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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO

Paola Cristina Resende Silva

Globalmente, as infec¢bes causadas pelos virus Influenza constituem um importante
desafio para a Saude Publica. Os virus Influenza B pertencem a familia
Orthomyxoviridae, seu genoma viral € constituido por um RNA de fita simples e
polaridade negativa. O processo de drift antigénico favorece o continuo
aparecimento de novas variantes virais, o que demanda a reformulagédo anual da
vacina. No inicio década de 80, foi observada a divergéncia do virus Influenza B em
duas linhagens antigénica e filogeneticamente distintas: B/Victoria/2/87-like (Vic87) e
B/Yamagata/16/88-like (Yam88), que tem co-circulado em diferentes paises na
ultima década. O objetivo deste estudo consiste na identificagdo e caracterizacdo
molecular das linhagens de Influenza B circulantes em diferentes regides brasileiras
durante as epidemias de 2004 a 2008, com base no sequenciamento dos genes
Hemaglutinina (HA) e Neuraminidase (NA). Ainda, padronizamos a metodologia de
Eletroforese em Gel com Gradientes Desnaturantes (DGGE), visando a rapida
tipagem dos virus B. Diferentes substituicbes nos genes da HA e NA foram
encontradas. Evidenciamos a co-circulacdo de ambas as linhagens no periodo
estudado, contudo, ndo observamos a ocorréncia de rearranjo génico e nem a
emergéncia de cepas resistentes aos inibidores de neuraminidase, com base nos
genes investigados. No periodo 2006-2008, observamos a adequada concordancia
entre as cepas circulantes e as cepas vacinais preconizadas para uso no Hemisfério
Sul. Entretanto, o0 mesmo néao foi verdadeiro para o periodo 2004-2005. Finalmente,
o protocolo de DGGE desenvolvido pode ser eficientemente utilizado para fins de
rapida tipagem das linhagens de Influenza B. Os achados deste estudo contribuem
para a melhor compreensao sobre a variabilidade dos virus Influenza B e os
mecanismos envolvidos na sua evolucdo molecular, bem como o padréo de
circulacao das linhagens virais no Brasil e sua correspondéncia com as vacinas para
Influenza, anualmente administradas no Hemisfério Sul. Este conjunto de
informacdes sdo de grande relevancia para a continua adequacao e implementacao
das politicas e estratégias voltadas ao controle e prevencdo de infecgbes por
Influenza na nossa populacéo.

Palavras-chave: Influenza B; drift antigénico; rearranjo; hemaglutinina;
neuraminidase, resisténcia aos antivirais.
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ABSTRACT
DISSERTACAO DE MESTRADO

Paola Cristina Resende Silva

Worldwide, Influenza infections are a major Public Health issue. Influenza B virus is
classified into the Orthomyxoviridae family, the viral genome consists of a single
strand RNA and negative polarity. Because of antigenic drift, novel viral variants are
continuously rising, what demands the annual review of vaccine formulation. In the
early 80°s, was observed the divergence of Influenza B into two distinct antigenic and
phylogenetic lineages — B/Victoria/2/87-like (Vic87) and B/Yamagata/16/88-like
(Yam88), was observed. In some countries, these strains have been co-circulating in
the last 10 years. The aim of this study was to investigate the circulation patterns of
Vic87 and Yam88 among different Brazilian regions during the 2004-2008 epidemics,
based on haemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA) sequencing. Moreover, a
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) protocol was standardized for rapid
typing of Flu B typing into Yam88-like and Vic87-like strains. Different Aminoacid
substitutions in the HA and NA were encountered. Along the studied period, our
findings showed that both viral lineages have been co-circulating in Brazil. Moreover,
no evidence of reassortant nor NA inhibitor-resistant viruses was found. From 2006
to 2008, an adequate match between vaccine and circulating strains was met.
However, it was not true for 2004-2005 years. Finally, our DGGE protocol can be
successfully used as a rapid Flu B strain typing test. Our findings contribute for a
better figure of Flu B genetic variability and its molecular evolution mechanisms, in
addition to the circulation patterns of Flu B lineages in Brazil, and their respective
association with the vaccine strains used in the Southern Hemisphere. Altogether,
these are pivotal information to continuously tailor and implement Public Health
policies on behalf of the control and prevention of Influenza infections.

Key-words: Influenza B; antigenic drift; reassortment; haemagglutinin;
neuraminidase.
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1. INTRODUCAO

1.1. Historico dos virus Influenza

A gripe, como é popularmente conhecida a infeccdo aguda causada pelos
virus Influenza, provoca desde infeccbes assintomaticas até doencas respiratorias
graves podendo levar a morte. A doenca gripal tem como caracteristicas de
importancia epidemioldgica, uma alta taxa de recorréncia e a capacidade de
acometer individuos em todas as faixas etarias. Os sintomas mais comuns sao
febre, tosse, coriza, cefaléia, mialgia e artralgia, que podem incapacitar
temporariamente os individuos. Nao é incomum, principalmente nos extremos de
faixa etaria, a necessidade de intervencdo médica para evitar complicacdes, como
infecgbes respiratdrias secundarias, pneumonia ou até mesmo insuficiéncia

respiratoria, com necessidade de ventilagcdo mecéanica (Cox e Subbarao, 1999).

Hipocrates em 412 a.C. jA descrevia epidemias com sintomatologia
respiratéria semelhantes as ocasionadas atualmente pelo virus Influenza. Atribui-se,
ainda, ao virus Influenza a responsabilidade por variados surtos de doencas
respiratorias ao longo da histéria. Como a devastadora doenca que ocorreu em
Atenas durante a Guerra Peloponesa; varios surtos de tosse e febre, que ocorreram
da Idade Média; assim como a doenca que debilitou os soldados ingleses e
franceses durante a Primeira Guerra Mundial (Nicholson, 1998).

Logo ap6s a Primeira Guerra Mundial, altissimas taxas de infeccéo,
morbidade e mortalidade foram observadas no mundo. Estima-se que metade da
populacdo mundial da época tenha sido infectada e cerca de 40 milhdes de pessoas
teriam morrido em consequéncia da doenca. A origem do virus que assolou o mundo
ainda continua sendo um enigma, embora existam diversas teorias. A hipotese mais
aceita € que este virus seria originario do surto notificado pelo médico norte-
americano Dr. L. Miner em 1918 no Kansas, EUA, entre soldados que entraram em
contato com suinos (Crosby, 1989). Essa devastadora pandemia, como ficou
estabelecida posteriormente, ocorreu em trés ondas de setembro de 1918 a marco
de 1919. A primeira onda surgiu como uma doenca respiratoria leve. A segunda,
com alta morbidade e baixa mortalidade, recebeu pouca atengdo na maior parte do
mundo, devido a guerra. Contudo, foi devido a grande repercussao do surto ocorrido
na Espanha que a pandemia ficou conhecida como Gripe Espanhola. A terceira

onda - de similar impacto a anterior - acometeu muitas pessoas devido a pneumonia
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e faléncia respiratoria. Sendo que, a maioria dos 6bitos foi ocasionada por infec¢des
secundérias oportunistas, iniciadas por uma infec¢do primaria pelo virus Influenza
A/H1IN1 (Wright e cols., 2007).

A passagem desta pandemia pelo Brasil foi marcante, os primeiros registros
foram em setembro de 1918, com o adoecimento de quatro tripulantes do navio
Piaui no porto de Recife. Entre outubro a dezembro de 1918 - periodo conhecido
oficialmente como pandémico -, estima-se que 65% da populagédo adoeceu. Foram
registradas cerca de 2.000 mortes em Sédo Paulo. E no Rio de Janeiro, capital do
Brasil na ocasiao, foram notificadas 14348 mortes. A descri¢ao feita pelo historiador
Pedro Nava, que presenciou 0s acontecimentos da época, revela a situagdo
ocasionada pela pandemia de 1918 no Brasil (Nava, 1989; Teixeira, 1993).

aterrorizava a velocidade do contadgio e o numero de pessoas que
estavam sendo acometidas. Nenhuma de nossas calamidades chegara aos pés da
moléstia reinante: o terrivel ndo era o numero de casualidades - mas nao haver
guem fabricasse caixdes, quem o0s levasse ao cemitério, quem abrisse covas e
enterrasse 0s mortos. O espantoso ja ndo era a quantidade de doentes, mas o fato
de estarem quase todos doentes, a impossibilidade de ajudar, tratar, transportar
comida, vender géneros, aviar receitas, exercer, em suma, 0S misteres

indispensaveis a vida coletiva...” (Nava, 1989)

Devido ao grande impacto causado pela pandemia da Gripe Espanhola no
mundo, as autoridades da Inglaterra decidiram investir na pesquisa em virologia.
Assim, Wilson Smith e colaboradores do Instituto Nacional para Pesquisas Médicas
em Londres, no ano de 1933, iniciaram pesquisas, inoculando intranasalmente em
furdes, lavados de nasofaringe de pessoas com sintomas de infec¢ao por influenza.
Sendo possivel entdo, observar que os animais infectados desenvolviam os
sintomas caracteristicos da doenca. Desta forma, concluiram que o patdégeno era um
agente filtravel, passivel de transmissdo de um animal a outro e capaz de levar ao
desenvolvimento de uma resposta imune por parte do hospedeiro, ficando este virus

conhecido posteriormente como virus Influenza tipo A (Smith e cols., 1986).

Com a descoberta do virus influenza A, as pesquisas continuaram,
resultando no desenvolvimento da técnica de replicagdo do virus em ovos
embrionados no ano de 1934 (Burnet e Ferry, 1934). Hoje, esta técnica é uma das

principais para o isolamento viral e para a producdo de vacinas.
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No ano de 1940, foi detectado um novo virus que se caracterizava por ser
antigenicamente distinto do virus Influenza A, mas apresentava caracteristicas
estruturais semelhantes. Este novo agente foi denominado de B/Lee/40, e sua
descoberta culminou na descricdo de um novo género, denominado Influenzavirus
tipo B (Francis, 1940).

Em 1941, foi comprovada a capacidade hemaglutinante viral e foi
desenvolvido o primeiro protocolo de inibicdo da hemaglutinacdo, possibilitando a
identificacdo soroldgica dos isolados e, por conseguinte, a presenca de anticorpos

no soro de pacientes suspeitos (Hirst, 1941).

Por fim, foi descoberto no ano de 1951 um novo género, denominado
Influenzavirus tipo C (Taylor, 1951).

Baseados em estudos evolutivos do segmento génico da hemaglutinina
(HA), o maior antigeno de superficie destes virus, acredita-se que 0s trés géneros
dos virus Influenza tenham um ancestral comum. Sendo que, os virus influenza C
divergiram primeiro (ha aproximadamente 8000 anos), e os virus Influenza A e B,
respectivamente, ha cerca de 2000 e 4000 anos atras (Suzuki e Nei, 2002). Esse
ancestral comum explica as similaridades encontradas entre os géneros Influenza A

e B, quando comparados ao género Influenza C.

1.1.1. Pandemias ocasionadas pelos virus Influenza

As pandemias de gripe que ocorreram nos ultimos dois séculos foram
sabidamente ocasionadas a partir da emergéncia de um novo subtipo do virus
influenza A. Estes virus, com o qual a populacdo ndo havia tido contato prévio,
foram capazes de provocar uma doenca grave, tendo um alto indice de morbidade e
mortalidade. A auséncia de contato prévio sugere que estes subtipos virais
emergentes sejam produtos de rearranjo génico entre as cepas humanas e as

animais (Okazaki e cols., 2000).

Como descrito anteriormente, a primeira pandemia do século XX, foi a “Gripe
Espanhola” ou Pandemia de 1918, ocasionada pelos virus Influenza A/HLN1 (Wright
e cols., 2007). Posteriormente, trés outros eventos pandémicos ocorreram, dois no
século XX e um recentemente no XXI. A Figura 1.1 mostra esquematicamente 0s

periodos pandémicos e os virus que circularam durante estes periodos.
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Figura 1.1 — Linha do tempo demonstrando as pandemi  as ocasionadas pelos
virus Influenza A ocorridas nos séculos XX e XXI.

Trinta e oito anos apdés a “Gripe espanhola”, entre os anos de 1957-58, uma
nova cepa emergente de influenza A/H2N2 foi detectada na provincia de Yunan, na
China (Scholtissek e cols., 1978). Esta cepa dispersou-se para Hong Kong e entao,
rapidamente atingiu Singapura, Taiwan e Japdo. Em seis meses 0 virus havia se
espalhado por todo o globo, ficando a pandemia conhecida como, Gripe Asiatica. A
maioria dos 6bitos ocorreu devido a pneumonia bacteriana secundaria, sendo 0s

individuos muito jovens e idosos 0os mais atingidos (Wright e cols., 2007).

No ano de 1968, o subtipo de influenza A/H2N2 foi substituido pelo subtipo
A/H3NZ2, apds rearranjo entre os segmentos génicos de HA e PB1, provenientes de
patos selvagens, e 0s outros seis segmentos do préprio subtipo H2N2 (Scholtissek
e cols., 1978). Esta nova pandemia ficou conhecida como Gripe de Hong Kong, e foi
caracterizada por apresentar baixos indices de mortalidade, quando comparada com
as duas pandemias anteriores. Possivelmente, em decorréncia de modificagdo em
apenas uma estrutura na superficie viral (0 segmento génico HA deste virus era
muito similar ao do virus que circulou entre 1889-1900) e pela presenca de

anticorpos nos individuos com mais de sessenta anos (Wright e cols., 2007).

A partir de 1977, o subtipo HIN1 reapareceu na RuUssia, tornando-se
epidémico (Wright e cols., 2007). Entretanto, ndo substituiu o subtipo H3N2,
passando esses dois subtipos de Influenza A, juntamente com o virus influenza B a
circular concomitantemente entre a populacdo mundial. Normalmente um destes
virus sazonais predomina, tornando-se epidémico em determinado ano (Hilleman,
2002).



Contudo, em 1997, um surto de gripe provocado pelo subtipo de influenza
A/H5N1 aconteceu em Hong Kong, infectando 18 pessoas e levando seis delas ao
6bito (Hiromoto e cols., 2000). Desde entdo, surtos em varios paises da Asia vém
sendo reportados e monitorados constantemente (Centers for Disease Control and
Prevention, 2009). A partir deste evento a populacdo mundial ficou em alerta e
planos de preparagéo para um evento pandemico de influenza foram desenvolvidos
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e por diversos paises (WHO, 2009;
Minintério da Saude, 2010). Gracas a baixa transmissibilidade entre humanos, este
subtipo néo se tornou epidémico (Bender e cols., 1999). A agilidade na obtencéo dos
resultados permitiu a répida identificacdo e eliminagcdo dos plantéis de aves
contaminadas, sobretudo nos paises do continente asiatico, onde os mercados de
aves costumam ser bastante comuns, e constituem uma 6tima oportunidade para o
rearranjo entre diferentes subtipos de Influenza. Analises filogenéticas evidenciaram
a transmissao direta da cepa circulante de Influenza A/H5N1 entre galinhas para o
homem, eliminando, neste caso, a etapa intermediaria da adaptacéo viral em suinos
(Webster, 1998).

Outros subtipos incomuns para o homem, como A/H9N2 (Xu e cols., 2004) e
A/H7N7 (Koopmans e cols.,, 2004), transmitidos a partir de aves ja foram
identificados em humanos. Entretanto tais infecgbes foram pontuais, sem maior

importancia epidemioldgica, quando comparadas aos demais subtipos.

No ano de 2009, ocorreu a emergéncia de nova linhagem de influenza
A/H1INL1 - a primeira pandemia do século XXI. O virus - produto de rearranjo génico -
€ composto por: dois genes (PA e PB2) da linhagem aviaria norte-americana; um
gene (PB1) derivado da linhagem sazonal H3N2; trés genes (HA, NP e NS) da
linhagem suina classica norte-americana; e dois genes (NA e M) da linhagem suina
euro-asiatica. Este virus parece haver sido introduzido em um Unico evento na
populacdo mexicana e norte-americana (Dawood e cols., 2009), com alta
transmissibilidade entre humanos, desafiando toda a preparacdo mundial para uma

esperada pandemia de influenza aviaria (Belshe, 2009).

O diferencial entre o virus HIN1 pandémico (pdm) e o HIN1 sazonal
(circulante na populacéo desde 1977) esta especialmente localizado na HA viral e
deve-se a rapida mudanca antigénica ocorrida nesta molécula, principal responsavel

pela infeccéo viral (Settembre e cols., 2010). A Figura 1.2 mostra o0 comportamento



das alteracdes antigénicas ocorridas na HA dos virus que circularam entre humanos
e animais de 1918 a 20089.

Lenta mudanga antigénica

1918 1930~ 40

Humahos
Rapida mudanga antigénica

Modelos da glicoproteina HA mostrados (da esquerda para a direita) sao referente
as cepas de influenza A/HIN1 - A/South Carolina/1/1918, A/Fort Monmouth/1/1947,
A/Brisbaine/59/2007, e A/California/07/2009. A porcdo HAL esta representada em
cinza; HA2, em vermelho, e as glicosilacdes estdo destacadas em amarelo.

Figura 1.2 — Evolucdo da glicoproteina Hemaglutinin  a do virus Influenza
A/HIN1 de 1918 a 2009, em reservatorios animais (pa rte superior) e entre
humanos (parte inferior).

Fonte: Adaptado de (Settembre e cols., 2010).

