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Resumo

DA SILVA, UJ. Avaliagao de Mutagdes na Proteina F do Virus Respiratorio Sincicial
(HRSV) com Potencial Resisténcia nos Epitopos de Ligacdo do Palivizumabe (PZV)
em Criangas sem Uso do PZV.2018.107 f. [Dissertagcado (Mestrado em Microbiologia)
]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, 2018.

O Virus Sincicial Respiratorio Humano (HRSV) € uma das principais causas de
mortes entre criangas e lactentes hospitalizadas com infecg¢ao respiratéria aguda no
mundo. O HRSV é um virus (-) ssRNA nao-segmentado pertencente a familia Pneu-
moviridae e ao género Orthopneumovirus, sendo primeiramente descrito em 1956 no
Instituto Walter Reed Army nos EUA.

O presente estudo foi conduzido em amostras de aspirado nasofaringeo cole-
tadas de criangas de até 2 anos de idade internadas no Hospital da Santa Casa de
Misericordia de Sao Paulo e traz uma analise retrospectiva evolutiva da proteina de
Fusdo do HRSV, enfatizando a regido do sitio de atuagéo do palivizumabe que é atu-
almente o unico agente profilatico disponivel para a infecgdo ocasionada por este vi-
rus. Mutacdes dentro do sitio A ja foram descritas como responsaveis pelo surgimento
de estirpes resistentes ao palivizumabe, entdo estudos no monitoramento do surgi-
mento de possiveis mutantes de escape para este mAB, bem como o padrao de dis-
tribuicao desta mutacao entre as populacgdes virais € de extrema importancia. Desta
forma foram realizadas analises da frequéncia de mutacdes da proteina F no Banco
de dados do NCBI a qual mostrou a crescente distribuicdo da mutagdo N276S (que
foi uma mutagéo primeiramente descrita em 2010) ao longo dos anos nas sequéncias
do GenBank. A mutacao possivelmente foi fixada no subtipo A, e, embora também
ocorra a mutagao na mesma posig¢ao para o subtipo B (S276N), esta ultima ocorre
com uma frequéncia extremamente baixa. A genotipagem evidenciou uma co-circula-
cao entre os dois subtipos de HRSV nas 3 estacdes sazonais. No ano de 2008 o
subtipo A prevaleceu, enquanto que no ano de 2009 (ano em que foi inserida a muta-
cao N276S no gendtipo NA1) o subtipo B prevaleceu. No ano de 2010 observou-se
um maior equilibrio na presenca dos subtipos e a mutagédo permanece no gendtipo
NA1 no ultimo ano estudado. Dentre os subtipos foram identificados 3 gendtipos para
HRSVA, GA2, GA5, NA1, e 3 gendtipos para HRSVB, BA9, BA10, GB13. Dentro do
sitio Il a média de similaridade entre as sequéncias foi de 96% ao nivel nucleotidico e
100 % ao nivel de aminoacido, demonstrando o alto padrao de conservacgao na regiao



de atuacao do palivizumabe sendo que foram detectados 33 sitios polimérficos neu-
tros e 3 ndo-neutros entre os dois subtipos, sem a presenca de indels.

As predigdes de pressao seletiva realizadas nas sequéncias da Santa casa
mostraram sitios com possiveis eventos de selecao purificadoraem HRSVA e HRSVB.
A analise ndo mostrou evento de selegao dentro da regido de atuagao do palivizumabe
para os dois subtipos. A taxa dN/dS para o subtipo A foi de 0.0305 e para o subtipo B
foi de 0.0558, ou seja, ambas as ferramentas predizeram eventos de pressao seletiva
negativa nos dois subtipos.

A predicao dos possiveis efeitos funcionais das mutag¢des no sitio A e aminoa-
cidos vizinhos, mostrou que existem regides na qual alteragdes de aminoacidos teriam
efeito neutro, como nos sitios 254-256. Apresentando efeitos razoavelmente toleraveis
podem-se destacar os sitios 259,267,270 e 275. Ja entre os sitios no qual mutagdes
teriam os maiores efeitos na funcao proteica pode-se destacar o sitio 263. As predi-
cOes para analisar os possiveis efeitos estruturais retornaram em sua maioria valores
pouco consideraveis, com relagdo a mutagdes que resultariam em aumento da esta-
bilidade proteica. Com relagdo a um possivel aumento da estabilidade da proteina de
fusdo do HRSV do subtipo A, vale destacar a mutacao S275L com um valor de AAG
bastante consideravel. Por outro lado, esta predicado mostrou que as mutagdes dentro
do sitio A podem ocasionar muitas reducdes consideraveis na estabilidade proteica,
como nas mutacoes 1226M/V e K272T. Para a proteina de fusdo do subtipo B, além
da mutacado S275L que ocasiona um aumento da estabilidade proteica, encontramos
opostamente a isso a mutacédo L273F que reduz consideravelmente a estabilidade da
mesma. As mutagdes na posigao 276 nado demonstraram influenciar estruturalmente
a proteina F.

No presente estudo podemos verificar pela primeira vez no Brasil a introducao
da mutacdo N276S na populacdo de HRSV do subtipo A nas amostras da Santa Casa

de Misericordia no ano de 2009 e sua manuteng&o no ano seguinte.

Palavras-Chave: Glicoproteina F. MARM. HRSV. Palivizumabe



Abstract

DA SILVA, UJ. Evaluation of mutations in Respiratory Syncytial Virus (HRSV) F protein
with potential resistance in the binding epitopes of Palivizumab (PZV) in children with-
out PZV. 2018.107 f. [Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia)]. S&o Paulo: Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, 2018.

Human Respiratory Syncytial Virus (HRSV) is a leading cause of death among
children and hospitalized infants with acute respiratory infection worldwide. HRSV is a
non-segmented (-) ssSRNA virus belonging to the Pneumoviridae family and to the ge-
nus Orthopneumovirus, being first described in 1956 at the Walter Reed Army Institute
in the USA.

The present study was conducted on nasopharyngeal aspirate samples col-
lected from children up to 2 years of age hospitalized at the Santa Casa de Misericérdia
Hospital in Sdo Paulo and brings a retrospective evolutionary analysis of the HRSV
fusion protein, emphasizing the region of the site of action of palivizumab which is
currently the only prophylactic agent available for the infection caused by this virus.
Mutations within site A have already been described as responsible for the emergence
of resistant strains of palivizumab, so studies on monitoring the emergence of possible
escape mutants for this mAB, as well as the pattern of distribution of this mutation
among viral populations is of paramount importance. In this way analyzes of the fre-
quency of F protein mutations were performed in the NCBI database, which showed
the increasing distribution of the N276S mutation (which was a mutation first described
in 2010) over the years in the GenBank sequences. The mutation was possibly fixed
in subtype A, and although the mutation also occurs in the same position for subtype
B (S276N), the latter occurs at an extremely low frequency. Genotyping revealed a co-
circulation between the two subtypes of HRSV in the 3 seasonal seasons. In 2008,
subtype A prevailed, whereas in 2009 (year in which the N276S mutation was inserted
in the NA1 genotype), subtype B prevailed. In the year 2010 a greater balance was
observed in the presence of subtypes and the mutation remains in the genotype NA1
in the last year studied. Among the subtypes, 3 genotypes were identified for HRSVA,
GA2, GA5, NA1, and 3 genotypes for HRSVB, BA9, BA10, GB13. Within site Il, the
average similarity between the sequences was 96% at the nucleotide level and 100%
at the amino acid level, demonstrating the high conservation status in the palivizumab
region of activity, with 33 neutral polymorphic sites and 3 non- between the two sub-

types, without the presence of indels.



The selective pressure predictions performed in the Santa house sequences
showed sites with possible purifying selection events in HRSVA and HRSVB. The anal-
ysis did not show selection event within the palivizumab region of action for the two
subtypes. The dN / dS rate for subtype A was 0.0305 and for subtype B it was 0.0558,
that is, both tools predicted negative selective pressure events in the two subtypes.
The prediction of possible functional effects of mutations at site A and neighboring
amino acids showed that there are regions in which amino acid changes would have a
neutral effect, such as at sites 254-256. Feasible effects can be highlighted at sites
259, 267, 270 and 275. Already among the sites in which mutations would have the
greatest effects on protein function can be highlighted the site 263.

The predictions to analyze the possible structural effects returned mostly values
little mutations that would result in increased protein stability. With respect to a possible
increase in the stability of the HRSV fusion protein of subtype A, it is worth mentioning
the S275L mutation with a very considerable AAG value. On the other hand, this pre-
diction has shown that mutations within the A site can cause many considerable reduc-
tions in protein stability, as in 1226M / V and K272T mutations. For the fusion protein of
subtype B, in addition to the S275L mutation that causes an increase in protein stability,
we find the L273F mutation that considerably reduces its stability. Mutations at position
276 did not demonstrate structurally influencing F protein.

In the present study we can verify for the first time in Brazil the introduction of
the N276S mutation in the population of HRSV of the subtype A in the Santa Casa de

Misericordia samples in the year of 2009 and its maintenance in the following year.

Keywords: F Glycoprotein. MARM. HRSV. Palivizumab
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1. Introducéo

1.1 Histérico

O HRSV ou virus sincicial respiratério humano foi primeiramente isolado em
1956 por Morris e colaboradores em uma colénia de chimpanzés no laboratorio meé-
dico Walter Reed Army Institute of Research em Washington DC-USA. Em outubro de
1955, uma doenca respiratoria aguda caracterizada por tosse, espirros e secrecao
nasal mucopurulenta acometeu 20 chimpanzés até entdo saudaveis. Morris e colabo-
radores descreveram desta forma o agente como Agente de Coriza de Chimpanzés,
ou o inglés CCA (1).

Ainda em 1956, Robert Chanock e colaboradores descreveram um possivel
mixovirus que causava efeitos citopatogénicos em criancas com crupe. Gracgas a sua
capacidade de formar sincicios em células infectadas, o virus foi renomeado como
HRSV ou virus sincicial respiratério humano. Evidenciou-se posteriormente que o0 vi-
rus teria sido transmitido de humanos aos chipanzés pelo fato de um dos funcionarios
que trabalhavam com os chimpanzés ter apresentado um aumento na titulacdo de
anticorpos anti CCA, na época do isolamento (2, 3).

Em 1967 uma tentativa fracassada de imunizacdo com uma vacina inativada
por formalina resultou em uma infec¢cdo mais severa com febre alta, broncopneumonia
e sibilancia em criancas que receberam esta vacina e entraram em contato com a
estirpe selvagem do HRSV (4). Segundo alguns autores, provavelmente foi resultado
de uma maior resposta de linfécitos Th2 e linfocitos citotoxicos, enquanto para outros,
como Garofalo e colaboradores o acometimento bronquiolar determinante para a se-
veridade da infec¢cdo é ocasionado por MIP-1 alfa (Proteinas inflamatérias de Macroé-
fagos) (5). A eosindfilia foi relacionada inclusive & um peptideo presente na proteina
G do HRSV gue compreende entre os aminoacidos 184-198 (6).

No ano 1985 Anderson e colaboradores conseguiram demonstrar uma modesta
divergéncia antigénica entre dois grupos, que foram entéo classificados nos subtipos
A e B (7) e posteriormente Peret e Sullender descreveram divergéncias génicas e

antigénicas dentro dos préprios subtipos (8, 9).
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1.2 Classificagéo e Estrutura

O HRSV pertence a ordem Mononegavirales, familia Pneumoviridae e ao gé-
nero Orthopneumovirus (10). Os subtipos do HRSV foram classificados em A e B de
acordo com a divergéncia antigénica das proteinas G, F e N, e a partir da divergéncia
de sequéncia de nucleotideos dentro da segunda regido hipervariavel da proteina G
foi possivel classificar genétipos dentro destes subtipos (8). Atualmente foram docu-
mentados 14 gendtipos para o subtipo A e 25 para o subtipo B. Os gendtipos de cada
subtipo estao representados abaixo em azul (gendétipos de A), e em vermelho (gené-
tipos de B)

Figura 1 — Gendétipos documentados do Virus Sincicial Respiratério Humano.

GB1-GB5

MAT-NAZ URU1-URUZ

BA1-BA12
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Estruturalmente trata-se de um virus envelopado, pleomorfico, sendo por vezes
esférico, outras filamentoso, dependendo da disposi¢do da proteina da Matriz e outros
fatores (22) que seréo descritos mais adiante (ver pagina 44). O HRSV possui um
virion que varia entre 150 e 300 nm e a forma filamentosa, que € predominante, tem
o diametro de 80 a 100 nm podendo, ainda, alcancar de 4 a 8um de comprimento. O
virion contém no envelope as glicoproteinas responsaveis pela entrada do virus a cé-
lulas alvo (23). A estrutura do virion esta representada abaixo junto a uma micrografia

eletronica.

Figura 2-A-) Representacéo do Virus Sincicial Respiratério Humano; B-Eletromicrografia do brota-

mento de um virion do HRSV a partir de uma célula infectada (24).

Estas Glicoproteinas de superficie sao as Glicoproteinas SH, G e F, que terao

suas funcgdes discutidas ao longo deste trabalho.

Fonte: A) O préprio autor, data
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1.3 Genoma

O virus possui 0 genoma linear, ndo-segmentado, de senso negativo, pos-
suindo 15.200 pb na estirpe A2, contendo 10 genes que codificam para 11 proteinas,
gracas ao gene M2 responsavel pela codificagdo das proteinas, M2-1 e M2-2. Este
genoma possui, ainda, uma sobreposi¢ao de 68 nucleotideos entre os genes M2 e L,
que possivelmente tem a compactagao da informacgéao genica viral como uma das fun-
coes (25).

O genoma possui duas regides promotoras denominadas leader e trailer nas
extremidades 3’ e 5’ respectivamente, que contém o sinal de iniciagdo da transcricao
e iniciagao da replicagdo do RNA viral. Cada um dos 10 genes possui um sinal de
inicio e fim de transcrigdo, que auxiliam a polimerase no processo transcricional (26,
27).

