA,
MIZUMOTO, ISHIHAMA, 1999). Além de seu papel na transcricdo, a PB2 também esta
envolvida na replicacdo, porque algumas mutacdes nessa proteina tém demonstrado que
afetam a replicacdo, mas nao a transcricdo (GASTAMINZA et al., 2003).

Nenhuma funcdo especifica tem sido atribuida a proteina PA, mas mutacdes que
afetam tanto a transcricdo quanto a replicacdo tém sido descritas, indicando que essa proteina
possui um papel em ambos os processos (FODOR et al., 2002, 2003; HUARTE et al., 2003).

A hemaglutinina (HA) é a maior glicoproteina de superficie e é codificada pelo quarto
segmento do RNA gendmico, que possui 1742 a 1778 nucleotideos. Inicialmente ¢ sintetizada
como precursor (Hp), com PM = 76.000 e com 562 a 566 residuos de aminoacidos. O
processamento apos traducdo envolve mecanismos de glicosilacdo, adicdo de &cidos graxos e
clivagem proteolitica, que sdo essenciais para a funcdo da molécula. A clivagem desse
precursor resulta em duas subunidades, HAL1 (PM = 47.000) e HA2 (PM = 29.00) que
permanecem unidas por ligagbes dissulfeto (HULSE et al., 2004; LEE e CHEN, 2004;
SAKAI, OHUCHI, OHUCHI, 2002). A subunidade HA1, com 319 a 326 aminoé&cidos,
corresponde a por¢do animoterminal da proteina e é externa a membrana lipidica. A subunidade
HA2, com 221 a 222 aminoacidos, permanece ancorada no interior da membrana lipidica.

Dependendo do subtipo da hemaglutinina, o nimero de residuos de aminoéacidos perdidos



durante a clivagem proteolitica pode variar de 1 a 6 (LEE e CHEN, 2004; MURPHY e
WEBSTER, 2001).

A andlise de variantes virais possibilitou a identificacdo de cinco sitios antigénicos na
regido HA1 da hemaglutinina, denominados pelas letras A a E, envolvidos na neutralizacdo
viral pelos anticorpos. Esses loci sdo passiveis de sofrer mutacées, sendo as regides de maior
variabilidade da HA. Os demais sitios de HA1 sdo conservados, condi¢do necessaria para
manter a estrutura e funcdo da molécula (MURPHY e WEBSTER, 2001; WILEY, WILSON,
SKEHEL, 1981).

A nucleoproteina (NP) é a maior proteina estrutural, rica em arginina e é codificada
pelo quinto segmento. A NP é o principal alvo de reagdo cruzada dos linfécitos T citotoxicos
gerados apoés infeccdo por todos os subtipos de influenza e em conjunto com a RNA-
polimerase/RNA-dependente atua na transcricao e replicacdo do genoma viral (YEWDELL E
HACKETT, 1989).

A neuraminidase (NA), segunda maior glicoproteina de superficie dos Influenzavirus A e
B, é um tetramero, com formato de cogumelo, que é codificada pelo sexto segmento do RNA
viral. A NA é uma proteina de membrana integral tipo I, com a porc¢édo N-terminal voltada para o
interior do virus e é formada por um polipeptideo de 469 residuos de aminoacidos (PM =
220.000) (LAVER, 2002; XU et al., 1996). A NA dos IA tem uma curta cauda citoplasmatica
altamente conservada e uma regido transmembranica hidrofébica que fornece a ancora para a
cauda e os dominios da cabeca. A estrutura da cabeca da NA subtipo 2 (N2) é um
homotetramero, no qual cada monémero € composto de seis folhas beta, topologicamente
idénticas, dispostas em formato de hélice. Os residuos de agucar estdo ligados a quatro dos
cinco sitios potenciais de glicosilacdo da cabeca (BURMEISTER, RUIGROK, CUSACK,
1992).

A NA ¢ responsavel pela clivagem do &cido sidlico dos receptores celulares, sendo de
extrema importancia para a infeccao viral, pois permite que 0s novos virus formados consigam
infectar novas células (GOTTSCHALK, 1957; MOSCONA, 2005). A NA também previne que
0s novos virions formados liguem-se uns aos outros, assegurando gque 0s virus ndo se agreguem
(COLMAN, 1999; ENGLUND, 2002; GUBAREVA, KAISER, HAYDEN, 2000; STIVER,
2003). A degradacdo do &cido sialico do muco extracelular e a destruicdo dos receptores de HA,
presentes na superficie das celulas hospedeiras, facilitam a infeccéo, impedindo que as particulas
virais geradas no processo de replicagdo fiquem imobilizadas na superficie das células infectadas
(DESHPANDE et al., 1987; HULSE et al., 2004; WAGNER et al., 2000). A NA também pode

desempenhar um papel no inicio da infeccdo, podendo facilitar a entrada do virus e/ou



intensificar o trafico tardio do endossomo/lisossomo (MATROSOVICH et al.,, 2004a;
SUZUKI et al., 2005).

A fungdo da NA dos IB é semelhante, mas ndo idéntica, & NA dos IA (GHATE e AIR,
1999; LUO, NOBUSAWA, NAKAJIMA, 2002) e os sitios ativos das NAs de ambos os
géneros sdo conservados, 0 que permite uma atividade de amplo espectro dos inibidores da
NA. Nos IC, a destruicdo do receptor € realizada pela atividade esterease da HEF viral,
facilitando a liberagdo e a dispersdo dos virus das células infectadas. Além disso, parece que a
enzima é necessaria para a entrada do virus, sugerindo que ha uma necessidade para a HEF
ser liberada dos receptores celulares durante os processos de fusdo e desnudamento
(VLASAK et al., 1989).

Como a HA, as moléculas de NA sdo antigénicas e variantes sdo selecionadas na natureza.
Juntamente com a HA, sdo importantes imundgenos, sendo que a protecdo contra 0s Virus
Influenza estd intimamente relacionada aos niveis de anticorpos anti-HA e anti-NA
(KILBOURNE et al., 2004). Os sitios antigénicos dessa proteina foram mapeados pela selecéo
de variantes com uso de anticorpos monoclonais. Analisando amostras de Influenzavirus A,
durante um periodo de 10 anos, Webster et al. (1984) definiram quatro regides antigénicas
diferentes, sendo que a regido 1, compreende o sitio ativo e apresentava-se conservada entre
as cepas de Influenzavirus A e B, enquanto as demais (2, 3 e 4) apresentaram variacdes
antigénicas ao longo dos anos. A frequéncia de substituicbes de nucleotideos para o gene
inteiro é estimada em 2.28 x 107 /sitios/ano, com 42% de mutacBes ndo silenciosas e 35%
dessas substituicdes localizadas em importantes epitopos da proteina (XU et al., 1996).

A proteina de matriz M1 e a proteina de membrana M2 séo codificadas pelo sétimo
segmento do RNA viral dos Influenzavirus A e B. A M1 ¢ a proteina mais abundante no virion e
encontra-se logo abaixo do envelope lipidico, fazendo o contato com as caudas citoplasmaticas
das glicoproteinas e com as RNPs, formando uma ponte entre os componentes do interior do virus
e as proteinas de membrana (NAYAK, HUI, BARMAN, 2004; SCHMITT e LAMB, 2005). A
M1 esta envolvida diretamente com a exportacdo nuclear das RNPs (CROS e PALESE, 2003).
Varios estudos tém documentado a habilidade da M1 de associar-se com membranas lipidicas
(ENAMI e ENAMI, 1996; NAYAK, HUI, BARMAN, 2004; RUIGROK et al., 2000; SCHMITT
e LAMB, 2005; ZHANG e LAMB, 1996) e, sendo assim, é proposto que a M1 tenha um papel
fundamental na montagem dos novos virus, recrutando os componentes virais para o local de
montagem na membrana plasmatica e para o brotamento do virus (GOMEZ-PUERTAS et al.,
2000; LATHAM e GALARZA, 2001).