Sabe-se que a porcdo HA1l da HA dos virus Influenza é a porcao mais
variavel da molécula (Wiley e Skehel, 1987). Entre reservatorios animais a mudanca
antigénica € bem menor do que a que ocorre na HA dos virus que infectam
humanos. A circulagdo entre humanos permite uma rapida mudanca antigénica
neste antigeno de superficie e novos sitios de glicosilacdo sdo encontrados mais
freqientemente (Settembre e cols., 2010). A faixa etaria mais acometida ao longo
desta recente pandemia de H1N1 foram os adultos jovens ao contrario do que vinha
sendo observado com a circulacdo do HIN1 sazonal (Dawood e cols., 2009). O
motivo que explicaria a inversdo na faixa etaria acometida pelos virus Influenza
A/HIN1 pdm durante esta pandemia, seria a ndo existéncia de anticorpos contra

esta nova cepa menos glicosilada.

Para caracterizacdo de um evento pandémico existem seis fases ou niveis
de alerta (Figura 1.3) segundo a OMS (World Health Organization, 2010a).
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Figura 1.3 — Fases que caracterizam uma pandemia de  Influenza.
Fonte: Adaptado de (World Health Organization, 2010a)

Durante a primeira fase, nenhum virus que circula em animais é detectado
em humanos. Na populacédo, apenas os virus sazonais sdo detectados. A fase dois
compreende a circulacdo de virus entre animais domeésticos ou selvagens, sem
infeccdo em humanos. Contudo, o potencial pandémico do patégeno circulante é
considerado nesta etapa. Na fase trés, ocorrem casos esporadicos em humanos,
através da transmissédo a partir de animais. Contudo, esta transmissao € limitada
nao ocorrendo homem a homem. Durante a fase quatro, a transmissédo passa a ser
sustentada, com surgimento de surtos a nivel comunitario. A fase cinco é
caracterizada pela propagacado do virus em pelo menos dois paises, sendo iminente
a ocorréncia de uma pandemia. A fase seis caracteriza a pandemia, propriamente
dita. Nesta fase, ocorrem surtos em varios paises simultaneamente. Apos a fase
pandémica, entramos no periodo pés-pico, no qual h4 uma reducao significativa no
namero de casos. Entretanto, existe a possibilidade de eventos recorrentes na
populacdo. Ao término do periodo pos-pico, temos o periodo pds-pandémico, onde
0s virus passam a circular no nivel normal, como a gripe sazonal (World Health

Organization, 2010a).
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1.2. Osvirus Influenza

Os virus Influenza encontram-se classificados na familia Orthomyxoviridae.
Esta familia € composta por cinco géneros: Influenzavirus tipo A, Influenzavirus tipo
B e Influenzavirus tipo C - que s&@o os virus Influenza propriamente ditos - e os
géneros lIsavirus e Thogotovirus (Fauquet e Fargette, 2005). Estes virus possuem
genoma composto por acido ribonucléico (RNA) segmentado, de fita simples e
polaridade negativa. Em especial, os virus Influenza A e B possuem oito segmentos

e o Influenza C somente sete (Fauquet e Fargette, 2005; Palese e Shaw, 2007).

Desde 1971, a nomenclatura dos virus Influenza A baseia-se no bindémio HA
X NA. Na forma atual de nomenclatura, indica-se o género viral (A, B ou C); a
espécie de onde o virus foi isolado (no caso de humanos, esta é omitida); o local do
isolamento; o numero da amostra no laboratorio; o ano do isolamento; e, finalmente,
0 subtipo de HA e de NA (entre parénteses), caso a amostra seja do género A
(Wright e cols.,, 2007). Por exemplo, o virus influenza A/chicken/Hong
Kong/220/97(H5N1). Esta amostra € a de numero 220 isolada em na cidade de
Hong Kong no ano de 1997, em uma galinha. E foi caracterizado como virus
influenza A do subtipo H5N1. Atualmente, jA foram descritos 16 tipos de

hemaglutinina (H1 a H16) e nove tipos de neuraminidase (N1 a N9).

Em contraste com o Influenza A, ndo existem subtipos de Influenza B até o
presente momento. O género € constituido por diferentes linhagens, que podem
sofrer rearranjo entre 0s segmentos génicos. Embora existam diferencas
consideraveis entre as linhagens, seja em termos genéticos ou antigénicos, elas néo
sao suficientes para a designacado em diferentes subtipos (ICTVdB Management,
2006). Entdo a nomenclatura adotada para influenza B descreve apenas o0 género,

local de deteccéo, numero de origem e ano (exemplo: B/Florida/4/2006)

1.2.1. Morfologia e genoma viral

As particulas virais dos virus Influenza B séo estruturas pleomorficas,
medindo aproximadamente 100 nandémetros de diametro (Palese e Shaw, 2007)
(Figura 1.4).
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Figura 1.4 — Micrografia eletrénica dos virus Influ  enza.
Fonte: (Stannard, 1995)

A particula viral possui um envelope externo, no qual se encontram inseridas
as duas glicoproteinas de superficie HA e NA e as proteinas BM2 e NB (Hay, 1998;
Hagmaier e cols., 2003). As duas primeiras projetam-se a partir da bicamada lipidica
do envelope numa proporcdo de 5:1 (HA: NA) e ndo se encontram,
necessariamente, dispostas num arranjo homogéneo (Murti e Webster, 1986).
Abaixo do envelope, encontra-se a proteina da matriz (M1). O nucleocapsideo é
composto pela ribonucleoproteina (RNP) - um complexo protéico formado pelo RNA
viral (RNAVvV), pela nucleoproteina (NP) e pelo complexo das polimerases PA, PB1 e
PB2 (Ruigrok, 1998). O virus Influenza encontra-se esquematicamente representado
na Figura 1.5.

Das proteinas que compdem o virion, nove sdo comuns aos géneros A e B:
as trés subunidades do complexo RNA-polimerase RNA - dependente (PB1, PB2 e
PA), as espiculas glicoprotéicas HA e NA, NP, M1, além das proteinas néao-
estruturais NS1 e de exportacao (NEP). Contudo, o género B possui duas proteinas
exclusivas: NB e BM2, que atuam como canais iénicos e auxiliam na replicacdo viral
(Chizhmakov e cols., 1998; Hagmaier e cols., 2003; Imai e cols., 2008). As
glicoproteinas de superficie sdo as principais estruturas antigénicas da particula

viral.
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RNP dos virus Influenza

RNAfita simples polaridade negativa
Polimerases (PR, PB1 e PB2)
Nucleoproteina (NP

As proteinas Hemaglutinina (HA), Neuraminidase (NA), BM2 e NB estdo inseridas dento de um
envelope lipidico derivado da célula do hospedeiro. A proteina de Matriz (M1) se localiza abaixo do
envelope lipidico. Internamente a matriz, encontramos a proteina de exportagédo (NS) e os segmentos
do RNA viral envolvidos pela nucleoproteina e ligados pelo complexo de polimerase.

Figura 1.5 — Representacdo esquematica do virus Inf  luenza B.
Fonte: Adaptado de (Palese e Shaw, 2007).

O genoma dos virus influenza B (Figura 1.6) € o maior entre os trés géneros
(Ruigrok, 1998), sendo composto por 14648pb (ICTVdB Management, 2006). Quase
todos os segmentos génicos sdo monocistronicos, com exce¢ao dos segmentos seis
(NA e NB), sete (M1 e BM2) e oito (NS1 e NEP) que podem codificar para mais de
uma proteina. Um resumo das fungbes destas proteinas dos virus Influenza B esta

descrito na Tabela 1.1.
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Segmentos de RNA (em nucleotideos) no sentido positivo e sua proteina codificante (em
aminoacidos). As linhas que estdo nas regides 5° e 3" representam as regiées nao codificantes. O
segmento de NA contém uma ORF -1 adicional iniciando quatro nucleotideos antes do cédon de
iniciacdo da NA, resultando na proteina NB. O segmento M codifica para as proteinas M1 e BM2. O
cédon UAA de terminacdo M1 sobrepSe com o de iniciagdo AUG em um stop/start cédon
pentanucleotideo UAAUG. O segmento NS codifica para NS1 e NEP/NS2. NS1 é um produto da
traducdo de um RNAm co-linear enquanto NEP/NS2 é um produto de splice do RNAm.

Figura 1.6 — Representacdo esquematica do genoma do s virus Influenza B
(virus B/Lee/40).

Fonte: Adaptado de (Palese e Shaw, 2007).

Tabela 1.1 - Segmentos génicos do virus Influenza B , proteina e suas
respectivas funcoes.
Gene Proteina Funcéo
PB2 PB2 Componente da RNA polimerase, reconhecimento
Componente da RNA polimerase; atividade de endonuclease; e
PB1 PB1
alongamento
PA PA Componente da RNA polimerase
HA HA GIic_:oprote,ina de superficie; receptor de ligacdo; atividade de fuséo; e
maior antigeno
NP NP Ligacéo e sintese de RNA
NA NB Proteina de membrana; e canal ibnico
NA NA Glicoproteina de superficie; e atividade de neuraminidase
M M1 Proteina de matriz; interagcdo com RNPs virais e glicoproteinas; e
proteina de membrana
M BM2 Proteina de membrana; canal ibnico e montagem
NS NS1 Proteina multifuncional, antagonista IFN viral
NS NEP/NS2 Exportacao nuclear dos RNPs virais

Fonte: Adaptado de (Palese e Shaw, 2007).
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1.2.2. Hemaglutinina dos virus influenza B

O gene que codifica para a proteina HA dos virus Influenza B € composto
por cerca de 1882 nucleotideos e possui uma fase aberta de leitura (ORF), com o
coédon de iniciacdo AUG na posicao 34, e um codon de terminacdo UAA na posicéo
1786, codificando uma proteina composta por 584 aminoacidos. A proteina HA é
composta por duas regibes HAl e HA2, com 345 e 223 aminoacidos,
respectivamente (Berton e cols., 1984; Palese e Shaw, 2007). A variabilidade
antigénica ocorre principalmente no dominio HA1 da molécula (Wiley e Skehel,
1987).

A espicula de HA consiste na maior glicoproteina da superficie viral (Sleigh e
cols., 1981). Esta glicoproteina apresenta duas fun¢cdes primordiais: ligacdo aos
receptores sialicos da superficie celular e fusdo do envelope viral com a membrana
interna do endossomo, possibilitando a liberacdo final das RNPs dentro da célula
(Palese e Shaw, 2007). E para esta estrutura protéica que 0s anticorpos
neutralizantes sao dirigidos (Yewdell e cols., 1986), o que explica a sua grande
variabilidade (Wiley e Skehel, 1987). Desta forma, a HA é a peca chave para a
emergéncia de novas variantes virais (Wiley e Skehel, 1987).

1.2.3. Neuraminidase

A espicula glicoprotéica de superficie NA tem sido considerada importante
na eficacia das vacinas antiinfluenza. No entanto, é sabido que os anticorpos
dirigidos a este antigeno desempenham um papel secundario, no que diz respeito a
aquisicdo de imunidade do hospedeiro quando comparada a HA (Murphy e cols.,
1972). O segmento génico que codifica para a glicoproteina NA do virus Influenza B
possui aproximadamente 1557 nucleotideos (Shaw e cols., 1982; Palese e Shaw,
2007). O gene NA possui duas ORFs. A ORF 0 codifica para NA e a ORF -1, para o

canal de protons NB, como pode ser observado na Figura 1.6.

O segmento génico que codifica para NA e composto por 466 aminoacidos
(Palese e Shaw, 2007). A glicoproteina NA apresenta uma atividade sialidasica,
presente na superficie celular. Essa atividade foi inicialmente observada por Hirst
(1941), apos notar a impossibilidade de re-aglutinagdo de hemécias, quando
anteriormente submetidas a aglutinacdo por virus influenza (Hirst, 1941). Assim, a

partir desses experimentos, conferiu-se a essa estrutura a atividade de destruicao

15



dos receptores sialicos. Esta atividade enzimatica ocorre nos géneros A e B dos
virus influenza. E tem por finalidades principais: a clivagem de residuos sialicos da
camada de mucina, permitindo o acesso das particulas virais as células epiteliais do
trato respiratorio no inicio da infeccdo; assim como liberar as novas particulas virais
dos residuos sialicos da membrana celular (onde ocorre a montagem e brotamento
da nova progénie viral), o que impediria a dispersdo natural dos novos virions
(Wright e cols., 2007). Nem todos os virus que requerem residuos sialicos para
adsorcdo a superficie celular via HA apresentam esta atividade enzimatica
(sialidasica) de destruicdo dos receptores celulares. Entretanto, as atividades
enzimaticas similares as de sialidase da NA, para os virus influenza A e B, ou de
acetilesterase, para os virus influenza C, mostram-se fundamentais para os virus

envelopados que possuem acido sialico como receptor (Hofling e cols., 1997).

Muitas diferencas entre as NAs das linhagens Vic87 e Yam88 estéo
localizadas na haste e na regido superior da molécula, ou ainda por¢édo que codifica
para a proteina transmembrana NB (Rota e cols., 1990; McCullers e cols., 1999b).

O segmento génico do gene NA que codifica para a proteina transmembrana
NB é composto por 100 aminoacidos (Hay, 1998; Palese e Shaw, 2007). Esta
proteina € expressa abundantemente na superficie de células infectadas pelo virus
influenza B e encontra-se dividida em diferentes dominios: um ectodominio de 18
aminoacidos, um dominio transmembrana de 22 aminoacidos, e uma cauda de 60
aminoacidos (Brassard e cols., 1996). Essa estrutura protéica desempenha a
funcdo de canal de protons, essencial para o processo de replicacdo (Chizhmakov e
cols., 1998; Hay, 1998).

1.3. Replicacao viral

O principal alvo da infeccao por virus Influenza em humanos séao as células
ciliadas do trato respiratério, por apresentarem residuos siadlicos nas suas
membranas. Esses residuos permitem a interagdo com a glicoproteina de superficie

HA, possibilitando a penetracéo viral por endocitose (Palese e Shaw, 2007).

A clivagem da HA e fusdo da membrana endossomal com o envelope viral
acontece apenas na presenca de baixo pH. A acidificagdo ocorre pelo fluxo de
prétons H* do citoplasma para o interior da particula viral através dos canais idnicos

formados pelas proteinas BM2 e MB (Chizhmakov e cols., 1998; Kollerova e
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Betakova, 2006; Imai e cols., 2008). O ph acido, entre cinco e seis, provoca uma
mudanga conformacional na subunidade HA2 da HA, deixando expostos os
dominios hidrofébicos da proteina, o que resulta na fusdo do envelope viral com o
endossoma. O pH acido no endossoma também facilita a migracdo das RNPs para o
citoplasma, devido a dissociacdo acido dependente da proteina M1 (Nayak e cols.,
2004).

As RNPs livres no citoplasma migram para o ndcleo celular através de poros
na membrana nuclear. Entdo, no nucleo pela atividade do complexo da polimerase
viral € iniciada a transcricdo e a replicacdo do RNAv. No nucleo sdo produzidos os
segmentos do genoma que entrardo na composicdo da progénie viral (Palese e
Shaw, 2007).

As proteinas virais como, a NP, o complexo RNA-polimerase e a M1
possuem sequéncia sinal de distribuicdo nuclear, enquanto as proteinas BM2, NB,
NA e HA sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso e passam pelo
complexo de Golgi. No nucleo, as NPs e as proteinas do complexo RNA-polimerase
associam-se aos acidos ribonucléicos virais (RNAv) recém sintetizados, formando as
RNPs (Bergmann e Muster, 1996). As proteinas M1 interagem com as RNPs e
migram para o citoplasma. O mecanismo de selecdo dos oito diferentes segmentos
genéticos ainda nao foi elucidado, entretanto, sabe-se que a proteina NEP tem um
papel importante na saida das RNPs do nucleo para o citoplasma (O'Neill e cols.,
1998).

No citoplasma, ocorre a migracdo das RNPs protegidos pela proteina M1 até
a membrana celular, onde sao recobertos por um envelope lipidico contendo as
glicoproteinas da superficie viral e a proteina BM2 e a NB (Palese e Shaw, 2007). A
NA é responsavel pelo brotamento do virus recém sintetizado, pois como citado,
cliva o &cido sidlico da superficie da membrana, impedindo assim a sua
aglomeracao ou retencdo na superficie da célula, devido a interagdo da HA com os

residuos sialicos (Nayak e cols., 2004).

A replicacdo viral e o sitio de acdo dos inibidores de neuraminidase (iNA)
principais antivirais, utilizados atualmente para as infec¢Bes por virus Influenza

encontram-se esquematicamente representados na Figura 1.7.
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A interacdo do virus influenza a célula se da por residuos sialicos presentes na superficie celular.
Entdo ocorre a internalizacdo do virus por endocitose. O baixo pH no endossomo desencadeia a
fusdo das membranas viral e endossomal, liberando as RNPs virais para o citoplasma, que sao
importadas para o nucleo, onde servem como modelo para a transcricdo. Novas proteinas sao
sintetizadas a partir do RNA mensageiro (RNAm) viral. O genoma viral é replicado por meio de um
RNA complementar (RNAc) de sentido positivo. As ribonucleoproteinas (RNPs) recém-sintetizadas
sdo exportadas do nucleo para o local de montagem no citoplasma, entédo protegidas pela proteina
M1 migram até a membrana celular, onde sdo recobertos por um envelope lipidico contendo as
glicoproteinas da superficie viral e a proteina M2. A neuraminidase é responsavel pelo brotamento do
virus recém sintetizado, pois cliva o acido sidlico da superficie da membrana, impedindo assim sua
aglomeracao ou retencéo na superficie da célula devido a interagdo da HA com os residuos sialicos.
Os inibidores de Neuraminidase podem impedir a NA de realizar sua atividade sialidasica.