Os 10 genes que compdem o genoma viral sdo na sequéncia: NS1-NS2-N-P-
M-SH-G-F-M2-L como representado na figura abaixo. Os primeiros 9 genes sao se-
parados por regides intergéncias ndo conservadas, que estdo ausentes e d&o lugar a
uma sobreposi¢ao entre os genes M2 e L (26). Os genes sao transcritos de forma
decrescente, sendo a proteina NS1 a mais abundante e a L de menor abundancia.
(26). Em um trabalho realizado por Kuo e colaboradores em 1997 demonstrou-se esta
atenuacao, utilizando um analogo de genoma dicistrénico das proteinas de HRSV,
porém mostrou que as regides intergénicas nao sdo responsaveis por este processo,

tal como ocorre no VSV por exemplo (28).

Figura 3 — Representacdo do Genoma do HRSV

NS1 NS2 N P M SH G F M2 L
3'| | o N N N - | 5'
Le Ir

Fonte: A) O préprio autor, data

Os sinais de inicio (GS) que direcionam a iniciagao da transcri¢ao, e o sinal de
fim (GE) que direciona a terminagao da transcricao e poliadenilagdo, séo lidos pela
polimerase viral com o intuito de transcrever os RNAs subgendmicos. Os primeiros 9

genes possuem um sinal de inicio de gene com uma sequéncia altamente conservada
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de 10 nucleotideos sendo ela 3*-CCCCGUUUA (U / C) (sentido negativo). O sinal de
inicio do gene L contém 3 diferengas, (3 * -CCCUGUUUUA), comparando-se com a
sequéncia de inicio conservada dos 9 genes anteriores, o que nao altera em nada sua
eficiéncia, conforme demonstrado em estudos anteriores. Os sinais GE demonstraram
ser bem menos conservados do que os sinais de GS, tendo assim a sequéncia varia-
vel de 13 nucleotideos a seguir 3'UCA (A/U)U(-/U/G)(A/U)(A/U)(U/A)UUUU.O trago

indica auséncia de consenso (28).

i

Le

A regido extragénica leader é a regido promotora do genoma viral, possui 44
nucleotideos. Esta regido indica a transcri¢gao, que produz mRNAs subgenémicos e
sinaliza o primeiro passo da replicacao de RNA, que produz um intermediario replica-
tivo de comprimento total chamado antigénoma. Os primeiros 36 nucleotideos da re-
gido leader s&o necessarios para a replicacado: Os 11 nucleotideos iniciais da por¢ao
leader sao responsaveis por recrutar a polimerase para iniciar a sintese de RNA, en-
quanto do nucleotideo 12 ao 36 aumentam a eficiéncia de encapsidagao dos transcri-

tos de iniciagédo e permitem a geragéo de produtos de replicagdo completos (27).

W51

O gene NS1 codifica para uma proteina de 139 aminoacidos, que é uma das
proteinas nao-estruturais do HRSV. Esta proteina atua como um antagonista da pro-
ducao de interferon | e lll, tem a capacidade de inibir a apoptose, suprimir o processo
de maturagao das células dentriticas (assim como NS2), além de regular transcricéo
do RNAm de células hospedeiras (29).

Anteriormente classificados como Paramixovirus, estes virus parecem efetiva-
mente antagonizar o sistema de interferon (IFN) através da inibigdo da geracéo de
IFN ou do bloqueio de componentes de transducgao de sinal de IFN como Stat1 e Stat2
(30). Além disso Atreya e colaboradores demonstraram em um trabalho do ano de
1998, que a proteina NS1 atua regulando negativamente, de forma eficiente a trans-
cricao e replicagao de RNA do HRSV (31).
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Figura 4 — Estrutura da proteina NS1 (32)

N5

g

O gene NS2 codifica para uma proteina de 124 aminoacidos. Esta proteina ndo

estrutural atua, assim como a NS1, bloqueando a sinalizacdo de interferon e assim
ocasiona a degradacao de STAT2 (30,33). Também atua inibindo na maturacao de
células dentriticas assim como NS1 (34). Trabalhos recentes atribuiram a esta prote-
ina algumas caracteristicas que influenciam na patogénese da infec¢do por HRSV.
Liesman e colaboradores notaram que a infecgao resultava em arredondamento celu-
lar, degradacéao ciliar e eliminacao destas células defeituosas, tornando o epitélio mais
susceptivel a patologias futuras, devido ao reduzido funcionamento do transporte mu-
cociliar. A extrusao destas células pleomorficas resulta em acumulagdo das mesmas
no lumem bronquiolar de didametro curto, o que leva a obstru¢do aguda do aparato
respiratorio distal. Este fendbmeno é exacerbado pela mediagdo de NS2, aumentando

a migragao dos neutrodfilos até a regidao onde estao estas células (35).
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O gene N codifica para uma proteina de 391 aminoacidos. Esta proteina en-
volve o RNA gendmico viral formando um nucleocapsideo helical de anéis decameri-
cos (32) e impedindo que ele sofra mudangas conformacionais, como a formagao de
alcas, além de protege-lo contra a degradagao por RNAses. Estruturalmente cada
unidade monomérica da proteina possui um dominio C e um dominio N terminal se-
parados por uma dobradica. Cada mondmero da proteina N esta associado com 7
nucleotideos do RNA viral, com o sulco de RNA na dobradi¢ga. Os mondémeros adja-
centes orientam-se na mesma diregao e estdo conectados de forma a proporcionar
flexibilidade facilitando o acesso da polimerase sem desmontar a hélice. Dos sete nu-
cleotideos associados a cada monémero da proteina N, 2-4 sio orientados para o
interior enquanto os outros 4 estao direcionados para a parte externa. A passagem da
polimerase pode induzir um movimento de dobradiga transiente que faz com que os
trés nucleotideos ocultos se tornem acessiveis (32).

Uma outra funcdo ha pouco tempo descrita para esta proteina € a de atuar
antagonizando o sistema imune inato do hospedeiro ligando-se a proteina quinase
ativada por RNA (PKR), inibindo a fosforilagao do fator de iniciagao de translacao eu-
cariotica (elF2a), e consequentemente ndo interrompendo a tradugdo do RNA men-

sageiro (36).

Figura 5 - Estrutura da proteina N em complexo com o RNA viral (32)



https://en.wikipedia.org/wiki/EIF2S1
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O gene P codifica para uma fosfoproteina de 241 aminoacidos, fosforilada nas
serinas localizadas nas posi¢des 116,117,119,232 e 237 pela caseina quinase Il celu-
lar, processo este que demonstrou ser essencial para a atividade de elongagao da
transcricdo pela polimerase viral (37).

Esta proteina que faz parte do complexo RNA polimerase RNA-dependente
composto por P, L, M2-1 e M2-2 (38), sendo um cofator essencial da polimerase, po-
sicionando a proteina L no complexo ribonucleoproteico (RNA e N), interagindo neste
complexo e garantindo especificidade no processo de encapsidagao do RNA viral ao
ligar mondmeros livres de proteina N em genomas e antigenomas recém gerados (39).

Curran e colaboradores em seus estudos mostraram como a proteina P atua
como uma espécie de chaperona para a proteina N em sua forma imatura, chamada
NO (40). A proteina P, juntamente com a proteina N sao responsaveis pela formagao
de corpusculos de incluséo citoplasmatica. Sugeriu-se que estes corpusculos séo os
locais de sintese de RNA viral. Além disso juntamente com L e N, a fosfoproteina P
constitui o minimo essencial para a replicagdao do RNA viral (41). A proteina P apre-
senta a estrutura de um homotetramero formado através de um dominio de multime-
rizacao no meio da molécula, que é flanqueada por dominios intrinsecamente desor-
denados, sendo que a regido responsavel pela interagdo com o nucleocapsideo € a

regido C-terminal da proteina (39,42).

0]

m

O gene M codifica para uma proteina de 256 aminoacidos, fosforilada, a prote-
ina da matriz viral. Esta proteina € a principal responsavel pela montagem viral, coor-
denando a morfologia do virion e participando do processo de brotamento do virus
Maduro (43). A proteina de Matriz é responsavel também por definir a estrutura viral,
e durante a infeccéo viral, esta presente em corpos de inclusao citoplasmatica estando
também associada ao complexo RNP contendo proteinas N, P, L e M2-1 em células
infectadas, interagindo com as glicoproteinas do envelope na montagem e no virion
maduro (43).

Um fato curioso foi descrito por Ghildyal e colaboradores de que esta proteina

também pode estar presente no nucleo celular, porém seu papel nesta regido néo esta
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completamente esclarecido. Sabe-se que, além das fun¢des descritas anteriormente,
a proteina da matriz tem o papel de interromper a transcricio viral, através da inibicao
da acao da trancriptase do nucleocapsideo antes da embalagem do virion e mediar
associagao entre o nucleocapsideo e o envelope viral (43,44,45,46). O papel da fos-
forilacao e desfosforilacdo ainda ndo € bem compreendida na proteina de matriz, po-
rém sabe-se que este processo regula a sua funcdo, e a alternancia destas formas
ainda é objeto de estudo. Bajorek e colaboradores demonstraram que existe um sitio
critico de fosforilagdo na Treonina 205 que é responsavel por modular a oligomeriza-
céo de M e consequentemente diminuir o sucesso da liberagao viral. (47)

Trabalhos posteriores demonstraram que esta proteina € um monémero, po-
rém, em 2015, Forster e colaboradores descreveram o processo de dimerizagao da
mesma, também mostrando que este processo € requerido para o sucesso da libera-
cao viral, através de analises em que a desestabilizacdo dos dimeros, acarreta em

reducado da liberagéo de particulas virais (48).

SH

O gene SH codifica para uma proteina de 65 aminoacidos. Esta proteina con-
tém uma unica regido transmembranar do tipo I, com um C-terminal extracelular e um
terminal N intracelular (49), formando um oligdmero pentamerico estruturado de modo
a formar canais iénicos (50). Estudos anteriores apontaram duas possiveis fungdes
desta proteina, podendo ter um papel na fusao ou alteragao da permeabilidade mem-
branar, embora seu papel na replicacédo e patogénese nao esteja completamente
clara, sendo que as funcdes descritas acima sao reforcadas pelo fato desta proteina
ser encontrada no interior das balsas lipidicas de membranas plasmaticas, RE e Com-
plexo de Golgi, estando concentrada em maior quantidade nestes dois ultimos, além
de ser incorporada em pequenas proporgdes nos virions maduros (51). Estudos ante-
riores identificam variados tipos desta proteina, dentre eles uma forma truncada na
porcao N-terminal e duas variantes que possuiam sitios de N glicosilagdo, uma destas
sendo ainda modificada por polilactosaminas (52), embora a forma completa e néo
glicosilada seja relativamente mais comum. Em 2013 Triantafilou e colaboradores de-
monstraram que esta viroporina também é responsavel por induzir respostas imuno-
l6gicas via ativacéo de inflamassomas, além de otimizar a infecgao viral e permitir a

apoptose em células infectadas (53), porém Fuentes e colaboradores reportaram que


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Triantafilou%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23229815
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esta proteina inibe apoptose induzida por TNF-alfa (54). Yasui e colaboradores utili-
zando plasmideos de expressdo com as 3 glicoproteinas de superficie viral e com a
expressao da proteina de fusao na superficie celular, demonstraram que a presenca
da proteina SH induziu o fusionamento mais eficiente da proteina F do que quando

esta ultima é expressa sozinha (55).

Figura 6 - Estrutura pentamérica da proteina SH (50)

O gene G codifica para uma proteina de 289 a 299 aminoacidos, dependendo
da estirpe viral (56). Trata-se da proteina responsavel pela adesao viral a célula hos-
pedeira, e primeira a entrar em contato direto com a mesma. Esta proteina € altamente
glicosilada, possuindo de 30 a 40 sitios de O-Glicosilagédo e 4 a 5 sitios para N-glico-
silacdo, sendo que, aproximadamente 60% de massa molecular € composta de car-
boidratos (57). A proteina G € um oligbmero composto pelos dominios transmem-
brana, citoplasmatico e o ectodominio, este ultimo possuindo ainda 2 regides hiperva-
riaveis, denominadas HVR1 e HVR2, separadas por uma regido central conservada
de 13 aminoacidos que se sobrepde parcialmente a um no de cisteina com 4 cisteinas
ligadas 1-4 e 2-3 (58) que nédo é essencial para a eficiéncia da infecgao viral (59). Em
1987 um estudo realizado por Hendricks e colaboradores identificou uma forma solu-
vel da proteina G (sG), além da forma membranar, que é sintetizada a partir de um
segundo cdédon de iniciagdo AUG alternativo no codon 48 dentro do gene G, e € libe-

rado no meio celular antes mesmo da liberagdo dos virions. (60,61,62). Esta forma
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soluvel € uma proteina truncada, nao possuindo o dominio citoplasmatico e uma pe-
quena porg¢ao do dominio transmembrana, tendo assim de 225 a 234 aminoacidos,
que apos ser traduzida fica associada ao lumen do RE até que um algum evento pro-
teolitico desconhecido a libere no meio. Nao se sabe por que s6 a forma truncada da
proteina passa por este processo, ficando retida no RE, ao ponto que a forma mem-
branar completa (mG), apés a tradugéo, transcorre o lumen e é direcionada ao com-
plexo de Golgi. Esta forma pode ser detectada 6 horas apés a infecgdo enquanto mG
s6 é detectada ap6s 12 horas da infecgao, tempo relativo a etapa de eclipse viral do
HRSV. Sendo assim, esta proteina € segregada por células ja infectadas no meio,
estando também em maior concentragcdo que mG (61,62).

O papel da forma sG ainda é objeto de estudo. Porém alguns trabalhos ja de-
monstraram que esta forma atua auxiliando o virus a evadir a resposta imune do hos-
pedeiro, realizando uma obstru¢do antigénica de modo a ocupar anticorpos neutrali-
zantes, reduzir a atividade inflamatoria além de inibir os efeitos antivirais decorrentes
da agao de anticorpos em macréfagos pulmonares e no sistema complemento, atu-
ando como uma “distracao” para o sistema imune (63,64).