A M2 dos IA é uma proteina tetramérica de membrana integral tipo 111, que possui um



dominio externo curto, um dominio transmembranico e um dominio interno palmitado e fosfatado
(LAMB, HOLSINGER, PINTO, 1994). Acredita-se que o principal papel da M2 € conduzir
protons do endossomo acidificado para o interior do virus para facilitar a dissociacdo do
complexo RNP do restante dos componentes virais, finalizando, assim, o processo de
desnudamento durante a replicacdo viral (HAY, 1992). Nos IB duas proteinas séo codificadas, a
M1 e a BM2 (BRIEDIS, LAMB, CHOPPIN, 1982) e nos IC o segmento 6 é responsavel pela
codificacdo da matriz proteica M1 e da proteina CM2, expressa em abundancia na superficie da
célula infectada (HONGO et al., 1997).

As proteinas ndo estruturais NS1 e NS2 sdo codificadas pelo oitavo segmento. A NS1
é uma proteina dimera, nuclear, altamente expressa em células infectadas (HATADA e
FUKUDA, 1992; NEMEROFF, QIAN, KRUG, 1995), que estd associada ao processo de
traducdo do RNAmM (EGOROV et al., 1998), inibindo a exportagdo nuclear do RNAmM
(KAWAOKA et al., 1998). A NS2, também conhecida como NEP (nuclear export protein),
esta envolvida no direcionamento da exportagdo nuclear das RNPs para o citoplasma,
juntamente com a M1 (CROS e PALESE, 2003).

1.5 Replicacéo viral

Os virus Influenza ligam-se aos acidos sialicos presentes na superficie das células para
iniciar a infeccdo e a replicacdo viral. A interacdo dos virus Influenza com uma mdlecula
como o acido sialico é limitada pelo fato de que as HAs desses virus, que replicam em
diferentes espécies, mostram especificidade pelos acidos sialicos com diferentes ligagdes. Os
virus Influenza humanos, preferencialmente, ligam-se aos acidos sialicos que tém o acido N-
acetilneuraminico ligado a penultima galactose por meio da ligacdo a 2,6 (o carbono 6 da
galactose liga-se ao carbono 2 do acido sialico), enquanto que os virus Influenza aviarios,
principalmente, preferem aqueles acidos sidlicos que fazem a ligagcdo a 2,3 (CONNOR et al.,
1994; IBRICEVIC et al, 2006; NICHOLLS et al., 2007; SHINYA et al., 2006). Em
concordancia com esse fato verifica-se que as células epiteliais da traqueia humana contém
principalmente ligac¢des a 2,6, enquanto que o epitélio intestinal de patos possui liga¢des a 2,3
(COUCEIRO et al., 1993; ITO et al., 1998). Deve-se notar, contudo, que esta especificidade
viral ndo ¢ absoluta e que as células aviarias e humanas podem conter, ambas, as ligagdes (o
2,3 e 2,6) (MATROSOVICH et al., 2004b).

A ligacdo da HA aos &cidos siélicos vai induzir a entrada do virus na célula por

endocitose mediada por receptores formando um endossoma. Os endossomas vao ser



acidificados no citoplasma até pH = 5.0, provocando a clivagem do monémero da HA em dois
polipeptideos, 0 HAL e 0 HA2 (SKEHEL e WILEY, 2000; STEGMANN, 2000). A clivagem
da HA é uma exigéncia para a infectividade viral e a natureza do sitio de clivagem da HA ¢
um importante determinante da viruléncia para os virus Influenza. A eficiéncia da clivagem
da HA varia de acordo com a presenca de um ou varios residuos basicos no sitio de clivagem
de HA1 e HA2 e da capacidade de ligagcdo da neuraminidase ao plasminogénio (NAYAK,
HUI, BARMAN, 2004).

Com a clivagem, a HA sofre mudancas conformacionais que expde o peptideo de
fusdo na extremidade N-terminal da subunidade HA2, propiciando a fusdo das membranas
viral e endossomal (COLMAN e LAWRENCE, 2003). Particulas virais contendo HA néo
clivada, podem se ligar e ser endocitadas, mas ndo conseguem sofrer fusdo e, assim, tornam-
se ndo infecciosas. A acidificagdo do endossoma ativa o canal de ion M2, que transporta ions
H" para a regido interna do virion, desestabilizando a M1, facilitando, portanto, a liberacio
das RNPs virais (RNPsv) para dentro do citoplasma da célula, uma vez que desestabiliza a
M1. As RNPsv livres da M1, com 10 a 20 nm de largura, sdo consideradas muito largas para
passarem por difusdo passiva para o nucleo (MARTIN-BENITO et al., 2001). Portanto, essa
importacdo ocorre, normalmente, através dos poros nucleares, por um processo ativo
envolvendo os sinais de transporte nuclear (SNL), presentes nas proteinas da RNP, e a
maquinaria de importacdo nuclear (CROS e PALESE, 2003; NEUMANN, HUGHES,
KAWAOKA, 2000; NIETO et al., 1994; WANG, PALESE, O'NEILL, 1997; WEBER et al.,
1998). No entanto, séo os trés potenciais sinais da NP que sdo essenciais para a importacdo do
RNA viral para o ntcleo (CROS, GARCIA-SASTRE, PALESE, 2005; O’NEIL et al., 1995).

Uma vez no nicleo, o RNA viral de fita negativa é transcrito em RNAmM por um
mecanismo primer-dependente. Os produtos desse RNAmM séo copias incompletas do molde
do RNAv e sofrem adicdo do cap e da cauda de poli-A, diferentemente do RNAv. A
replicacdo ocorre em duas etapas. Primeiramente, € feita a copia de sentido positivo completa
do RNAv, que é o RNA complementar (RNAc) que, por sua vez, é usado como molde para a
sintese do RNAv genémico de fita negativa (Figura 6). Todas essas reacfes sdo catalisadas
pelo mesmo complexo de polimerases virais, embora as fungdes distintas de cada subunidade
sejam empregadas em diferentes passos (FODOR e BROWNLEE, 2002; NEUMANN et al.,
2004).
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Figura 6: Sintese do RNA do virus Influenza. O RNA de fita negativa esta mostrado no meio com as sequéncias
conservadas nas pontas adjacentes ao segmento de nucleotideos especificos (NNN). O sinal de
poliadenilac¢do consiste de uma poliuridina extensa no final 5> do RNAv. O RNAm possui cap de 10 a
13 nucleotideos e uma cauda de poli-A. O RNAc é uma copia exata da fita positiva do RNA do virion.
A variagdo da posicao 4 da regido ndo codificadora do final 3’ esta indicado. Fonte: Imagem retirada de
Fields Virology, 5 ed., capitulo 47.

