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Resumo 

 

O metapneumovírus humano (hMPV) é um importante patógeno do trato respiratório 

que foi descrito inicialmente na Holanda em 2001 e desde então em todos os 

continentes. O principal objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar os hMPV 

em amostras coletadas de crianças menores de cinco anos de idade que apresentavam 

doença respiratória aguda atendidas em um hospital público de Uberlândia, MG. Num 

total de 114 amostras de aspirado de nasofaringe que apresentaram resultado negativo 

ou inconclusivo para nove outros vírus respiratórios investigou-se pela transcrição 

reversa associado a reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR) a presença do RNA do 

vírus. Os produtos obtidos da PCR foram seqüenciados e comparados com seqüências 

depositadas no GenBank. Um percentual de 12,3% (14/114) das amostras apresentaram 

resultado positivo para o RNA do hMPV, e foi possível obter sequência de oito delas,  

sendo possível também identificar os quatro subtipos do vírus. A média de idade das 

crianças infectadas por esse vírus foi de 21 meses, com envolvimento principalmente do 

trato respiratório superior. O hMPV foi detectado em amostras coletadas de março a 

novembro, meses que correspondem ao final do verão e início da primavera no Brasil. 

Até onde se sabe, este é o primeiro estudo a descrever a circulação dos quatro subtipos 

do metapneumovírus no Brasil e também na América do Sul.  
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Abstract  

 

The human metapneumovirus (hMPV) is a pathogen of the respiratory tract first 

identified in The Netherlands in 2001 and since then has already been detected in all 

continents. The purpose of this study was to identify and characterize hMPV in samples 

collected from children <5 years presenting acute respiratory disease seen at a public 

hospital in Uberlândia, in Southeast Brazil. One hundred fourteen nasopharyngeal 

aspirates samples that were negative for nine other respiratory viruses were tested by 

RT-PCR to the presence of hMPV RNA. PCR products obtained by the amplification 

reaction of the N hMPV gene, were sequenced and compared with sequences deposited 

in GenBank. Fourteen out of 114 (12.3%) samples were positive for presence of hMPV 

RNA; sequences from eight samples were obtained and all four subtypes were 

identified, including the novel sublineages A2a and A2b; mean age was 21 months old; 

upper respiratory tract infection was the most common clinical symptom; the virus was 

detected in samples collected from March to November, a period that corresponds to 

late summer to mid-spring in Brazil. As far as is known, this is the first study to 

describe the circulation of the four subtypes of hMPV in Brazil 
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1. Introdução 

 

O metapneumovírus humano (hMPV) é um importante agente de infecções 

respiratórias e, apesar de sua identificação ter ocorrido em 2001, acredita-se que o vírus 

venha circulando entre humanos há pelo menos 50 anos, sendo que a demora em sua 

identificação pode ser devido a deficiências em técnicas de diagnóstico (VAN DEN 

HOOGEN et al., 2001). Atualmente o vírus já foi reportado em todos os continentes 

(HAMELIN et al. 2004, CROWE, 2004). 

Através da técnica de microscopia eletrônica foi demonstrado que as partículas 

de hMPV são pleomórficas (Figura 1), com um diâmetro que varia de 150-600 nm e 

possuem projeções do envelope que em média possuem 15 nm de comprimento. Além 

disto, foi determinado que o nucleocapsídeo do vírus possui um diâmetro médio de 17 

nm.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ultramicrografia do metapneumovírus humano. No centro – cinco 

partículas pleomórficas do vírus; Superior – nucleocapsídeo; Inferior – partícula 

filamentosa. Fonte: Dr. Charles Humphrey (Peret et al., 2002). 

 

O hMPV tem ácido nucléico do tipo RNA de fita simples, polaridade negativa e 

foi classificado pelo Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV) dentro da 

família Paramyxoviridae, subfamília Pneumovirinae e gênero Metapneumovírus 
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(DOMACHOWSKE et al., 2003). Essa classificação se deve em parte, devido à 

similaridade filogenética (Figura 2) desse agente com outros paramyxovírus, 

especificamente com o vírus respiratório sincicial (VRS), e também pelo percentual de 

homologia na seqüência de aminoácidos entre o hMPV e o metapneumovírus aviário 

(aMPV) (VAN DEN HOOGEN et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Arranjo genômico (Kahn et al., 2006) do hMPV (acima) e do VRS 

(abaixo). VRS é o vírus humano mais análogo ao hMPV como pode ser 

evidenciado por sua similaridade genética. As únicas diferenças são os arranjos 

dos genes e a presença de dois genes não estruturais (NS1 e NS2) no VRS. 

 

A similaridade filogenética do hMPV com o VRS, reflete em padrões 

semelhantes de distribuição sazonal e de sintomatologia nosológica entre esses dois 

agentes (OSTERHAUS e FOUCHIER, 2003; XEPAPADAKI et al., 2004; BACH et al., 

2004). 

Análises filogenéticas confirmaram a existência de dois subgrupos do hMPV - A 

e B - sendo que cada um possui dois subtipos denominados A1, A2 e B1, B2, 

respectivamente (VAN DEN HOOGEN et al., 2004). Além disto, estudos recentes vêm 

sugerindo a existência de um novo subtipo pertencente ao subgrupo A (HUCK et al., 

2006). A identidade entre seqüências de um mesmo subgrupo é de 77-95% e entre cada 

linhagem de 59-87% sendo que os genes N, F, L e M são os mais conservados e os 

genes G e SH os mais variáveis. (BIACHESI et al, 2003).  
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Tem sido sugerida uma diversidade clínico epidemiológica entre os subgrupos, 

sendo o A indicado como o mais virulento (VICENTE et al., 2006). Estudos recentes 

demonstram que ocorre predominância de um dos subgrupos durante os surtos 

epidêmicos. Entretanto, essa predominância pode se inverter de ano para ano, como 

ocorre com o VRS e com outros vírus (AGAPOV et al., 2006). 