Figura 1.7 — Figura esquematica da replicacédo do vi  rus Influenza B e os sitios
de acao dos inibidores de neuraminidase, antivirais utilizados no controle
destes virus.

Fonte: Adaptado de (von ltzstein, 2007).

1.4. Mecanismos evolutivos e epidemiologia molecula  r dos virus Influenza B

Seja sob a perspectiva da genética de populacdes ou da evolucao de virus
RNA, as mudancas evolucionérias encontram-se relacionadas a diferentes
processos: mutacdo, recombinacdo ou rearranjo génico, selecdo, deriva genética e

migracdo. Estes processos sao interativos e delineiam a estrutura das populagdes.

Algumas caracteristicas dos virus RNA sdo também importantes para o
processo evolutivo. Frequentemente, estes virus encontram-se sob a forma de

grandes populacdes (0 nimero de particulas virais pode chegar & ordem de 10%?).
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Isto ocorre em consequéncia do processo replicativo, onde uma Unica particula viral
pode produzir até 100.000 novas copias em 10 horas. Ainda, a baixa fidelidade das
polimerases — que ndo possuem a atividade exonuclease 5= 3" - faz com que os
virus RNA exibam grandes taxas de mutacdo (cerca de 1
mutac&o/genomal/replicacdo) (Moya e cols., 2004; Suzuki, 2005).

Em contraste com o virus Influenza A, os virus Influenza B sdo quase
exclusivamente encontrados em humanos (Osterhaus e cols., 2000; Nicholson e
cols., 2003), de modo que o shift antigénico ndo ocorre entre os ultimos. Contudo, o
drift antigénico — mutagBes pontuar no genoma viral — constitui um mecanismo
evolutivo comum a ambos os virus (Figura 1.8) e tem sido responsavel pela continua
evasdao viral a resposta imune do hospedeiro, consequente do acumulo gradual de
mutacdes nas glicoproteinas HA e NA, por conseguinte, ocasionando mudancas nas

respectivas estruturas antigénicas.
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Os virus amarelos e azuis representam duas linhagens antigenicamente distintas do virus influenza
B, circulando na mesma populacdo humana. A diversidade genética da populagdo viral circulante
aumenta através dos processos de mutacdo e rearranjo. As setas brancas indicam as relacdes entre
0s virus ancestrais e descendentes. As marcas brancas nos segmentos indicam as mutacdes
neutras, e as vermelhas, indicam as mutacdes que afetam as regides antigénicas nas proteinas de
superficie. As setas laranja indicam a geragéo de virus oriundos de rearranjo, contendo segmentos
dos dois ancestrais. Conforme estes virus permanecem circulando, a imunidade da populacédo
aumenta, sendo representada na figura pelo afunilamento em forma de gargalo. Paralelamente, os
virus contendo mudancas antigénicas nas proteinas de superficie se acumulam na populagdo viral.
Em algum momento, ocorrera a emergéncia da nova variante antigénica (drift), menos afetada pela
imunidade populacional (indicada pelas setas vermelhas). Esta variante emergente serd capaz de
causar novas infecc8es e fundar um novo cluster, composto por variantes similares.

Figura 1.8 — Geracao da diversidade genética e  drift antigénico.
Fonte: Adaptado de (McHardy e Adams, 2009)
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Os virus B nao se encontram subdivididos em subtipos (segundo HA e NA),
mas em duas linhagens filogenética e antigenicamente distintas, a B/Victoria/2/87-
like (Vic87) and B/Yamagata/16/88-like (Yam88) (Rota e cols., 1990; McCullers e
cols., 2004; Chen e Holmes, 2008).

Estudos envolvendo um maior numero de segmentos génicos revelam que
os genes HA e NA sdo os que apresentam as maiores taxas de substituicdo
nucleotidica (Lindstrom e cols., 2004). Quando comparadas as duas linhagens Vic87
e Yam88, maiores taxas de substituicdo tem sido encontradas na HA da linhagem
Vic87 (Chen e Holmes, 2008).

Outros mecanismos contribuem para a variabilidade viral, dentre os quais: i)
a co-circulacdo de multiplas linhagens por longos periodos; ii) o frequente rearranjo
entre os virus circulantes (Figura 1.9), dando origem a uma constelacdo de genomas
(Lindstrom e cols., 1999; Puzelli e cols., 2004; Chen e Holmes, 2008); iii) o
desaparecimento e re-emergéncia de linhagens e iv) a sistemética insercdo e

delec&o de nucleotideos no gene HA (Lindstrom e cols., 1999).

Desta forma, apesar das menores taxas evolucionarias observadas entre os
virus Influenza B, este conjunto de estratégias é utilizado, favorecendo a emergéncia
de novas variantes e resultando nas epidemias sazonais. Este padréo filogenético
complexo constitui a base da variabilidade necessaria para que estes virus

continuem circulando (Lindstrom e cols., 1999).

Um estudo do genoma completo de virus Influenza B, isolados entre 1979 e
2003, revelou uma alta diversidade genética, associada ao rearranjo entre 0s
segmentos génicos. Ao menos, 14 gendtipos virais foram identificados. Com relacéo
ao processo evolutivo dos diferentes genes, embora as taxas evolutivas tenham sido
distintas segundo o gene especifico e linhagem, os genes parecem evoluir
linearmente (exceto NS1). O impacto destas mudancas nucleotidicas em termos de
aminoacidos também varia segundo o gene e a linhagem. Finalmente, tem sido
observada a dominéancia dos segmentos génicos da linhagem Il sobre a linhagem lll,
em termos do maior tempo de circulacdo e evolugdo continua (McCullers e cols.,
2004).
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Virus A \firus B

Co-infecgdio a célula
€ rearranjo génico

Processo de rearranjo no virus Influenza B. O rearranjo ocorre quando dois diferentes virus (A e B)
infectam simultaneamente uma Unica célula do hospedeiro. Cada virus contém oito segmentos, aqui
representados por retdngulos brancos e pretos. O rearranjo entre estes dois virus pode produzir uma
variedade de diferentes combinacdes entre estes segmentos.

Figura 1.9 — llustracdo esquematica do mecanismo ev olutivo de rearranjo
génico entre os fragmentos génicos das linhagens do virus Influenza B.

Fonte: Holmes, 2009

Embora a evolucdo dos virus Influenza B seja linear, ndo existem padrdes
similares ou estabelecidos nas epidemias causadas por este patégeno. Em alguns
anos, eles predominam globalmente durante as epidemias, em outros circulam em
baixa frequéncia na populacdo. O processo de rearranjo génico poderia, em parte,
explicar este perfil epidemiologico (Lindstrom e cols., 1999; McCullers e cols.,
1999a). Em contrapartida, as mudangas antigénicas da HA parecem ser menos
importantes para o processo evolutivo viral do que a aquisicdo de novos genes por

rearranjo (McCullers e cols., 2004).
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Entender os mecanismos evolucionarios dos virus Influenza e a sua
interacdo € de fundamental relevancia para estimar o futuro impacto desta virose na

populacdo e adequar estratégias para o seu controle.

De 1940 até o inicio da década de 80, os virus influenza B apresentavam
apenas uma linhagem circulante. Contudo, em algum momento entre os anos 70 e
80, esta Unica linhagem divergiu, originando duas novas linhagens virais antigénica
e filogeneticamente distintas dentro do género B (Rota e cols., 1990; Rota e cols.,
1992). Inicialmente, os virus influenza B circulantes eram denominados de linhagem
I. Desta forma, as duas linhagens divergentes (Yam88 e Vic87), ficaram conhecidas
como linhagens Il e lll respectivamente (Lindstrom e cols., 1999; McCullers e cols.,
2004), tendo como representantes as cepas B/Yamagata/16/88 (Yam88) e
B/Victoria/2/87 (Vic87) (Rota e cols., 1990).

Logo apOs o processo de divergéncia, a co-circulacdo de ambas as
linhagens foi relatada em alguns paises (Kanegae e cols., 1990; Rota e cols., 1990).
Posteriormente, elas passaram a circular individualmente e, em alguns periodos,
cada linhagem era encontrada apenas em determinadas regiées (McCullers e cols.,
1999Db).

Durante o periodo de 1987 a 1989, a linhagem mais frequientemente isolada
no mundo era a Vic87, sendo responsavel pela epidemia de 1996/1997 restrita ao
leste Asiatico (Chen e Holmes, 2008). Na década de 90, a Vic87 foi substituida pela

linhagem Yam88.

A partir de 2001, diversos autores descreveram a re-emergéncia da
linhagem Vic87 e sua co-circulacdo com a linhagem Yam88, a partir da andlise de
fragmentos génicos de HA e/ou HA e NA (Shaw e cols., 2002; Ansaldi e cols., 2003;
Barr e cols., 2003; Chi e cols., 2003; Motta e cols., 2006b). A co-circulacéo favorece
0os eventos de rearranjo génico entre as diferentes linhagens virais e, de fato, a
circulacdo de virus, produto de rearranjo génico, comecou a ser observada (Puzelli
e cols., 2004; Tsai e cols., 2006; Lee e cols., 2009). Desta forma, uma nova
linhagem composta pelo gene HA da linhagem Vic87 e pelo gene NA da linhagem

Yam88 comecou a circular entre a populagéao (Xu e cols., 2004).
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Na Figura 1.10, a circulacdo dos virus Influenza B e suas respectivas
linhagens encontram-se esquematizada ao longo do tempo, desde 1940 até os anos

atuais.

Circulacao dos virus Influenza B
Linhagem | - Antes da divergéncia
Linhagem Il - BfYamagata/16/1988 (Yam88)
Linhagem Ill - B\ictoria/2/1987 (Vic87)
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iénico entre
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Divergéncia
em duas
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AfH3ND
AHIN
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Figura 1.10 — llustracdo esquemaética da circulacdo dos virus Influenza B ao
longo dos anos (1940-2010).

1.5. Aspectos clinicos

A infeccdo pelos virus Influenza A e B sdo clinicamente indistinguiveis.
Contudo, a frequéncia de infeccbes graves, com necessidade de hospitalizacao,
ocasionadas pela segunda é cerca de quatro vezes menor que para as infeccoes
pelo virus A (Wright e cols., 2007). A gripe € uma infeccdo viral aguda do sistema
respiratério e pode se manifestar sob diferentes formas clinicas, ocasionando desde
infeccbes assintomaticas até pneumonia viral primaria, com rapida evolucao para o
Obito (Cox e Subbarao, 1999; Eccles, 2005). O periodo de incubacdo pode variar de
24 horas a 4-5 dias, dependendo da carga viral e do estado imunolégico do
hospedeiro (Cox e Subbarao, 1999; Eccles, 2005). A doenca associada a infec¢cédo
pelos virus influenza B ocorre principalmente em individuos de 0 a 18 anos e é mais

frequente em zonas rurais do que em ambientes urbanos (Wright e cols., 2007).

Classicamente, o quadro clinico da influenza tem inicio abrupto, com febre
acima de 38°C, cefaléia, calafrios e tosse seca, seguido por mialgia, mal-estar,
prostracdo e anorexia. Pode ocorrer também a inflamacdo da conjuntiva, com

lacrimejamento excessivo. Os sintomas sistémicos costumam ser muito intensos nos
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primeiros dias da doenca da doenca, mas a tosse e prostracdo podem persistir por 1
a 2 semanas adicionais, 0 que caracteriza a alta taxa de morbidade desta virose
(Wright e cols., 2007). Entretanto, a doenga é autolimitada (Secretaria de Vigilancia
em Saude, 2009).

Em criancas, algumas manifestacbes adicionais podem ser observadas
como quadros de bronquite e bronquiolite, aumento na temperatura febril,
acompanhado por convulsbes e/ou aumento na incidéncia de manifestacdes
gastrintestinais, como vomitos e dor abdominal, especialmente naqueles menores de
3 anos (Price e cols., 1976; Cox e Subbarao, 1999). A infeccdo em recém-nascidos
pode manifestar-se clinicamente com febre alta inexplicavel, podendo levar ao 6bito
(Meibalane e cols., 1977).

Complicacdes pulmonares e pneumonia viral primaria sdo responsaveis pela
alta taxa de mortalidade (Cox e Subbarao, 1999) e por um grande numero de
internacdes hospitalares no Brasil (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2010). Estas
complicagbes do trato respiratorio inferior podem acometer tanto adultos quanto
criancas, sendo mais freqiente em idosos (Wright e cols., 2007). As mais comuns
sdo as pneumonias bacterianas secundarias, sendo geralmente provocadas por
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus e Haemophilis influenzae. Nos
imunocomprometidos, o quadro clinico € geralmente mais arrastado e, muitas vezes,
mais grave. Gestantes com quadro de influenza no segundo ou terceiro trimestre de
gravidez costumam ser mais propensas a internacdo hospitalar (Secretaria de
Vigilancia em Saude, 2009).

Manifestages extrapulmonares como miosite, sindrome de Reye e sintomas
gastrointestinais sdo mais comuns nas infeccdes pelo virus influenza B (Baine e
cols., 1980; Wright e cols., 2007). A forma difusa da miosite tem inicio com a
diminuicdo dos sintomas respiratérios, seguido de amolecimento e inchago dos
musculos, podendo ocorrer dor generalizada, sensibilidade e fraqueza muscular.
Estes sintomas podem ser acompanhados por insuficiéncia renal aguda. O curso

desta complicacdo geralmente € benigna e reversivel (Dietzman e cols., 1976).

A Sindrome de Reye caracteriza-se por uma encefalopatia de natureza nao
inflamatoéria, com progresséo rapida, onde sdo observadas infiltracdes gordurosas

das visceras, especialmente no figado, podendo ocasionar disfuncao hepéatica grave
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(Cox e Subbarao, 1999; McCullers e cols., 1999a; Wright e cols., 2007). A taxa de

letalidade desta complicagao varia entre 22% e 42% (Hurwitz e cols., 1982).

Nas infeccbes por Influenza, a viremia € infrequente. Em infimas
quantidades, o virus ja foi isolado no sangue em pacientes no quarto dia de
infeccdo. Na infeccdo natural ou experimental, o virus pode ser detectado no sangue
durante os trés primeiros dias de infec¢do, nunca apoOs este periodo. A viremia
costuma ser mais comum nas infecgdes por Influenza A/H5N1 (Beigel e cols., 2005).

As situacbes reconhecidamente de risco para as infeccbes por Influenza
incluem doenca pulmonar crénica (asma e doenca pulmonar obstrutiva crénica —
DOPC), doenca metabodlica cronica, cardiopatias, imunodeficiéncia ou

imunodepressao, gestagcdo, doenga (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2009, 2010)

1.6. Diagnoéstico laboratorial e caracterizacdo anti  génica e molecular dos

virus Influenza

A qualidade da coleta, acondicionamento e transporte das amostras é
imprescindivel para a realizacdo do diagndéstico e caracterizagdo viral com

resultados fidedignos.

O sitio primario de replicacdo dos virus Influenza sao as células epiteliais do
trato respiratorio superior, portanto, o material de escolha para a deteccdo destes
virus é a secrecdo de nasofaringe (SNF). A coleta oportuna do material clinico deve
ser realizada até o 5° dia (preferencialmente até o terceiro dia), a partir do inicio dos
sintomas. Os espécimes clinicos podem ser o swab combinado nasal e orofaringeo
(Figura 1.11 — A e B) ou o aspirado de nasofaringe (Figura 1.11 - C) (Secretaria de
Vigilancia em Saude, 2009).

ApOs a coleta, o material deve ser acondicionado em tampé&o PBS estéril ou
em meio de transporte viral, contendo uma solucdo balanceada de sal com pH
neutro, estabilizadores protéicos (gelatina ou albumina de soro bovino) e antibidticos
(para reduzir/inibir o crescimento de bactérias comensais ou patogénicas). Para o
transporte o material deve ser refrigerado a 4°C ou congelado a -70°C (Zambon,
1998).
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(1)

Figura 1.11 — Procedimento para coleta de secre¢cdo  de nasofaringe, utilizando
swab combinado nasal (A) e orofaringeo (B) e aspira  do de nasofaringe (C).

Fonte: Adaptado de (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2009).

Diferentes métodos podem ser utilizados para diagnostico das infeccdes por
Influenza. Contudo, o isolamento viral e a RT-PCR sé&o considerados os ensaio de
referéncia (Centers for Disease Control and Prevention, 2009). As diferentes
técnicas utilizadas para o diagnostico de Influenza encontram-se sumariamente

descritas na Tabela 1.2.