Dentro do nuacleo, ocorrem o0s processos de transcricdo (sintese do RNAm) e
replicacdo (sintese do RNA complementar com polaridade positiva [RNAc] seguido do RNA
viral [RNAv] de fita negativa e das RNPsv) (ELTON, TILEY, DIGARD, 2002; PORTELA e
DIGARD, 2002). As novas RNPsv séo exportadas do nucleo para o citoplasma com ajuda das
proteinas M1 e NEP (CHEN e KRUG, 2000). Finalmente, as proteinas de membrana (HA,
NA, M2), de matriz (M1) e as RNPsv (contendo o RNAV de fita negativa, e as proteinas NP,
as 3 polimerases e a NEP) sdo transportadas para o local de montagem na membrana
plasmatica onde as particulas do virus sdo construidas e liberadas para o exterior da célula. A

figura 7 ilustra o ciclo de replicacdo dos virus Influenza.
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Figura 7: llustracdo do ciclo de replicacdo dos virus Influenza. Ap6s a ligacdo com a superficie da célula
hospedeira, o virus é internalizado por endocitose mediada por receptor. O baixo pH no endossoma
alavanca a fusdo das membranas do endossomo e do virus, liberando as RNPs virais para o
citoplasma. As RNPsv sdo importadas para o nicleo, onde servirdo como modelo para a transcricao.
As novas proteinas séo sintetizadas a partir do RNAm viral. O genoma viral (RNAV) é replicado por
intermédio do RNAc. Recém-sintetizadas, as RNPsv sdo exportadas do nlcleo para o local de
montagem na membrana plasmatica apical, onde as novas particulas virais sdo formadas e liberadas.
Fonte: Imagem retirada de Fields Virology, 5% ed., capitulo 47.



1.6 Transmisséo e sintomatologia

Os virus se replicam nas células epiteliais colunares do trato respiratorio, misturam-se
as secrecOes respiratdrias e geram pequenas goticulas que sdo espalhadas durante o ato de
espirrar, tossir ou falar (HILLEMAN, 2002; NETO et al., 2003). O periodo de incubagdo é
bastante curto, variando de 1 a 4 dias, e um Unico individuo infectado pode potencialmente
transmitir a doenca para um grande nimero de pessoas susceptiveis (KENDAL, DOWDLE,
NOBLE, 1985; NETO et al., 2003). Os adultos comegam a transmitir o virus 24 horas antes
do inicio dos sintomas, até sete dias ap6s. As criangas podem transmitir o virus por periodo
mais prolongado, desde vérios dias antes, atée 10 dias apds o inicio dos sintomas
(AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2006). Os sintomas mais frequentes da gripe
séo caracterizados por febre (38° a 40°C, com duracgdo de aproximadamente 1 a 3 dias e pico
nas primeiras 24 horas), dor de cabeca, dor de garganta, congestdo nasal, mialgia, anorexia e
fadiga. Com menor frequéncia podem ser observadas, nausea, dor abdominal, diarréia e
fotofobia (GAVIN e THOMSON, 2003).

As infeccdes causadas pelos Influenzavirus A e B séo caracterizadas pela degeneracao
das células epiteliais do trato respiratorio com perda de epitélio ciliar e descamacédo. Os
efeitos patologicos ocorrem devido aos danos causados ao epitélio respiratorio combinado a
resposta imune (HAYDEN e PALESE, 2002). As infeccGes tém geralmente um quadro
clinico similar, com sintomas que variam desde infeccdo suave do trato respiratorio inferior a
pneumonia (BOON et al., 2001). A frequéncia de infeccBes graves com necessidade de
internacdo ou com complicacdes fatais esta mais associada com as infec¢cdes causadas pelo
Influenzavirus A (SIMONSEN et al., 1997). O Influenzavirus C relaciona-se a infeccdes
respiratorias mais brandas que acometem, principalmente, imunossuprimidos e idosos
(PONTORIERO et al., 2003). Eventualmente, a influenza causa complicacdes mais raras
como miosite, miocardite, convulsdo febril, encefalite, rabdomiolise e sindrome de Reye
(CDC, 2003). Em criancas, o virus Influenza pode provocar, além dos sintomas respiratérios,

complica¢bes como a otite média aguda (HEIKKINEN, 2000).
1.7 Caracterizacdo antigénica
Dois tipos de variagbes antigénicas sdo responsaveis pela habilidade dos virus

Influenza causarem epidemias sazonais recorrentes e pandemias ocasionais: os drifts e o0s
shifts antigénicos (COX e SUBBARAO, 1999).



Os drifts antigénicos (mudancgas menores) ocorrem, em meédia, a cada 2 ou 3 anos para
os subtipos do Influenzavirus A e a cada 5 ou 6 para os Influenzavirus B, causando as
epidemias anuais. As variagdes antigénicas sdo decorrentes de mutacdes pontuais nos
segmentos do genoma viral que resultam em mudancas nos aminoacidos que compdem as
glicoproteinas de superficie permitindo, muitas vezes, o escape de anticorpos neutralizantes
(COX e FUKUDA, 1998; COX e SUBBARAO, 1999; SMITH et al., 2004).

Os shifts antigénicos (mudancas maiores), especificas dos Influenzavirus A, sdo
variacoes geradas pelo rearranjo entre os segmentos do genoma viral que acometem diferentes
espécies, durante a co-infecgdo de uma célula hospedeira. Esse mecanismo pode ocasionar 0
surgimento de novos virus contendo proteinas diferentes, podendo ter uma nova
hemaglutinina ou neuraminidase, ou ainda com as duas glicoproteinas novas,
imunogenicamente diferentes das cepas circulantes (PONTORIERO et al., 2003).

A maioria da populacdo ndo tem imunidade para esses novos virus e a doenca
dissemina-se rapidamente, afetando individuos de todas as faixas etarias, ocasionando as
pandemias (NETO et al., 2003; PONTORIERO et al., 2003). Como exemplo, podemos citar
as pandemias do século XX: (i) a gripe espanhola em 1918, que matou aproximadamente 50
milhdes de pessoas no mundo todo (CROSBY, 1989; JOHNSON e MUELLER, 2002; REID
e TAUBENBERGER, 1999) com o surgimento de um novo subtipo, HIN1 (COX e
SUBBARO, 2000; WEBSTER et al., 1992); (ii) a gripe asiatica em 1957, com 0 surgimento
do subtipo H2N2 gerado pela incorporacdo dos genes codificadores da HA, NA e PB1 de
virus aviarios nos virus humanos circulantes e (iii) a pandemia de 1968, quando o subtipo
H3N2, formado pela incorporacdo dos genes HA e PB1 de aves em virus humanos
circulantes, apareceu em Hong Kong (PONTORIERO et al., 2003; STEPHENSON e
ZAMBON, 2002). Em 1977, a gripe russa foi causada pelo ressurgimento do subtipo H1IN1
acometendo principalmente criancgas e jovens (MURPHY e WEBSTER, 2001). Em contraste
ao ocorrido em 1968, quando o novo virus Influenza H3N2 substituiu o virus H2N2
circulante, o virus H3N2 néo foi substituido pelo ressurgimento do H1N1, e os dois subtipos,
HIN1 e H3N2, tém co-circulado na populacdo humana juntamente com o Influenzavirus B
(ELLIS et al., 2003).

Outro mecanismo relacionado ao surgimento de uma nova linhagem pandémica € a
transmissdo direta interespécies, como ocorreu com o virus de Influenza aviaria H5N1 e,

recentemente, com o virus Influenza A HIN1.



1.8 Epidemiologia

A Influenza é uma das mais importantes infecgdes do trato respiratério em humanos,
sendo responsavel por 3 a 5 milhdes de casos e pela morte de 250.000 a 500.000 pessoas no
mundo todo, anualmente (WHO, 2009a). A infeccdo respiratdria aguda causada pelos virus
Influenza atinge todos os grupos etérios, e ao contrario da maioria dos virus, pode causar
infeccOes recorrentes. Devido a facilidade de disseminagdo e as altas taxas de mutagdo de seus
antigenos de superficie, anualmente ocorrem epidemias que sd0 responsaveis por
aproximadamente 500.000 a um milhdo de 6bitos em todo o mundo (LAYNE et al., 2001),
podendo ocorrer, com menor frequéncia, pandemias (NETO et al., 2003).