Os hMPV já foram identificados em amostras de pacientes com idades que 

variam de 2 meses a 87 anos de idade, apesar de que crianças aparentam ser a faixa 

etária mais afetada (PERET et al., 2002). Estudos retrospectivos demonstraram que os 

hMPV são responsáveis por 4,5-17,0% das infecções respiratórias agudas (IRAs) em 

crianças, fazendo com que este vírus seja o segundo mais prevalente nessa faixa etária, 

atrás somente do VRS (CUEVAS et al, 2003; EBIHARA et al., 2004; BOIVIN et al., 

2002; FALSEY et al., 2003). Adicionalmente, de 1,2% a 4,1% dos indivíduos 

infectados são assintomáticos, indicando a possibilidade de infecções inaparentes 

(Kahn, 2006). 

Estudos têm demonstrado que o hMPV é responsável por uma porcentagem 

substancial dos casos de infecção do trato respiratório inferior (ITRI) em lactentes e 

crianças menores de cinco anos de idade e a segunda principal causa de bronquiolite na 

primeira infância. Aproximadamente 10% das ITRI que requerem internações estão 

relacionadas ao hMPV (BOIVIN et al., 2003). Além disto, este vírus também tem sido 

relacionado com aproximadamente 1,0 a 5,0% dos casos de infecção do trato 

respiratório superior (ITRS), sendo a otite média aguda um dos sintomas clínicos mais 

evidentes. Como outros Paramyxovirus, re-infecções tem sido reportadas tanto em 

hospedeiros imunocompetentes quanto imunosuprimidos (VAN DEN HOOGEN et al., 

2003). 
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Estudos de soroprevalência do hMPV demonstraram que entre nove e 18 meses 

de idade, metade das crianças sem doença respiratória aparente, eram soropositivas para 

o hMPV (MIRAZO et al., 2005). Acredita-se que até os cinco anos de idade 

praticamente 100% das crianças já tenham sido infectadas por este vírus. Ainda, os 

maiores títulos de anticorpos foram identificados em crianças de um a dois anos de 

idade indicando que a infecção pelo vírus ocorre principalmente nesta faixa etária 

(MIRAZO et al., 2005). A soroprevalência em crianças menores de três meses de idade 

indica que anticorpos maternos estão presentes nesses indivíduos. Entretanto, não se 

sabe se esses anticorpos maternos contra o hMPV protegem contra infecções ou 

amenizam a gravidade da doença (LEUNG et al., 2005). 

 Alguns estudos reportaram taxas de co-infecções de aproximadamente 10% 

entre o hMPV e o VRS, possivelmente devido à similaridade de ocorrência sazonal 

entre estes vírus (WILLIAMS et al., 2005; GERNA et al., 2005; WOLF et al, 2006). 

Greensill et al., (2003), reportaram que 70% das crianças infectadas pelo VRS que 

necessitaram tratamento intensivo, apresentavam co-infecção com hMPV, sugerindo 

que dupla infecções por VRS e hMPV poderiam agravar o estado clínico do paciente, 

particularmente em crianças previamente sadias. Em outro estudo no Reino Unido, co-

infecções por estes vírus proporcionaram um aumento no risco de admissão na unidade 

de terapia intensiva pediátrica (SEMPLE et al. 2005). Em 2002, uma nova doença 

respiratória, denominada de síndrome respiratória aguda grave (severe acute respiratory 

syndrome -SARS) (KSIAZEK et al., 2003) emergiu no sudeste asiático sendo atribuída 

a um novo coronavírus. Porém, em algumas regiões da China e do Canadá, muitos 

indivíduos com SARS também estavam infectados pelo hMPV (CHAN et al., 2003). 

Entretanto segundo esses mesmos autores isto não foi observado em outros países e, 
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portanto, ainda não está claro, se a co-infecção resultou em uma maior gravidade da 

doença. Assim a significância desta infecção dupla ainda é desconhecida. 

No hemisfério norte, a maioria das infecções por hMPV acontece nos meses 

finais do inverno e início da primavera, sendo que a maior parte ocorre entre fevereiro e 

março - aproximadamente dois meses após à circulação de outros vírus como o VRS e 

os influenzavírus (WILLIAMS et al., 2005).  

Na América do Sul, esse vírus já foi identificado no Chile (LUCHSINGER et 

al., 2005), no Peru (GRAY et al., 2006), Uruguai (MIRAZO et al., 2005) e Brasil 

(CUEVAS et al., 2003), sendo que no Brasil o hMPV foi reportado nas regiões sul e 

nordeste, não havendo ainda dados a respeito de sua circulação nas demais regiões. 

Além disto, essa circulação do vírus aqui tem se mostrado relativamente diferente em 

relação ao hemisfério norte (WILLIAMS et al., 2005), predominando do outono até o 

inverno (DEBUR et al., 2007).  

 Os hMPV passaram desapercebidos por vários anos possivelmente por 

apresentarem cinética de  replicação bastante lenta in vitro, não replicarem 

eficientemente em várias linhagens contínuas celulares e requerem tripsina para seu 

crescimento (VAN DEN HOOGEN et al., 2001). Esse vírus pode ser melhor cultivado 

em linhagem contínua proveniente de rim de macaco rhesus (LLC-MK2) (VAN DEN 

HOOGEN et al., 2001; BOIVIN et al., 2002; SKIADOPOULOS et al., 2004; 

DEFFRASNES et al., 2005).  Alguns estudos também demonstraram replicação em 

células HEp-2 e VERO, entretanto o vírus não se propaga células A-549, RD, 293, HT-

29 e MDCK (BOIVIN et al., 2002). Apesar dos hMPV serem capazes de infectar 

células LLC-MK2, efeitos citopáticos podem não ser visualizados antes de 17 dias pós-

infecção, em média (BOIVIN et al., 2002). Isso faz com que o vírus não seja 

identificado em um tempo apropriado para otimizar o tratamento do paciente. 
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Análise da seqüência genômica dos hMPV (VAN DEN HOOGEN et al., 2002) 

tem propiciado avanços, não apenas em termos taxonômicos, mas também no que diz 

respeito aos métodos de diagnóstico, que podem ser aplicados para detecção desse 

agente, como a transcrição reversa da reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) 

(MACKAY et al., 2003). Essa técnica vem substituindo o isolamento em cultura de 

células e outros métodos retrospectivos, como a análise sorológica para investigar a 

causa de doenças virais em humanos (FALSEY et al., 2006). Os genes da 

nucleoproteína (N) e da polimerase (P) têm sido utilizados mais freqüentemente como 

alvos de amplificação da RT-PCR, devido à sua natureza conservada entre as linhagens 

do hMPV (MACKAY et al, 2003). Adicionalmente, alguns estudos confirmaram ser 

possível detectar até uma porção mínima de cinco a 10 cópias do RNA viral desses 

vírus (MAERTZDORF, 2004). 