A glicoproteina G é a proteina mais variavel do HRSV. O alto grau de variagéo
destas regides, também chamadas de mucina-like gragas a sua similaridade com as
mucinas produzidas no aparelho respiratorio, conferem uma grande diversidade imu-
nogénica, dificultando a agao do sistema imune do hospedeiro, sendo uma proteina
muito flexivel a substituicdes de aminoacidos (HVR1) e inser¢des/delecdes/duplica-
¢cbes (HVR2) (65). Esta flexibilidade permitiu ao virus evoluir ao ponto de se inserir na
regido HVR2 uma duplicacédo de 60 nucleotideos ou 20 aminoacidos (259-279) no
subtipo B, isolados inicialmente em 1999 em Buenos Aires (marcando o surgimento
do clado BA (20,66) e 72 nucleotideos no subtipo A na mesma regiao, descrito em
2010 em Ontario (marcando o novo gendtipo ON1) (14). O grupo de Comas Garcia
sugeriu que este processo ocorreu em pelo menos 3 eventos de duplicagao indepen-
dentes, baseando-se nos motivos sequenciais GXXSPSQ presentes na regiao de du-
plicacao da proteina (67).

Esta proteina tem como receptores os glicosaminoglicanos de superficie celu-
lar, mais precisamente o sulfato de heparano que possui semelhancga estrutural com
a heparina, através de um dominio ligador de heparina HBD localizado entre os ami-
noacidos 184-198. Tripp e colaboradores demonstraram que a proteina G do HRSV

compete com a quimiocina CX3CL1, ligando-se ao receptor desta, que é CX3CR1
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através dos ndés de cisteina presentes na regido central conservada e gragas a simi-
laridade entre esta regido com o motivo CX3C das quimiocinas, mimetizando sua agao
e afetando a quimiotaxia dos leucdcitos pulmonares (68). A regido central conservada
de G seria responsavel por modular também a expressdao de miRNAs do hospedeiro,
alterando a resposta a infecgéo, gragas a sua homologia estrutural com os receptores
de TNF alfa, inibindo a apoptose (69). As proteinas surfactante A (SP-A) e Anexina Il
também sao possiveis receptores para a proteina G, porém precisam de estudos mais

aprofundados e examinados in vivo (70).

Figura 7- Representacdo da Proteina G. Escribano Romero e colaboradores descrevem que a forma
membranar (mG) provavelmente é um tetrdmero, enquanto a forma soluvel truncada (sG) demonstrou
ser um monOdmero nas células HEp-2. (71). Adaptado de Melero 2006 (72)

_ Mucin-like
"~ “wvariable regions -

1 S50 I%) 150 200 28'0
- h 4 h 4 X X ] 1 X \ 4 A 4
Gm R T T

Gs X X {1‘ ; ss eoe 1 I!] xe !: T l'

Conserved and group- &_ !
| specific epitopes - -« ——— GAG binding site ]

———___| Strain-specific epitopes

Transmembrane
region

Cytoplasmic tail

—

O gene F codifica para uma proteina de membrana integral do tipo | de 575
aminoacidos. Esta proteina é responsavel pela fusdo do envelope viral a membrana
da célula hospedeira, além de induzir a formagao de sincicios nas células do tecido
infectado. Esta proteina é codificada como um precursor inativo FO, que sao clivadas
em duas regides por uma furina do hospedeiro através de um sitio de 27 aminoacidos
proximo a porgao N-terminal da proteina nos aminoacidos 106-109 e 131-136 respec-
tivamente (72). Este processo de clivagem, embora ndo ocorra com uma precisdo de

100%, o que acaba resultando em elementos parcialmente clivados apenas no local |
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ou no local Il, demonstrou ser essencial para a funcao de fusdo e consequentemente
formacgao dos sincicios, bem como a manutencdo da integridade estrutural da prote-
ina. Desta forma estes elementos imaturos séo encontrados normalmente na superfi-
cie viral juntamente com as formas completamente processadas da mesma (73). O
processo de clivagem completo resulta numa proteina com duas por¢des estruturais
denominadas F2 porg¢ao N-proximal) e F1 (por¢ado C-proximal) unidas por duas pontes
dissulfeto (74). Trata-se um homotrimero em sua forma madura, composto por trés
regides de sequencias heptadas (HRA, HRB, HRC). A proteina é composta por 3 do-
minios, sendo eles os dominios Citoplasmaticos, Transmembrana e Ectodominio,
além de subdominios no interior deste ultimo. Uma sequéncia composta por 19 ami-
noacidos compde o peptideo de fusdo, contendo residuos hidrofébicos, que como o
nome sugere € inserido na membrana hospedeira apds a alteragao conformacional de
F (75). Tanto a forma de pré como pods fusdo contém uma haste e uma cabega carac-
teristicos. Esta proteina é liberada das células hospedeiras na sua forma de pré-fusao,
metaestavel e apds a interacdo de F com os receptores celulares a mesma sofre uma
arrojada modificagao estrutural passando para a forma de poés-fusdo, inserindo os
peptideos na membrana, e apds a formacéo de hairpins e do fold 6-Helix Bundle (6HB)
formando uma molécula estavel e num processo irreversivel, propiciando a fusao das
membranas, ocasionando assim a liberagao do nucleocapsideo no interior da célula
(74). Ainda nao esta claro o que ocasiona esta modificagao.

A Nucleolina foi descrita como sendo um dos principais receptores do HRSV
em 2011 por Tayyari e colaboradores (76). Ao contrario da glicoproteina G, esta pro-
teina possui um alto grau de conservagéo entre os isolados A e B, possuindo uma
identidade de sequéncia de 90% ou mais, e concentrando sua variagao no sitio anti-
génico @, na porgéo F1 dos aminoacidos 196 ao 210 e numa alfa hélice localizada
entre os aminoacidos 62 a 69 da porcao F2, podendo este local estar relacionado com
a imunidade especifica dos subtipos (57). Diversos fatores incluindo conservacéo e o
fato de ser uma proteina essencial para a entrada do virus na célula, e os avangos no
conhecimento dos processos que permitem a sua mudanca conformacional tornaram
esta proteina um alvo terapéutico ideal para o tratamento da infeccdo pelo HRSV. A
organizacgao estrutural da proteina F esta ilustrada nas figuras 8,9 e 10.

Desde meados da década de 90 a proteina F vinha sendo um dos principais
alvos terapéuticos, principalmente com a expansao do uso de anticorpos monoclonais.

O anticorpo monoclonal palivizumabe da empresa Synagis, liberado para uso como
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medicamento no ano de 1998 e utilizado até hoje como medicamento profilatico em
criangas prematuras, com problemas cardiorrespiratorios congénitos e problemas res-
piratorios crénicos (77,78)

Figura 8 — Esquematizagéo da atuagéo da proteina de fusdo. Adaptado de Drugs of Future 2000(78)

Membrana Celular

Low e colaboradores em 2008 sugeriram que as proteinas F e G interagiam
formando um complexo proteico no envelope viral, antecedendo o processo de fusédo
propriamente dito (79). Um dos fatos que reforgariam esta ideia seria que tanto a pro-

teina G como a proteina F sdo capazes de interagir com o sulfato de heparano. Estes



35

dados sugerem que a proteina F também teria um papel na adeséo e/ou G também
teria um papel na fusdo do envelope. As interagdes destas proteinas garantiriam o
sucesso do processo de adesao e de fusao (79). Porém isto ainda nao esta tao claro,
pois como citado a proteina G, assim como SH n&o sdo essenciais para a infecgao in
vitro do HRSV (80).

Figura 9- Esquematizagéo linear da proteina de fusdo, mostrando as regiées de motivo estrutural
heptadas presentes no ectodominio (HRA, HRB e HRC); Os dominios transmembrana (TM) e cito-
plasmatico (CP); Sitio de clivagem de furina (SCF); Peptideo de fusdo (PF) e por fim as duas pontes
de enxofre responsaveis por manter a ligagao entre as por¢des F1 e F2. Adaptado de Swanson et al
2011(81)
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Figura 10- Estrutura da proteina de fusdo em sua forma pré e pds fusdo. Adaptado de McLellan et al
2013(57)
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A proteina F juntamente com a proteina G possui caracteristicas antigénicas de

interesse no estudo da imunoprofilaxia por conter os epitopos alvos de anticorpos
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neutralizantes (82,83). Beeler e colaboradores (84) e, posteriormente Arbiza e colabo-
radores (85) identificaram, mapearam e caracterizaram os epitopos e os sitios antigé-
nicos em 1989 e 1992. Estes estudos mostraram que os anticorpos neutralizantes tém
como alvo dois epitopos distintos sendo o sitio antigénico 2 (também nomeado sitio
antigénico A), que abrangem do aminoacido 255 ao 275 (84,85), sendo o sitio de atu-
acgao de alguns anticorpos monoclonais como o palivizumabe e o seu derivado mota-
vizumabe.

O sitio antigénico IV (nomeado também de sitio C) compreende entre os resi-
duos de aminoacidos 422 a 438 (72, 73) sendo alvo dos mABs Mab19 (sem resultados
satisfatorios), e 101F, tendo bons resultados até o momento. A figura abaixo ilustra o

mapa antigénico das formas de pré e pos-fusdo da proteina F de HRSV.

Figura 11- Locais antigénicos identificados nas formas de pré e pos-fusao da proteina F. (74)
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O gene M2 codifica para duas proteinas denominadas M2-1 e M2-2. A primeira
€ um cofator essencial do complexo da RNA polimerase viral, ligando-se aos compo-
nentes deste complexo, bem como ao RNA, (formando o complexo de holonucleoca-
psideo), atuando no processamento da transcricdo, bem como age como um fator de
antiterminagao, para gerar o antigenoma. Ao contrario da replicagao, a transcricao do
RNA viral requer a proteina M2-1, que atua como “acelerador” no processo de trans-
cricao que ira gerar o antigenoma, através de um motivo de dedo de zinco essencial
para “ligar” a fungao antiterminacao e permitir que a proteina interaja com o RNA, este
motivo fica localizado na porgao N-terminal da proteina M2-1 (86).

M2-1 é uma proteina composta por 194 aminoacidos que formam um tetramero,
tendo as formas fosforilada (em menor quantidade) nas regides Thr56, Ser58 e Ser61,
sendo esta fosforilagdo importante para a funcao proteica, mas nao para a interacéao
a N ou RNA (87). Existe também a forma néo fosforilada no interior celular (88). O
papel desta fosforilagdo ainda ndao é conhecido, porém um estudo demonstrou que
quando células sao transfectadas expressando M2-1 na auséncia de P, predomina a
forma fosforilada da M2-1, o que sugere que a fosforilagdo pode ser modulada pela
interacao destas duas proteinas, isso também fortalece os resultados evidenciados
por Cartee e colaboradores, de que a fosforilagdo da proteina M2-1 é essencial para
a funcao de antiterminacgao, ndo sendo porém essencial para a ligacdo ao RNA ou a
proteina P (87). Além disso segundo Thi-Lan Tran a fosforilagdo pode influenciar no
estado oligomérico desta proteina (89).

Esta proteina esta associada a corpos de inclusao citoplasmatica juntamente
com P, N, L e M, interagindo com as mesmas, porém as dindmicas destas interagdes
ainda nao sao completamente compreendidas. Fearns e colaboradores utilizando mi-
nigenomas, demonstraram que a sintese de RNAm policistronico exige uma maior
concentracao da proteina M2-1 em comparagao a sintese de RNAs monocistronicos,
citando inclusive que na auséncia de M2-1 a leitura direta ndo ocorre (90,91). Traba-
Ihos posteriores demonstraram que, nesta mesma sintese de RNA policistronicos, a
proteina atua em diferentes magnitudes entre os sinais GE (86). Isto porque como
demonstrado por Kuo e colaboradores alguns sinais de fim de gene (GE) sdo menos
eficientes do que outros, por exemplo, citaram os sinais de fim de gene de NS1 e NS2
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como sendo menos eficientes que os demais (28). Consequentemente em células in-
fectadas pelo HRSV a leitura de sinal de fim de genes através das jung¢des dos genes
NS1-NS2 e NS2 e N tem uma leitura de corrida maior, ou seja, a polimerase tem um
maior processamento nestas regides. A analise bibliografica expde duas possiveis for-
mas de atuacao da proteina M2-1 como duas caracteristicas distintas: Ela seria um
fator de processibilidade, ou seja, atuaria inibindo as pausas da polimerase, e permi-
tindo a sintese da fita inteira de RNAm; e também atuar como um fator de antitermi-
nacao, inibindo a terminagao da polimerase de forma a impedir a liberagao do trans-
crito nascente (86,90,91). O grupo de Fearns ainda classificou a atuagéo de antitermi-
nacdo de M2-1 em antiterminacdo intragénica e antiterminagdo GE, sugerindo que
atuacao de M2-1 com a polimerase, bem como sua concentragao diferem nestes dois

momentos distintos (90).

Figura 12- Estrutura da proteina M2-1(92).