Nos EUA, o virus Influenza causa aproximadamente 36 mil mortes e estima-se que,
em média, seja diretamente responsavel por cerca de 200 mil hospitalizagdes/ano, sendo as
maiores taxas concentradas em populacdes consideradas de alto risco (idosos com mais de 65
anos, criancas menores de cinco anos, portadores de pneumopatias cronicas,
hemoglobinopatias, neoplasias, diabetes mellitus, insuficiéncia renal cronica, cardiopatia
congénita, individuos imunossuprimidos) (SIMONSEN et al., 2000; THOMPSON et al.,
2003, 2004).

Durante os surtos de influenza ocorre aumento significativo de consultas medicas nos
servicos primarios de saude e nos de emergéncia por doenca respiratoria febril (NEUZIL et
al., 2000a; NEUZIL, HOHLBEIN, ZHU, 2002). A infeccdo por virus Influenza tem sido
associada a 15 a 20% de todas as doengas respiratorias avaliadas por médico e até 40% destas
ocorrem em pacientes maiores de 15 anos de idade. Além disso, a falta ao trabalho e as
hospitalizacBes por pneumonia também aumentam durante a epidemia por virus Influenza
(ARRUDA e HAYDED, 1999; NEUZIL, HOHLBEIN, ZHU, 2002), sendo que mais de 50%
das internagdes sdo de pessoas com mais de 65 anos de idade (SIMONSEN et al., 2000).

A Influenza ¢, também, uma das principais causas de problemas do trato respiratorio
em bebés e em criangas menores de 2 anos de idade, nos quais a taxa de morbidade é
semelhante a observada para os grupos de risco (LEIGH, 2006; PONS-CATALANO et al.,
2003). Criancas com doencas cronicas, particularmente doencas cardiopulmonares, sdo mais
propicias a desenvolver um quadro clinico de influenza mais severo, com complicacdes
(GLEZEN, DECKER, PERROTTA, 1987; NEUZIL et al., 2000b). No Brasil, a morbidade da
infeccdo por virus Influenza em criangcas ndo tem sido sistematicamente analisada. No
entanto, ha varios estudos indicando que o virus é responsavel por 2 a 22% das infec¢des

respiratorias agudas atendidas nas unidades de pronto atendimento e por 13% das



hospitalizagbes dos pacientes menores de cinco anos com pneumonia ou bronquiolite
(ARRUDA et al., 1991; MOURA et al., 2003; NASCIMENTO et al., 1991; SOUZA et al.,
2003; STRALIOTTO et al., 2002; SUTMOLLER et al., 1983). A incidéncia de infec¢Oes por
virus Influenza em criancas em idade escolar € alta, sendo a taxa anual de infec¢des estimada
entre 15 e 42% (MUNOZ, 2003). Dessa forma, as criangas tém um importante papel na
introducdo e disseminacao do virus Influenza em suas casas e nas comunidades (GLEZEN et
al., 1987).

Epidemias de influenza de gravidade varidvel tém ocorrido de maneira sistematica a
cada 1 a 3 anos, predominantemente no inverno (NETO et al., 2003). No hemisfério norte, 0s
picos das epidemias, geralmente, estdo entre 0os meses de janeiro e abril, mas podem comecar
no inicio de dezembro e ir até o final de maio (CDC, 2010a). No hemisfério sul, os surtos
ocorrem entre maio e setembro. Alguns autores sugerem que o clima pode ter uma influéncia
direta na sobrevida do virus, por exemplo, a baixa umidade relativa observada durante os
meses de inverno, que pode favorecer sua permanéncia em aerossOis no ambiente,
influenciando, portanto, a eficiéncia da transmissdo. Além disso, pode influenciar a
susceptibilidade do hospedeiro e proporcionar a aglomeragédo da populacdo. Em contrapartida,
nos paises de clima tropical, a epidemiologia do virus Influenza é diferente, podendo ocorrer
em qualquer época do ano, porem as epidemias tendem de acontecer apds mudancas nos
padrdes climaticos, como por exemplo, durante a estacdo de chuvas (ALONSO et al., 2007;
KAMPS, HOFFMANN, PREISER, 2006; WRIGHT, NEUMANN, KAWAOKA, 2006).

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

Um estudo recente avaliou os padrdes sazonais da gripe em todas as regides do Brasil,
demonstrando um fendmeno similar a uma “onda” anual, em direcdo ao sul, com inicio da
circulacdo viral nas zonas equatoriais, estendendo-se progressivamente para as zonas tropicais
e subtropicais, com um intervalo de aproximadamente trés meses entre o pico das regides
norte e sul do pais (ALONSO et al., 2007).

Por outro lado, as pandemias, que acometem extensos contingentes populacionais, tém
ocorrido de forma irregular, geralmente com 30 a 40 anos de intervalo (COX e SUBBARAO,
2000). As principais pandemias ocorridas no ultimo século foram a gripe espanhola, ocorrida
em 1918, a gripe asiatica, ocorrida em 1952 e a Hong Kong em 1968.

A pandemia de 1918 teve grande impacto em todo o mundo, com estimativa de 50%



da popula¢do mundial infectada e de 30 milhGes de dbitos. A letalidade estimada na pandemia
de 1918 foi maior do que 2,5%, superior a letalidade das epidemias sazonais (0,001%) ou das
pandemias de 1957 e 1968 (0,01 e 0,05%, respectivamente) (BLACK e ARMSTRONG,
2006; CUNHA, MAGALHAES, FONSECA, 1918; LUK, GROSS, THOMPSON, 2001;
PATTERSON e PYLE, 1991). As pandemias de 1957 e 1968 foram responsaveis pela morte
de mais de 1,5 milhdo de pessoas, causando grande perda econdémica mundial, devido a
diminuicdo de produtividade e despesas com medicamentos e internacbes (MURPHY e
WEBSTER, 2001).

Embora a cepa H5N1, circulante entre os anos de 2003 e 2005, ndo tenha sido
responsavel por uma pandemia, sua alta patogenicidade e facilidade de disseminacédo entre as
aves domeésticas e migratorias deixou em alerta as autoridades sanitarias mundiais, levando a
OMS a estabelecer uma série de medidas preventivas, visando conter sua disseminagédo e o
estabelecimento de uma pandemia.

Os primeiros casos de influenza H5SN1 em humanos ocorreram em 1997, durante uma
epidemia em aves domésticas em Hong Kong, nos quais foram relatados 18 casos com 6
obitos (SUBBARAO et al., 1998). Posteriormente, em fevereiro de 2003, mais 2 casos de
influenza aviaria HSN1 em humanos foram registrados, causando 1 morte (FOUCHIER et al.,
2004; STURM-RAMIREZ et al., 2004; WHO, 2010a). Nesses casos, o virus Influenza aviario
H5NL1 foi transmitido de aves migratdrias para aves domesticas, particularmente os patos, pela
contaminacdo da agua com fezes de animais infectados. Dos patos foram transmitidos as
galinhas e a0 homem, tornando-se altamente patogénicos, causando uma grave epidemia na
Asia entre os anos de 2003 e 2005, com elevada taxa de mortalidade e morbidade
(UNGCHUSAK et al., 2005). Até janeiro de 2010, a OMS registrou 471 casos confirmados
em humanos, com 282 o6bitos (WHO, 2010b). Diferentemente da influenza humana sazonal, a
qual afeta principalmente idosos e bebés, a influenza aviaria afetou jovens e criancas. A idade
média dos casos reportados era de 18 anos, com 90% dos pacientes com idade inferior a 40
anos. Embora a taxa de mortalidade seja de 63%, individuos entre 10 e 18 anos de idade
apresentam as maiores taxas e aqueles com idade superior a 50 anos, as menores (WHO,
2010a).