 Não existe um tratamento específico disponível para os hMPV. A ribavirina e 

imunoglobulinas comumente administrada intravenosamente apresentaram atividade 

antiviral e in vitro. De acordo com Lanciotti et al. (2001) ambos os tratamentos são 

extremamente caros, além disto a ribavirina é um agente teratogênico e as 

imunoglobulinas podem interferir em vacinas que utilizaram vírus vivos (MMR e 

Varicela). A molécula NMSO3 possui uma atividade viral contra o VRS e também foi 

demonstrado que inibe a infecção dos hMPV in vitro, entretanto essa atividade não pode 

ser demonstrada para outros paramyxovirus, como os parainfluenzavírus (PIV) e vírus 

do sarampo. Esse agente molecular diminui a formação de sincícios e interfere na 

infecção (WU et al., 2001). Vacinas não estão comercialmente disponíveis. 

 O hMPV tem um grande significado para a saúde pública, pois infecta 

crianças, idosos e indivíduos imunocomprometidos, com envolvimento do trato 

respiratório inferior causando bronquiolite em parte dos casos. Além disso, casos fatais 
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foram reportados no qual o hMPV foi o único patógeno isolado em tecido pulmonar, 

coletado post morten (BOIVIN et al, 2002). Apesar desse vírus ser considerado uma 

importante causa de infecções do trato respiratório superior e inferior, muitos aspectos a 

respeito da infecção ainda precisam ser esclarecidos - em particular, a gravidade dessas 

infecções pelo (BOIVIN et al., 2002; HAMELIN et al., 2004; WILLIAMS et al., 2004; 

VAN DEN HOOGEN et al., 2004). Além disso, devido a sua recente descrição, pouco é 

sabido sobre sua epidemiologia. 

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo detectar o hMPV em 

secreções de nasofaringe, obtidas de crianças no período de 2001 a 2007, previamente 

testadas por imunofluorescência indireta (IFI) e transcrição reversa da reação em cadeia 

pela polimerase (RT-PCR) para nove outros vírus respiratórios. As amostras de hMPV 

identificadas foram seqüenciadas e analisadas filogeneticamente. 
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2. Objetivos  

 

1. Detectar o hMPV em secreções de nasofaringe, obtidas de crianças no 

período de 2001 a 2007, previamente testadas por imunofluorescência 

indireta (IFI) e transcrição reversa da reação em cadeia pela polimerase 

(RT-PCR) para nove outros vírus respiratórios. 

 

2. Seqüenciar e caracterizar filogenéticamente as amostras positivas de 

metapneumovírus humano.  

 

3. Determinar os subtipos circulantes do metapneumovírus humanos na 

cidade de Uberlândia e região.   
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3. Material e Métodos 

 

3.1. Antecedentes 

 

No período de 2001 a 2007, 497 amostras de aspirado de nasofaringe (ANF) de 

crianças menores de cinco anos de idade, com doença respiratória aguda e duração 

máxima de cinco dias, foram coletadas mediante consentimento prévio dos pais ou 

responsáveis (Anexo A), no Hospital de Clínicas (HC) da Universidade Federal de 

Uberlândia (UFU), MG. Essas amostras foram processadas no Laboratório de Virologia 

do Instituto de Ciências Biomédicas conforme descrito por Oliveira et al. (2008) e 

investigadas quanto a presença de nove vírus respiratórios. 

O espécime foi obtido após instilação de 1 mL de soro fisiológico estéril (0,9%) 

em cada narina da criança, seguida de aspiração por um sistema de sucção a vácuo 

conectado a um cateter, conforme previamente descrito (VIEIRA et al., 2001). Dados 

dos pacientes, tais como idade, gênero e sintomas clínicos foram obtidos no momento 

da coleta (Anexo B). Essa coleta recebeu parecer favorável do Comitê de Ética em 

Pesquisa da UFU, protocolado sob o número 250/2005 (Anexo C).  

Em um período máximo de quatro horas o espécime clínico foi processado, 

conforme previamente descrito (QUEIRÓZ et al, 2002) e a amostra foi dividida em 

quatro alíquotas, sendo: (i) uma para a realização da imunofluorescência indireta (IFI); 

(ii) duas in natura, armazenadas em nitrogênio líquido e freezer -70
o
C, para a extração 

de ácidos nucléicos e estudos futuros e; (iii) a última foi combinada numa concentração 

de 1:2 com meio de congelamento para posterior inoculação em cultura de células. 

O espécime clínico da alíquota (i) foi então tratado com uma mistura de 

anticorpos monoclonais (MAbs) anti-vírus respiratórios do Respiratory Panel I Viral 

Screening and Identification Kit (Chemicon International, Inc., Temecula, CA), 
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conforme instruções do fabricante, para detecção do vírus respiratório sincicial (VRS), 

influenzavírus (FLU) A e B, parainfluenzavírus (PIV) 1, 2 e 3 e adenovírus (AdV). As 

amostras com resultados positivos para o VRS foram subgrupadas em A ou B, mediante 

a utilização de monoclonais específicos (Chemicon). 