M2-2 é uma proteina de 90 aminoacidos codificada pela segunda ORF presente
no gene M2. Trata-se de uma proteina nao-estrutural e ndo essencial, que atua como
um fator regulatério, segundo Collins e colaboradores em seus estudos com minige-
nomas, a auséncia de M2-2 ocasionou uma diminuigdo de RNA genémico e antigeno-
mico, € acumulo de RNAm transcrito, sugerindo que o mesmo atua como fator regu-
latério negativo sobre a transcri¢cao, no final da infec¢ao, e um fator regulatério positivo
para a replicacao. Basicamente funcionando como um “interruptor”, equilibrando a al-
ternancia da transcrigdo para a replicagdo de RNA. Supde-se que o efeito regulatério
negativo depende da concentragdo de M2-2, e ocorre em torno de 12 a 15 horas apés

a infeccao (93).
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O gene L que possui uma sobreposig¢ao de 68 nucleotideos com o gene M2, ou
45 nt mais a inclusdo dos sinais de inicio de L (10 nt) e fim de gene de M2 (13 nt)
(94,95,96). Este gene contém um unico cédigo de leitura aberto que codifica para uma
proteina de 2165 aminoacidos, rica em Leucina e Isoleucina, sendo a maior proteina
codificada pelo genoma viral (94). Nao esta claro ainda como a polimerase acessa o
sinal GS da proteina L visto que esta se encontra intracistronicamente em M2, pois a
transcricdo do RNA viral possui apenas uma regidao promotora localizada na porgao
leader 3’', bem como também “ignora” o sinal de fim de M2 que se encontra intracis-
tronicamente em L para produzir um transcrito completo desta ultima proteina. Uma
resposta para a ultima questdo, vem de um trabalho de Collins em 1987 no qual os
mesmos demonstraram que 90% dos transcritos gerados pela leitura de L s&o trunca-
dos, pois a polimerase termina sua leitura prematuramente gracas ao sinal de fim de
gene de M2, que como descrito acima esta internamente a L (95). Por isso os autores
deste trabalho concluiram que o sinal interno de terminagéo/ poliadenililagao de M2 &
um atenuador da transcricdo do gene L. Posteriormente em um ensaio de transcrigao
intracellular, realizado por Fearns e colaboradores descreveram que a polimerase es-
caneia o sinal GE de M2, para depois retornar até o sinal GS de L, realizando uma
varredura na sobreposic¢ao .O trabalho sugeriu assim que o sinal GE de M2 é essen-
cial para a transcricao de L, além do préprio sinal GS de L (96).

Esta proteina possui seis regides conservadas, identificadas de | a VI, comuns
nao s6 a ordem Mononegavirales como outros virus de RNA de senso negativo e ndo-
segmentado (97,98). Além da atividade de polimerizagao outras fungdes foram atribu-
idas a proteina L destes Mononegavirales. Foram identificadas regides com fungdes
de capping, metilagcao e poliadenilagdo. Como ilustrado nas figuras abaixo, estas fun-
coes presentes nestes dominios conservados sdo a RdRp (RNA polimerase RNA-de-
pendente), que é responsavel pela fungdo de polimerizagdo dos ribonucleotideos;
PRNTase (GDP-Polirribonucleotidiliransferase), que atua realizando o capping do
RNA viral, ao invés de guanililtransferase, que normalmente realizaria este processo
nos eucariontes; e por fim MTase (Metiltransferase), responsavel por inserir dois gru-
pos metil no RNA viral, nas posi¢cdes 2’ O da ribose do primeiro nucleosideo do RNAm,

e outro no grupo N7 do cap de guanosina (97). A conservagao destas regides esta
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concentrada principalmente na metade da regido N-terminal do polipeptideo de L entre
os aminoacidos 422 e 938, incluindo a regido conservada llIl. A regido conservada lll
contém os motivos A-D, (98) incluindo o motivo GDNQ que faz parte do sitio ativo da
polimerase.

Para o entendimento do processo de capping do HRSV os artigos costumam
utilizar o virus da estomatite vesicular (VSV), que € um protétipo para estudos dos
virus de fita negativa simples e ndo-segmentados incluindo outros Mononegavirales.
O processo de capping neste virus acontece de forma diferente de como ocorre nor-
malmente em eucariontes (99). Nos eucariontes a enzima guanililtransferase é res-
ponsavel por transferir GMP até a porg¢ao 5’ receptora do RNAm, que apds agao enzi-
matica e formacao de GDP completa o processo de inser¢ao do cap. Nos virus estu-
dados, a enzima GDP poliribonucleotidiltransferase € a responsavel por fazer este
processo, porém de forma distinta. Transfere GDP a partir de GTP da porcdo 5 doa-
dora, e apds acgéo enzimatica da polimerase ha a ligagdo covalente a unidade 5’ de
GMP (unidade receptora), construindo assim uma ligacao 5-5’ fosfodiester e conclu-
indo a formacgao do cap (99). Posteriormente ocorre o processo de metilagao atraves
da acdo da metiltranferase nas regides N7 da guanina da extremidade, e 2°0O da ribose
complementar. O processo de metilagdo viral também é distinto do celular em dois
fatores principais: A ordem de metilagdo (com as metilases celulares ocorre primeira-
mente a metilacdo de N7 da guanina e depois de 2’0 da ribose, e esta ordem é inver-
tida na metilacao viral); Outro fator € que a polimerase viral possui apenas um sitio
receptor para o doador do grupo metil S-adenosilmetionina, diferentemente da metila-
¢ao celular, na qual cada uma das regides receptoras possui um sitio doador para

cada regiao receptora do grupo metil (97,98,99).
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Figura 13- A= Representacao da proteina L do HRSV, destacando as fun¢gdes RdRp (RNA polime-
rase RNA-dependente); PRNTase (Polirribonucleotidiltransferase); e MTase (Metiltraneferase) (100);
B= Estrutura tridimensional da Proteina L de VSV. (101)
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A regido extragénica trailer é a regido extracistrénica do genoma viral, possui
155 nucleotideos, contém o promotor responsavel pela replicagdo do antigenoma,

sendo que, esta regido na porgédo 5' € necessaria para a replicagdo. Demonstrou-se
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ainda que a presenca da regiao ftrailer na porgao 5' do antigenoma, impede a forma-
¢ao de granulos de estresse, otimizando a replicagdo do genoma viral. O antigenoma
possui a regido promotora TrC, responsavel pela replicagdo do RNA. Este promotor
assim como a regiao leader do genoma viral, possui uma sequéncia essencial minima
promotora idéntica a da regido leader de 36 nucleotideos (102).

A grande extensao da regiao TrC fora da regido promotora minima essencial
(36nt) pode estar relacionada com a potencializagdo do promotor, em comparagao
com a mesma regido de leader, visto que ja foi demonstrado que em células infectadas
pelo HRSV ha uma maior quantidade de genomas em detrimento de antigenomas
(102).

A regido Tr também é necessaria para garantir a especificidade da encapsida-
cao do genoma, permitindo a montagem seletiva dos virions (103).

Estudos indicam que a regidao Trtambém pode estar relacionada com a inibigao
da formacgao de granulos de estresse celular, inibindo consequentemente a apoptose
(104).

Tabela 1- Matriz de interacdo entre as proteinas do HRSV. As marcagdes verdes indicam interagéo ja
descrita na literatura.

NS
NS2
N
F:I
M
SH
G
F
M2-2
L

h2-1

NS
M52

M2-1
Mm2-2
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1.4 Ciclo Infeccioso

O ciclo infeccioso viral inicia-se com a entrada do mesmo nas células epiteliais
ciliadas do aparato respiratorio atraves da regido apical destas (105). A entrada é pos-
sivel primeiramente através da interacao da Glicoproteina G com o receptor da célula
hospedeira, os receptores de GAGS (Glicosaminoglicanos) das células epiteliais res-
piratorias. Apés a interacdo da proteina G com o0s receptores e a adesao do virus a
célula, a glicoproteina F atua ocasionando a fusdo do envelope viral a membrana
plasmatica (106) através do receptor nucleolina (76), possibilitando assim a entrada
do virus na célula, mediada por clatrina em células ndo imunes (107). A proteina F
sofre uma arrojada alteracdo conformacional, mudando de sua forma de pré-fuséo,
para a forma de pés-fusdo, expondo os peptideos de fusdo que sado introduzidos na
membrana da célula hospedeira, permitindo a formacéo de hairpins que possibilitam
a fusdo membranar. Uma vez no interior celular, o nucleocapsideo helicoidal, consti-
tuido por RNA encapsidado pela proteina N é liberado no citoplasma (24,32,41) e
associado ao complexo de RNA polimerase RNA-dependente viral, que compreende
a subunidade (L) de polimerase, a fosfoproteina (P) e um fator de transcricdo, M2-1
(108).

O ciclo infeccioso do HRSV é dividido em duas etapas, sendo elas, a replicacao
e a transcricdo dos RNAs subgendmicos (109,110). Tanto a replicacdo do antigenoma
como do genoma é acompanhado por uma encapsidacao concomitante pela proteina
N, e a sintese do RNA ¢ alterada da transcricdo para replicacdo quando h& proteina
N suficiente acumulada para encapsidar o RNA recentemente gerado (38,111). Isto
resulta na sintese do antigenoma, que permite que a polimerase atue no modo anti-
terminacédo (90,91). Durante a transcri¢do a polimerase € guiada pelos sinais GS que
sinalizam o inicio do processo transcricional codificando o terminal 5’ da fita de RNAm
enguanto o sinal GE sinaliza a terminacdo da transcri¢do, e consequentemente a po-
liadenilacdo, codificando o terminal 3’ da fita do transcrito final (28,103,111.).

Para executar a transcricdo a polimerase inicia pela posigcao +3 do promotor
leader na porgao 3’ do genoma. Isto resulta na sintese de uma fita de RNA curta de
20 a 30 nucleotideos de extensao, o qual atua como iniciador para a polimerase, até
que ela atinja o nucleotideo 45, reconhega o sinal de inicio do primeiro gene (NS1) e

proceda a transcrigdo (112). As glicoproteinas de superficie sédo sintetizadas no RE e
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glicosiladas no complexo de Golgi, sdo transportadas e acomodadas em regides es-
pecificas da membrana (balsas lipidicas) e apos a interagdo com a proteina M, atraves
de suas caudas citoplasmaticas o virion esta pronto para ser liberado (112). Gower e
colaboradores mostraram que neste momento ha uma indugdo da sinalizagdo de
Rhoa, uma GTPase responsavel pela alteracdo do citoesqueleto celular. Isto resulta
na liberagao de formas filamentosas de virions que como foi demonstrado sdo mais
propensos a formar sincicios nas células vizinhas (113). Porém um estudo posterior
realizado por Shaikh e colaboradores mostraram que a liberagdo da forma filamentosa
€ independente das proteinas do citoesqueleto, estando mais relacionado a agbes
diretas de proteinas virais (114). A formagéo destes filamentos requer as proteinas F,
N, P e M e ja foram relacionados a uma maior titulagao viral, por consequéncia de uma
maior distribuicdo entre as células vizinhas (23). Um trabalho recente realizado por
Vanover e colaboradores demonstrou que a formagao do filamento acontece antes da
membrana plasmatica, como representado abaixo, uma distensdo das vesiculas ao
longo dos microtubulos é responsavel pela formagao destas vesiculas. Apds a tradu-
cao da proteina G da progénie no RE, a glicosilagao e o transporte através das redes
do complexo de Golgi até a membrana, a proteina G entra em um processo de reci-
clagem pelo endossomo em um processo de endocitose mediado por vesiculas de
clatrina que possuem também a proteina F em seu interior. Através da acao de dinei-
nas estas vesiculas sao distendidas ao longo dos microtubulos, formando particulas
filamentosas antes de serem carregadas pelo RNA genémico do HRSV. Posterior-
mente e através da agao de caveolinas os filamentos amadurecem e unem-se a mem-

brana em um processo ainda desconhecido (115).

Figura 14 - Processo de formagao das formas filamentosas (115)
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Outros fatores que influenciam no processo de fusao e formagao dos sincicios
ainda precisam ser esclarecidos. Sabe-se que muta¢des nos dominios de repetigcao
heptada A (HRA) em metapneumovirus, (um virus respiratério mais préximo do RSV)
alteram as caracteristicas de fusogenicidade da proteina e a sua capacidade de for-
mar sincicios (116). O processo de liberacdo viral também ocorre no dominio apical
da célula infectada (105).

O processo de interagcao entre o HRSV e o hospedeiro tem sido estudado ar-
duamente e vem nos mostrando caracteristicas importantissimas do patégeno. Como
resultado destes estudos podemos destacar algumas destas caracteristicas. Li e co-
laboradores demonstraram que o HRSV é capaz de bloquear o processo de apoptose
celular através da indugao de autofagia, mais especificamente mitofagia, diminuindo

a liberacao de citocromo C, bem como a inducao de apoptose (117).



Figura 15- Ciclo infeccioso do HRSV
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1.5 Etiologia

Ainfeccao pelo HRSV tem caracteristica sazonal, tipicamente se apresentando
como uma infecgdo do trato respiratorio superior, podendo provocar bronquiolite e
pneumonia em pacientes susceptiveis. Os sintomas costumam aparecer dentro de 4
a 6 dias apos a infecgao, e estes pacientes recuperam-se num prazo de 7 a 14 dias,
podendo, no entanto, ainda disseminar o virus até 3 semanas apés a infecgao.

A infeccdo nosocomial por HRSV ja foi associada a maior mortalidade do que
a infeccdo adquirida na comunidade gracas aos fatores de morbidade presentes
(118,119). As criangcas com idade de até 2 anos quase que em sua totalidade seréao
infectadas pelo HRSV. Um estudo realizado por Krilov e colaboradores em 2011 des-
tacou que a infeccao pelo HRSV é responsavel por 160,000 a 600,000 mortes por ano
s6 nos EUA (120). Aproximadamente 25% a 40% dos lactentes e criangas, na primeira
exposicao ao HRSV, apresentam sinais ou sintomas de bronquiolite ou pneumonia
(121). Estes sintomas incluem rinorréia, febre baixa, tosse e sibilancia e em adultos
podem incluir resfriado comum, com rinorréia, dor de garganta, tosse, mal-estar, dor
de cabecga e febre (121,122). Também pode levar a sintomas exacerbados, como a
pneumonia grave em idosos, especialmente residentes em residéncias de idosos e €
importante salientar também que os indices de mortalidade e hospitalizagbes ocasio-
nados pelo HRSV vém crescendo na populagao idosa (122). Entre a populagdo com
maior risco de desenvolver infecgao respiratéria grave pode-se destacar criangas pre-
maturas, com doenca pulmonar crbnica e cardiopatas.