Outros virus Influenza aviarios diferentes do H5N1 também foram relatados em
humanos. Em 1998 e 1999, casos do virus aviario HON2 foram descritos no Sul da China e
Hong Kong (GUO, LI, CHENG, 1999; PEIRIS et al., 1999). Os isolados foram geneticamente
similares aqueles encontrados nas codornas (A/quail/Hong Kong/G1/97 [H9N2]). Entretanto,

nao houve evidéncia de transmissdo humano a humano. Durante um surto do virus Influenza



aviaria H7N7 de alta patogenicidade em aves domésticas na Holanda, em fevereiro e margo
de 2003, 89 pessoas foram infectadas e 83 delas desenvolveram conjutivite (FOUCHIER et
al., 2004). A maioria dos casos foi leve e auto-limitado, apesar de um veterinério ter
desenvolvido pneumonia fatal. Em trés casos, a transmissdo humano a humano foi
documentada e anticorpos foram detectados em 59% dos trabalhadores que tiveram contato
com as aves infectadas. Em 2004, duas pessoas desenvolveram conjutivite e sintomas
respiratérios leves ap6s um surto do virus aviario H7N3 em aves domésticas no Canada
(TWEED et al., 2004). Esses dados ressaltam o potencial do virus H7 e H9 de infectar os
humanos, embora a transmissdo entre humanos, até agora, seja limitada.

A ultima pandemia descrita foi causada pelo virus Influenza A HIN1, e teve inicio em
marc¢o/abril de 2009 no México e EUA, disseminando com grande rapidez para diversos
paises de todos os continentes (WHO 2009b). O novo virus foi formado pela recombinacéo
entre uma cepa suina da Eurasia (HIN1) e uma cepa suina da América do Norte (H1IN2).
Nesse caso, a cepa suina da América do Norte (HIN2) havia sofrido, anteriormente, uma
tripla recombinacdo, sendo formada pelas proteinas PB1 e NA oriundas da cepa humana
H3N2, pelas proteinas PB2 e PA de uma cepa aviaria e pelas proteinas HA, NP, M, NS de
uma cepa suina Norte Americana HIN1 (Figura 8) (MORENS, TAUBENBERGER, FAUCI,
2009). O novo virus foi formado, portanto, pelo rearranjo natural entre 0s virus que acometem

diferentes espécies.
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Figura 8: Relacdo genética entre os virus Influenza humanos e suinos, 1918-2009.

As setas amarelas refletem a exportacdo de um ou mais genes do pool de genes do Influenzavirus A
aviario. A seta vermelha descontinua indica um periodo sem circulacdo. As setas vermelhas continuas
indicam os caminhos evolucionarios das linhagens do virus Influenza humano; as setas azuis continuas
indicam os caminhos evolucionérios das linhagens do virus Influenza suino; e a seta meio azul e
vermelha indica o novo virus humano de origem suina. Todos os Influenzavirus A contém oito genes
que codificam as seguintes proteinas (mostradas de cima para baixo em cada um dos virus) polimerase
PB2, polimerase PB1, polimerase PA, hemaglutinina (HA), proteina nuclear (NP), neuraminidase
(NA), proteinas de matriz (M) e as proteinas ndo estruturais (NS). Os genes das cepas humana e suina
H1N1 de 1918 e dos Influenzavirus A HIN1 de 1979 descenderam de genes de Influenzavirus A
aviario e alguns foram “doados” a cepa humana HIN1 pandémica. Fonte: MORENS,
TAUBENBERGER, FAUCI, 20009.

Em junho de 2009 a OMS elevou o nivel de alerta de pandemia para 6, 0 que
caracteriza a disseminacdo mundial do virus. O novo virus propagava-se da mesma forma que
os virus Influenza sazonais, principalmente por meio de tosses e espirros de pessoas que estdo
infectadas pelo virus, ou por contato com secrecdes respiratorias de pessoas contaminadas. A

infeccdo por esse novo virus causa sintomas parecidos ao da gripe comum, os quais incluem



febre, tosse, dor de garganta, dores no corpo, dor de cabeca, calafrio e fadiga, em alguns casos
nausea, vomito e/ou diarréia (CDC, 2009a).

Até 29 de janeiro de 2010, um total de 209 paises e territorios notificaram casos
confirmados laboratorialmente de influenza pandémica HIN1 2009, incluindo pelo menos
14.711 6bitos (WHO, 2010c). Acredita-se que esse numero esteja subestimado, devido a
recomendagcdo da OMS de nédo contar os casos individuais, particularmente aqueles com
evolucdo sem intercorréncias, mas sim, dedicar-se ao monitoramento ativo da progressao da
pandemia por meio de suas maltiplas fontes de dados.

No Brasil, até 28 de novembro de 2009, foram confirmados laboratorialmente 30.055
casos de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG), que sdo caracterizados por febre, tosse
e dispnéia, sendo que 93% (27.850/30.055) eram causados pela influenza pandémica e 7%
(2.205/30.055) pela sazonal. Esse padréo foi similar ao observado pela Rede Global de
Vigilancia da OMS, que registrou 93% de influenza pandémica entre todos os virus Influenza
monitorados no mundo. Entre os 27.850 casos de SRAG confirmados de influenza
pandémica, 1.632 (5,8%) evoluiram para Obito. No Brasil, a taxa de incidéncia de SRAG por
influenza pandémica (H1N1) 2009 foi de 14,5 casos para cada 100 mil habitantes. No entanto,
observa-se que a pandemia afetou com maior intensidade as regides sul e sudeste
(66,2/100.000 e 9,7/100.000 habitantes, respectivamente) (SECRETARIA DE VIGILANCIA
EM SAUDE, 2009).

Cabe salientar que nos paises do hemisfério norte, apds um pico de circulag¢do ocorrido
durante os meses de outubro e novembro de 2009, houve um declinio da circulacéo, embora a
transmissdo do virus continue ativa em varias regies, particularmente o Norte da Africa, e
algumas regides do leste e sudeste da Europa e no sul da Asia, particularmente na llha de
Oknawa e na Republica da Korea. Nas Américas do Norte e Sul a atividade viral continua em
declinio ou inalterada. Na Ameérica Central e Caribe, a transmissdo do virus Influenza ainda
persiste, porém em niveis baixos (WHO, 2010c).

A influenza pandémica (H1N1) 2009 continua a ser o virus predominante em todo o
mundo, embora o virus Influenza sazonal H3N2 e influenza B continuem circulando em
baixos niveis na Africa, sudeste e leste da Asia, sendo detectados esporadicamente em outros

continentes.

1.9 Diagnostico laboratorial e clinico

Doencas com sintomatologia clinica semelhante & gripe podem ser causadas por uma



variedade de patégenos virais e ndo virais, como o virus Influenza, o parainfluenzavirus,
adenovirus, virus respiratério sincicial, rinovirus, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniae, dificultando o diagndstico clinico especifico em todas as faixas etarias (CDC,
2010b; LONG et al., 1997; MONTO, 1994).

Em adultos com sindrome gripal classica, num periodo de epidemia, o diagndstico
clinico pode ter uma acurécia de 60 a 70%. Ja em criancas e idosos, essa acuracia tende a ser
menor (LYNCH e WALSH, 2007). Um estudo com idosos internados mostrou que a presenca
de tosse, febre acima de 38°C e sintomas com duracdo de até sete dias foram as melhores
caracteristicas para diagnosticar influenza, com sensibilidade de 78% e especificidade de 74%
(WALSH, COX, FALSEY, 2002). Em criancas, o diagndstico clinico é mais dificil, pois além
de ndo existirem sinais e sintomas especificos, outras infecgdes respiratdrias virais febris
ocorrem frequentemente durante a epidemia da gripe. A sensibilidade do diagnostico clinico
pode variar entre 38 e 80%, sendo maior durante as epidemias, porém menor com a
diminuicdo da idade do paciente (FRIEDMAN e ATTIA, 2004; PELTOLA, ZIEGLER,
RUUSKANEN, 2003; PELTOLA et al., 2005).