As amostras negativas e inconclusivas pela reação de IFI foram submetidas à 

transcrição reversa da reação em cadeia pela polimerase (RT-PCR), para a pesquisa de 

rinovírus, mediante a utilização de primers descritos por Arruda & Hayden (1993) – 

gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Eurico Arruda Neto, da Universidade de São Paulo 

(USP), Ribeirão Preto, SP. 

 
 

Figura 3. Fluxograma da investigação. IFI – imunofluorescência indireta; RT-PCR – 

trascrição reversa da reação em cadeia pela polimerase; VRS – vírus respiratório 

sincicial; PIV – parainfluenzavírus; FLU – influenzavírus; AdV – adenovírus; HRV – 

rinovírus humano; hMPV – metapneumovírus humano. 

 



13 

 

As 114 amostras negativas ou inconclusivas para os nove vírus acima referidos 

foram submetidas à RT-PCR para a investigar a presença do RNA do metapneumovírus 

humano (hMPV).  

 

3.2. O metapneumovírus humano utilizado como controle das reações 

 

O controle das reações de RT-PCR foi gentilmente doado pelo Dr. Juan Arbiza 

da Universidad de La República (Montevidéu/Uruguai). Após o recebimento no 

Laboratório de Virologia/UFU, a amostra referida como hMPV cepa ARG-3-02, 

(número de acesso: DQ362951) foi inoculada em uma monocamada semi-confluente da 

linhagem celular contínua, LLC-MK2 proveniente de rim de macaco da espécie Macaca 

mulatta, conforme adiante descrito. Após o surgimento dos primeiros efeitos 

citopatogênicos, o sobrenadante e lisado celular foram colhidos e estocados em 

nitrogênio líquido, até o uso. 

 

3.3. Extração dos ácidos nucléicos  

 

A extração do ácido nucléico viral tanto do isolado controle como das amostras 

clínicas foi realizada pelo método Trizol® (Gibco, BRL), seguindo as instruções do 

fabricante.   

 Em um tubo tipo eppendorf contendo 750 μl de Trizol adicionou-se 250 μl da 

amostra clínica, sendo esta mistura vigorosamente agitada e incubada por cinco minutos 

em temperatura ambiente, para lisar células e vírus. Após a incubação, acrescentou-se 

200 μl de clorofórmio e imediatamente foi realizada uma centrifugação à 12000xg em 

4°C por 15 minutos.  Ao fim da centrifugação foi observado a formação de duas fases, a 

superior de coloração transparente, fase orgânica, contendo ácido nucléico do tipo RNA 



14 

 

e a inferior de coloração rósea, denominada fase aquosa composta basicamente de 

DNA. A fase superior foi então cuidadosamente separada e transferida para outro tubo 

do tipo eppendorf. 

 Ao tubo contendo RNA foram adicionados 800 μl de isopropanol e 1,5 μl de 

glicogênio, sendo a mistura homogeneizada por inversão e incubada em temperatura 

ambiente por 10 minutos. Após a incubação, o tubo foi centrifugado à 12000 xg, 4°C 

por 10 minutos. Posteriormente, o sedimento foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol 

75%,  sendo que ao final da segunda lavagem o etanol foi desprezado e o sedimento 

ressuspendido em 20 μl de água DEPC e 0,5 μl de inibidor de RNAses. Sempre que 

possível o RNA foi imediatamente transcrito em cDNA, quando não, o mesmo foi 

armazenado à -80°C. 

 

3.4. Reação de transcrição reversa – síntese do cDNA 

 

Para utilização do RNA na reação de PCR o mesmo foi transformado em DNA 

complementar (cDNA). Cinco microlitros do RNA total extraído foram incubados com 

1 μl de dNTPs (10mM) e 10 pmol do primer N1, por 5 minutos à 65°C. Essa mistura foi 

adicionada a uma segunda, contendo 4 μl de buffer 5x first strand (Invitrogen), 2 μl de 

0,1M DTT (Invitrogen), 5U de inibidor de ribonuclease (Promega, Madison, WI) e água 

DEPC - até completar o volume final de 19 μl - seguida de uma  incubação por 2 

minutos à 37°C. Posteriormente, adicionou-se 200U de Superscript II – Reverse 

transcriptase® (Invitrogen) e o tubo foi incubado por 50 minutos à 42°C e por fim a 

enzima foi inativada em 70°C por 5 minutos.  



15 

 

3.5. Reação de RT-PCR para detecção dos rinovírus humanos 

 

Para a reação de detecção do RNA dos rinovírus humano foram utilizados quatro 

primers (Arruda & Hayden 1993). Inicialmente o RNA extraído foi reversamente 

transcrito em cDNA utilizando-se primers inespecíficos. Posteriormente, 5 μl do cDNA 

foi misturado com primer 1 (5’ – GCACTTCTGTTTCCCC) e o primer 2  

(5’CGGACACCCAAAGTAG) e ainda 10mM de dNTPs, 5 μl de 10X PCR buffer Mg
-
 

(Invitrogen), 50mM de MgCl2 (Invitrogen), 1.25U de Taq Polimerase (Invitrogen) e 20 

μl de água DEPC (Gibco).  Os produtos da primeira reação foram diluídos na proporção 

1:100, misturados ao primer 3 (5’AGCCTGCGTGGCTGCC) e primer 4 

(5’GCATTCAGGGGCCGGAG) e adicionados aos mesmos reagentes da reação 

anterior. As condições do termociclador utilizados em ambas as reações foram as 

seguintes: desnaturação inicial à 95ºC/3’ e 95ºC/1’ 48ºC/90” 72ºC/1’ por 30 ciclos 

seguida de uma extensão final em 72ºC/7’. Os tamanhos de banda esperados eram de 

390 nt para a primeira reação de PCR e 110 nt no segundo ensaio.  