A infeccao por HRSV pode ser dividida em 2 estagios, o prematuro e o tardio,
sendo que, no primeiro estagio ha distribuigdo do virus pelo sistema respiratorio su-
perior, e 0 segundo estagio, no qual o virus migra até o sistema respiratorio inferior,
mais precisamente nos bronquiolos, onde causa inflamacgao do epitélio dos mesmos,
ocasionando a liberagdo de uma camada de muco, e camada de células mortas no
interior dos alvéolos, que resultam nos sintomas tipicos de bronquiolite, como falta de
ar, tosse ,sibilancia, hipoxia, e letargia, estes dois ultimos ocasionados pela diminuigéo
da oxidagao sanguinea e gasto energético para suprir esta caréncia (124). Estudos
mostram que, recém-nascidos e criancas que sofreram infecgao grave pelo HRSV sao
mais susceptiveis a desenvolverem complicacdes respiratorias futuras, como por

exemplo asma (125).
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O HRSV é causador de até 75% dos casos de bronquiolite, e 40% das pneu-
monias durante o periodo de sazonalidade (126). Entre outros virus causadores da
patologia, podemos destacar o metapneumovirus humano (MPV), o adenovirus e o

virus parainfluenza (121).

1.5.1 Resposta Imunoldgica ao HRSV

Como ja elucidado as duas proteinas com papéis antigénicos F e G sdo aquelas
que induzem respostas imunologicas nos hospedeiros. Estudos que objetivaram a
resposta imunolégica ao HRSV demonstraram algumas caracteristicas interativas
destas proteinas em distintas fases de vida dos seus hospedeiros.

Ao nascer os anticorpos maternos sao transferidos ao recém-nascido e lhe for-
necem uma modesta defesa contra o HRSV pelo menos até os primeiros 9 meses de
idade, quando o titulo de anticorpos maternos comecga a diminuir e entre este periodo
até os 2 anos de idade sua susceptibilidade de adquirir a infecgcdo aumenta. Os anti-
corpos contra a proteina G e F sdo produzidas ao primeiro contato com o HRSV em
grande quantidade (F e G) e diversidade (G), porém ha uma clara diminuicdo das
respostas imunologicas desta ultima ao longo do tempo. Isto se deve a grande varia-
¢ao desta proteina entre as diversas estipes virais existentes, superando o processo
evolutivo dos anticorpos. Ja a defesa imunoldgica contra a proteina F mostrou se ele-
var ao longo do tempo pois a mesma demonstra uma clara conservagao entre os iso-
lados (127,128).

Figura 16- Evolugao da resposta de anticorpos humanos a infec¢do por HRSV das 2 principais prote-
inas de superficie (127)

post-Fusion F

Fonte Ketaki Singh, USP
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1.6 Sazonalidade

A sazonalidade do HRSV e bem conhecida nos dois hemisférios. No hemisfério
Sul a sazonalidade inicia no més de maio e estende-se até setembro (126), podendo
haver uma pequena variacdo como por exemplo, em alguns anos surtos iniciando no
final de fevereiro e findando em meados de agosto. Em resumo a sazonalidade cos-
tuma abranger o periodo do Outono e o Inverno, durando de 4 a 6 meses, dependendo
das caracteristicas de cada pais ou regido (126,127,129), podendo até mesmo dentro
de proéprio pais, ter padrdes de circulagéo distintos. Por exemplo, alguns dados brasi-
leiros apontam que 0os meses de abril e maio sdo os meses com 0s maiores picos da

doenca, nas regides Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste (126).
1.7. Diagndstico clinico

Por ser uma infecgdo com alta taxa de internagdo o diagnéstico clinico para o
HRSV precisa ser rapido, sensivel e especifico, haja visto que seus sintomas sao
muito similares a de outras infec¢gdes agudas do trato respiratorio. O diagndstico cli-
nico do HRSV pode ser realizado por exames diretos com pesquisa em aspirado de
nasofaringe, swab nasofaringeo e lavagem nasal, Imunofluorescencia e PCR. Além
de exames indiretos, através da sorologia de IgG e IgM por meio de ELISA e imuno-
fluorescencia, Western blot além da deteccédo por meio cultura de células (130,131).
Alguns testes rapidos também foram desenvolvidos utilizando como alvo principal-
mente a proteina de fusdo do HRSV (131). Trabalhos anteriores comparando alguns
das técnicas de coleta de amostras clinicas diretas mostraram que a eficiéncia diag-
nostica também depende da qualidade do espécime clinico. Por exemplo o aspirado
de nasofaringe e o lavado nasal se mostraram mais sensiveis para a deteccdo do
HRSV em isolamento viral e PCR em tempo real (132), apesar do esfregaco nasal ser

mais comumentemente utilizado devido a sua facilidade.
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1.8 Tratamento

1.8.1. Perspectivas futuras

O sucesso no desenvolvimento de uma vacina eficiente contra o HRSV encon-
tra diversas barreiras impostas pelo virus. Dentre elas podemos destacar a alta varia-
cdo genica e antigénica entre os subtipos e 0os genotipos, a forma como as proteinas
do HRSV burlam o sistema imunol6gico do hospedeiro (9, 133) e a diminuicdo acen-
tuada de anticorpo séricos ja no primeiro ano apos o contato com o virus (134). Os
altos custos proporcionados pelo uso de anticorpos monoclonais humanizados, como
o palivizumabe também potencializam a importancia do desenvolvimento de um tra-
tamento de baixo custo e eficiente (135).

Atualmente ndo ha vacina disponivel contra o HRSV, embora hajam grandes
esforcos para o seu desenvolvimento, mas como citado acima, muitos fatores preju-
dicam o sucesso destes estudos. Uma vacina inativa com formalina foi testada em
1967, porém a mesma conduziu a uma infec¢cdo mais severa, quando os pacientes
entraram em contato com o virus selvagem (136,137).

O bRSV estéa sendo utilizado como modelo para o desenvolvimento de inibido-
res de fusdo do virus humano (138).

As proteinas de superficie viral sdo as mais apropriadas para o desenvolvi-
mento e melhoria de tratamentos imunoprofilaticos através da utilizacdo de anticorpos
monoclonais humanizados, como o palivizumabe, que foi o Unico anticorpo aprovado
como medicamento pela FDA em 1998 e direcionado para criancas prematuras e com
problemas respiratérios cronicos, atuando como um inibidor da fusédo viral as células
do epitélio respiratério, através da sua ligagdo com a proteina F (150).

O motavizumabe um anticorpo monoclonal de segunda geracao derivado do
palivizumabe, e diferindo deste ultimo em 13 residuos de aminoéacidos (sendo 7 destes
responsaveis pelo aumento da afinidade pelo sitio antigénico) e sendo dez vezes mais
potente que o primeiro (139). Assim como o palivizumabe o sitio antigénico A € o local

de ligagéo deste anticorpo (140).
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Figura 17-A-Estrutura do palivizumabe; (141) B-Estrutura do Motavizumabe ligado ao epitopo do sitio
A da proteina F de HRSV. L=Light Chain; H=Heavy Chain; P= Proteina F. (142).

Os trabalhos envolvendo agentes imunoprofilaticos ainda estdao em constante
estudo, e se encaminham para o desenvolvimento de mABs de terceira geragcdo como
por exemplo o MEDI-557 (MEDI-524-YTE), da MedImmune que possui meia vida es-
tendida e € um derivado do motavizumabe (143).

Uma nova classe de proteinas terapéuticas também tem obtido destaque nos
estudos de novos farmacos contra o HRSV. Trata-se dos nanocorpos que sao anticor-
pos modificados, contendo apenas uma porcado das suas cadeias pesadas e sem as
cadeias leves. Estes nanocorpos tem algumas vantagens ja descritas, em compara-
¢ao ao mABs, como por exemplo multiplas rotas de administragao, tamanho, robustez
etc. Um dos representantes desta classe é o ALX-0171, um nanocorpo trimérico que
se liga ao sitio antigénico Il (ou A) da proteina de fusdo do HRSV com uma afinidade
subnanomolar, demonstrando neutralizagao superior a do palivizumabe in vitro (144).

O uso de peptideos grampeados também demonstrou ser uma alternativa efi-
caz segundo o trabalho de Gaillard e colaboradores em 2016. Estes sao peptideos
sintéticos que sao derivados da regiao de sequéncia heptada (HR). Este peptideo du-
plamente grampeado atua ligando-se a regido heptada, impedindo a formacgao do
complexo de 6 hélices (6HB), que é necessario para o processo de fusdo exercido
pela proteina F (145).
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Ao longo dos anos os estudos para o desenvolvimento de um tratamento eficaz
e a melhor compreensao dos processos de interagdo viral com o hospedeiro tem se
intensificado. O desenvolvimento em imunizagao passiva tem se mostrado mais eficaz
que a imunizagao ativa, por diversos fatores imunolégicos e evolutivos (146). Neste
contexto, as Glicoproteinas G e F que s&o os alvos de anticorpos neutralizantes con-
tinuam sendo de fato as proteinas de interesse (147). A Proteina G possui entre outras
caracteristicas sua variabilidade de sequéncia fora do dominio central conservado, e
de sitios de glicosilagdo que dificultam a sua utilizagdo como antigeno vacinal (148).
Fedechkin e colaboradores descreveram a interagdo entre anticorpos amplamente
neutralizantes e a regido central conservada (CCD) da glicoproteina G de HRSV, e
sugeriu que esta ligagao poderia bloquear a atividade de CCD de ativar os receptores
de quimiocina CX3CR1 (148).

Atualmente o mAB MEDI8897 que esta na em fase de teste clinico Il esta sendo
desenvolvido em conjunto pela Sanofi-Pasteur e AstraZeneca, promete ser um trata-
mento imunoprofilatico passivo de meia vida estendida e que podera durar toda a es-
tacao de HRSV (143).

Tabela 2- Principais classes de agentes utilizados e ou em estudo para o tratamento/profilaxia do
HRSV presentes na literatura.

Alvo terapéutico Descricéo Modo de atuacao Referéncia

Inibicdo da formacéo do Challa et al

Proteina N RSV604 nucleocapsideo 2015 (149)
HRSV
Protei Palivizumabe=Anticorpo Inibicdo da fuséo por li- Group
roteina F ~
monoclonal gacéao ao alvo study 1998
(150)
Proteina E Motavizumabe=Anticorpo Inibicdo da fuséo por li- Cingoz
Monoclonal gacao ao alvo 2009(140)
) Peptideos Duplamente Inibicdo da formagéq do Gaillard et
Proteina F Grampeados= 4ca complexo de 6 hélices al 2017
(fold 6HB) (145)
. Inibicdo da fusédo por li- Detalle et al
Proteina F Nanocorpos gacio ao alvo 2016 (144)
. Anélogos de Nucleosi- - , Fearns et al
Polimerase Inibidores da Polimerase

deos

2016 (151)
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2. Justificativa

A regido de atuacédo do palivizumabe compreende um epitopo no sitio antigé-
nico A, também chamado de sitio antigénico Il que compreende dos aminoacidos 262
a 276 da proteina de fusdo do HRSV. Este possui um fold hélice-loop-hélice que se
liga a determinados anticorpos monoclonais como o palivizumabe. Esta regido vem
sendo alvo de diversos estudos para o desenvolvimento de vacinas contra 0 HRSV,
por ser uma regido relativamente conservada e estar presente em ambas as confor-
macodes da proteina F (pré e pds-fusdo). Mutacbes dentro desta regido podem ocasi-
onar o surgimento de MARMSs ao passo que mutacdes fora do sitio A ndo demonstra-
ram, até entdo, ter influéncia em uma possivel resisténcia aos mABs.

O palivizumabe é atualmente o Unico medicamento profilatico efetivo contra o
HRSV, por isso estudos no monitoramento do surgimento de possiveis mutantes de
escape para este mAB, bem como o padrao de distribuicdo desta mutacao e de outras
caracteristicas evolutivas da proteina de fusdo entre as populacdes virais é de ex-

trema importancia.
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3. Objetivos

Realizar o monitoramento genotipico do Virus Respiratorio Sincicial Humano
estudando as mudancas evolutivas na proteina F, porgdo parcial F1 do HRSV parti-
cularmente mutacdes de potencial de resisténcia no epitopo de ligacdo do palivizu-
mabe (aminoacido 262-276), de cepas oriundas de criancas atendidas no Departa-
mento de Pediatria e Puericultura da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de
Sao Paulo (ISCMSP) durante o periodo de mar¢o de 2008 a setembro de 2010 e que
nao fizeram uso do PZV.

Destacar o padréo de introducéo de possiveis mutacdes no sitio A da proteina
de Fusdo do HRSV nestas amostras, bem como realizar uma analise in silico para
identificar como a proteina de fusdo reage estrutural e funcionalmente as mutacdes

dentro da regido de atuacéo do palivizumabe.



55

4. Material e métodos
4.1 Histérico das sequéncias analisadas

No periodo de 1 de marco de 2008 a 30 de setembro de 2010 foram coletadas
1113 amostras de secrecao nasofaringea de criangas menores de 24 meses com do-
enga respiratoria aguda internados no Departamento de Pediatria e Puericultura da
Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo (ISCMSP). Estas amostras
sdo provenientes de um estudo de vigilancia de Infecgdo do Trato Respiratério reali-
zado em conjunto com o Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP intitulado “Virus
Respiratorios: Caracteristicas clinicas, epidemiolégicas e moleculares em criangas
com infecgéo respiratéria aguda”, sendo este projeto aprovado em ambos os comités
de ética em pesquisa (Santa Casa e Instituto de Ciéncias Biomédicas-USP).

ApOs a realizagao de PCR multiplex para 8 virus respiratérios distintos (metap-
neumovirus humano, adenovirus, virus sincicial respiratério humano, parainfluenza
1,2 e 3, e Influenza A e B, 809 amostras do total coletado apresentaram resultado
positivo para algum virus respiratorio estudado e 283 (35%) das amostras foram po-

sitivas para Virus Respiratério Sincicial Humano.