O isolamento viral constitui uma das técnicas classicas para o diagnostico
dos virus influenza. O cultivo e isolamento viral podem ser realizados utilizando-se
ovos embrionados ou linhagens de células de mamiferos (MDCK - Madin-Darby
Canine Kidney Epithelial Cells) (Burnet e Ferry, 1934). Nas Ultimas, os virus se
replicam, causando efeito citopatico, caracterizado pela formacdo de placas. A
replicacdo viral € detectada pela técnica de hemaglutinacdo, que se baseia na
capacidade aglutinante viral. Uma vez que existem outros patbgenos com
capacidade hemaglutinante, a identificacdo de virus Influenza se da pelo uso da
técnica de inibicdo da hemaglutinacdo, onde séo utilizados anticorpos especificos.
Esta ultima técnica também pode ser utilizada para subtipagem e caracterizagéo
antigénica dos virus Influenza (Zambon, 1998; Cox e Subbarao, 1999)
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Tabela 1.2 - Técnicas utilizadas para o diagndstico laboratorial das infec¢gbes
por Influenza

Tipos
Técnica virais Amostras clinicas Tempo
detectados

Swab de nasofaringe, swab de garganta,
Cultura viral AeB lavado nasal ou bronquial, aspirado 3 dias
nasal, catarro
Swab de nasofaringe, swab de garganta,
Imunofluorescéncia AeB lavado nasal ou bronquial, aspirado 2-4 horas
nasal, catarro
Swab de nasofaringe, swab de garganta,
RT-PCR AeB lavado nasal ou bronquial, aspirado 2-4 horas
nasal, catarro

. Soro pareado da fase aguda e Minimo
Sorologia AeB de 2
convalescente
semanas
Ensaio imunoenzimatico AeB Swab de nasofaringe, swab de.garganta, 2 horas
lavado nasal ou bronquial
Testes rapidos
3M™ Teste Rapido de AeB Swab ou aspirado de nasofaringe; lavado 15
detecc¢do Flu A+B (3M) ou aspirado nasal minutos
Directigen EZ Flu A+B Swab ou_asp|rado de nasofaringe; lavado 15
. AeB ou aspirado nasal, swab de garganta, :
(Becton-Dickinson) minutos
lavado broncoalveolar
BinaxNOW Influenza A&B AeB Swab ou aspirado de nasofaringe; lavado 15
(Inverness) ou aspirado nasal minutos
OSOM® Influenza A&B 15
AeB swab nasal .
(Genzyme) minutos
Teste QuickVue Influenza Swab ou aspirado de nasofaringe; lavado 15
. Influenza . :
(Quidel) ou aspirado nasal minutos
Teste QuickVue Influenza A+B Swab ou aspirado de nasofaringe; lavado 15
; AeB . .
(Quidel) ou aspirado nasal minutos
SAS FluAlert . 15
(AS Scientific) AeB Lavado ou aspirado nasal minutos
TRU FLU Swab ou aspirado de nasofaringe; lavado 15
- Sy AeB : ;
(Meridian Bioscience) ou aspirado nasal minutos
XPECT Flu A&B (Remel) AeB Swab ou aspirado de nasofaringe; swab 15

de garganta; lavado ou aspirado nasal minutos

Fonte: Adaptado de (Centers for Disease Control and Prevention, 2009).

Os ensaios de imunofluorescéncia sdo amplamente utilizados para o
diagnostico das infecgdes por Influenza. A técnica baseia-se na deteccdo de
antigenos virais presentes nas amostras clinicas. Apoés fixagdo do material clinico
em lamina, anticorpos anti-Influenza marcados com isotiocianato de fluoresceina
(FITC). A reacdo antigeno-anticorpo é evidenciada pela presenca de fluorescéncia
(método direto). No formato indireto, o anticorpo antiviral ndo € marcado e é
detectado por um segundo anticorpo — que é conjugado com FITC. Este segundo
anticorpo reconhece imunoglobulinas da espécie utilizada para produzir os
anticorpos antivirais. O método indireto € ligeiramente mais sensivel e versatil
(Minnich e Ray, 1987; Zambon, 1998).
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Testes rapidos tém sido desenvolvidos e sdo capazes de detectar a
presenca de infeccdo por Influenza em menos de meia-hora (Tabela 1.2). Estes
testes devem ser empregados para auxiliar o diagnoéstico e manejo clinico de
individuos com sindrome gripal em consultérios e hospitais ou em estudos
epidemioldgicos. Contudo, ndo sdo adequados para fins de diagnostico, dada a sua
menor sensibilidade (50-70%) quando comparados as técnicas convencionais
(Centers for Disease Control and Prevention, 2009).

A transcricao reversa (RT), seguida pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) com iniciadores especificos constitui a técnica de referéncia para diagndéstico
molecular (Mullis e cols., 1986). O método se baseia na amplificacdo exponencial
das fitas de DNA, contemplando diversos ciclos compostos pelas etapas de
desnaturacdo — anel amento dos iniciadores — e alongamento da cadeia de DNA.
Atualmente, existem varios desenhos e variacbes com base da técnica classica,
como o nested RT-PCR, RT-PCR multiplex, PCR em tempo real, dentre outros
(Stockton e cols., 1998; Vabret e cols., 2000; Koenig e cols., 2003; Gronesova e
cols., 2008; Liu e cols., 2009; World Health Organization, 2009a; Biere e cols., 2010;
Wu e cols., 2010).

Para a caracterizacdo molecular dos virus influenza, o método de referéncia
€ 0 sequenciamento de Sanger (Sanger e cols., 1974). O ensaio se baseia na
analise de produtos gerados numa reacdo de polimerizacdo, utilizando
didesoxinucleotideos (ndo contém o grupo hidroxil 3’ terminal da pentose), marcados
com um fluoroforo especifico (A, C, T e G). A adicdo da base modificada para o
crescimento da cadeia de DNA, durante o processo de alongamento, de modo que
sdo gerados fragmentos de diferentes tamanhos. O produto da reacdo (contendo
fragmentos de diferentes tamanhos) €, entdo, submetido a eletroforese capilar. Os
fragmentos sdo discriminados por excitagdo com laser de argbnio no analisador
automatico de nucleotideos. As emissdes capturadas sédo decodificadas indicando
as bases especificas, o que viabiliza conhecer a sequéncia de nucleotideos do
produto amplificado. Contudo, o0 sequenciamento direto ainda € uma metodologia

dispendiosa e poucos laboratérios tém acesso ao equipamento.

Outras metodologias vém sendo utilizadas para fins de tipagem molecular
como a eletroforese em gel com gradientes desnaturantes (Denaturing Gradiente
Gel Electrophoresis - DGGE) e ensaios de alta resolu¢cdo de desnaturacdo (High

28



Resolution Melting - HRM), baseada na técnica de PCR em tempo real. Ambos tém
sido empregados, inclusive para diferenciar variantes do virus influenza B

(Nakagawa e cols., 2009; Biere e cols., 2010).

A metodologia de DGGE - objeto do presente estudo - foi descrita na
década de 1980 (Fischer e Lerman, 1983) e é capaz de separar moléculas de DNA
diferentes entre si por até um unico par de bases (Myers e cols., 1985). Durante a
corrida em gel de poliacrilamida, os fragmentos permanecem como fita dupla até
alcancarem uma concentracdo de desnaturantes equivalente ao seu ponto de
desnaturacao. A partir deste ponto, ocorre a abertura da dupla hélice, o que reduz a
mobilidade do fragmento no gel (Sheffield e cols., 1989). Padrdes eletroforéticos
distintos ndo sédo determinados somente pelo niumero de diferencas nucleotidicas
entre as moléculas, mas eles também se diferenciam pelo tipo de base envolvida e a
sua posicdo no fragmento (Harris e Teo, 2001). Esta técnica € mais sensivel na
identificacdo de polimorfismos em gel do que as andlises por enzimas de restricdo
(RFLP), comumente utilizadas em estudos epidemioldgicos (Zambon, 1998); (Motta
e cols., 2002).

A metodologia de DGGE tem sido utilizada para detectar variantes na porcao
do gene do envelope (env) de lentivirus de ovino (Woodward e cols., 1994), do Virus
da Imunodeficiéncia Simia (Dhar e cols., 2000), e variabilidade genética do HIV-1
durante o ciclo de infec¢cdo (Andersson e cols., 1993) e Influenza A/H3N2 ((Motta e
cols., 2002).

1.7. Epidemiologia

A gripe ocorre mundialmente, sob a forma de surtos localizados ou
regionais, em epidemias ou como pandemias associadas ao shift antigénico entre os
subtipos de Influenza A. Globalmente, estas infeccdes ocasionam cerca de 3 a 5
milhdes de casos severos, com 250 a 500 mil 6bitos (World Health Organization,
2009c).

Em anos epidémicos, a taxa de atague na comunidade atinge,
aproximadamente, 15%, podendo alcancar até 70%, nas comunidades fechadas. A
taxa de ataque secundaria é da ordem de 30%. Tanto a morbidade quanto a
mortalidade por Influenza podem variar ano a ano, dependendo das cepas

circulantes, do grau de imunidade da populacdo geral e da populacdo susceptivel
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(Chen e Holmes, 2008; Secretaria de Vigilancia em Saude, 2009; World Health
Organization, 2009c).

Segundo o Sistema de Informacéo da Vigilancia Epidemioldgica da Influenza
(Sivep_Gripe) ao analisar o total de atendimentos nas unidades sentinélas em 2008,
9,5% dos individuos apresentaram sindrome gripal (influenza sazonal). A maior
concetragdo dos casos foi em riancas na faixa etaria de 0 a 4 anos (43,3%), seguida
da faixa de 5 a 14 anos (22,9%) e de 15 a 24 anos (10,9%). As demais faixas
contribuiram com 22,8%. No anos de 2008 foram caracterizadas 6317 amostars de
secrecdo nasofaringea para virus respiratorios. Destas, 310 (25,7%) amostras foram
positivas para o virus Influenza, das quais 183 (59%) foi Influenza A e 127
Inafluenza B. Os demais virus indentificados foram: Parainfluenza 1, 2 e 3 (35,1%),
Virus Respiratorio Sincicial (28,7%) e Adenovirus (10,5%) (Secretaria de Vigilancia
em Saude, 2005).

A distribuicdo global de Influenza na semana epidemiolégica 29 de 2010
encontra-se graficamente representada na Figura 1.12 (World Health Organization,
2010b).

N
& 5},{,‘% K {J‘Tﬁ M} ; ey
. oG Sl W
T ~4 S T
e ~
RPN P
= & f 4
¥ | .":\; b :
T B
S
- \

] 1300 2600 5200 Kilimetros
I

% denfluenza positive * Suptipo viral ** | '
0-10 i =
11220 ‘nal I
— AHINT pm
->30 AHL 4 e Y i "
Dados ndo avaliados a2 u & ‘-
; A (nda subtipada) |.f - ;\[ e m;‘“
B Tt World Hea
% Organization

-

* Quando a ndmera de amostras testadas @ = 10, ‘ : - )
** (uando o numero de amostras posifivas para influenza for > 20 BWHO 2010, Al rights reserved

Figura 1.12 - Distribuicdo de casos confirmados por Influenza, segundo o
subtipo e regido do mundo no periodo da semana epid  emioldgica 29 (18 a 24
de julho).
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Fonte: Adaptado de (World Health Organization, 2010b)

As infec¢des por virus Influenza apresentam um padrdo sazonal (Figura
1.13). Nas regides temperadas, observamos picos epidemioldgicos durante o outono
e o inverno, contudo, este padrdo costuma ser menos aparente nas regioes tropicais
(Shek e Lee, 2003; Viboud e cols., 2006).

Nas areas tropicais, trés padrdes podem ser observados: i) ocorréncia de
infeccbes o ano todo, com picos nas estagbes chuvosas (como pode ser visto na
india, Senegal e Indonésia); ii) ocorréncia de infeccdes o ano todo, com picos
semestrais associados a estacdo chuvosa e durante os meses de inverno; e iii)
ocorréncia de infeccbes sem sazonalidade clara (Doraisingham e cols., 1988; Rao e
Banerjee, 1993; Shek e Lee, 2003; Beckett e cols., 2004; Chow e cols., 2006;

Nguyen e cols., 2007)
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O Brasil é um pais com dimensdes continentais. Desta forma, engloba uma
grande disparidade climatica, compreendendo regides de clima equatorial (regido
Norte) a subtropical (regido Sul). Consequentemente sdo observados diferentes
padrées de sazonalidade (de Mello e cols., 2009). Observa-se um gradiente
latitudinal no momento do pico da epidemia — no Norte do pais, este costuma ocorrer
cerca de trés meses antes (marco-abril) daquele observado na regido Sul (Alonso e
cols., 2007; de Mello e cols., 2009).

A gripe pode afetar seriamente todas as faixas etarias. A infeccao
ocasionada pelos virus Influenza B acomete predominantemente criancas e
adolescentes em idade escolar (Clark e cols., 1970). Contudo o risco mais elevado
de complica¢gbes ocorre entre criangas menores de dois anos de idade, e idosos
maiores de 65 anos. Complicacdes também podem ser observadas em adultos e
pessoas de qualquer idade, que apresentam fatores de risco, como:
imunocomprometimento; condi¢cdes cronicas (insuficiéncia cardiaca, renal, pulmonar

e hepética); gestacdo; e doencas metabdlicas (diabetes, obesidade mérbida).

1.7.1. Transmissao

O modo de transmissdo mais comum € a transmissao direta (pessoa a
pessoa) por meio de pequenas goticulas de aerossol (> 5 milimetros de diametro),
expelidas por individuos infectados com o virus Influenza ao falar, espirra ou tossir.
Contudo eventualmente pode ocorrer transmissao pelo ar, pela inalacdo de
pequenas particulas residuais, que podem ser levadas a distancia maiores que um
metro. Existem também evidéncias de transmissédo pelo modo indireto, por meio de
contato com as secrecfes dos doentes, onde as maos sdo o principal veiculo
levando a introducdo de particulas virais diretamente nas mucosas nasal, oral e
ocular. A eficiéncia de transmissao pela via indireta depende muito da carga viral, de
fatores ambientais, como temperatura e umidade, e do tempo transcorrido entre
contaminacgao e contato com a superficie contaminada (Secretaria de Vigilancia em
Saude, 2005, 2009).

Apesar da transmissao inter-humana ser a mais comum, Varios casos ja
foram documentados revelando transmissdo do virus Influenza A entre seres de
espécies diferentes, especialmente aves e suinos para o homem (Donatelli e cols.,

2003; Shinde e cols., 2009; Yassine e cols., 2010). Os virus estdo presentes
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principalmente em fezes, sangue e secrecdes de aves infectadas, portanto a
contaminacdo humana, ainda que rara pode ocorrer por meio da inalacdo dessas
secregbes (inclusive durante limpeza e manutencdo de criadouros, sem
equipamento de protecdo individual - EPI) ou durante abate e manuseio de aves

infectadas (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2005, 2009; Yassine e cols., 2010).

Individuos adultos saudaveis infectados podem transmitir o virus 24 a 48
horas antes do inicio dos sintomas, porém a titulos muito mais baixos durante o
periodo sintomatico, onde o pico da excrecao viral € observado nas primeiras 24 a
72 horas de doenca e declina até niveis ndo detectaveis por volta do quinto dia
(Secretaria de Vigilancia em Saude, 2005, 2009).

Individuos com alto grau de imunodepressdo podem excretar virus por
semanas ou meses (Kawai e cols., 2007; Leekha e cols., 2007). As criancas ao
serem comparadas com os adultos, também excretam virus precocemente, por
longos periodos e com maior carga viral (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2005,
2009).

1.7.2. Vigilancia epidemioldgica

Devido as caracteristicas evolutivas e epidemiolégicas dos virus influenza
(McCullers e cols., 1999b; Chen e Holmes, 2008), é de fundamental importancia a
constante vigilancia destes virus, bem como, a rapida identificacdo de cepas

mutantes, com potencial pandémico.

Na década de 40, j4 se compreendia que 0 agente etioldgico da gripe ndo se
tratava de um virus estavel, que as epidemias eram provocadas por cepas que
sofriam mutacbes (0 que I|hes conferia vantagem seletiva sobre as cepas
antecessoras) e que as aves migratdrias funcionavam como um reservatorio para o
virus. Este conjunto de fatores indicava a necessidade de monitoramento continuo
(Nicholson e cols., 2003).

Desde 1947, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceu um
programa de vigilancia que opera através de uma Rede Mundial. Atualmente, esta
Rede consiste em quatro principais centros de referéncia para monitoramento da
atividade dos virus influenza. Esses centros estdo localizados em Londres

(Inglaterra), Melbourne (Australia), Atlanta (EUA) e Toquio (Japdo) e tem como
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responsabilidade identificar e caracterizar novas cepas virais, enviadas por 130
centros nacionais em 83 paises do mundo (World Health Organization, 2009b).
Assim, a definicdo da composi¢ao anual das vacinas para Influenza passou a variar,

segundo os dados informados por estes centros.

O Laboratério de Virus Respiratorios e do Sarampo (LVRS) do Instituto
Oswaldo Cruz (I0C), localizado no Rio de Janeiro, juntamente com o Instituto Adolfo
Lutz (IAL), localizado em S&o Paulo e Instituto Evandro Chagas (IEC), localizado em
Belém, fazem parte da Rede nacional de vigilancia do virus Influenza para
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e para o Ministério da Saude (MS)
(Secretaria de Vigilancia em Saude, 2009).

1.8. Tratamento e prevengao

Atualmente além da vigilancia epidemiologica dos virus Influenza sao
adotadas mais duas estratégias para o controle da circulagéo viral no mundo, sendo

elas, a utilizacdo de drogas antivirais e a vacinagéo anual antiinfluenza.

1.8.1. Antivirais

Atualmente, existem duas classes de antivirais utilizadas para o tratamento
das infeccdes por Influenza, aprovadas pela agéncia reguladora americana, o Food
and Drug Administration (FDA). Os adamantanos (Amantadina e Rimantadina) - que
atuam bloqueando os canais de protons M2, inseridos no envelope lipidico dos virus
Influenza A - e os inibidores de neuraminidase (iNA) (Oseltamivir; Tamiflu®, Roche e

Zanamivir; Relenza®, GlaxoSmithKline) (Leophonte, 2005).

As primeiras drogas a serem utilizadas foram os adamantanos. Contudo,
esta classe de antivirais ndo bloqueiam os canais de protons BM2 e NB e, portanto,
nao sdo adequadas ao uso nas infec¢des por Influenza B. Ainda, a emergéncia de
cepas de Influenza A resistentes a estas drogas tem sido observada em diversos
paises (Fleming, 2001; Saito e cols., 2007; Saito e cols., 2008; Deyde e cols., 2010).