 

3.6. Reação de PCR para detecção do hMPV 

 

Cinco microlitros do cDNA foram amplificados através da PCR, tendo a mistura 

os seguintes reagentes: 10mM de dNTPs, 5 μl de 10X PCR buffer Mg
-
 (Invitrogen), 

50mM de MgCl2 (Invitrogen), 10 pmol dos primers N2 e N3, 1.25U de Taq Polimerase 

(Invitrogen) e 20 μl de água DEPC (Gibco). As condições utilizadas no termociclador 

foram às seguintes: uma desnaturação inicial à 94ºC/3’ e 94ºC/45” 50ºC/30” 72ºC/30” 

por 50 ciclos seguida de uma extensão final em 72ºC/10’. O tamanho esperado do 

produto da PCR foi de 928 pares de base. 
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Quadro 1. Primers utilizados na reação de PCR, nested PCR e seqüenciamento  

Nome Seqüência Posição Gene Tamanho Referência 

N2 5’–GAGTCTCAGTACACAATAA-3’ 97 

N 928nt Coté et al, 

2003 N3 5’–GCATTTCCGAGAACAACAC-3’ 1025 

S1 5’–ACGGGGTAGAGAAGAGCTGG-3’ 389 

N 616nt 
Samransa

mruajkit, et 

al, 2006 
S2 5’–GCAAAGTTGGGACAGTTGGC–3’ 1004 

 

Para a visualização dos produtos da amplificação foi aplicado 10 μl de cada 

amostra em um gel de agarose 1,5%, diluído em tampão tris-borato-EDTA (TBE) e 

submetido a uma tensão de 100 volts para a realização da eletroforese. Após 40 

minutos, o gel foi imerso em uma solução de brometo de etídeo por 10 minutos e 

digitalizado através do equipamento ImageMaster®VDS (GE Healthcare). 

 

3.7. Nested PCR 

 

Os produtos da primeira PCR foram diluídos na proporção de 1:10 em água 

milli-Q e submetidos à uma nova reação utilizando-se primers internos 

(Samransamruajkit et al., 2006) para amplificar um fragmento de 616nt (Quadro 1) e, os 

mesmos reagentes e concentrações da primeira amplificação. As condições utilizadas no 

termociclador foram às seguintes: 95
o
C/2’ e 95

o
C/1’, 48

o
C/1’, 72

o
C/1’ por 35 ciclos, 

seguido por extensão final à 72°C por cinco minutos. 

Os produtos foram visualizados em gel de agarose 1,5%, nas mesmas condições 

da reação anterior.  
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3.8. Reação de purificação 

 

 Os produtos que tiveram um resultado positivo pela nested PCR foram 

purificados, utilizando-se de um kit denominado Invisorb Spin DNA Extraction Kit 

(Invitek, GmbH, Alemanha).  

 Primeiramente 40 μl dos produtos da reação de nested PCR foram inseridos em 

um gel de agarose a 2%, diluído em tampão tris-acetato-EDTA (TAE) e submetidos a 

uma corrente de 50 volts foi aplicada para a realização da eletroforese. Após 90 minutos 

de corrida o gel foi imerso em uma solução de brometo de etídeo por 15 minutos e 

visualizado em um transiluminador ImageMaster®VDS (GE Healthcare). Com o 

auxílio de um bisturi de número 11, o fragmento de 616nt foi cortado e transferido para 

um tubo do tipo eppendorf. 

 Posteriormente adicionou-se 1 mL do tampão “Gel Solubilizer S” e a mistura foi 

aquecida à 50°C por cinco minutos, até a dissolução total do gel. Após este processo, 

500 μl do tampão de ligação foi adicionado ao tubo e seu conteúdo transferido para uma 

coluna de sílica e centrifugado à 10000 xg por um minuto. Em seguida a coluna foi 

lavada duas vezes com o tampão de lavagem e centrifugada por quatro minutos à 14000 

xg. Após, foi adicionado 30 μl do tampão de eluição à coluna, seguida de incubação por 

10 minutos e de uma centrifugação à 8000xg por um minuto. Ao fim do processo de 

purificação foi feita uma eletroforese do produto, para confirmação de sua pureza.  

 

3.9. Reação de seqüenciamento 

 

 Os produtos purificados foram quantificados utilizando-se um espectrofotômetro 

de massa, calibrado para o comprimento de onda de 560 nm (DNA de fita dupla). Para a 

realização da reação de sequenciamento, aproximadamente 60 ng de cada amostra 

foram transferidos para uma placa contendo os mesmos dois primers utilizados na 
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nested PCR, numa concentração de 5pmol, acrescidos de 8 μl do DYEnamic ET Dye 

Terminator (GE Healthcare. Piscataway, NJ) e água milli-Q, até completar o volume de 

20 μl. Esta reação foi feita em um termociclador utilizando as seguintes condições: 25 

ciclos de 95°C/20”, 50°C/15” e 60°C/1’.  Para uma segunda purificação adicionou-se 

aos produtos da reação 2 μl de acetato de amônia 7,5M e 60 μl de etanol 95,0% e a 

placa foi centrifugada por 30 minutos à 2500 xg. O sobrenadante foi removido e o 

sedimento lavado com etanol a 70%. Esses produtos foram secados à temperatura 

ambiente e ressuspendidos com 10 μl de MegaBACE loading solution (GE Healthcare. 

Piscataway, NJ). A leitura da reação de seqüenciamento foi feita em um seqüenciador 

MegaBace 1000 ® (GE Healthcare. Piscataway, NJ).  

 

3.10. Análise filogenética 

 

 Considerando a utilização de dois primers no sequenciamento obteve-se duas 

fitas de DNA das amostras estudadas – sense e anti-sense.  A partir daí, com o auxílio 

do software Mega 4.0 (Kumar et al., 1994) fez-se o alinhamento das duas fitas e assim 

foi determinada a seqüência consenso de cada amostra. Com o auxílio do software 

BLAST, as fitas consenso dos hMPV de Uberlândia foram comparadas com outras 

sequências-padrão, depositadas no GenBank. Com isto, através da utilização do 

algoritmo “neighbour-joining”, o modelo “Kimura-2-parameter” e a análise estatística 

“bootstrap 500x” foi possível construir uma árvore filogénica inserindo as amostras dos 

vírus que circularam na região de Uberlândia, MG. 