4.2 Montagem e Edi¢céo das sequéncias

A montagem e analise dos 400 contigs disponiveis foi realizada utilizando o
Software SEQMAN 11 v.5.03 (DNAStar, Madison, WI, USA) (156). Durante a edigéo
das sequéncias, os contigs que apresentaram baixa qualidade (SeqMan Pro Quality
Score <20 com cobertura igual ou, maior que 92% do contig) foram excluidos (n=88),
e apos a montagem, obtiveram-se 223 sequéncias com uma média de 800 nucleoti-
deos de extensdo. As mesmas foram convertidas para o formato fasta para melhor
visualizagdo com o software de visualizagao Aliview (157) onde foram alinhadas por
meio do programa Muscle (158).

As sequéncias foram entdo aparadas até atingirem 767 nucleotideos, abran-
gendo assim o gene da posicao 619 até 1429 tendo a cobertura do aminoacido 214
ao 476 (262 aminoacidos). Esta cobertura péde ser representada sequencialmente

com a utlizagdo da ferramenta web AGA v.0.91 presente no website https://www.ge-
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nomedetective.com (159,160), e estruturalmente com o auxilio do software UCSF Chi-
mera v.1.12rc (161). Isto foi possivel utilizando duas sequéncias consenso do alinha-
mento inicial das 223 sequéncias (um para cada subtipo). Estas duas sequéncias con-
senso foram comparadas com duas outras sequéncias de referéncia para HRSVA e
HRSVB presentes no banco de dados do RefSeq (162) NC _038235.1/NC_001781.1.
No alinhamento estrutural foi utilizada a proteina na sua forma de pés-fusdo com o
identificador do PDB 3RRR (163), disponivel no banco de dados do PDB (164) dispo-
nivel em https://www.rcsb.org/structure/3RRR.

Em alguns casos foi necessario converter algumas destas sequéncias para os
seus respectivos reversos complementos com a utilizacdo da ferramenta de edicéo
presente do visualizador Aliview. Algumas sequéncias foram excluidas da analise por
nao cobrirem a regido de interesse (BR2008 Sta11 GA2; BR2008 Stad47 GADS5;
BR2010_Sta904_BA9), e outras 10 por possuirem lacunas muito extensas e/ou mui-

tos ruidos de sequénciamento.

4.3 Coleta das Sequéncias do Banco de dados do Genbank/Genotipagem e excluséo

de redundéncia

As 210 sequéncias restantes (101 do subtipo A e 109 do subtipo B), foram sub-
metidas a genotipagem através de analise filogenética com o programa MegAlign
v.5.03 (DNAStar, Madison, WI, USA); (165), utilizando o método Clustal W (166) para
o alinhamento, e o algoritmo de neighbor Joining para gerar a arvore (167).

Uma sequéncia de HRSV bovino (AF295544.1) foi utilizada como grupo externo
(outgroup), além de analise de identidade, para exclusao de redundancia, utilizando o
Software MEGA 7 (168), através da analise de estimativa de distancia aos pares, uti-
lizando o bootstrap como o0 método de estimagao de variancia em um total de 1000
réplicas, considerando o numero de diferengas de nucleotideos entre os pares, que
incluiam as transi¢des + tranversdes com taxas uniformes. A ferramenta de colapsar
presente no software UGENE (169) auxiliou neste procedimento. Este processo resul-
tou em 127 sequéncias que foram aleatoriamente escolhidas como representativas
(77 sequéncias do subtipo A e 50 do subtipo B). Como o foco principal deste trabalho
foi o sitio A, realizou-se também uma redugao de redundancia nas sequéncias dentro

desta regiao, o que trouxe um resultado final de 8 regides (3 de HRSVA e 5 de HRSVB)
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distintas sendo as mesmas representativas finais da regido. Durante este trabalho es-
tas ultimas foram tratadas como representativas do sitio A, enquanto que as 127 se-
guéncias parciais da proteina F foram tratadas como representativas parciais. Todas
as analises deste trabalho tiveram como foco principal a regido do sitio A, sendo que
as analises que foram realizadas para as representativas parciais ocasionalmente
também foram realizadas para as representativas do sitio A.

As representativas parciais foram comparadas com 1830 sequéncias (1279 do
subtipo A e 551 do subtipo B) de diversos paises do mundo disponiveis no banco de
dados do Centro Nacional de Informacdes de Biotecnologia (NCBI) que correspon-
diam ao periodo de 1977 até julho de 2018 (170).

4.4 Analises Evolutivas Moleculares

4.4.1 Distancia Evolutiva e Andlise de Polimorfismos

As analises de distancia evolutiva, com o intuito de verificar a variabilidade do
conjunto de dados foram representadas com o auxilio do software SSE v.1.3 (171),
utilizando a distancia-p como parametro métrico entre os pares de sequéncias por
regiao e total.

A analise dos polimorfismos foi realizada com o auxilio da ferramenta DNAsp 6
(172), com o intuito de identificar SNPs que divergem entre os subtipos, de outras
possiveis mutagoes nestas sequéncias. As analises comparativas com as sequéncias
do banco de dados auxiliaram neste processo. Foi realizado em concomitancia uma

analise para avaliar a presenca de indels.

4.4.2 Anélise de Presséo Seletiva

A analise de substituicdes sinbnimas (dS) e ndo-sindnimas (dN) foi realizada
com a utilizacdo do pacote de softwares de codigo aberto HyPhy (173,174) presente
no servidor Datamonkey disponivel no endereco http://www.datamonkey.org (175) uti-
lizando a ferramenta FUBAR (176) que detecta possiveis eventos pervasivos de pres-
sdo seletiva por local nas sequéncias analisadas com a probabilidade posterior de

0,99 utilizando 51 sequéncias para o subtipo A e 46 sequéncias para o subtipo B.


http://www.datamonkey.org/
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A ferramenta FEL (174) também disponivel no servidor Datamonkey foi utili-
zada para predi¢cdo da taxa dN/dS total de HRSVA e HRSVB sob o critério de variacao
de taxas sinbnimas. Ao total foram 256 sitios para HRSVA e 269 sitios para HRSVB.

4.4.3 Predicao de sitios de Glicosilacdo

Os possiveis sitios de glicosilacdo foram preditos utilizando servidores NetO-
Glic disponivel em http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/ e NetNGlic disponivel
em http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ respectivamente (177,178,179,180). O

programa Modpred foi utilizado para efeito de comparativo (181).
4.5 Predicao de possiveis efeitos funcionais e estruturais das mutagées

Com o intuito de verificar quais os possiveis efeitos estruturais e funcionais das
mutacdes presentes dentro da regido de atuacao do palivizumabe, descritas na litera-
tura e presentes nas sequéncias da Santa Casa, duas analises in silico distintas foram
realizadas, com a utilizacdo dos softwares online SDM (182,183) que prediz altera-
¢cbes na estabilidade da proteina ocasionadas por mutagdes ndo-sinébnimas. O pro-
grama necessita de uma proteina com estrutura ja resolvida e presente nos principais
bancos de dados proteicos como o PDB. O cddigo identificador da proteina utilizada
foi 3RRR (163) disponivel no banco de dados do PDB (https://www.rcsb.org/struc-
ture/3RRR).

Para a predicao functional foi utilizada a ferramenta SNAP2 disponivel no web-

site https://rostlab.org/owiki/index.php/Snap2 (184)

Figura 18- Fluxo de trabalho
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5. Resultados

5.1 Andlise da frequéncia de mutagbes da proteina F no Banco de dados do NCBI

A analise comparativa das sequéncias analisadas com as do banco de dados
auxiliou ndo apenas na genotipagem das amostras da Santa Casa, como no alinha-
mento das mesmas, utilizando os protétipos de HRSVA e HRSVB para seguir e ajustar
corretamente o frameshift dos cdédons correspondentes. Além disto, a utilizacdo des-
tas sequéncias do banco de dados do NCBI como fator comparativo forneceu as ca-
racteristicas que de acordo com a literatura teriam ou ndo carater evolutivo, presentes
na proteina estudada, com atencao direcionada ao sitio de atuagao do palivizumabe.
Em suma estas sequéncias auxiliaram na observacao dos padroes de evolugao da
proteina F do HRSV ao longo dos anos, e o principal intuito foi o de encontrar a fre-
quéncia média das mutagdes dentro desta regido e quanto a sua disponibilidade neste
banco de dados, servindo como um guia para identificar possiveis erros no processo
de sequenciamento, haja visto que o nivel de conservagao desta proteina se mostrou
bastante elevado.

O padréao da distribuicdo da mutagdo N276S € claramente crescente ao longo
dos anos nas sequéncias do GenBank, acompanhando o numero total de sequén-
cias submetidas no banco de dados. A mutagao possivelmente foi fixada no subtipo
A, e, embora também ocorra a mutagdo na mesma posigao para o subtipo B
(S276N), esta ocorre com uma frequéncia extremamante baixa, como podemos veri-

ficar nos graficos 1 e 2.
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Grafico 1- Padrao de distribuicdo das mutagbes no banco de dados ao longo dos anos dentro do sitio
A, e na posi¢do do aminoacido 276 da proteina F em HRSVA.
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Grafico 2- Padrao de distribuicido das mutagbes no banco de dados ao longo dos anos dentro do sitio
A, e na posi¢do do aminoacido 276 da proteina F em HRSVB.
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5.2 Representacao da cobertura das sequéncias
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Ap0s os processos de edicdo, montagem, conversao, alinhamento e aparagem,
a cobertura das sequéncias representativas parciais esta representada na figura 19,

enquanto a cobertura estrutural pode ser visualizada na figura 20.

Figura 19- Cobertura sequencial das representativas parciais de HRSVA e HRSVB alinhadas com as
suas respectivas sequéncias de referéncia. A) Alinhamento HRSVA;

B) Alinhamento HRSVB. A porgao em verde destaca a regido de cobertura das sequéncias represen-
tativas parciais. Destaque para o Sitio A

A)

ALIGNMENT RSVA

B)
ALICNMENT RSVB
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Figura 20- A/ B =Estrutura 3D da proteina F na conformagéo de pré-fusdo em suas formas de moné-
mero e trimero respectivamente; C/D= Estrutura 3D da proteina F na conformagéao de pds-fusdo em
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suas formas de monémero e trimero respectivamente; as regides em azul das estruturas 3D das pro-
teinas F mostram cobertura das sequéncias da Santa Casa e as vermelhas mostram a localizagao do

sitio A.

5.3 Excluséo da redundéancia/ genotipagem

As etapas de exclusao de redundancia estao representadas no apéndice A. A
mesma resultou em um conjunto de dados bastante reduzido, por causa do alto grau
de similaridade entre as sequéncias (ver se¢ao 5.4.1).

A genotipagem realizada com o software Megalign evidenciou uma co-circula-
¢ao entre os dois subtipos de HRSV nas 3 esta¢des sazonais. No ano de 2008 o
subtipo A prevaleceu, enquanto que no ano de 2009 o subtipo B prevaleceu. Neste
ano foi inserida a mutagdo N276S no gendtipo NA1 com uma populagao pequena
destes mutantes. No ano de 2010 podemos observar um maior equilibrio na pre-
sencga dos subtipos e a mutagao prevalece no gendtipo NA1 no ultimo ano estudado.

Figura 21- Alinhamento de nucleotideos das sequéncias representativas do sitio A. Na pagina 63 po-
demos visualizar o alinhamento de aminoacidos das representativas parciais de HRSVA e HRSVB re-
presentadas com a utilizacao da ferramenta Weblogo disponivel em https://weblogo.berke-
ley.edu/logo.cgi (185) Sitio A em destaque (barra escura).
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Figura 22- Arvore filogenética das sequéncias representativas parcias com representantes dos genoé-
tipos retirados do banco de dados do NCBI. Em destaque a mutacdo N276S.A=HRSVA e B=HRSVB
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Grafico 3- Genotipagem das sequéncias deste trabalho.Antes e depois da redugéo da redundancia.
A= Genotipagem total da Santa casa com n° de 220; B= Genotipagem sequéncias representativas
parciais com n° de 127.
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Fonte: O préprio autor, data

Grafico 4- Distribuicdo dos genotipos e da mutagdo N276S ao longo do tempo nas 223 sequéncias
iniciais.
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5.4 Variabilidade Molecular

5.4.1 Distancia evolutiva e polimorfismos

Como o objetivo deste trabalho foi direcionado para a regidao de atuagédo do
palivizumabe, as analises moleculares que nao viabilizem um resultado comparativo
e /ou local das sequéncias representativas parciais néo foram realizados.

Analisar quao heterogéneo € um conjunto de dados € um fator crucial em qual-
quer analise evolutiva. Muitas vezes fatores observaveis ndo podem expor os dados
a niveis tdo minuciosos como por exemplo a distancia entre dois conjuntos de dados,
e quando estudamos virus que tem caracteristicas de flutuagao sazonal, a diversidade
de quaispécies por exemplo, pode influenciar incisivamente no surgimento de proces-
sos evolutivos, como mutacdes pontuais. No presente estudo podemos verificar a pre-
senca de dois subtipos (A e B) e dentro dos mesmos, 3 gendtipos para cada subtipo
GA2, GA5, NA1 para HRSVA e BA9, BA10 e GB13 para HRSVB. Esta analise foi
realizada tanto nas sequéncias representativas parciais, como nas sequéncias repre-
sentativas do sitio A.

Na tabela abaixo podemos verificar o grau de identidade entre as sequéncias
do conjunto de dados.