A confirmacgdo laboratorial de influenza e o diagndstico precoce sdo instrumentos
importantes para o controle da propagacdo da doenca e para a otimizacdo do tratamento,
permitindo a utilizacdo de terapia antiviral especifica (BESSELAAR et al., 2004). As
amostras de secrecdo nasofaringea, obtidas por swab ou aspirado nasal, sdo as espécimes de
escolha (HARMON, 1992). Essas devem ser obtidas, preferencialmente, durante as primeiras
72 horas da doenca, uma vez que a quantidade de virus eliminada diminui apos este periodo
(KAMPS, HOFFMANN, PREISER, 2006).

O método laboratorial padrdo para diagnostico do virus Influenza é baseado no
isolamento do virus em cultura de células ou em ovos embrionados, seguido de detec¢do dos
antigenos virais utilizando anticorpos especificos. Apresenta como vantagens a alta
sensibilidade e especificidade, além de permitir o isolamento de novos virus, porém, além de
requerer infra-estrutura e pessoal especializado, é uma técnica demorada (KAMPS,
HOFFMANN, PREISER, 2006; MAGNARD et al., 1999; MURPHY e WEBSTER, 2001)

Métodos alternativos de diagnostico mais rapido sdo utilizados, como ensaios de
imunofluorescéncia (IFA) e imunoenzimatico (ELISA) (REINA et al., 1996), reacdo de
hemaglutinagdo e de inibicdo de hemaglutinacdo e amplificagdo de &cidos nucleicos
(HERRMANN, LARSSON, ZWEYGBERG, 2001). O isolamento do virus em cultura de
celulas ou em ovos embrionados, seguido de deteccdo dos antigenos virais utilizando

anticorpos especificos, € uma metodologia sensivel e especifica, porém, além de requerer



infra-estrutura e pessoal especializado, ¢ uma técnica demorada (KAMPS, HOFFMANN,
PREISER, 2006; MAGNARD et al., 1999; MURPHY e WEBSTER, 2001). A reacdo de
inibicdo de hemaglutinacdo é rotineiramente utilizada na tipagem e subtipagem dos virus
Influenza utilizando-se anticorpos especificos contra HA e NA (WRIGHT et al., 1995). A
imunofluorescéncia € uma técnica de diagnostico confiavel e relativamente répida, de 2 a 4
horas, embora um estudo de sensibilidade diagndstica tenha apresentado resultados
extremamente variaveis, com 40% a 100% de sensibilidade (RENNELS, MEISSNER,
COMMITTEE ON INFECTION DISEASES, 2002).

A reacdo em cadeia pela polimerase apds a transcricdo reversa (RT-PCR) e suas
variagdes, como a multiplex RT-PCR, sdo métodos alternativos, rapidos e sensiveis para a
deteccdo do virus, e apresentam melhor sensibilidade analitica e diagndstica que o metodo
padrdo (ATMAR et al., 1996; CHERIAN et al., 1994; COX e ZEIGLER, 2003). A multiplex
RT-PCR, com primers especificos para os genes NS, HA e/ou NA, podem ser utilizadas na
deteccdo dos Influenzavirus A, B, C e na subtipagem do Influenzavirus A (BESSELAAR et
al., 2004; CHOI et al, 2002; ELLIS, FLEMING, ZAMBON, 1997; HERRMANN,
LARSSON, ZWEYGBERG, 2001; PODDAR et al., 2002; PONTORIERO et al., 2003;
STOCKTON et al., 1998). A PCR em tempo real (rPCR) apresenta vantagens em relacdo a
técnica tradicional por ser um método que apresenta maior rapidez, sensibilidade,
reprodutibilidade e reducdo do risco de contaminacdo durante o procedimento (MACKAY,
ARDEN, NITSCHE, 2002). Porém, devido ao alto custo, esses testes podem ndo estar
prontamente disponiveis e a liberacdo dos resultados pode levar de um a varios dias.

Os testes de diagndstico rapido para influenza (RITDs) estdo amplamente disponiveis
e 0 uso comercial por laboratérios e clinicas tem aumentado consideravelmente nos dltimos
anos. Alguns testes liberam resultados em até 15 minutos e, atualmente, mais de 10 testes sdo
aprovados pelo FDA (U.S. Food and Drug Administration). Os testes podem ser utilizados na
triagem para a deteccdo e/ou identificacdo de IA e IB e a sensibilidade e a especificidade
variam entre 50-70% e 90-95%, respectivamente, quando comparadas com o isolamento viral
ou a RT-PCR (CDC, 2010c).

Os RITDs possuem sensibilidade variavel (10-70%) para detec¢do do virus Influenza
HIN1 2009 (cepa pandémica) quando comparado com a rRT-PCR. Dessa forma, um
resultado negativo do RITD ndo exclui a infeccdo por essa cepa pandémica (FAIX,
SHERMAN, WATERMAN, 2009; HURT et al., 2009). Como nem todos os testes de

amplificacdo de &cido nucleico podem diferenciar especificamente os IA HIN1 de 2009 dos



outros 1A, é necessério realizar rRT-PCR ou o isolamento viral, sequido de identificacéo,
quando um teste especifico para os IA HLN1 2009 é exigido (CDC, 2009b).

O quadro 1 traz um resumo das principais metodologias utilizadas atualmente para o
diagndstico do virus Influenza em espécimes respiratérios, descrevendo suas caracteristicas,
como sensibilidade e especificidade, disponibilidade comercial, tempo de processamento e
capacidade de distinguir entre os diferentes tipos de influenza (1A e IB) e os subtipos do IA
(por exemplo, HIN1 de 2009 e os virus sazonais HIN1 e H3N2).

Quadro 1: Comparacao entre os testes diagnosticos disponiveis para a influenza®

Testes de diagnéstico Método® Disponibilidade Tempo de Sensibilidade® ao Distingue
para os virus Influenza processamento virus H1IN1 2009 entre o virus
tipico Influenza
H1N1 2009 e
0s outros
virus
Influenza?
Testes de diagnosticos Deteccédo Ampla 0,5 hora 10 - 70% N&o
répidos para influenza* de
antigeno
Métodos de Deteccéo Ampla 2 - 4 horas 47 - 93% Né&o
imunofluorescéncia direta de
e indireta® antigeno
Isolamento viral em Isolament Limitada 2 - 10 dias - Sim®
cultura celular de tecido o viral
Testes de amplificacdo de | Deteccéo Limitada 48 - 96 horas 86 - 100% Sim
acidos nucleicos do RNA (6 - 8 horas para
(incluindo rRT-PCR)’ realizar o teste)

Fonte: CDC, 2009b.

1. Exame sorol6gico com soro pareado (dentro de 1 semana do inicio da doenga) e em fase convalescente (coletado 2 a 3 semanas mais
tarde) é limitado aos estudos epidemiolégicos e de investigacdo e ndo esta rotineiramente disponivel nos laboratérios clinicos e podem néo
informar as decises clinicas.

2. Quantidade de tempo necessario para a coleta do espécime até os resultados.

3. Em comparagdo com os testes rRT-PCR; os testes rRT-PCR sdo comparados com outras modalidade de testes, incluindo outros métodos
de RT-PCR.