3.11. Isolamento viral 

 

Com o intuito de amplificar o número de partículas virais e consequentemente 

aumentar a concentração dos produtos da PCR e melhorar a qualidade das reações de 
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seqüenciamento foi implantado o isolamento em cultura de células da linhagem LLC-

MK2. 

Um volume de 200L de cada amostra de nasofaringe in natura, filtrada em 

membrana de nitrocelulose de 0,45m de diâmetro (Millipore Corporation, Bedford, 

MA, EUA) foi inoculado em monocamada de células semiconfluentes, crescidas em 

garrafas de poliestireno de 25cm³.  Após 1 hora de incubação, para a adsorção viral em 

estufa a , com atmosfera de 5% de CO2, acrescentou-se 5 mL de meio de inoculação 

(DMEM + Tripsina 0,1% + HEPES 1%) e as garrafas foram novamente incubadas nas 

condições acima descritas. Como controle negativo, foram adicionados 200 L de meio 

de inoculação em outra garrafa e seguiu-se o mesmo protocolo para as amostras teste. 

Uma observação diária por até 21 dias ou até o aparecimento de efeito citopático (ECP) 

foi realizada e, subsequentemente, procedeu-se a RT-PCR para a confirmação do 

isolamento viral. Quando nenhum ECP foi visualizado em até 14 dias, adicionou-se 

mais 2 mL de meio de inoculação à garrafa e foi feita nova incubação, seguida de 

observação diária por mais 7 dias. Quando não foi constatado um efeito citopatogênico, 

realizou-se a RT-PCR para confirmar a falha no isolamento. 
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4. Resultados 

 

A partir das 114 amostras de nasofaringe coletadas de 2001-2007, que 

apresentaram resultado negativo ou inconclusivo para nove outros vírus respiratórios, 

foi possível detectar o RNA do metapneumovírus humano (hMPV), pela RT-PCR, em 

13 amostras. A pesquisa desse vírus em 30 amostras positivas para o VRS, resultou na 

detecção de mais uma amostra de hMPV, totalizando 12,3% (14/114) de amostras 

identificadas. Se considerar o total de amostras coletadas no período do estudo esse 

percentual representa 2,8% (14/497) dos casos.  

 

Figura 4. Produtos da reação de PCR para a detecção do hMPV. 1 – Marcador de 

peso molecular – 100bp; 2 – Controle positivo do hMPV; 3 e 5 - Amostra com 

resultado negativo; 4 – Amostra clínica com resultado positivo. 

 

 

A quadro 2 mostra que referente ao gênero, 57,1% (8/14) das crianças infectadas 

pelo hMPV eram do sexo masculino, entretanto esta diferença não foi estatisticamente 

significante. Infecções do trato respiratório superior foram mais frequentemente 

observadas, apesar de casos de bronquiolite, pneumonia, bronquite e asma terem sido 
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identificados. Em termos da faixa etária, a média das crianças infectadas por esse vírus 

em Uberlândia foi de 21 meses. 

 

Quadro 2: Características das crianças infectadas pelo hMPV de acordo com a 

idade, gênero e sintomas. 

 

Em relação as 14 amostras identificadas, cinco delas foram coletadas no ano de 

2003, quatro em 2002, três em 2004 e somente uma por ano nos anos 2005, 2006 e 

2007.  No ano de 2001, nenhuma foi identificada. Além disto, foi possível identificar 

que em Uberlândia os hMPV circularam durante todo o ano, com um pequeno pico nos 

meses do outono e do inverno. 

Do total de 14 amostras do hMPV, 12 foram submetidas ao isolamento em 

cultura de células. Foi possível observar a formação de efeitos citopáticos em seis delas 

(Figura 4), após uma média de 16 dias, sendo que em todas, o isolamento foi 

confirmado pela RT-PCR. Dentre os seis espécimes que não apresentaram efeito 

citopático também, foi possível confirmar o isolamento em dois deles, totalizando assim 

oito amostras isoladas. 

 

 

 

 

   Gênero Sintomas 

Idade (meses) N hMPV (%) M F ITRS ITRI 

≤ 12 66 6 (42.6) 3 3 4 2 

13 a 24 24 3 (21.5) 2 1 2 1 

25 a 36 13 3 (21.5) 2 1 2 1 

37 a 48 8 2 (14.4) 1 1 2 0 

49 a 60 3 0 (0) 0 0 0 0 

Total  114 14 (100) 8 6 10 4 

 N – Amostras testadas / ITRS – Infecção do trato respiratório superior / ITRI – Infecção do trato respiratório inferior 
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Figura 5. Linhagem celular LLC-MK2. A – Controle negativo, B – Amostra 

inoculada com o vírus – efeitos citopáticos. 

 
 

A quantificação da reação de nested PCR dos isolados de hMPV demonstrou 

que foi possível obter aproximadamente 80 ng do fragmento de 616nt de cada amostra, 

o que possibilitou o seqüenciamento direto das oito amostras (Quadro 3).   

 

Figura 6. Produtos da reação de nested PCR 1 – Marcador de peso molecular – 

100bp; 2 – H2O; 3 a 8 - Amostras clínica com resultado positivo. Produtos pós-

purificação.  

A B 
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Quadro 3. Identificação e caracterização molecular das amostras de hMPV coletadas no 

período de 2001–2007. 

 

 

Referente a árvore filogenética (Figura 5) construída utilizando-se de seqüências 

representativas de cada subtipo, obtidas no GenBank, observou-se que todos os quatro 

subtipos descritos dos hMPV circularam na região de Uberlândia, no período de 2001 a 

2007. Além disto, as amostras deste estudo apresentaram alta similaridade (97-99%) 

com amostras que circularam em diferentes partes do mundo.  

O subtipo A1 foi o mais frequente, sendo identificado em três (37,5% - 3/14) 

espécimes clínicos coletados em 2003, seguido pelo A2 e B2 (duas amostras cada, 25%) 

e B1 (uma amostra, 12,5%). Em termos do subtipo A2, foram identificadas duas 

amostras, uma em 2003 e a outra em 2007. Em relação ao subtipo B2, uma amostra foi 

detectada em 2004 e outra em 2006. O subtipo B1 foi identificado em 2004.  