Tabela 3- Média de identidade entre as sequéncias parciais representativas

Ano Gendtipo Média Identidade nt (%) Média Identidade aa (%)
2008 GA2 VS GA2 97.03 97.59
GA2 VS GA5 95.41 98.29
GA2 VS BA9 82.91 93.31
GA2 VS GB13 82.95 93.39
GA5 VS GA5 99.07 99.50
GA5 VS BA9 84.34 94.42
GA5 VS GB13 84.34 94.37
BA9 VS BA9 99.51 99.36
BA9 VS GB13 99.22 99.39
GB13 VS GB13 98.77 99.26
2009 GA2 VS GA2 99.26 99.26
GA2 VS GA5 91.51 94.00
GA2 VS NA1 94.28 94.84
GA2 VS BA9 78.70 88.22
GA2 VS GB13 83.87 94.40
GA5 VS GA5 89.02 88.77
GA5 VS NA1 88.63 91.08
GA5 VS BA9 75.63 83.83
GA5 VS GB13 80.40 89.34

NA1 VS NAl 90.97 91.28
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NA1l VS BA9 75.93 85.17
NA1 VS GB13 80.79 91.01
BA9 VS BA9 87.20 87.09
BA9 VS GB13 92.73 92.86
GB13 VS GB13 99.09 99.50
BA10 VS BA10 80.95 80.94
BA10 VS GA2 76.57 85.71
BA10 VS GA5 73.56 81.34
BA10 VS NA1 73.53 82.53
BA10 VS BA9 84.96 85.04
BA10 VS GB13 89.99 90.26
2010 GA2 VS GA2 94.93 95.65
GA2 VS GAS 93.88 96.81
GAZ2 VS NAl 95.48 96.16
GA2 VS BA9 82.09 92.50
GA5 VS GAS 98.84 98.92
GA5 VS NAl 94.18 97.16
GA5 VS BA9 83.84 93.60
NA1 VS NAl 94.96*/90.35 95.15*/96.19
NA1 VS BA9 82.43 92.92
BA9 VS BA9 97.99 97.97

*% identidade entre os mutantes.

Fonte: O préprio autor, data

Dentro do Sitio A a média de identidade entre as sequéncias foi de 96% a
nivel nucleotidico e 100 % a nivel de aminoacido, demonstrando o alto padrdo de
conservacgao na regiao de atuacao do palivizumabe.

Utilizando a ferramenta de interface gréfica SSE, através do célculo da dis-
tancia-P foi possivel representar graficamente a divergéncia intra e intergenotipos por
ano das sequéncias da Santa Casa. Os gréaficos 5 A, B e C nos mostram que a regiao
do sitio A (marcado com uma linha escura) é justamente a regido mais conservada

nas sequéncias representativas parciais analisadas. A=2008; B=2009; C=2010
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Grafico 5- A, B, C= Distancia nucleotidica aos pares, por local entre as sequéncias de 2008,
2009 e 2010 respectivamente. A linha escura abaixo indica a regido do sitio A.
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A analise de polimorfismos identificou 33 sitios polimérficos neutros e 3 sitios
nao neutros entre os dois subtipos. A regido disponivel das sequéncias nao apresen-
tou indels.

5.5 Andlise de Presséo Seletiva

As predicdes de pressao seletiva realizadas nas sequéncias da Santa casa
mostraram 8 sitios com possiveis eventos de selecdo negativa/purificadora e 0 sitios
com eventos de selecao positiva/diversificadora em HRSVA. Para HRSVB foram 11
sitios com possiveis eventos de selecdo negativa/purificadora e 0 sitios com evento
de selecao positiva/diversificadora. Os resultados podem ser representados grafica-
mente abaixo. A analise ndo mostrou evento de selegédo dentro da regido de atuagao
do palivizumabe para os dois subtipos. Aferramenta FEL realiza a predigao por ramos,
por isto executa a inferéncia e fornece uma taxa para o conjunto de dados. A taxa
dN/dS para o subtipo A foi de 0.0305 e para o subtipo B foi de 0.0558, ou seja, ambas

as ferramentas predizeram eventos de pressao seletiva negativa nos dois subtipos.



diN/dS ratio

22000
26000
24000
22000
20,000
18.000
16.000
14,000
12000
10,000
£.000
£000
4000
2000

0
-2.000
-4.000
~£.000
-2.000
-10.000
~12.000
-14000
~1.000
~1£.000
-20.000
-22.000
~24000
~26.000
-28.000

70

Grafico 6- Predicao de presséao seletiva com FUBAR em HRSVA. Destacado com a barra cinza esta

o sitio A. Os pontos em vermelho indicam as regides que foram preditas como estando sob selegcao

negative/purificadora.
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Grafico 7- Predi¢ao de presséao seletiva com FUBAR em HRSVB. Destacado com a barra cinza esta
o sitio A. Os pontos em vermelho indicam as regides que foram preditas como estando sob sele¢cao

negativa/purificadora.
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5.6 Predigéo de sitios N e O-Ligados

A predicao de sitios de glicosilag&o foi realizada com as sequéncias represen-
tativas parciais através do servidor web Net-N-Glyc, que nao identificou sitio de N-
Glisosilagdo no subtipo A, e apenas 1 sitio com pontuagao de 0,5213 na asparagina
285 da sequéncia BR2009 Sta515 BA10 do subtipo B como mostra o grafico 8.

As mesmas sequéncias foram submetidas a analise no servidor Net-O-Glyc,
que detectou a presenca de possiveis sitios de O-glicosilacdo na Treonina (aa 244) e
Serina (aa 248) apenas para o Subtipo A (75 sequéncias), com uma pontuagao meé-
dia de 0.51 para a primeira e 0.5 para a ultima. Os resultados da predicado podem ser
vizualizados na tabela 4.

O programa em java modpred foi utilizado para verificar a confiabilidade da

predicao dos servidores web e retornou valores semelhantes aos mesmos.

Grafico 8- Predigéo de sitio de N-Glicosilagdo na sequéncia da Santa Casa.

NetNGlyc 1.0: predicted N-glycosylation sites in BR2000-5ta515-BA10
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Tabela 4- Predicéo de sitios de O-glicosilacdo para as 127 sequéncias de HRSV analisadas. As se-
guéncias de referéncia coletadas no banco de dados Refseq do NCBI para cada subtipo também fo-
ram utilizadas, porém nenhum sitio O-ligado foi predito.

ID Sequéncia Posicdo (aa) Pontuacdo Posicao (aa) Pontuacao
BR2008_STA09_GA2 244 0.515899 248 0.5
BR2008_STA101_GA2 244 0.516555 248 0.508188
BR2008_STA102_GA2 244 0.518672 248 0.5
BR2008_STA110_GA2 244 0.515964 248 0.5
BR2008_STA112_GA5 244 0.522013

BR2008_STA117_GA2 244 0.515247

BR2008_STA119 GA2 244 0.516155 248 0.51807
BR2008_STA122 _GA2 244 0.521233 248 0.513947
BR2008 STA126_GA2 244 0.515899 248 0.5
BR2008_STA128 GA2 244 0.593191 248 0.528666
BR2008 STA139 GA5 244 0.527244 248 0.5
BR2008_STA144 GA2 244 0.515899 248 0.5
BR2008 STA146_GA2 244 0.515899 248 0.5
BR2008_STA149 GA2 244 0.515899 248 0.5
BR2008 STA155 GA2 244 0.515899 248 0.5
BR2008_STAL176_GA2 244 0.515899 248 0.5
BR2008 STA178_GA2 244 0.515899 248 0.5
BR2008_STA18_GA2 244 0.524154 248 0.516783
BR2008_STA20_GA2 244 0.521233 248 0.513947
BR2008_STA21_GA5 244 0.522013

BR2008 STA273_GA2 244 0.528254

BR2008_STA28_GA5 244 0.522013

BR2008 _STA29 GA5 244 0.518672 248 0.5
BR2008_STA31_GA2 244 0.524154 248 0.516783
BR2008 _STA34 GA2 244 0.518672 248 0.5
BR2008_STA353 _GA2 244 0.515899 248 0.5
BR2008_STA39_GA5 244 0.515899 248 0.5
BR2008_STA40_GA5 244 0.515899 248 0.5
BR2008_STA41 GA2 244 0.515899 248 0.5
BR2008_STA42_GA2 244 0.581507 248 0.526967
BR2008_STA43 GA2 244 0.521233 248 0.513947
BR2008_STA46_GA5 244 0.512185

BR2008_STA48 GA2 244 0.515899 248 0.5
BR2008_STA50_GA2 244 0.515899 248 0.5
BR2008 _STA56_GA2 244 0.518672 248 0.5
BR2008_STA66_GA2 244 0.515899 248 0.5
BR2008_STA67_GA5 244 0.515899 248 0.5
BR2008_STA68_GA2 244 0.516155 248 0.51807
BR2008_STA69 GA2 244 0.515899 248 0.5
BR2008_STA70_GA2 244 0.518672 248 0.5

BR2008_STA79_GA2 244 0.515899 248 0.5



BR2008_STA80 GA2
BR2008_STA83_GA2
BR2008_STA86_GA2
BR2008_STA87_GA2
BR2008_STA89 GA2
BR2008_STA91 GA2
BR2008_STA97_GA2
BR2008_STA99 GA2
BR2009 STA444 GA2
BR2009_STA457 GA2
BR2009 STA460 GA5

BR2009_STA500 NA1 MUT

BR2009_STA528 GA5
BR2009_STA561_GA2

BR2009_STA600_NA1 MUT
BR2009 STA648 NA1 MUT

BR2009_STAG676_GA5
BR2009_STA684_GA5

BR2010_STA1006_GA5

BR2010_STA813_GA2
BR2010_STA834_GA2

BR2010_STA843 NALl MUT

BR2010_STA847_NAl
BR2010_STA848_GA5
BR2010_STA849_GA2
BR2010_STA852_GA5
BR2010_STA854_NAl

BR2010_STA860 NA1 MUT
BR2010_STA869 NA1 MUT
BR2010_STA877 NA1 MUT

BR2010_STA907_GA5
BR2010_STA910_GA5
BR2010_STA941_GA2

BR2010_STA955 NAl1_MUT

244
244
244
244
244
244
248
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
248
244

0.518808
0.518672
0.515899
0.516155
0.515899
0.514957
0.5
0.516155
0.515899
0.515042
0.51615
0.519149
0.518672
0.52099
0.519458
0.519149
0.518672
0.515899
0.516155
0.523788
0.515899
0.521352
0.519149
0.515899
0.524123
0.515899
0.528071
0.519458
0.582388
0.519149
0.516155
0.517587
0.519544
0.515152

248
248
248
248
248
244

248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248
248

248

74

0.509921
0.5

0.5
0.51807
0.5
0.515899

0.51807
0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5
0.521886
0.5

0.5

0.5
0.51807
0.5

0.5

0.5

0.5

0.5
0.510616
0.5

0.5
0.521886
0.528066
0.5
0.51807
0.5

0.5

Fonte: O préprio autor, data
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5.7 Predigao de efeitos funcionais e estruturais na proteina de fusdo do HRSV.

A predicao dos possiveis efeitos funcionais destas mutacdes no sitio A e ami-
nodcidos vizinhos, mostrou que existem regifes na qual alteracbes de aminoacidos
teriam efeito neutro, como nos sitios 254-256. Apresentando efeitos razoavelmente
toleraveis podem-se destacar os sitios 259,267,270 e 275. Ja entre os sitios no qual
mutacdes teriam os maiores efeitos na fungéo proteica pode-se destacar o sitio 263.
Na figura 23 podemos visualizar o resultado da predi¢ao funcional.

Figura 23- Mapa de calor extraido do servidor SNAP2 com a predi¢é@o dos efeitos funcionais dentro e
nos aminoacidos vizinhos ao sitio A, que esta sublinhado.

254 2565 256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266 267 268 269 JF0 V1 272 273 274 2T5 206 20T
_HN 5 E L L 5 L | M DM P | T N 1] L6 T K L M__ % [ —
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As predices para analisar os possiveis efeitos estruturais retornaram em sua
maioria valores pouco consideraveis, com relagdo a mutacfes que resultariam em
aumento da estabilidade proteica. Com relacdo a um possivel aumento da estabili-
dade da proteina de fusdo do HRSV do subtipo A, vale destacar a mutacdo S275L
com um valor de AAG bastante consideravel. Por outro lado, esta predicdo mostrou
que as mutagBes dentro do sitio A podem ocasionar muitas reducdes consideraveis
na estabilidade proteica, como nas mutacdes 1226M/V e K272T.Para a proteina de
fusdo do subtipo B, além da mutacdo S275L que ocasiona um aumento da estabili-
dade proteica, encontramos opostamente a isso a mutacéo L273F que reduz consi-
deravelmente a estabilidade da mesma. As mutac¢des na posi¢cédo 276 ndo demonstra-
ram influenciar estruturalmente a proteina F. Na figura 24 podemos visualizar o resul-
tado da predicéo estrutural.

Figura 24- Predicéo de efeitos estruturais ocasionados pelas mutacdes ja descritas dentro e nos ami-

noécidos vizinhos do Sitio A para HRSVA e HRSVB respectivamente. O valor do pseudo AAG é con-
sideravel se for >0.5 para aumento na estabilidade ou <-0.5 para reducdo na estabilidade.
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6. Discussao e Conclusao

A proteina de fusdo é uma proteina de superficie do HRSV responséavel pela
fusdo do envelope viral com a membrana hospedeira e a subsequente formacéo de
sincicios. Esta proteina € glicosilada e € liberada na sua forma madura como um tri-
mero metaestavel chamada pré fusdo, quando, ao entrar em contato com a célula
alvo, a mesma sofre uma arrojada alteracdo conformacional para a forma de pés-
fusdo menos estavel.

A proteina F possui trés dominios, o citoplasmatico o transmembrana e o ecto-
dominio, tendo este Ultimo as regides antigénicas de interesse. O ectodominio possui
diversos sitios antigénicos que estdo presentes ou na forma de pré fusdo desta pro-
teina, ou na forma de pos fusdo, bem como os sitios que estéo presentes em ambas
as formas como os sitios I, Il e IV.