Desde 1999/2000, os iNA (oseltamivir e zanamivir) tém sido utilizados para o
tratamento de infeccbes pelos virus A e B. No Brasil, o antiviral Oseltamivir é
vendido apenas sob prescricdo médica (ANVISA, 2000, 2009), sendo indicado
apenas para 0s pacientes que apresentam Sindrome Respiratoria Aguda Grave
(SRAG) (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2005, 2009).
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Alguns autores descrevem a emergéncia de variantes virais resistentes a
esta classe de drogas e algumas mutacdes associadas a resisténcia ja foram
descritas. Os dados de vigilancia epidemioldgica de Influenza em alguns paises
indicam que menos de 1% dos virus Influenza identificados séo resistentes aos iNA
(McKimm-Breschkin e cols., 2003; Monto e cols., 2006; World Health Organization,
2007a; Sheu e cols., 2008; Kramarz e cols., 2009; Tashiro e cols., 2009). A
relevancia clinica da doenca causada por estas cepas ainda € pouco conhecida
(Sheu e cols., 2010; Ujike e coals., 2010).

Os virus Influenza B apresentam uma maior suscetibilidade ao Oseltamivir
guando comparados aos virus Influenza A (Tashiro e cols., 2009). Para o virus B,
poucos marcadores encontram-se descritos, cuja identificacdo vem sendo realizada
por pirosequenciamento (Lackenby e cols., 2008; Sheu e cols., 2008; Deyde e cols.,
2009; Deyde e cols., 2010). Alguns marcadores de resisténcia aos INA ja

identificados para o virus Influenza B encontram-se descritos na Figura 1.3.

Tabela 1.3 - Marcadores de resisténcia encontrados na literatura referente a
resisténcia dos virus Influenza B frente aos inibid ores de Neuraminidase.
Mutacdo na NA

Variante Viral Referéncia
B NA NA N2
E117A E119A B/Beijing/1/87* (Jackson e cols., 2005)
B/llinois/03/2008 (Sheu e cols., 2010)
E117D E119D B/Beijing/1/87* (Jackson e cols., 2005)
E117G E119G B/Beijing/1/87* (Jackson e cols., 2005)
E117V E119V B/Beijing/1/87* (Jackson e cols., 2005)
R150K R152K B/Beijing/1/87* (Jackson e cols., 2005)
B/Memphis/20/1996 (Gubareva e cols., 1998)
D197N D198N B/Rochester/2/2001 (Ison e cols., 2006)
B/Guatemala/558/2008 (Sheu e cols., 2010)
B/Canada/88/2007 (Sheu e cols., 2010)
D197E D198E B/Texas/38/2008 (Sheu e cols., 2010)
1221T 1222T  B/California/5/2005 (Sheu e cols., 2008)
H273Y H274Y B/Michigan/20/2005 (Sheu e cols., 2008)
R292K R294K B/Beijing/1/87* (Jackson e cols., 2005)

R374K R371K B/Hong Kong/36/2005 (Sheu e cols., 2008)
*Estudo in vitro com a variante B/Beijing/1/87recombinada.

1.8.2. Vacinas

Conforme anteriormente abordado, os mecanismos evolutivos dos virus
Influenza os tornam capazes de escapar da resposta imune do individuo, o que
demanda a formulagdo anual da vacina globalmente utilizada (World Health
Organization, 2009c).
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As vacinas inativadas sao particuladas e compostas, basicamente, pelas
glicoproteinas de superficie HA e NA. Estas vacinas séo trivalentes, conferindo
imunidade para os trés virus Influenza de maior importancia epidemioldgica:
A/H1IN1, A/H3N2 e B (Centers for Disease Control and Prevention, 2010).

No Brasil, a vacina para Influenza sazonal é gratuitamente oferecida para a
populacdo de idosos (acima dos 60 anos de idade) e profissionais de saude. Os
demais individuos adquirem imunidade contra os virus por infeccdo natural, durante

as epidemias anuais (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2005).

Na ultima década, a co-circulacéo e o rearranjo entre os segmentos génicos
das linhagens dos virus Influenza B vem sendo sinalizada (Shaw e cols., 2002;
Ansaldi e cols., 2003; Barr e cols., 2003; Chi e cols., 2003; Matsuzaki e cols., 2004;
Lin e cols., 2007; Jian e cols., 2008). E, com isso, a emergéncia de uma nova
variante viral com o segmento de HA da linhagem Yam88 e o segmento de NA da
linhagem Vic87 tem sido descrita (Matsuzaki e cols., 2004; Xu e cols., 2004; Chi e
cols., 2005; Daum e cols., 2006; Tsai e cols., 2006; Lin e cols., 2007; Chen e
Holmes, 2008; Jian e cols., 2008). Este novo cenario motivou a OMS a recomendar
a reformulacdo da vacina (componente do virus B), que atualmente utiliza a cepa de
Influenza B, produto de rearranjo entre as linhagens Vic87 e Yam88
(HAVic/NAYam).

As cepas recomendadas para as vacinas anuais administradas nos
Hemisfério Norte (Centers for Disease Control and Prevention, 2001; World Health
Organization, 2001a, 2002a; World Health Organization, 2003b; World Health
Organization, 2004a, 2005a, 2006a, 2007b, 2008a, 2009d) e Sul (World Health
Organization, 2000, 2001b; World Health Organization, 2002b; World Health
Organization, 2003a, 2004b, 2005b, 2006b, 2007c, 2008b, 2009¢e) nos ultimos 10
anos encontram-se descritas na Tabela 1.4 .
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Tabela 1.4 - Componentes vacinais do Hemisfério Nor

te e Sul referente aos anos 2000 a 2010.

Hemisfério Norte

Cepas vacinais

Linhagem
Epidemias A/H3N2 A/HIN1 B (NA-HA)

2000-01 A/Panama/2007/1999 A/New Caledonia/20/1999 B/Beijing/184/1993 YamHA/YamNA
2001-02 A/Panama/2007/1999 A/New Caledonia/20/1999 B/Sichuan/379/1999 YamHA/YamNA
2002-03 A/Panama/2007/1999 A/New Caledonia/20/1999 B/Hong Kong/330/2001  VicHA/VIicNA
2003-04 A/Panama/2007/1999 A/New Caledonia/20/1999 B/Hong Kong/330/2001  VicHA/VicNA
2004-05 A/Fujian/411/2002 A/New Caledonia/20/1999 B/Shanghai/361/2002 YamHA/YamNA
2005-06 A/Califérnia/7/2004 A/New Caledonia/20/1999 B/Shanghai/361/2002 YamHA/YamNA
2006-07 A/Wisconsin/67/2005 A/New Caledonia/20/1999 B/Malaysia/2506/2004 VicHA/VIicNA
2007-08 A/Wisconsin/67/2005 A/Solomon Islands/3/2006  B/Malaysia/2506/2004 VicHA/VicNA
2008-09 A/Brisbane/10/2007 A/Brisbane/59/2007 B/Florida/4/2006 YamHA/YamNA
2009-10 A/Brisbane/10/2007 A/Brisbane/59/2007 B/Brisbane/60/2008 VicHA/YamNA
2010-11 A/Perth/16/2009 AlCaliférnia/7/2009 B/Brisbane/60/2008 VicHA/YamNA
Hemisfério Sul Cepas vacinais

Linhagem

Epidemias A/H3N2 A/HIN1 B (NA-HA)

2001 A/Panama/2007/1999 A/New Caledonia/20/1999 B/Sichuan/379/1999 YamHA/YamNA
2002 A/Panama/2007/1999 A/New Caledonia/20/1999 B/Sichuan/379/1999 YamHA/YamNA
2003 A/Panama/2007/1999 A/New Caledonia/20/1999 B/Hong Kong/330/2001  VicHA/VIicNA
2004 A/Fujian/411/2002 A/New Caledonia/20/1999 B/Hong Kong/330/2001  VicHA/VicNA
2005 A/Wellington/1/2004 A/New Caledonia/20/1999 B/Shanghai/361/2002 YamHA/YamNA
2006 A/Califérnia/7/2004 A/New Caledonia/20/1999 B/Malaysia/2506/2004 VicHA/VicNA
2007 A/Wisconsin/67/2005 A/New Caledonia/20/1999 B/Malaysia/2506/2004 VicHA/VIicNA
2008 A/Brisbane/10/2007 A/Solomon Islands/3/2006  B/Florida/4/2006 YamHA/YamNA
2009 A/Brisbane/10/2007 A/Brisbane/59/2007 B/Florida/4/2006 YamHA/YamNA
2010 A/Perth/16/2009 A/Califérnia/7/2009 B/Brisbane/60/2008 VicHA/YamNA

* indica uma mudanca na vacina apos uma recomendacao prévia.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar de morfologicamente semelhantes ao virus Influenza A, os virus
Influenza B apresentam diferengcas importantes, inclusive, da perspectiva
epidemioldgica. Os virus influenza B circulam predominantemente entre humanos,
causam doenca menos severa e, desde meados da década de 80, tem sido
observada a circulagéo alternada de duas linhagens (Vic87 e Yam88) antigenica e
filogeneticamente distintas durante as epidemias anuais (Chen e Holmes, 2008). A
partir de 2001, tais linhagens passaram a co-circular na populacdo, favorecendo o
rearranjo génico entre ambas, ja relatado em diversos paises (Puzelli e cols., 2004;
Xu e cols., 2004; Daum e cols., 2006; Tsai e cols., 2006; Lin e cols., 2007). No
Brasil, a epidemiologia molecular dos virus Influenza B ainda € pouco conhecida e
tais informacdes sdo de grande relevancia, em virtude da formulacdo anual da

vacina para Influenza.

O principal objetivo deste projeto consiste em investigar o perfil de circulagéo
destes virus durante as epidemias anuais de 2004 a 2008, através da analise
filogenética dos fragmentos génicos de HA e NA, que codificam para as
glicoproteinas de superficie, as principais estruturas antigénicas do virion. A vacina
trivalente é composta por estes dois antigenos, o que nos permite comparar a
adequacdo dos componentes vacinais frente as linhagens circulantes no Brasil

durante este periodo.

Atualmente, a biologia molecular se torna cada vez mais presente na rotina
dos laboratérios de pesquisa e de diagndstico clinico. Entretanto, o ensaio de
utiizado para a diferenciacdo entre as duas linhagens virais ainda é o
sequénciamento de Sanger, dificultando a sua ampla aplicacdo para fins de
diagnoéstico, sendo um meétodo laborioso e de alto custo. Visando buscar novas
alternativas metodolégicas, de menor complexidade e custo, para a rapida
discriminagédo entre as linhagens de Influenza B, propomos a padronizagdo da
metodologia de DGGE, utilizando o segmento génico da HA. Tal ensaio poderia ser
utilizado como uma etapa de triagem, reduzindo o niumero de amostras a serem
submetidas ao sequénciamento nucleotidico e, por conseguinte, permitindo a sua

utilizacdo por uma gama mais ampla de laboratorios.
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3.1.

3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral do presente projeto consiste na analise molecular dos

segmentos génicos de HA e NA, a partir de amostras clinicas coletadas durante as

epidemias de Influenza no periodo de 2004 a 2008, de modo a elucidar o perfil de

circulacdo dos virus Influenza B no Brasil. De uma perspectiva complementar, &

proposta a padronizagdo da técnica de DGGE, para rapida diferenciacdo das

linhagens virais, como ferramenta metodoldgica alternativa ao sequenciamento de

nucleotideos.

3.2.

Objetivos especificos

Padronizacao do protocolo de sequenciamento do segmento génico de NA do
virus Influenza B;

Sequénciamento e analise filogenética dos segmentos génicos de HA e NA,
utiizando um banco de sequéncias composto pelas cepas vacinais e
amostras de diferentes paises;

Identificacdo das cepas de Influenza B circulantes em alguns estados do
Brasil no periodo de 2004 a 2008;

Caracterizacdo molecular dos genes HA e NA: emergéncia de mutantes e
marcadores de resisténcia a antivirais e presenca de rearranjo génico;
Padronizacdo da técnica de DGGE para diferenciacdo rapida das linhagens

dos virus influenza B.
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4. METODOLOGIA

4.1. Casuistica

O LVRS/IOC-FIOCRUZ constitui o Laboratério de Referéncia Nacional para
o Ministério da Saude, integrando a Rede Nacional de Vigilancia para Influenza.
Desta forma, recebe continuamente amostras clinicas (aspirado ou secrecdo de
nasofaringe) de pacientes com sindrome gripal — seja no escopo da vigilancia

sentinela de Influenza ou na ocorréncia de surtos ou epidemias.

Durante as epidemias de 2004 a 2008, foram encaminhadas ao LVRS
amostras clinicas provenientes de duas unidades sentinelas da cidade do Rio de
Janeiro (Hospital Lourenco Jorge e Hospital Souza Aguiar) e amostras de casos
confirmados de influenza por imunofluorescéncia nos Laboratérios Centrais de
Saude Publica (LACENS) de outros estados brasileiros como Parana (PR), Santa
Catarina (SC), Rio Grande do Sul (RS), Minas Gerais (MG), Bahia (BA), Espirito
Santo (ES) e Sergipe (SE). Conforme algoritmo previamente estabelecido, estas
amostras foram submetidas a técnica de RT-PCR Multiplex (Stockton e cols., 1998),
para deteccdo molecular dos virus Influenza A (subtipos A/H1 e A/H3), Influenza B e

Virus Respiratério Sincicial (VRS, subtipos A e B).

Do conjunto de amostras positivas para Influenza no teste molecular, 142
foram caracterizadas como Influenza B positivas. Destas, 75 (53%) amostras foram
selecionadas para nosso estudo. Os critérios de inclusdo compreenderam a
disponibilidade de volume suficiente para o0s ensaios pretendidos e a
representatividade em diferentes unidades federadas, sob coordenacao direta do
LVRS. As demais amostras foram excluidas do estudo, por ndo atenderem aos

critérios estabelecidos.

A distribuicdo de amostras positivas para Influenza B e o quantitativo de
amostras elencadas para 0 presente estudo, segundo a unidade federada
encontram-se descritos na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 — DistribuicAo de amostras positivas par a Influenza B (N) e

quantitativo de amostras utilizadas npara o estudo (n), segundo a unidade
federada (2004-2008).
ES RJ MG PR SE BA SC RS
Ano/UF
N n N N N n N n N N N n N N N n
2006 0 ©) 2 9 0 4@ O O O © 0 © 0 (O o (O
20060 1 (1) 0 8 O @O O (© O (O O © 0 O 4
2006 0 O) 0O O 3 () 2 () 0 (O 0 (O) 0 (O) 8 (16)
2000 0 ©O) 1 100 2 3 O @O O O O ©O O O 4 6
20086 0 (1) O (1) 15 (18) 10 (200 1 (1) 5 ®) 1 (3 17 (23
Total 1 (2) 3 (26) 19 (30) 12 (26) 1 (1) 5 (B) 1 (3 33 (49

Fonte: Laboratério de Virus Respiratorios e do Sarampo, IOC, FIOCRUZ.
4.2. Etapas do estudo

Para execucdo deste trabalho, diferentes protocolos e técnicas foram
utilizados. Parte deles necessitaram de padronizacdo, como 0 sequénciamento de
nucleotideos do gene NA e a técnica de DGGE para HA. A ultima, visando a rapida

diferenciacéo entre as linhagens de Influenza B.

O fluxograma contendo as etapas envolvidas no desenvolvimento do

presente estudo encontra-se ilustrado na Figura 4.1.

41



i o FEjELg
= s
| 1
| J
v e o —
An;gs;rsucslﬂlga: Protocolo de
DGGE
PCR nested DEGE
4 para a DGGE
5 g
C BZ T ER T
g‘-'\f.m; m;;mia
f
‘ M' - ﬂ" ‘ ok ‘ Protocolo de
Transcricdo 1 PCR 2°PCR RT-PCR Multiplex
Reversa Mutiplex  Multiplex Eletroforese em
| gel de agarose
Extracdo do
RNA i
el LI
One-Step (NA
PO per ZPCR Eletroforese em
Amplificagdo dos produtos  ge| de agarose e
para 0 seqienciamento excisdo das (
bandas
Purificac&o do DNA Pmt?cm? de
extraido do gel Seqlienciamento
‘ para HAe NA
9
..... FErEEn &;"’
Reacédode
Seqiienciamento
L)
| B
Leitura das sequéncias Purificacéo
pelo ABl 3130 XL e
Analise filogenética

Figura 4.1 - Fluxograma das etapas e técnicas utili

zadas para realizacdo do presente estudo.
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4.3. Extracdo de RNA e transcricao reversa

O RNA foi extraido a partir de 140uL da amostra clinica, utilizando o kit
comercial QlAamp RNA Viral Mini Kit (QIAGEN Inc., CA). Neste método, a amostra &
inicialmente tratada sob condicbes desnaturantes (tampdo AVL) para inativar
RNAses e assegurar a liberacdo do RNA. Condicbes tamponantes sdo entdo
ajustadas para permitir uma ligacdo 6tima do RNA & membrana de silica em gel
“QlAamp”. Contaminantes séo eliminados em duas etapas de lavagem sucessivas,
usando os tampbBes AW1 e AW2. O RNA é entdo eluido com o tampao AVE,
podendo ser imediatamente usado ou estocado a — 80 °C. A técnica foi realizada
seguindo-se rigorosamente as instrucdes do fabricante, bem como os procedimentos
estabelecidos pelo POP-LVRS-TC-006 (FIOCRUZ. LVRS. Motta, 2010c).