Amostra Data da coleta Subtipo Identidade GenBank 

1 19/03/2003 A1 99% 

NED01-30 

CAN99-81 

JPS03-180 

2 12/05/2003 A1 97% 

NED01-30 

CAN99-81 

JPS03-180 

3 22/05/2003 A2 97% 

CAN97-83 

NED01-17 

CAN00-16 

4 23/05/2003 A1 99% 

NED01-30 

CAN99-81 

JPS03-180 

5 22/03/2004 B1 99% 

CS113 

CAN00-13 

BJ1816 

6 23/03/2004 B2 99% 

FIN01-10 

BIR01-10 

CAN97-82 

7 03/04/2006 B2 99% 

JPS03-194 

FIN01-10 

BIR01-10 

8 27/04/2007 A2 98% 

BJ1887 

JPS03-240 

NED01-22 
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Figura 5. Árvore filogenética construída a partir de fragmentos de 616nt de extensão 

(posição dos nucleotídeos 404 à 1019) utilizando-se o algoritmo “neighbour-joining” e 

o modelo “Kimura-2-parameter”. Os quatro subtipos utilizados como referência são 

demonstrados pela identificação e os números de acesso dos isolados. O 

metapneumovírus aviário constitue um grupo externo (número de acesso DQ009484). 

Os valores de bootstrap (%) são indicados nas junções e as distâncias genéticas, por 

nucleotídeos, estão demonstrados na barra horizontal na parte de inferior. Os nomes das 

amostras de hMPV caracterizadas neste estudo estão iniciadas por BR/UDI (números de 

acesso: FJ554879-FJ554886) 
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5. Discussão 

 

Neste estudo, os hMPV foram detectados pela RT-PCR em aproximadamente 

2,8% dos casos de doença respiratória aguda, percentual semelhante aos encontrados na 

Argentina, Chile e Espanha (GALIANO et al., 2004; LUCHSINGER et al., 2005; 

VICENTE et al., 2003), onde os hMPV também foram detectados em amostras que 

apresentaram resultados negativos para a presença de outros vírus respiratórios. Por 

outro lado, três estudos desenvolvidos no Brasil com amostras clínicas, não testadas 

para outros vírus respiratórios, apresentaram resultado de 5,6-17,0% (DA SILVA et al., 

2008; DEBUR et al., 2007; CUEVAS et al., 2003).  

Chama a atenção o fato de que nenhuma amostra do hMPV ter sido identificada 

em 2001, apesar de 30,7% (35/114) das amostras investigadas terem sido coletadas 

neste ano. Na Argentina, Galiano et al. (2004) também não identificaram a circulação 

desse vírus em 2001 e no estudo de Debur et al. (2007) desenvolvido no Paraná a 

incidência dos hMPV em 2001 foi relativamente menor quando comparada aos outros 

anos do estudo. Estes resultados demonstram que a incidência dos hMPV podem variar 

consideravelmente de ano para ano, ao contrário de outros vírus que apresentam uma 

taxa de incidência anual bastante semelhante (COSTA et al., 2006, WILLIAMS et al., 

2004) 

A tentativa de isolamento dos hMPV em cultura de células para aumentar o 

número de partículas virais se mostrou um método pouco eficiente, já que apenas 66,6% 

(8/12) das amostras positivas pela RT-PCR puderam ser isoladas, sendo que metade 

delas (4/8) não causaram efeitos citopáticos. Boivin et al. (2002) também haviam 

reportado dificuldades no isolamento do hMPV. Essa dificuldade de isolamento 

acarretou na impossibilidade de seqüenciar mais amostras no estudo de Uberlândia.  
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De um modo geral, neste trabalho, o subtipo A foi predominante (63,0%) em 

relação ao B. Este fato está de acordo com Boivin et. al., (2004) que demonstraram que 

o subtipo A foi responsável por aproximadamente 70,0% dos casos de hMPV. Além 

disto, neste mesmo estudo, os autores sugerem que o subtipo B é mais comumente 

identificado em adultos.  

A detecção dos hMPV,  principalmente entre março e julho, coincide com os 

períodos de menor índice de umidade e de temperatura, no clima semi-tropical de 

Uberlândia. Isso já foi anteriormente observado para outros vírus respiratórios pelo 

nosso grupo (COSTA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2008). Em outras regiões, alguns 

estudos demonstraram uma maior incidência nos meses finais do inverno ou primavera 

(DEBUR et al., 2007; THOMAZELLI et al., 2007; SLOOTS et. al., 2006; WILLIAMS 

et. al., 2005), sugerindo que os hMPV podem apresentar diferentes padrões sazonais. 

A predominância da infecção pelos hMPV observada no gênero masculino está 

de acordo com outros trabalhos (BOIVIN et al., 2004; SAMRANSAMRUAJKIT, et. al., 

2005) apesar dessa diferença não ter sido significante. Em dois estudos sobre os VRS 

isso também foi observado (QUEIROZ, et al., 2002; OLIVEIRA, et al., 2008), 

sugerindo que os indivíduos do gênero feminino aparentam ser mais protegidos da 

infecção pelos vírus desta família.  

A média de idade das crianças infectadas pelos hMPV em Uberlândia foi maior 

quando comparada com outros estudos,  que analisaram amostras de crianças da mesma 

faixa etária (REGEV et al., 2006; THOMAZELLI et al., 2007). Williams et al. (2005), 

investigando somente casos de infecção do trato respiratório superior (ITRS) também 

encontraram resultados semelhantes, sugerindo uma possível correlação entre crianças 

mais velhas e ITRS por estes vírus. A maioria das amostras positivas para os hMPV de 

Uberlândia era de crianças apresentando quadro clínico de ITRS.  
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Apesar da descrição de freqüências variando de 6,0% a 12,0% de co-infecções 

entre o VRS e os hMPV (WOLF et al, 2006; GERNA et al., 2005), dentre as 30 

amostras positivas para o VRS, apenas uma foi positiva. Devido a este fato, não foi 

possível determinar a influência de co-infecções na sintomatologia do paciente. Não há 

um consenso em relação a isto, já que alguns estudos demonstram não haver um 

aumento na gravidade da doença (WOLF et al, 2006; GERNA et al., 2005), enquanto 

Semple et al.  (2005) sugerem existir diferenças em relação aos sintomas. 