A regido de interesse deste trabalho € conhecida como sitio A ou Sitio Il, um local
antigénico da proteina de fusao viral do HRSV, ao qual alguns anticorpos monoclonais
humanizados (mABs) atuam, dentre eles o palivizumabe. Este sitio que compreende
do aminoacido 262 ao 276 da proteina F, sendo sintetizada a partir do nucleotideo
784 até o 825 (42 nucleotideos/14 aminoacidos), € um local consideravelmente con-
servado dentre os isolados e como destacado por Crowe Jr em 1998 possui uma
grande susceptibilidade & pressao seletiva induzida por anticorpos neutralizantes,
principalmente entre os amino&cidos 266 e 276.

As analises realizadas nas sequéncias disponiveis da Santa Casa abrangeram uma
porcdo de aproximadamente 15% da proteina de Fusdo do HRSV, a qual incluiu o
sitio de ligagdo ao anticorpo monoclonal palivizumabe que, de fato foi o local antigé-
nico de interesse neste estudo.

O estudo de caracteristicas evolutivas realizadas nesta porcao sédo de extrema
importancia, haja visto que, atualmente ndo ha vacina disponivel para o HRSV e o
monitoramento do surgimento de MARMSs € essencial pois 0 Unico medicamento pro-
filatico aprovado contra a infec¢éo pelo HRSV é o palivizumabe.

Uma coleta de sequéncias da proteina de fusdo do HRSV no banco de dados
do GenBank (1297 do subtipo A e 551 do subtipo B) permitiu uma analise comparativa,
além da genotipagem e a correcao do frame de leitura da porcéo disponivel das se-
guéncias da Santa Casa que foram utilizadas neste estudo. Analisar a distribuicao

desta mutacdo neste banco de dados permitiu verificar a abrangéncia e distribuicéo
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de caracteres evolutivos com énfase nas mutagfes encontradas dentro do sitio de
atuacdo do palivizumabe e que estivessem presentes também nas sequéncias da
Santa Casa. O nivel de conservacéao desta proteina foi semelhante em ambos os con-
juntos de dados (Genbank e Santa Casa), sendo o nivel de identidade superior a 90%
entre os isolados, o que também pdde ser demonstrado através da exclusao da re-
dundéncia que reduziu o conjunto de dados em 43% principalmente no gendtipo BA9
do subtipo B e gendtipo GA2 do subtipo A. O calculo da distancia entre as sequéncias
dos dois subtipos demonstrou que, da porcao disponivel, o sitio de atuacao do palivi-
zumabe de fato foi a regido mais conservada da proteina de F, o que indica que o
palivizumabe ainda é um medicamento relativamente seguro para a utilizacdo contra
infeccdo pelo HRSV.

A caracteristica de flutuacdo do HRSV esteve presente nas sequéncias da

Santa Casa com os dois subtipos alternando entre os anos de 2008 e 2010.
Como demonstrado pela consulta realizada, a distribuicdo da mutacdo N276S (que
esteve presente nas sequéncias da Santa Casa) é crescente no banco de dados do
Genbank a partir de 2007 e fixou-se no subtipo A do HRSV. No conjunto de dados da
Santa casa a mutacdo N276S esteve presente no genétipo NA1 de RSVA nos anos
de 2009 e 2010, corroborando com os dados do NCBI.

Nos ultimos anos a proteina de adeséao de superficie (G) do HRSV tem sofrido
modificacdes arrojadas em sua sequéncia, como por exemplo a introducéo de dupli-
cacao dentro da regido hipervariavel 2 em ambos o0s subtipos. A proteina F é muito
mais conservada a nivel sequencial do que a proteina G, embora ambas estejam na
superficie viral e contenham desta forma os epitopos de ligacdo & anticorpos neutra-
lizantes. Estes fatores sao cruciais para estabelecer a importancia de uma analise de
pressdo seletiva que poderia estar presente nas sequéncias da Santa Casa, mesmo
na auséncia da imunoprofilaxia com o palivizumabe. Estas analises mostraram sitios
preditos para a manutencdo da sequéncia de nucleotideos e consequentemente da
sequéncia proteica da proteina F em ambos os subtipos. Também podemos verificar
que esta manutencao esta mais dispersa (estando inclusive em regifes préximas do
sitio de atuacao do palivizumabe), e em maior quantidade no subtipo B, o que pode
explicar o fato de mutacdes dentro desta regido, neste subtipo, serem t&o raras e alto
indice de identidade dentro do gendtipo mais circulante (BA9).

Segundo Zimmer e Herrler, a proteina de fusdo do HRSV possui 6 sitios de N-

glicosilacao caracteristicos, estando presentes nos aminoacidos 27, 70, 116, 120, 126
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e 500, concentrando-se em sua maioria dentro da porgao F2 (186). Embora seja mui-
tas vezes negligenciado em alguns trabalhos que tem como objetivo verificar a capa-
cidade fusogénica e niveis de neutralizacao viral por mAbs, a variagcao nos locais de
glicosilacao influencia de forma bem clara estas caracteristicas, como podemos veri-
ficar no trabalho de Zimmer e Herrler sobre a forma como os sitios de N-glicosilacdo
afetam a atividade fusogénica da proteina de fusdo do HRSV (186). Por isso avaliar
possiveis variacdes nestes sitios € de grande importancia. Além disso € importante
salientar que o surgimento destas modificacdes pdos traducionais podem implicar em
alteracdo dos padrdes imunolégicos contra o patdgeno, aumentando sua variagdo em
determinada populagao.

N&o h& atualmente muitos trabalhos in vivo que enfatizem se as mutacdes que
ocorrem dentro do sitio antigénico A ocasionam alguma modificacédo funcional (a nivel
de melhoramento ou pioramento proteico) ou estrutural na proteina de fusao viral, 0
que de fato poderia estar relacionado com o baixo indice de aptidao (fithess) dos mu-
tantes de escape, como descrito na literatura (153,154,155). Mutaces podem possuir
carater maléfico, benéfico ou neutro, e isto vai depender de diversos fatores, e podem
trazer ao organismo outras diversas condi¢des. Mutacdes dentro do sitio A ja ocorrem,
porém ela pode ser responsavel pela diminuicdo da aptidao replicativa do virus sinci-
cial, mas isto ainda néo esté claro.

S&o necessarios mais estudos in vivo com MARMs para analisar como suas proteinas
estruturais reagem & estas mutacdes, funcionalmente e estruturalmente e assim poder
compreender melhor o processo evolutivo.

A predicdo dos possiveis efeitos funcionais destas mutacdes no sitio A e
aminodcidos vizinhos, mostrou que existem regides na qual alteracdes de aminoaci-
dos teriam efeito neutro, como nos sitios 254-256. Apresentando efeitos razoavel-
mente toleraveis podem-se destacar os sitios 259,267,270 e 275. J& entre os sitios no
qual mutagdes teriam os maiores efeitos na funcdo proteica pode-se destacar o sitio
263.

As predi¢Oes para analisar os possiveis efeitos estruturais retornaram em sua
maioria valores pouco consideraveis, com relacdo a mutacdes que resultariam em
aumento da estabilidade proteica. Com relagcdo a um possivel aumento da estabili-
dade da proteina de fusdo do RSV do subtipo A, vale destacar a muta¢do S275L com

um valor de AAG bastante consideravel. Por outro lado, esta predicdo mostrou que as
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mutacdes dentro do sitio A podem ocasionar muitas redu¢des consideraveis na esta-
bilidade proteica, como nas mutacdes 1226M/V e K272T. Para a proteina de fusdo do
subtipo B, além da mutacdo S275L que ocasiona um aumento da estabilidade pro-
teica, encontramos opostamente a isso a mutacao L273F que 78 reduz consideravel-
mente a estabilidade da mesma. As mutagdes na posi¢cao 276 néo
demonstraram influenciar estruturalmente a proteina F.

No presente estudo podemos verificar pela primeira vez no Brasil a introducao
da mutacdo N276S na populacdo de HRSV do subtipo A nas amostras da Santa Casa

de Misericordia no ano de 2009 e sua manuten¢ao no ano seguinte.
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1 Selegdo das sequéncias apropriadas para a analise, apds montagem e edigdo dos cont Total:223
2 Redugdo de redundancia das sequéncias apds serem alinhadas e aparadas com um me¢Total:220
3 Resultado da Etapa 2-Considerando toda a porgdo disponivel das sequéncias com ume Total:129

ETAPA-1
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ETAPA-2

ETAPA-3

4 Redugdo da redundancia considerando a regido de interesse do mAB.Isto resultara no dataset final. Total:12
em vermelho: sequéncias que foram excluidas do alinhamento inicial por ndo possuirem a regido de atuagdo do mAB.

ETAPA-4

RESULTADO FINAL
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APENDICE B

Representacé@o das mutagdes presentes no banco de Dados do NCBI (Azul), na literatura
(Preto) e nas sequéncias da Santa Casa (Vermelho) para HRSVA e HRSVB respectivamente.
Alista, com as referéncias destas estdo no apéndice seguinte C logo abaixo.
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KU950632.1
KU950634.1

KU950685.1

KU950698.1

KX655647.1

KX655644.1

KX655663.1
KX655675.1-KX655680.1
KX655691.1
MF973157.1
KY654510.1

KY654516.1

KY654515.1

BR2009_Sta648_NA1
BR2010_Sta877_NA1

KY249668.1

KJ627360.1

KJ627365.1
KJ627371.1-K1627373.1
KJ672427.1-K1672429.1
KJ672431.1-K1672435.1
KJ672437.1
KJ672439.1-K1672444.1
K1672446.2
KJ672448.1-K)672461.1
KJ672463.1-K1672472.1
KJ672475.1

K1672477.1
KM042381.1
KU950572.1
KU950567.1
KU950636.1
KU950638.1
KU950639.1
KU950641.1-KU950646.1
KU950649.1-KU950655.1
KU950658.1
KU950660.1
KU950661.1
KU950664.1
KU950666.1
KU950667.1
KU950670.1
KU950671.1
KU950673.1
KU950674.1

KU950686.1

KX655615.1 -KX655623.1
KX655650.1

KX655651.1
KX655665.1-KX655667.1
KX655694.1-KX655697.1
KX655692.1

KY654511.1

KY654508.1

MF614946.1

KY654517.1

BR2009_Sta658_NA1
BR2010_Stag55_NA1

KY249663.1

KX655699.1
KX765886.1
KX765887.1
KX765896.1
KX765894.1
KX765898.1
KX765901.1
KX765902.1
KX765904.1
KX765910.1
KX765911.1
KX765913.1-KX765920.1
KX765925.1
KX765926.1
KX765928.1
KX765931.1
KX765932.1
KX765934.1
KX765936.1-KX765942.1
KX765944.1
KX765946.1
KX765948.1
KX765950.1
KX765951.1
KX765953.1-KX765956.1
KX765958.1
KX765960.1
KX765967.1
KX765969.1-KX765972.1
KX765974.1

KX765977.1

KX894796.1

KX894797.1

KX894799.1
KX894802.1-KX894807.1
KY982516.1

KY982517.1

KY782635.1

KY654509.1
MF614947.1

BR2009_Sta712_NA1
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ANEXO 1

AUTORIZACAO PARA USO DE MATERIAL DE BIOREPOSITORIO DE
ORIGEM HUMANA

De acordo a Resolugiio n® 441/11, artigo 1°, item 15, venho informar que disponho de uma

colegiio de amostras de Aspirado de Nasofaringe, autorizada em 18 de Maio de 2016, que

autorizo o uso do material para Pesquisa intitulada: ** Avaliacio de Mutag¢des Evolutivas na Proteina F
do Virus Respiratério Sincicial (HRSV) com Potencial Resisténcia nos Epitopos de Ligacio

do Palivizumab (PZV) em Criancas sem Uso do PZV.”” sobre responsabilidade do pesquisador

Sr® Uirajan José da Silva.

Por outro lado, ressalto que o uso destas amostras € relevante para o estudo de:

Dinamica Evolutiva do Virus Sincicial Respiratoério Humano

Garanto a confidencialidade da identidade dos pacientes dos quais ndo pretendemos estudar o
material genético.

Sao Paulo, 15/10/2017

?4 %/——\D ;
Prof. Dr. Edson Luiz Durig
Responsavel pela colegdo: Prof. Dr. Edson L uiz Durgmﬁ-_, Q

Departamento de Microbiologia

Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP
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ANEXO 2

IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE S PAULO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Rua Santa Isabel, 305 4° Santa Cecilia CEP 01221-010 S&o Paulo — SP.
Tel.: (11) 2176-7689 E-mail: gticamedbernadete@gaﬂ;a_ca_sasp.org.br

S3o Paulo, 28 de setembro de 2010. Projeto o, 064/09
Informe este nimero para
identificar seu projeto no CEP

Iimo. (a). Sr. (a)-
Dra. Giuliana Stravinskas Durigon
Departamento de Pediatria

O Comité de Etica e Pesquisa da ISCMSP, em reunido ordinaria, dia 25/03/09
e no cumprimento de suas atribuigdes, apds revisdo do seu projeto de pesquisa:
“Virus respiratorios: Caracteristicas clinicas, epidemiolégicas e
meloculares em criangas com infecgdo respiratéria aguda” emitiu parecer
inicial em pendéncia e nesta data enquadrando-o na seguinte categoria:

Aprovado (Inclusive TCLE);

Com pendéncias ha modificagdes ou informagdes relevantes a serem
atendida em 60 dias, (enviar as alteragdes em duas cdpias);

l:] Retirado, (por ndo ser reapresentado no prazo determinado);

l:] N&o aprovado: e

l:] Aprovado (inclusive Termo de Consentimento Livre e Esclarecido), e
encaminhado para apreciagdo da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — MS
- CONEP, a qual devera emitir parecer no prazo de 60 dias. Informamos, [
outrossim, que, segundo os termos Ja Resolugdo 196/96 do Ministério da Salde a

pesquisa s6 podera ser iniciada apf')S/o_ cebimento do parecer de aprovagdo da CONEP.

Prof. Dr. Nelson Keiske Ono
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa — ISCMSP