4. Testes de diagnostico rapidos para influenza que sdo mais simples (podem ser realizados no leito do paciente) e testes que sdo
moderadamente complexos (podem ser realizados somente em laboratério). Espécimes clinicos aprovados para RITDs variam teste a teste, e
podem n&o incluir todos os espécimes respiratorios.

5. O desempenho desses ensaios depende muito da experiéncia do laboratétio e exige um microscépio de fluorescéncia.

6. Requerer teste adicional do isolado viral.

7. A realizacdo de ensaios do rRT-PCR especifica para o virus Influenza HIN1 2009 ndo foi estabelecida para o lavado bronquialveolar e
aspirado traqueal. Se os testes desses espécimes para HIN1 2009 testar em paralelo com swab de nasofaringe, nasal ou de orofaringe ou um
aspirado nasal.

1.10 Evolucéo viral

Anaélises filogenéticas e a constatacdo de que todos os virus Influenza os quais tém os
subtipos de HA e NA conhecidos e que sdo mantidos nas espécies aviarias, levaram a hipdtese
de que todos os virus Influenza A de mamiferos sdo derivados do pool dos virus Influenza
aviarios (WEBSTER et al., 1992) (Figura 9). As taxas evolucionarias de nucleotideos e de

aminodcidos sao significantemente menores nos virus Influenza aviarios. Na verdade, em aves




aquéticas selvagens, os virus Influenza parecem estar em uma estase evolucionéria, sugerindo
uma adaptacdo muito favoravel desses virus aos seus hospedeiros. Nessa situacdo, as
substituicdes de aminoacidos podem ndo ser providas de vantagens seletivas. Assim, embora
as mutacdes ocorram com uma frequéncia similar, elas podem ndo resultar em mudancas dos
aminoécidos. Em contraste, todos os genes dos virus de mamiferos e de aves domésticas
continuam acumulando as substituicdes de aminoédcidos (WRIGHT, NEUMANN,
KAWAOKA, 2006).

Figura 9: Reservatério dos virus Influenza A. As aves aquaticas selvagens sdo o principal reservatério dos I1A. A
transmissao viral tem sido reportada das aves aquaticas para as aves domésticas, mamiferos aquaticos,
porcos, cavalos e humanos. Os virus também podem ser transmitidos entre porcos e humanos e das
aves domesticas aos humanos. Os virus Influenza equinos tém sido transmitidos, recentemente, aos
cachorros. Fonte: Imagem retirada de Fields Virology, 52 ed., capitulo 48.

Para os virus Influenza A humano, as taxas evolutivas diferem entre os segmentos e,
provavelmente, refletem diferencas na pressdo seletiva do hospedeiro. A razdo da taxa de
mudancas silenciosas/totais diferem significativamente entre os diferentes genes. Para o gene
H3 humano, somente 57% de todas as mudancas sdo silenciosas, provavelmente devido a
pressdo seletiva do sistema imunologico do hospedeiro, enquanto que para o gene PB2
humano, as mudancas silenciosas representam mais de 90%, devido a baixa pressdo seletiva e
as limitacGes das alteracOes estruturais da proteina (WEBSTER et al., 1992). Os genes M1 e
M2 humanos, codificados por uma ORF sobreposta no mesmo segmento, estdo sob pressoes
seletivas diferentes. Para a proteina M1, 96% das mudangas sdo silenciosas, em contraste com
somente 66% da proteina M2. A proteina M1 esta, portanto, bem adaptada aos seus

hospedeiros mamiferos, enquanto que a proteina M2 esta sob forte pressdo seletiva. A razédo



bioldgica para a pressao seletiva sob a M2 é desconhecida. As duas proteinas codificadas pelo
gene NS também diferem em suas taxas evolutivas (WEBSTER et al., 1992).

Diferencas significativas sdo encontradas nas taxas evolutivas dos virus Influenza A, B
e C. Os IB, especialmente os IC, evoluem mais lentamente do que os IA. Os IB e IC parecem
estar préximos ou estdo em um equilibrio evolutivo nos seres humanos. Os IA em humanos
evoluem ao longo de linhagens de um mesmo ramo, o que sugere evolugédo por selecdo clonal
(CRESCENZO-CHAIGNE, van der WERF, NAFFAKH, 2002) e co-circulacédo limitada das
sub-linhagens, porém, a co-circulacdo de sub-linhagens foi demonstrada por periodos
limitados. Em contraste, a evolucdo dos IB e IC é caracterizada pela co-circulacdo de
linhagens distintas antigénica e geneticamente por longos periodos de tempo. Para os IB, as
linhagens B/Victoria (representada por B/Victoria/2/87) e B/Yamagata (representada por
B/Yamagata/16/88) tém co-circulado por cerca de 25 anos, com mudancas nos padrbes de
prevaléncia e distribuicdo geografica (WRIGHT, NEUMANN, KAWAOKA, 2006).

1.11 Tratamento e profilaxia

Devido as epidemias anuais de gripe e ao risco de novas pandemias, 0 monitoramento
epidemiologico do virus Influenza € de fundamental importancia (NETO et al,. 2003). A rede
de vigilancia epidemioldgica da gripe coordenada pela OMS foi criada em 1952 e inclui 5
Centros de Colaboracédo (situados na Australia, Japdo, Inglaterra e Estados Unidos - estados
da Georgia e do Tennessee), 4 Laboratdrios Regulares e 131 Instituices espalhadas por 102
paises, as quais sdo reconhecidas pela OMS como Centros Nacionais de Influenza (WHO,
2009d). No Brasil, a vigilancia da Influenza é realizada por trés laboratorios nacionais
reconhecidos pela OMS: Instituto Adolfo Lutz (IAL), em Sdo Paulo; Instituto Evandro
Chagas (IEC), no Para e Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), no Rio de Janeiro.

Com base nos dados colhidos em todo o mundo, um comité reline-se duas vezes ao
ano para formalizar a recomendacdo das cepas do virus Influenza a serem incluidas na
composicao da vacina que serd administrada na proxima temporada de gripe. Desde 1977, trés
cepas virais tém sido utilizadas: duas do Influenzavirus A, subtipos HIN1 e H3N2 e uma do
Influenzavirus B (ELLIS et al., 2003; LEE e CHEN, 2004; WHO, 2000).

Nas epidemias anuais de influenza, estima-se que 3 a 5 milhGes de pessoas sejam
infectadas no mundo. A vacinagédo ainda permanece como a melhor forma de profilaxia para
amenizar o impacto das epidemias anuais de influenza, mas as cepas vacinais precisam ser

revisadas todos os anos devido a continua evolugdo das proteinas virais (CARRAT e



FLAHAULT, 2007). Os tipos de vacinas mais utilizados mundialmente s&o a vacina de virus
atenuado e a vacina tipo split, composta por virus inativado pela exposi¢do a detergentes e
purificados de forma a conter os antigenos de algumas proteinas do virus. Os dois tipos de
vacina induzem resposta imunologica semelhante (BEYER et al., 1998).

A vacina de virus inativado pode ser administrada em pessoas com idade superior a 6
meses de vida, mesmo em pessoas gravidas ou que tenham algum problema de satde crénico.
Duas doses da vacina podem ser administradas, com intervalo de um més entre cada
aplicacdo, em criancas com idade entre 6 meses e 8 anos, desde que estejam sendo imunizadas
pelas primeira vez. Uma Unica dose da vacina é adequada para imunizar os individuos adultos
saudaveis (WHO, 2009¢e). A vacina de virus atenuado pode ser administrada em pessoas
saudaveis com idade entre 5 e 49 anos, com exce¢do das mulheres gravidas. Essa vacina é
administrada via spray nasal, podendo causar alguns sintomas leves sem, entretanto,
desenvolver a doenga (WHO, 2009e).