A transcricao reversa (RT) para a sintese de DNA complementar (DNAc) foi
realizada segundo o POP-LVRS-TVR-012 (FIOCRUZ. LVRS. Motta, 2010e). A
mistura contendo 4uL de Tris-HCI a 20mM (pH 8.4), 6uL de MgCl, (50mM), 6uL de
cada desoxirribonucleotideo (ANTP) a 10mM, 1uL da enzima Myeloblastosis Virus
Reverse Transcriptase (MMLV) 200U/uL (Invitrogen, USA), 0,4uL de RNAsin 40U/uL
(Invitrogen, USA) e 0,4uL de iniciadores randdémicos 3,2ug/pl (Random hexamer
primer - Invitrogen, USA) foi adicionado 22uL do RNAv extraido totalizando um

volume final de 40pL.

A mistura + RNA foi submetida a 37°C/60 minutos, com um ciclo final de

desnaturacao de 95°C/5 minutos, convertendo assim o RNAv a DNAc.
4.4. Amplificacdo dos fragmentos génicos da HA pré-  sequénciamento

A porcdo HA1l do segmento génico da HA dos virus Influenza B foi
sequénciada conforme o POP-LVRS-TC-007 (FIOCRUZ. LVRS. Motta, 2010d). A
partir do DNAc, realizamos duas etapas consecutivas de PCR nas quais utilizamos
as estratégias ilustradas na Figura 4.2.
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Figura 4.2 - llustracdo da estratégia utilizada par a o sequénciamento do fragmento génico HAL
da Hemaglutinina.

Na primeira PCR, amplificamos um fragmento de aproximadamente 1142
pares de bases (pb) utilizando os iniciadores BHA E direto (D) e o BHA F reverso
(R). Na segunda PCR, buscamos gerar produtos menores para o sequénciamento:
em uma reacdo combinamos os iniciadores BHA E D com o iniciador BHACII R (que
gera um produto com cerca de 944 pb) e, em outra reacao, o iniciador BHAB D com
o BHA CII R (753 pb) ou com 0 BHA F R (927 pb) - dependendo da dificuldade na
amplificacdo do produto para a obtencdo da sequéncia. As sequéncias e

caracteristicas dos iniciadores encontram-se descritas na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - InformacOes gerais dos iniciadores uti lizados para o
sequenciamento do segmento génico da Hemaglutinina (dominio HAL).
Iniciadores A e o GC Tm Tamanho
Nome  Posichodo | Sequéncia (5-3) %) (C)  (pb)
BHA B d 196 CATTTTGCAAATCTCAAAGC 35 587 20
BHACIIr 949 GGTGAAGCAGATTGCCTCCA 55  66.4 20
BHAFr 1123 TTCTTCGGAGCTATTGCTGG 50 63.1 20
BHAEd 5 GAAGCAGAGCATTTTCTAAT 35  48.0 20

GC=Guanina e Citosina, Tm=Temperatura de melting; pb=pares de bases; d=direto;
r=reverso.

Para a realizacdo da primeira PCR, utilizamos o0s seguintes componentes:
1pL dos iniciadores a 5pmol/uL; 8uL de Tris-HCIl a 20mM (pH 8.4); 2uL de MgCl,
(50mM); 66,7uL de agua livre de DNAses e RNAses; e 0,3uL de enzima Taq
Platinum polimerase a 5U/uL (Invitrogen, USA). A esta mistura foram adicionados
22uL do DNAc gerado na reacdo de RT. Apds a mistura os componentes foram
submetidos a amplificacdo com o auxilio de um termociclador Mastercycler gradient

(Eppendorf), equipamento que permite variar automaticamente as condi¢cdes de
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temperatura e tempo. Para a desnaturacdo inicial das moléculas, utilizamos a
temperatura de 94°C/2min. A seguir, programamos 35 ciclos para amplificacao de
94°C/1min para desnaturacdo, 50°C/1min para hibridizacdo, 72°C/1lmin para

extensao e 1 ciclo final de 72°C/2min.

Na realizacdo da segunda PCR, utilizamos 2uL do produto amplificado na
primeira PCR para compor a mistura que contém: 5uL de Tris-HCI a 20mM (pH 8.4);
2,5uL de MgCl, (50mM); 37,35uL de agua livre de DNAses e RNAses; 0,15 da
enzima Tag Platinum polimerase 5U/uL (Invitrogen, USA); 1uL de dNTP (10mM de
cada nucleotideo); e 1lpL de iniciadores, direto e reverso. As condi¢cdes de

amplificac@o destes produtos foram idénticas aquelas descritas para a primeira PCR.
4.5. Padronizacdo da amplificacao do fragmento géni  co da NA

Os virus Influenza B apresentam na sexta porcdo de seu genoma o
segmento génico de NA, composto por 1557 nucleotideos (Shaw e cols., 1982;
Palese e Shaw, 2007). A glicoproteina de superficie de mesmo nome é formada pela
traducdo em 466 aminoacidos, que se inicia no nucleotideo 54 e vai até o
nucleotideo 1451 (Shaw e cols., 1982). Com base nestas informacoes,
padronizamos a técnica para a amplificacdo do segmento génico de NA, visando o

posterior sequénciamento de nucleotideos.

45.1. Desenho dos iniciadores

Para o desenho dos iniciadores, analisamos sequéncias do gene NA obtidas
em varios paises e depositadas nas Ultimas duas décadas no banco de genes
(GenBank) do Centro Nacional para Informac¢des Biotecnologicas (National Center

For Biotecnology for Information — NCBI, site: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

As sequéncias de NA foram alinhadas pelo programa Clustal W, parte do
pacote MEGA 4.0 (Tamura e cols., 2007), site: http://www.megasoftware.net/). A
seguir, observamos ao longo dos sitios conservados do gene de NA, possiveis
locais para sintese dos iniciadores. O calculo da temperatura dos iniciadores foi
realizado utilizando-se 0 programa AnnHyb4 versao 4 (site:

http://www.bioinformatics.org/annhyb/).

45



A estratégia para a amplificacao pré-sequénciamento do segmento de NA foi
idealizada seguindo o0os moldes de estratégia para a amplificagdo preé-
sequénciamento do segmento HA e encontra-se esquematizada na Figura 4.3.

1504 nt
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— e 1°PCR

BMAAD BNACR

m— N 20 PCR

BNABD BMAER

T LArR
h

BNADD

cm—

Figura 4.3 - Estratégia idealizada para o desenho d os iniciadores direto e reverso, a serem
utilizados na amplificacéo pré-sequénciamento do se gmento génico de Neuraminidase.

Na primeira PCR, amplificamos um fragmento maior e na segunda PCR,
obtivemos trés produtos. De maneira estratégica estes iniciadores diretos e reversos
da segunda PCR podem ser combinados entre si, gerando diferentes produtos,
como exemplo BNA AD e BNAER.

4.5.2. Primeira e segunda PCR do sequénciamento de NA

Na padronizacdo da primeira PCR, utilizamos o Kit SuperScript™ IlI One-
Step RT-PCR System with Platinum® Taq (Invitrogen, USA), o qual permite a sintese
do DNAc e da primeira PCR em unico tubo. Tal estratégia agiliza o processo e
diminui as chances de contaminacdo. O protocolo foi realizado seguindo
rigorosamente as recomendacfes do fabricante. Utilizamos 25uL de mistura da
reacao (Reation Mix 2x), 2uL dos iniciadores BNA A D e BNA F R, 1uL da enzima
Tag Platinum polimerase 5U/uL, 10uL de agua livre de DNAses e RNAses e 12uL do
RNAv.

Na segunda PCR, trabalhamos com 0,3uL da enzima Taq Platinum
polimerase 5U/uL (Invitrogen, USA), 5uL de Tris-HCla 20mM (pH 8.4), 1,5uL, 1,8 pL
ou 2,0uL de MgCl, 50mM (Invitrogen, USA), 1pL de dNTP (10mM de cada
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nucleotideo) e 1uL dos iniciadores a 25 pymolar, de acordo com a estratégia ilustrada

na Figura 4.3.

Buscando os melhores parametros para o desenvolvimento de uma reacéo,
com bom rendimento e especificidade, trés concentracdes de MgCl, e um gradiente
de cinco diferentes temperaturas de anelamento (58°C, 60°C, 61°C, 62°C e 64°C)
foram testados. Para tal, utilizamos o termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf), que possibilita a construgdo de gradientes de temperatura facilitando,

assim, a padronizacao da PCR.
4.6. Reacao de sequenciamento para os fragmentos gé  nicos de HA e NA

Todo o volume dos amplicons gerados apds a segunda PCR (tanto para os
fragmentos génicos do segmento de HA, quanto para de NA), foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% para verificacdo e excisdo dos produtos
amplificados. Os produtos foram extraidos do gel com uma lamina de bisturi e
armazenados em tubos de 1,5 mL (Eppendorf), livies de RNAses e DNAses. Apos
excisdo, os produtos foram purificados utilizando o kit QIAquick PCR Purification spin
columns (QlAgen, Canada), conforme descrito no manual do fabricante e no POP-
LVRS-TC-004 (FIOCRUZ. LVRS. Motta, 2010b).

O DNA purificado foi quantificado conforme descrito no POP-LVRS-TC-003
(FIOCRUZ. LVRS. Motta, 2010a). A quantificacdo de DNA baseou-se na
comparacdo da intensidade de brilho do marcador Low Mass DNA Ladder
(Invitrogen, USA) com a intensidade de brilho das bandas dos produtos purificados
apos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Sabendo disso realizamos uma
eletroforese aplicando 4uL do DNA purificado e do marcador molecular Low Mass
DNA Ladder (Invitrogen, USA) com 2uL do tampéao de solubilizacdo de amostra (azul
de bromofenol a 0,05% e xileno cianol a 0,05%). A visualizacdo das bandas foi
realizada ap0s a revelacdo do gel em solucdo de Brometo de Etideo (10mg/mL)
sobre o transiluminador de Ultravioleta (UV). Dessa forma com auxilio da
especificacdo do fabricante foi possivel comparar a intensidade de brilho das
amostras e quantificar as amostras que apresentaram 40 a 80 ng de DNA,

quantidade ideal para realizacdo do sequénciamento.

Apés a purificacdo e quantificacdo, realizamos a reacdo de sequénciamento
utilizando o Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems),
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conforme descrito no manual do fabricante e no POP-LVRS-TC-007 (FIOCRUZ.
LVRS. Motta, 2010d). Este ensaio é baseado no sequénciamento de Sanger, onde
ocorre uma reacgdo de polimerizacdo contendo nucleotideos sem o grupo hidroxil 3°
terminal da pentose (didesoxinucleotideos) e quatro diferentes fluoréforos
associados as bases Adenina (A), Timina (T), Citosina (C) e Guanina (G),
respectivamente. A presenca das bases modificadas bloqueia o processo de
elongacdo, a partir da adicdo do nucleosideo, gerando produtos intermediarios com
a extremidade 5" fluorescente. Para a reacéao, utilizamos iniciadores especificos para
cada fragmento de HA (Tabela 4.2) e NA (sintetizados neste trabalho) numa
concentracédo de 3,2umolar e uma quantidade de 20 a 40ng do DNA purificado. O
volume final da reacdo foi de 20uL e as condicdes de desnaturagdo foram:
desnaturacao inicial de 96°C/1min, com 30 ciclos de 96°C/10seg, 50°C/5seg e
60°C/4min, sendo que configuramos o termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf) para realizar uma rampa de 1°C/seg, facilitando o anelamento dos

iniciadores.

ApOs a reacdo acima descrita, procedemos a novo processo de purificacao,
utilizando o Kit de purificagéo BigDye XTerminator® (Applied Biosystems), conforme
descrito no manual do fabricante. Este ensaio garante a linearidade da sequéncia e
elimina todos os componentes da reagdo de sequénciamento ndo incorporados,
como ions de sal, ddNTPs (didesoxinucleotideos) e dNTPs. O produto purificado
(apenas as moléculas de DNA) permanece no sobrenadante, e é injetado nos
capilares do sequenciador 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 16
capilares), através de injecdo eletrocinética. Finalmente, a leitura € realizada das

sequéncias de DNA dos fragmentos de NA e HA.
4.7. Alinhamento e analise filogenética dos fragmen  tos de HA e NA

Os eletroferogramas com a extensdo *.abl, gerados pelo sequenciador
3130xlI Genetic Analyzer (Applied Biosystems), foram analisados utilizando-se o
programa Sequencing Analises® (Applied Biosystems), onde foi avaliada a
viabilidade das sequéncias obtidas. Para o alinhamento das sequéncias, 0s arquivos
foram inseridos em um projeto, criado com o programa SeqScape® (Applied
Biosystems). Este permite a comparacdo e montagem dos segmentos génicos de
HA e NA, com base em sequéncias consenso, construidas a partir de bibliotecas

especificas para cada gene. As bibliotecas foram estabelecidas, utilizando-se
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sequéncias nucleotidicas de variantes virais de diferentes regibes do mundo,

depositadas no GenBank entre os anos de 2004 a 2008.

As andlises filogenéticas foram realizadas utilizando o programa MEGA 4
(Tamura e cols., 2007). As arvores filogenéticas foram construidas com uso do
método de agrupamento de vizinhos — Neighbor-Joining, NJ (Saitou e Nei, 1987),
com re-amostragem — “bootstrap”, 1000 repeticbes (Felsenstein, 1985). As
distancias evolutivas foram calculadas com base na distancia p e todas as posi¢des
gue continham lacunas de alinhamento (gaps) e dados perdidos foram eliminados
apenas com a utilizacdo da opcao Pairwise deletion do programa.

O aminoéacido nimero 1 foi definido como o primeiro aminoacido codificante.
Os nucleotideos foram numerados, utilizando-se a cepa B/Lee/40 como referéncia,
por esta ter sido a primeira amostra identificada de influenza B. Desta forma, a
sequéncia que codifica para o dominio HA1 foi composta por 345 aminoacidos, com
0 primeiro nucleotideo localizado na posicdo 79. A sequéncia de NA possui 1557
nucleotideos, codificando 466 aminoacidos, a partir do nucleotideo localizado na
posicéo 54.
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4.8. ldentificacdodas sequéncias

Todas as amostras sequenciadas foram depositadas no GenBank e os

respectivos numeros de acesso encontram-se relacionados na Tabela 4.3.

enes HA e NA do virus
das no GenBank. Brasil,

Tabela 4.3 - NUmeros de acesso das sequéncias dos g
Influenza B obtidas no presente trabalho e deposita

2004-2008.
\dentificacio Acesgo no GenBank Identificaciio Acesso no GenBank
HA NA HA NA
B/RJ/792/04 CY063365 CY063431 B/RS/57/08 CY063391 CY063450
B/RJ/B09/04 CY063366 CY063432 B/MG/106/08 CY063333 CY063406
B/RS/189/05 CY063369 NR B/MG/114/08 CY063334 CY063407
B/RS/284/05 CY063370 NR B/MG/117/08 CY063335 CY063408
B/RS/286/05 CY063371 NR B/MG/120/08 CY063336 NR
B/RS/294/05 CY063372 NR B/MG/122/08 CY063337 CY063409
B/ES/347/05 CY063332 NR B/MG/125/08 CY063338 CY063410
B/MG/459/06 CY063349 NR B/MG/129/08 CY063339 NR
B/MG/461/06 CY063350 NR B/SC/150/08 CY063400 CY063452
B/MG/466/06 CY063351 NR B/RS/157/08 CY063367 CY063433
B/PR/566/06 CY063362 CY063429 B/RS/161/08 CY063368 CY063434
B/RS/707/06 CY063392 NR B/SE/258/08 CY063401 CY063453
B/RS/710/06 CY063393 NR B/MG/261/08 CY063340 CY063411
B/RS/714/06 CY063394 NR B/MG/263/08 CY063341 CY063412
B/RS/734/06 CY063395 CY063451 B/MG/264/08 CY063342 CY063413
B/RS/741/06 CY063396 NR B/PR/282/08 CY063353 CY063420
B/RS/744/06 CY063397 NR B/PR/283/08 CY063354 CY063421
B/PR/756/06 CY063363 NR B/PR/284/08 CY063355 CY063422
B/RS/775/06 CY063398 NR B/PR/286/08 CY063356 CY063423
B/RS/782/06 CY063399 NR B/PR/288/08 CY063357 CY063424
B/MG/4/07 CY063348 CY063419 B/PR/290/08 CY063358 CY063425
B/MG/5/07 CY063352 NR B/PR/292/08 CY063359 CY063426
B/RJ/347/07 CY063380 CY063442 B/PR/293/08 NR NR
B/RJ/379/07 CY063364 CY063430 B/PR/294/08 CY063360 CY063427
B/RS/397/07 CY063381 NR B/PR/295/08 CY063361 CY063428
B/RS/398/07 CY063382 NR B/BA/301/08 CY063330 CY063404
B/RS/399/07 CY063383 NR B/RS/312/08 CY063373 CY063435
B/BA/25/08 CY063327 NR B/RS/314/08 CY063374 CY063436
B/BA/26/08 CY063328 CY063402 B/RS/316/08 CY063375 CY063437
B/BA/27/08 CY063329 CY063403 B/RS/317/08 CY063376 CY063438
B/BA/31/08 CY063331 CY063405 B/RS/321/08 CY063377 CY063439
B/RS/44/08 CY063384 CY063443 B/RS/324/08 CY063378 CY063440
B/RS/47/08 CY063385 CY063444 B/RS/327/08 CY063379 CY063441
B/RS/48/08 CY063386 CY063445 B/MG/349/08 CY063343 CY063414
B/RS/52/08 CY063387 CY063446 B/MG/350/08 CY063344 CY063415
B/RS/53/08 CY063388 CY063447 B/MG/351/08 CY063345 CY063416
B/RS/55/08 CY063389 CY063448 B/MG/352/08 CY063346 CY063417
B/RS/56/08 CY063390 CY063449 B/MG/355/08 CY063347 CY063418

NA = Neuraminidase; HA = Hemaglutinina; NR = N&o Realizado



Para a andlise de nossos resultados, utilizamos sequéncias do virus

Influenza B, depositadas no GenBank e descritas na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Numero de acesso das sequéncias das ce pas vacinais (genes
Hemaglutinina e Neuraminidase), depositadas no Genb ank e utilizadas no
presente trabalho

Cepas de Influenza B Numero de Acesso
utilizadas na vacina para Linhagem Periodo (GenBank)
influenza (Hemisfério Sul) HA NA

B/Lee/40 Linhagem | - K00423  J02095
B/Victoria/2/87 HAVic87/NAVic87 - M58428 AB036870

B/Yamagata/16/88 HAYam88/NAYam88 - M36105 X67013
B/HongKong/330/01 HAVic87/NAVic87 2004 AF532549 AY139066
B/Shanghai/361/02 HAYam88/NAYam88 2005 AJ784056 EF541477
B/Malaysia/2506/04 HAVic87/NAVic87 2006 e 2007 EU124274 CY038289
B/Florida/4/06 HAYam88/NAYam88 2008 e 2009 CY033876 CY033878
B/Brisbane/60/08 HAVic87/NAYam88 2010 FJ766840 FJ766841

HA = Hemaglutinina; NA = Neuraminidase

4.9. Padronizacao do protocolo de DGGE para o virus  Influenza B

A técnica de DGGE permite a distingdo entre moléculas de DNA, com base
nas suas caracteristicas especificas de desnaturacdo (Fischer e Lerman, 1983).
Sendo assim, para escolha de um fragmento alvo que diferenciasse as linhagens de
influenza B foi necessario que a divergéncia entre eles fosse significativa quanto ao
conteldo GC e disposicdo destes nucleotideos ao longo da molécula. Visamos
identificar um fragmento na por¢do HA1 do gene da hemaglutinina, que atendesse a
estas premissas e que apresentasse resultados comparaveis aos obtidos por
sequénciamento de nucleotideos - utilizado como teste de referéncia, no escopo

deste estudo.