Este é o primeiro estudo que reporta a circulação dos hMPV no estado de Minas 

Gerais e até onde se sabe é também o primeiro a detectar a presença dos quatro subtipos 

do vírus na América do Sul. O subtipo A1 foi descrito no estado do Paraná (DEBUR et 

al., 2007) e o subtipo B1 em São Paulo (DA SILVA et al., 2008). Apesar de o pequeno 

número de amostras positivas, nossos resultados parecem indicar uma mudança do 

genótipo A, que predominou em 2003, para o genótipo B - predominante em 2004. Essa 

mudança de genótipos em anos consecutivos, aparentemente é comum para este vírus 

(AGAPOV et al., 2006; GERNA et al., 2005) e também para outros vírus respiratórios 

como os VRS (OLIVEIRA et al., 2008) e os influenzavírus (Kuszewski, Brydak, 2000), 

constituindo possivelmente um mecanismo de evasão do sistema imune. Entretanto, 

mais estudos são necessários para a confirmação desta hipótese em nossa região. 

Mais estudos também são necessários para se estabelecer a sazonalidade deste 

vírus no clima semi-tropical de Uberlândia. Além disto, a identificação da co-infecção 

dos hMPV com outros vírus respiratórios será necessária para investigar se há a  

possibilidade de uma maior gravidade da doença.  
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6. Conclusões 

 

1. O RNA do metapneumovírus humano foi detectado pela RT-PCR em 

12,3% (14/114) dos espécimes clínicos de crianças menores de cinco 

anos de idade, com doença respiratória aguda, que apresentaram 

resultados negativos ou inconclusivos para nove outros vírus 

respiratórios, no período de 2001-2007. 

 

2. Os subtipos A1, A2, B1 e B2 do hMPV circularam em Uberlândia,MG 

no período de 2001-2007. 

 

3. Em 30 amostras de secreção de nasofaringe de crianças infectadas pelo 

VRS, somente uma foi positiva pelo hMPV. 

 

4. O subtipo A foi encontrado em cinco das oito amostras investigadas. 
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Anexo A 

 

Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

Pesquisa de vírus respiratórios e aspectos da resposta imune em espécimes clínicos 

obtidos de crianças de 0-5 anos de idade de regiões do Triângulo Mineiro, MG 

Hospital de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia 

 

Sr. Pais/Responsáveis, 

Os vírus respiratórios são os principais agentes causadores de doença 

respiratória aguda em crianças menores de cinco anos de idade, razão pela qual a equipe 

de Virologia da UFU vem desenvolvendo pesquisa nesse assunto. 

 A detecção do agente viral que está causando a infecção em seu filho, além de 

auxiliar o médico a tratá-lo, irá fornecer informações para trabalhos sobre mecanismos 

de infecção e sobre a circulação dos principais vírus respiratórios em nossa região. 

 É importante lembrar que a participação neste estudo é voluntária, que o nome 

de seu filho não será divulgado e que as amostras clínicas não serão utilizadas para 

nenhum outro estudo. 

 Se for do seu consentimento a coleta de secreção de nasofaringe (aspirado) e de     

2-3mL de sangue de seu filho, favor assinar este documento. 

 

Uberlândia: ___/___/___ 

 

Nome do pai/mãe ou responsável: _____________________________ 

 

Assinatura: _____________________________ 

 

Médicos responsáveis: _______________________________ 

Profs. Drs. Orlando César Mantese e Hélio Lopes da Silveira 

 

Coordenadora do Projeto: 

______________________________ 

Profa. Dra. Divina A. O. Queiróz 

(34) 3218-2664 

Comitê de Ética em Pesquisa da UFU - (34) 3239-4131 
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Anexo B 

 
Ficha Clínica – Projeto Vírus Respiratórios 

Nome:____________________________________________ Prontuário:___________ 

Endereço:_________________________________________   Telefone: ___________ 

Local atendimento:_________________________                    Data: ____/____/____ 

Data nascimento: ____/____/____             Idade:________                 Sexo: M     F 

Duração da gestação: ______ semanas (definir: pré-termo ou termo)   Cor:__________ 

Aleitamento materno: não     sim (duração:____________________) 

Pais fumantes: não     sim                           Pais atópicos: não     sim 

Doença de base presente (descrever qual patologia apresenta) 

 Cardiopatia:               não    sim 

 Displasia broncopulmonar:  não    sim 

 Imunodeficiência:   não    sim 

 Outras (definir):   não    sim 

Descrição do quadro clínico 

•  Início dos sintomas: ________ dias        •  Dor de garganta:        não    sim 

•  Febre: _______ dias           •   Dor no corpo: não    sim 

•  Coriza:_______ dias           •   Mal estar:                  não    sim  

•  Tosse: _______ dias           •   Secreção ocular:        não    sim 

•  Espirros: _____ dias                                •   Hiperemia ocular:      não    sim 

•  Outros:____________________________________________________________ 

Freqüência respiratória: ________irpm 

Murmúrio vesicular: 

Chiados (sibilos):  não    sim 

Retrações torácicas (tiragens): não    sim 

Apnéia ao atendimento (maior 20 seg com cianose ou bradicardia): não    sim 

Medicação em uso:_____________________________________________________ 

Rx de tórax: Hiperinsuflação   não    sim 

          Consolidação       não    sim  

          Atelectasia           não    sim 

Gasometria arterial:    pH=                             PaCO2=                                              PaO2=  

   HCO3=                        SatO2=                                 BE= 

Admissão: ____/____/____                             Local:__________________________ 

Ventilação artificial:   não       sim ( _____ dias) 
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Anexo C 

 

  