A recomendacéo oficial para a vacinacdo tem sido direcionada aos idosos, gestantes,
portadores de doengas cardiopulmonares, pacientes com imunossupressdo, profissionais de
salde e aqueles que cuidam das populacdes de risco (CDC, 2006a). No Brasil, desde 2000, a
campanha de vacinacdo é direcionada aos idosos com idade igual ou superior a 60 anos
(CUNHA, CAMACHO, SANTOS, 2005; TONIOLO-NETO, 2001).

Além da vacinacdo, existem duas classes de drogas antivirais que proporcionam uma
alternativa para o tratamento e/ou para a profilaxia das infeccbes causadas pelo virus
Influenza: os classicos, os inibidores dos canais M2, Amantadina (Symmetrel; Endo
Pharmaceuticals, Chads Ford, PA) e Rimantadina (Flumadine; Forest Pharmaceuticals, St
Louis, MO) e os de segunda geracdo, os inibidores de neuraminidase, Oseltamivir (Tamiflu;
Roche Laboratories, Nutley, NJ) e Zanamivir (Relenza; GlaxoSmith-Kline, Research Triangle
Park, NC).

Os inibidores dos canais M2 sé possuem efeito contra os Influenzavirus A, enquanto
que os inibidores de neuraminidase possuem efeito sobre os Influenzavirus A e B. Sendo
assim, esses antivirais classicos apresentam certas limitacfes, como o rapido desenvolvimento
de resisténcia viral, o espectro de acao restrito e reacdes adversas no sistema nervoso central e
no trato gastrintestinal (CALFEE e HAYDEN, 1998; LAVER, BISCHOFBERGER,
WEBSTER, 1999; OXFORD e LAMBKIN, 1998). Nos ultimos anos, o virus Influenza vem
demonstrando uma resisténcia aos inibidores dos canais M2, no mundo todo, com um
aumento da taxa de resisténcia de 1,9% para 12,3% (CDC, 2006b).

Por outro lado, os inibidores da neuraminidase, especificos para os virus Influenza A e



B, sdo mais eficazes quando € feito um diagndéstico rapido, idealmente nas primeiras 36 horas
do inicio das manifestacdes da gripe (CDC, 1999; MCKIMM-BRESCHKIN, 2005; OXFORD
e LAMBKIN, 1998; TREANOR et al., 2000). Estudos clinicos, realizados com o inibidor de
neuramidase, oseltamivir, reportaram uma baixa frequéncia de resisténcia a droga girando em
torno de 0,5% em pacientes adultos e de 4% em criangas, apds o tratamento com o
medicamento (GUBAREVA e HAYDEN, 2006; GUBAREVA et al., 2001; NICHOLSON et
al., 2000; WHITLEY et al., 2001). Estudos feitos no Japdo, que incluiram o medicamento
oseltamivir no tratamento de criangas com IA subtipos HIN1 e H3N2, reportaram taxas de
resisténcia a droga de 16% e 18%, ap0Os tratamento, respectivamente (KISO et al., 2004;
WARD et al., 2005). Também foram observados casos de resisténcia viral em criancas
infectadas pelo Influenzavirus B e que foram tratadas com oseltamivir (HATAKEY AMA et
al., 2007; KAWAI et al., 2007). Ja estudos realizados com o inibidor de neuramidase
zanamivir, quando utilizado no tratamento em criangas e adultos contra o virus Influenza,
demonstraram uma eficiéncia de 67% a 84% do medicamento (AMBROZAITIS et al., 2005;
GRAVENSTEIN et al., 2005; HAYDEN et al., 2000; MONTO et al., 1999, 2002).

Um terceiro inibidor de neuraminidase, peramivir, foi desenvolvido demonstrando
acdo sobre os nove subtipos de NA, mostrando-se tdo ativo quanto o oseltamivir e zanamivir
contra o virus H5NL1 in vitro, com a vantagem de apresentar uma maior meia-vida, permitindo
a administracdo com frequéncia menor (BANTIA et al., 2006; GOVORKOVA et al., 2001,
GUBAREVA, WEBSTER, HAYDEN, 2001). Uma unica injecdo intramuscular aplicada 24
ou 48h apos a infeccdo mostrou-se completamente protetora em camundongos desafiados com
uma dose letal de HIN1 ou H3N2 (BANTIA et al., 2006). Porém, embora as administracdes
oral e intranasal terem sido protetoras em camundongos e furbes (CHAND et al., 2005;
SWEET et al., 2002), o peramivir tem baixa biodisponibilidade oral em humanos. Assim, o
medicamento foi bem tolerado quando administrado oralmente a voluntarios infectados com o
virus Influenza A ou B, mas a reducdo dos sintomas ndo atingiu uma significancia estatistica
(BABU et al., 2000; BANTIA et al., 2006). Dados da literatura também descreveram o
desenvolvimento de resisténcia a essa droga, com aparecimento de algumas mutacfes
pontuais caracteristicas no gene da neuraminidase (GUBAREVA, 2004).

Devido aos graves problemas médicos e sociais causados pelos virus Influenza em
todo 0 mundo, a comunidade cientifica e as autoridades governamentais responsaveis mantém
uma vigilancia constante, principalmente para a emergéncia de um novo. Portanto, grandes
esforcos sdo realizados para 0 monitoramento e caracterizacdo das cepas circulantes, uma vez

que, além das possiveis variagdes antigénicas entre os virus que afetam o homem, ha a



possibilidade de transmissdo interespécie, como ocorreu recentemente com o virus H5N1 e
como ocorre atualmente com o H1IN1 de origem suina.

Dessa forma, o presente trabalho estudou a circulacéo dos virus Influenza em criancas
internadas na enfermaria, UTI ou na retaguarda do ambulatério do Hospital Universitario da
Universidade de Sao Paulo (USP), durante o periodo de 1995 a 2006 e verificou a
variabilidade genética de uma glicoproteina de superficie, a neuraminidase. Para isso, foi
realizada a deteccéo e tipagem dos Influenzavirus A e B, subtipagem do Influenzavirus A e
sequenciamento do gene inteiro da neuraminidase, visando verificar a homologia entre as
cepas brasileiras e as cepas vacinais utilizadas nos respectivos anos e o aparecimento de
mutacdes que estejam relacionadas com o surgimento de resisténcia aos inibidores da

neuraminidase.



6 CONCLUSOES

v Os virus Influenza apresentaram baixa circulacdo em criangas dentro da faixa etaria
estudada.

v Dos 12 anos estudados, foi verificada a co-circulacdo dos virus Influenza A e B nos
anos de 2002, 2004 e 2006.

v Os virus Influenza A subtipo HIN1 foi detectado apenas nos anos de 2000, 2001 e
2006, ja o subtipo H3N2 foi detectado em todos os anos e foi 0 mais prevalente
durante o periodo estudado.

v" A maior ocorréncia dos virus Influenza foi em criancas com até seis meses de vida.

v Algumas substituicbes de aminoacidos no gene da neuraminidase N2 foram pontuais,
outras ocorreram em todas as sequéncias, fixando-se no decorrer do tempo e, em
alguns casos, houve reversdao para o aminoacido inicial. Algumas dessas substituicdes
de amino&cidos ocorreram em sitios antigénicos da proteina.

v' No geral, as cepas brasileiras apresentaram boa similaridade em relacdo as cepas
vacinais utilizadas para o periodo.

v' A andlise filogenética mostrou que as cepas brasileiras agruparam-se em clusters
conforme o ano de isolamento, demonstrando uma variacdo muito mais temporal que
geograéfica.
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