4.9.1. Caélculo tedrico de desnaturacéo para aplicacdo da DGGE

A selecdo do fragmento foi realizada utilizando o programa Melt95 (Ingeny,
Leiden, Holanda). Este nos possibilita calcular a desnaturagédo das sequéncias de
nucleotideos, numa faixa entre 60°C a 100°C. A cada mudanc¢a da ordem de 0,2°C,
informacdes sdo captadas, permitindo identificar a temperatura de desnaturacédo a

cada residuo.

As informagbes contidas nos dois arquivos (extensbes *.PBR e *.5MM)
gerados pelo programa Melt95 podem ser convertidas em graficos, com o auxilio do
programa Excel (Pacote Microsoft Office, Microsoft Corporation). Com o arquivo de
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extensdo *.PBR geramos, para cada molécula alvo, um grafico onde podemos
visualizar os pontos inicial e final de desnaturacdo (Grafico de mobilidade) e a
Temperatura de melting (Tm) — temperatura na qual 50% da molécula encontra-se
desnaturada. O grafico gerado com o arquivo de extensdo *.5MM, evidencia o perfil
de desnaturacdo de cada residuo no fragmento versus o gradiente de temperatura

pré-determinado (Gréfico de desnaturacéo).

Utilizando o gréfico de desnaturacdo, analisamos o comportamento dos
residuos 79 a 1119 (porcao HA1 do gene de HA), tanto nas sequéncias-alvo deste
estudo como naquelas representantes das sequéncias vacinais (2004 a 2010). Com
base nesta analise, selecionamos um fragmento que permitisse a efetiva
diferenciagdo entre as linhagens de Influenza B. Para avaliar a equivaléncia e
representatividade do fragmento selecionado na utilizacdo da DGGE frente as
sequéncias completas de HA1 da HA do virus Influenza B, reconstruimos arvores

filogenéticas, utilizando os dois conjuntos de sequéncias.

4.9.2. Desenho dos iniciadores para a nested PCR da DGGE

Foram desenhados iniciadores para as regides conservadas flanqueando o
fragmento escolhido. Além da sequéncia especifica, uma sequéncia complementar
rica em GC de 40 bases (Grampo GC) foi adicionada a extremidade 5" do iniciador
direto, de modo a maximizar a diferenciacdo entre sequéncias com grande
identidade (Sheffield e cols., 1989). O programa AnnHyb4 versdo 4 foi empregado
para avaliar a eficiéncia dos iniciadores desenhados, analisando a presenca de
possiveis estruturas secundarias, dimeros entre o0s iniciadores desenhados,

conteudo GC e a temperatura de desnaturacao/hibridizacéo.

4.9.3. Padronizacdo da Nested PCR da DGGE

Para a realizacdo da nested PCR, utilizamos 2uL do produto da primeira
PCR do ensaio multiplex. A mistura da reacdo, com volume de 48uL foi composta
por: 5uL de Tris-HClI a 20mM (pH 8.4), 1uL de dNTPs (10mM cada), 1uL de
iniciadores direto e reverso a 10umolar e 0,15 de Taq polimerase Platinum a 5U/uL
(Invitrogen, USA). A fim de obter relagcédo eficiéncia x especificidade, foram testadas

trés concentracdes de MgCl,,1.5mM, 1.8mM e 2.0mM (Invitrogen, USA).
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Visando obter maior estringéncia no reconhecimento dos iniciadores,
testamos diferentes temperaturas de hibridizacao (58°C a 62°C). Amplificamos os
produtos no termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), buscando uma melhor
estringéncia no reconhecimento dos iniciadores. O programa para amplificacédo
compreendeu a desnaturacdo inicial de 95°C/2min; seguida por 30 ciclos de
95°C/30seg (desnaturagcao), 58°C a 62°C/1min (hibridizagdo), e 72°C/1min
(extensédo). Posteriormente, foi realizada uma extenséo final de 72°C/5min.

Os produtos amplificados foram submetidosa eletroforese em gel de agarose
a 1,5% em TBE 1x (tampao Tris-borato-EDTA), utilizando 6uL do produto com 2uL
do tampao de solubilizagcdo de amostra (azul de bromofenol a 0,05% e xileno cianol
a 0,05%) e o marcador de peso molecular 100bp DNA Ladder (Promega). Apés a
eletroforese, o gel foi incubado por 10min em solucdo de Brometo de Etideo

(10mg/mL) e visualizado sobre o transiluminador UV.

4.9.4. Padronizacdo do gel com desnaturantes quimicos

Conforme anteriormente descrito, no grafico de mobilidade observamos o
perfil tedrico de deslocamento dos fragmentos sob um gradiente de temperatura
(60°C a 100°C), bem como a Tm de cada fragmento alvo. Com base nestas
informagdes, estabelecemos a relacdo entre o gradiente de temperatura e o
percentual de uréia/formamida (URF) a ser utilizado na DGGE, aplicando a formula,

apresentada na Figura 4.4.

Temperatura de melfing

Temperatura constante do tampéo
de corrida do DGGE

URF(%) = Tm — 60 x 100
32

Porcentagem de Uréia e ‘

Formamida

Constante
Figura 4.4 - Formula para conversao da temperatura  para o gradiente quimico
Fonte: Adaptado de (Motta e cols., 2002)
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4.9.1. Confecc¢do do gel de poliacrilamida, com gradiente quimico desnaturante

Os experimentos de DGGE foram realizados em cuba de eletroforese do
Sistema DCode Universal Mutation Detection (Bio-RAD, Richmond, USA). Os géis
de poliacrilamida foram preparados para uma concentracdo final de 6% (37,5:1
acrilamida:bis-acrilamida) em tampéao Tris-acetato-EDTA (TAE) 0,5x. Utilizamos uma
mistura proporcional de duas solugdes de poliacrilamida: a primeira - denominada
solucédo 100% -, contendo uréia 7M e formamida desionizada a 40% de uréia (v/v), e
a segunda - denominada solucdo 0% -, desprovida de agentes desnaturantes. As
solugdes foram misturadas, com o auxilio do equipamento formador de gradiente do
sistema de deteccdo de mutacdes. A reacao de polimerizacéo foi catalisada pela
adicdo de 50uL de persulfato de amoénio a 10% e 10uL de N,N,N,N-
tetrametilenodiamina (TEMED) por cada 12mL de solucdo. Sobre o gel de gradiente,
foi confeccionado um gel de empilhamento (com concentracdo final de 6% de
poliacrilamida e sem denaturantes quimicos), sobre o qual foi fixado o pente de 16
pocos. As imagens dos géis foram registradas com auxilio de um sistema digital de
captura Gel Doc™ XR (BIO-RAD) e do programa Quantity One®.

4.9.5. DGGE

ApOs a polimerizacdo, o gel foi inserido na cuba de eletroforese em tampéao
TAE 1x. A cuba foi aquecida até atingir a temperatura de 60°C, para ser iniciada a

aplicacdo das amostras e a corrida eletroforética.

Para a padronizacao do tempo de corrida eletroforética, foram aplicados 4uL
de tampao de solubilizacdo de amostra (azul de bromofenol a 0,05% e xileno cianol
a 0,05%) e 6uL do produto amplificado de amostras filogeneticamente identificadas
como representantes das linhagens Vic87 e Yam88. As aplicacdes no gel foram
realizadas em intervalos de uma em uma hora, totalizando trés aplicacdes. A corrida
foi conduzida a 60°C por 3 horas, com voltagem de 150V. O tempo de corrida mais

eficiente foi selecionado enquanto padrao para os ensaios posteriores.

4.9.6. Validacao dos resultados obtidos na DGGE

Para a avaliacdo da eficiéncia do protocolo padronizado, confrontamos os
resultados obtidos pela DGGE com a identificacdo das cepas realizada através da

analise filogenética das sequéncias nucleotidicas de Influenza B.
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4.10. Aspectos éticos

As amostras clinicas utilizadas neste trabalho foram coletadas no escopo do
Programa Nacional de Vigilancia Epidemioldgica de Influenza do Ministério da
Saude, o que dispensa a aprovacdo do Comité de Etica para Pesquisa em Seres

Humanos.

Neste trabalho, a identidade de todos os pacientes foi preservada, uma vez
gue as amostras foram identificadas apenas pelo nimero de registro de entrada no
banco de dados do LVRS.
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5. RESULTADOS

5.1. Sequenciamento e andlise filogenética do gene da hemaglutinina
(dominio HA1)

Como a variabilidade antigénica dos virus Influenza ocorre principalmente no
dominio HA1 do gene da hemaglutinina (Wiley e Skehel, 1987), realizamos o
sequénciamento desta regido nas 75 amostras, previamente caracterizadas como

Influenza B. O alinhamento das sequéncias analisadas encontra-se na Tabela 5.1.

As relacdes filogenéticas entre as sequéncias brasileiras de Influenza B e as
cepas vacinais utilizadas durante as epidemias de 2004 a 2008 podem ser

visualizadas na arvore filogenética ilustrada na Figura 5.1.

O resultado da andlise filogenética evidenciou a divergéncia em duas
linhagens distintas: Vic87 e Yam88. Na arvore, observarmos a formacéo de grupos
dentro de cada linhagem, aqui denominados conforme se segue: Grupo 1/Vic87,
Grupo 1I/Vic87 e Grupo I/Yam88, Grupo II/Yam88, Grupo IlI/Yam88,
respectivamente. Dentre as sequéncias da linhagem Vic87 (inseridas no grupo da
sequéncia vacinal B/Malaysia/2506/2004) observamos o Grupo [/Vic87, com 41
amostras coletadas nas epidemias de 2006 a 2008. No Grupo [I/Vic87 encontramos

apenas trés amostras detectadas em 2005 e originarias do estado do RS.

E importante destacar que, apesar da cepa vacinal B/HongKong/330/2001
(inhagem Vic87) ter sido utilizada na composicdo da vacina para influenza do
Hemisfério Sul em 2004, na arvore filogenética, esta constituiu um grupo externo em

relacdo as demais sequéncias da mesma linhagem analisadas neste trabalho.

A cepa vacinal B/Florida/4/2006 - utilizada na composi¢céo da vacina do ano
de 2008 e 2009 - agrupou-se com as cepas do grupo I/'Yam88, circulantes no Brasil
em 2006 (n=2), 2007 (n=2) e 2008 (n=8). No grupo II/Yam88, observamos cepas que
circularam durante as epidemias de 2004 a 2006. A cepa vacinal utilizada nas
epidemias de 2005 e 2006 (B/Shanghai/361/2002), ndo se agrupou com as
sequéncias brasileiras circulantes naquele periodo. Finalmente, no grupo IlI/Yam88

agruparam-se as demais cepas analisadas em 2008.
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Tabela 5.1 - Alinhamento do segmento génico de HA (  dominio HAL) referente a 333 aminoacidos (nucleotid eos 79 ao 1078).

B/ HongKong/ 330/ 2001 DRI CTA TSS NSPHVVKTAT QGEVNVTGVI PLTTTPTKSH FANLKGTKTR GKLCPKCLNC TDLDVALGRP KCTGNI PSAK VS| LHEVRPV TSGCFPI MHD RTKI RQ_PNL L [111]

B/ Mal aysi al 2506/ 2004 . . . ..ot e e e E o o R o [111]
B/ Brisbane/ 60/ 2008 . ... ... e e e e E . KR [111]
B/ RS/ 284/ 05 = cee e e eeeee i oo e e e e E o e [111]
B/ RS/ 286/ 05 = seeeeeeeee meeeeies e oo e s e E o e [111]
B/ RS/ 294/ 05 e e e e e e e e e E o e [111]
B/ MG 461/ 06 e e e E o o R o [111]
B/ RS/ 710/ 06 e e e E . o R o [111]
B/ RS/ 744/ 06~ cmeeemee e eeeie el oo e E . o R o [111]
B/ PRI 756/ 06 = seeeeeee e eeein e oo P E o o R o [111]
B/ RS/ 782/ 06 = ceeeemee e eeeien el oo e E . o R o [111]
BI MG 4107 e e E o o R o [111]
BI MG 5/ 07 e e e E . o R o [111]
BI RS/ 347/ 07 e e e e E . o R...... L e [111]
BI RS/ 397/ 07 e e e E o o R o [111]
B/ RS/ 399/ 07 e e e E . o R o [111]
B/ BA/ 25/ 08 e e e E o o R o [111]
B BA/ 27/ 08 e e e E . o R o [111]
B/ RS/ 44/08 ..., P E . o R o [111]
BIRSIATI 08 e e e E o o R o [111]
B/ RS/ 48/ 08 e e e e E . o R [111]
B/ RS/I52/ 08 e e e E o o R o [111]
B/ RS/I55/ 08 e e e e E . o R [111]
B/ RS/I56/ 08 e e e E . o R o [111]
B/RS/57/08 ... Hoo e E o o R o . [111]
B/ MG 114/ 08 e e e E . o R . [111]
B/ MG 117/ 08 e e e e E o o R o . [111]
B/ MG 120/ 08 e e e E . o e T [111]
B/ MG 125/ 08 e e e e E . o R o [111]
B/ MG 129/ 08 e e e e E o o R o [111]
B/ SC/ 150/ 08 e e e e e e e e e e R o [111]
B/ RS/ 157/ 08 e e E o o R o [111]
B/ M3 161/08 ..., P E . o R o [111]
B/ SE/ 258/ 08 e e e e E . o R o [111]
B/ PRI282/ 08 e e e E o o R o [111]
B/ PRI286/ 08 e e e E . o R o [111]
B/ PR/ 288/08 ... P E o o R o [111]
B/ PRI290/ 08 e e E . o R [111]
B/ PRI292/ 08 e e e e E. ....... P R o [111]
B/ PRI294/ 08 e e E o o R o [111]
B/ PRI295/ 08 e e E . o R o [111]
B/ RS/ 312/ 08 e e E o o R o [111]
B/ RS/ 316/ 08 e e e e E . o R o [111]
B/ RS/ 317/ 08 e e e E . o R o [111]
B/ RS/ 321/ 08 A E o o R o [111]
B/ RS/ 327/ 08 e e e E . o R o [111]
B/ MG 349/ 08 e e E o o R ..V [111]
B/ RI/ 792/ 04 e e eee e e eeeen i oo Y oo R. ..... Do... o MV.TT. .o A e [111]
B/ RI/ 809/ 04 e eeeee e eeeee i oo Y oo R. ..... Do... o MV.TT. .o A e . [111]
B/ RS/ 189/ 05 e e Y oo R. ..... Do... o MV.TT. ... A e . [111]
B/ ES/347/05 @ ------- T Y oo Do... .. ... MV TT. o0 A i . [111]




B/ HongKong/ 330/ 2001 DRI CTA TSS NSPHVVKTAT CZSEVNVT(;\/I PLTTTPTKSH FANLKGTKTR GKLCPKCLNC TDLDVALGRP KCTGNI PSAK VS| LHEVRPV TSGCFPI MHD RTKI RQ_PNL L [111]

B/ M5 451/ 06
B/ M5 466/ 06
B/ PR/ 566/ 06
B/ RS/ 707/ 06
B/ RS/ 714/ 06
B/ PR/ 734/ 06
B/ RS/ 741/ 06
B/ RS/ 775/ 06
B/ RS/ 398/ 07
B/ R1/ 379/ 07
B/ BA/ 26/ 08
B/ BA/ 31/ 08
B/ RS/ 53/ 08
B/ M5 106/ 08
B/ M5 122/ 08
B/ M5 261/ 08
B/ M5 263/ 08
B/ M5 264/ 08
B/ PR/ 283/ 08
B/ PR/ 284/ 08
B/ BA/ 301/ 08
B/ RS/ 314/ 08
B/ RS/ 324/ 08
B/ M5 350/ 08
B/ M 351/ 08
B/ M5 352/ 08
B/ M& 355/ 08
B/ Fl ori da/ 4/ 2006
B/ Shanghai / 361/ 2002

B/ Mal aysi a/ 2506/ 2004 . . ..

B/ Bri sbane/ 60/ 2008
B/ RS/ 284/ 05
B/ RS/ 286/ 05
B/ RS/ 294/ 05
B/ M4 461/ 06
B/ RS/ 710/ 06
B/ RS/ 744/ 06
B/ PR/ 756/ 06
B/ RS/ 782/ 06
B/ M4 4/ 07
B/ M4 5/ 07
B/ RS/ 347/ 07
B/ RS/ 397/ 07
B/ RS/ 399/ 07
B/ BA/ 25/ 08
B/ BA/ 27/ 08
B/ RS/ 44/ 08
B/ RS/ 47/ 08
B/ RS/ 48/ 08

-------------------------- Y.......R. .....D.... .......... MV.TT A e o (117
............................. Y. .....R. .....D... .......... MV.TT A oo [a11]
----------------------------- Y. .....R. .....D.... .......... MV.TT Ao UA L [117]
............................. Y.......R. .....D.... .......... MV.TT A o o AL [117]
----------------------------- Y. .....R. .....D... .......... MV.TT Ao AL [117]
............................. Y.......R. .....D.... .......... MV.TT A o o AL [117]
----------------------------- Y. .....R. .....D... .......... MV.TT Ao AL [117]
----------------------------- Y. .....R. .....D... .......... MV.TT A oA [117]
............................. Y.......R. .....D.... .......... MV.TT A e o [117]
............................. Y. .....R. .....D... .......... MV.TT A oo [a11]
............................. Y.......R. .....D.... .......... MV.TT A e s [117]
............................. Y. .....R. .....D... .......... MV.TT A oo [a11]
............................. Y. .....R. .....D... .......... MV.TT A o117
............................. Y.......R. .....D.... .......... MV.TT A e s [117]
............................. Y. .....R. .....D... .......... MV.TT A oo [a11]
............................. Y.......R. .....D.... .......... MV.TT A e s [117]
............................. Y. .....R. .....D... .......... MV.TT A oo [a11]
............................. Y. .....R. .....D... .......... MV.TT A o111
............................. Y.......R. .....D.... .......... MV.TT A e s [117]
----------------------------- N - SN AR VAVAR o A oo [a11]
............................. Y.......R. .....D.... .......... MV.TT A e o [117]
------------------------------------- R. .....D.... .......... MV.TT A oo [a11]
............................. Y. .....R. .....D... .......... MV.TT A oo [a11]
L e \ R. ..... Dot e MV.TT A e [111]
............................. Y. .....R. .....D... .......... MV.TT A oo [a11]
............................. Y.......R. .....D.... .......... MV.TT A e o [117]
............................. Y. .....R. .....D... .......... MV.TT A oo [a11]
............................. Y. .....R. .....D... .......... MV.TT A K [111]
.......................... l.. oo .R. .....Deet . MVLTT A e o [117]
B/ HongKong/ 330/ 2001 RGYERI RLSN HNVI NAEKAP GGPYKI GTSG SCPNVTNGNG FFATMAVWAVP KNENNKTATN SLTI EVPYI C TEGEDQ TVW GFHSDSETQM AKLYGDSKPQ KFTSSANGVT T [ 222]
ST N o oS e CoD NA . o . [222]
....... N oo e DK P N s [222]
........................................ D e e L UUNG L s e [222]
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85

100
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95 | Grupo Il

Os valores de bootstrap acima de 85% encontram-se indicados proximo aos ramos. A distancia
evolucionaria foi calculada pela distancia p (Felsenstein, 1985). Os numeros de acesso das
sequéncias das cepas vacinais utilizadas encontram-se a seguir: B/Brishane/60/2008 (FJ766840),
B/Malaysia/2506/2004 (EU124274) e B/HongKong/330/2001 (AF532549) da linhagem Vic87 (em
vermelho); e B/Shanghai/361/2002 (AJ784056) e B/Florida/4/2006 (CY033876) da linhagem Yam88
(em azul), e as sequéncias padrbes B/Victoria/02/1987 (M58428) e B/Yamagata/16/1988 (M36105).

Figura 5.1 - Relacgédo filogenética das cepas de Infl uenza B (regido HAL do gene
HA) circulantes no Brasil de 2004 a 2008 inferida p  elo método de agrupamento
de vizinhos (Saitou e Nei, 1987).
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A distribuicdo das sequéncias brasileiras, segundo a linhagem de Influenza
B e ano de coleta encontra-se representada na Figura 5.2. Do total de 75 amostras,
44 (59%) foram classificadas como linhagem Vic87 e 31 (41%), Yam88.

2004 2005 2006 2007 2008

B Linhagem Vic87 M Linhagem Yam88

Figura 5.2 — Distribuicdo das amostras sequenciadas para o dominio HAl
(gene HA) do virus Influenza B, segundo a linhagem e 0 ano de coleta (2004 a
2008).

Em 2004, as duas amostras analisadas foram da linhagem Yam88, ao passo
gue das cinco amostras coletadas em 2005, trés foram da linhagem Vic87 e duas da
Yam88. Em 2006, um maior nimero de amostras foi analisado, sendo oito da
linhagem Yam88 e cinco Vic87. Durante a epidemia de 2007, sete amostras foram
investigadas, duas da linhagem Yam88 e cinco Vic87. Finalmente, das 48 amostras
de Influenza B no ano de 2008, 31 eram da linhagem Vic87 e 17 da linhagem
Yam88.

5.1.1. Variabilidade na sequéncia de aminoacidos do gene HA - Linhagem Vic87

Em 2005, a cepa utilizada na formulagao vacinal foi a B/Shanghai/361/2002
(inhagem Yam88). Contudo, das cinco cepas circulantes no Brasil naquele ano,
identificamos trés cepas da linhagem Vic87, todas do RS. Por esta razao,
comparamos sequéncia de aminoacidos das cepas brasileiras frente as vacinais da
linhagem Vic87, utilizadas nos anos de 2004 (B/HongKong/330/2001) e 2006-2007
(B/Malaysia/2506/2004). Os respectivos resultados podem ser observados na
Tabela 5.2.
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Tabela 5.2 — Substituicdes nos residuos de aminoaci  dos (dominio HAl) nas
sequéncias brasileiras do virus Influenza B linhage m Vic87 circulantes durante
a epidemia de 2005, em relacdo as cepas vacinais do s anos de 2004
(B/HongKong/330/2001) e 2006/2007 (B/Malaysia/2506/ 2004).

Residuos de aminoéacidos

Amostras
48 80 116 121 129 134 146 164 190 197 199

B/Hong Kong/330/2001 K K R N K P \% E \% S T
B/RS/284/2005 E H T D I N
B/RS/286/2005 E H T D I N
B/RS/294/2005 - E H T I D N
B/Malaysia/2506/2004 E R H T N S \% D \% N A
B/RS/284/2005 K E K P I T
B/RS/286/2005 K E K P I T
B/RS/294/2005 - E K P I T

Sequéncias compostas por aproximadamente 365 aminoacidos e pertencentes a linhagem Vic87.
K=Lisina; R=Arginina; N=Asparagina; P=Prolina; V=Valina; E=Acido Glutamico; S=Serina;
T=Treonina; H=Histidina; I=Isoleucina; D=Acido Aspartico; A=Alanina.

Um total de sete substituicdes foram observadas nas sequéncias de 2005.
Ao serem comparadas com a cepa vacinal de 2004 (B/Hong Kong/330/2001), foram
observadas cinco substituicbes (K8OE, R116H, N121T, E164D e S197N). Se
comparadas a cepa vacinal 2006-2007 (B/Malaysia/2506/2004), encontramos
substituicbes do aminoacido Valina (V) por Isoleucina (I) (V1461 e V190l), em
posi¢des distintas. Outras substituicdes como E48K, N129K, S134P, A199T também

foram observadas.

Dez amostras dos anos de 2006 (N=5) e 2007 (n=5) foram comparadas com
a sequéncia de HA da cepa vacinal B/Malaysia/2506/2004 (2006 e 2007). As

substituicGes encontram-se descritas na Tabela 5.3.

As substituicdes S134P e A199T foram encontradas em todas as sequéncias
de 2006-2007. Apresentaram somente estas duas substituicdes trés sequéncias do
RS e uma de MG de 2006. A amostra do PR (B/PR/756/2006) de 2006 apresentou
quatro substituicdes (S134P, N165K, A199T e G230S). Outras substituicdes foram
encontradas em cinco sequéncias (linhagem Vic87) da epidemia de 2007. Duas
sequéncias do estado de MG apresentaram trés substituicbes, duas encontradas em
todas as sequéncias (S134P e A199T) e outra especifica para cada amostra, N148K
para a amostra B/MG/5/2007 e V225| para B/MG/4/2007. As outras trés amostras
provenientes do estado do RS e RJ apresentaram cinco substituicbes. Quatro
substituicbes S134P, T128K, N165K e A199T estavam presentes nas trés

sequéncias. A quinta foi especifica para cada amostra, a sequéncia do RJ
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(B/RJ/347/2007) apresentou a substituicdo V871 e as sequéncias do RS
(B/RS/397/2007 e B/RS/399/2007) a substituicdo G230D.

Tabela 5.3 — Substituicdes nos residuos de aminoaci  dos (dominio HAl1) nas
sequéncias brasileiras do virus Influenza B linhage m Vic87 circulantes durante
as epidemias de 2006 e 2007, em relacdo as cepas va cinais dos anos de 2004
(B/HongKong/330/2001) e 2006/2007 (B/Malaysia/2506/ 2004).

Residuos de aminoéacidos

Amostras
87 134 148 165 182 199 225 230

B/Malaysia/2506/2004 V S N N T A \% G
B/MG/461/2006 P T
B/RS/710/2006 P T
B/RS/744/2006 P T
B/RS/782/2006 P T
B/PR/756/2006 P K T S
B/MG/4/2007 P T |
B/MG/5/2007 P K T
B/RJ/347/2007 | P K K T
B/RS/397/2007 P K K T D
B/RS/399/2007 P K K T D

Sequéncias compostas por aproximadamente 365 aminoacidos e
pertencentes a linhagem Vic87.

V=Valina; S=Serina; N=Asparagina; T=Treonina; A=Alanina; G=Glicina;
P=Prolina; K=Lisina; I=Isoleucina; e D=Acido Aspatrtico.

As substituicbes observadas nas sequéncias de 2008 encontram-se
descritas na Tabela 5.4. Naquele ano, a cepa vacinal utilizada foi a B/Florida/4/2006
(Yam88). Como parte das sequéncias encontraram-se agrupadas com as cepas da
linhagem Vic87, utilizamos a cepa vacinal B/Malaysia/2506/2004 (Yam88,

componente vacinal de 2006 e 2007) para fins de comparacéo.

Substituicbes nos residuos S134P, N165K e A199T foram comuns as 31
sequéncias brasileiras de Vic87 da epidemia de 2008. Sete sequéncias
(B/BA/25/2008, B/BA/27/2008, B/MG/114/2008, B/MG/117/2008, B/PR/282/2008,
B/PR/286/2008 e B/PR/294/2008) apresentaram somente estas trés substituicdes.
Substituicbes adicionais foram encontradas em outras sequéncias: B/RS/57/08
(N11H); B/MG/120/08 (I76L); B/MG/129/08 (T262S), B/SE/258/08 (N163K),
B/PR/292/08 (L58P e R279K); B/RS/312/08 e B/RS/316/08 (S172P).

Assim como algumas sequéncias de 2007, um grupo do ano de 2008
apresentou a mesma mutacédo, T182K. Dentro deste grupo, algumas sequéncias
apresentaram substituicdbes especificas como: S12T (B/RS/44/2008) ou S12P
(B/IMG/161/08); P210S (B/SC/150/08); D294V e N320Y (B/RS/317/08); E183K
(B/RS/327/08); e 183V e K212R (B/MG/349/08).
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Tabela 5.4 - Substituicbes nos residuos de aminoaci  dos (dominio HA1l) nas sequéncias brasileiras do vir  us Influenza B
linhagem Vic87 circulantes durante a epidemia de 20 08, em relacdo a cepa vacinal dos anos de 2006/2007
(B/Malaysia/2506/2004).

Amostras

Residuos de aminoacidos

11 12 58 76 83 134 163 165 172 182 183 199 210 212 262 279 294 320
B/Malaysia/2506/2004 N S L | | N S T E P K T R D N
B/SE/258/2008 K
B/BA/25/2008
B/BA/27/2008
B/MG/114/2008
B/MG/117/2008
B/MG/120/2008 L
B/MG/125/2008
B/MG/129/2008
B/MG/161/2008 P
B/MG/349/2008 Y,
B/SC/150/2008 - -
B/RS/157/2008
B/RS/44/2008 T
B/RS/47/2008
B/RS/48/2008
B/RS/52/2008
B/RS/55/2008
B/RS/56/2008
B/RS/57/2008 H
B/RS/157/2008
B/RS/312/2008
B/RS/316/2008
B/RS/317/2008
B/RS/321/2008
B/PR/282/2008
B/PR/286/2008
B/PR/288/2008 L
B/PR/290/2008
B/PR/292/2008 P
B/PR/294/2008
B/PR/295/2008 K
Sequéncias compostas por aproximadamente 365 aminoacidos e pertencentes a linhagem Vic87.
N=Asparagina; S=Serina; L=Leucina; I=lIsoleucina; T=Treonina; E=Acido Glutamico; A=Alanina; P=Prolina;
K=Lisina; R=Arginina; D=Acido Aspartico; H=Histidina; V=Valina; e Y=Tirosina.

A

VU U UUUUUUUUUUUUUUU U U UUUUUUUUOUUTUOTTUOW

ARARR AR AR ARAARARARAARAARAARAAAARAARARARAAAARNZ
=~ = AARXARAARNARNX X

e e e e e e I I I e B e e e e I B I B I B R B R I R I I R I
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5.1.2. Variabilidade na sequéncia de aminoacidos do gene HA - Linhagem Yam88

As sequéncias de HA representantes da linhagem Yam88 analisadas
durante as epidemias de 2004 a 2007 foram comparadas com as sequéncias das
cepas vacinais (linhagem Yam88) utilizadas nas epidemias de 2005
(B/Shanghai/361/2002) e de 2008-2009 (B/Florida/4/2006), como pode ser
visualizado na Tabela 5.5. A cepa vacinal de 2006-2007 (B/Malaysia/2506/2004) nao
foi comparadas com as sequéncias da linhagem Yam88, pois pertence a linhagem
Vic87.

Tabela 5.5 - Substituicbes nos residuos de aminoaci dos (dominio HAl) nas
sequéncias brasileiras do virus Influenza B linhage m Yam88 circulantes
durante as epidemias de 2004 a 2007, em relacdo as cepas vacinais dos anos
de 2005 (B/Shanghai/361/2002) e 2008-2009 (B/Florid a/4/2006).

Posi¢cdes dos amino4cidos

37 40 48 88 108 131 159 179 197 212 230 252 256 272
B/Shanghai/361/02 |l H R P L A Y K G V G K
B/Florida/4/06 T YR P P A Y K M G K
B/RJ/792/2004 -

B/RJ/809/2004 -

B/ES/347/2005 K
B/RS/189/2005
B/MG/451/2006
B/MG/466/2006
B/RS/707/2006
B/RS/714/2006 -
B/RS/741/2006 -
B/RS/775/2006 -
B/PR/566/2006 -
B/PR/734/2006

B/RJ/379/2007

B/RS/398/2007 R N R

Sequéncias compostas por aproximadamente 365 aminoacidos e pertencentes a linhagem Yama88.
I=Isoleucina; H=Histidina; R=Arginina; P=Prolina; L=Leucina; A=Alanina; Y=Tirosina; D=Acido
Aspartico; K=Lisina; G=Glicina; V=Valina; C=Cisteina; T=Treonina; S=Serina; M=Metionina;
N=Asparagina; e F=Fenilanina.

Amostras

A
o

e
O Oooow

> > X > > >

X 0 X0 X000 X0 XANOXNAO0 000X
O OOonono

Z2 Z2Z2ZZ2ZZ2ZZ2ZZ2Z2Z2Z2Z222Z22Z22Z20

Todas as sequéncias de HA referentes as amostras da linhagem Yam88 das
epidemias de 2004 a 2007 apresentaram as substituicoes K88R e D197N, quando
comparadas com a cepa vacinais 2008-2009 (B/Florida/4/2006). Duas amostras do
estado de MG e uma do RJ (B/MG/451/2006, B/MG/466/2006 e B/RJ/379/2007)

apresentaram somente estas duas substituigdes.
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A substituicdo S230G foi encontrada em amostras do grupo 11/Yam88 (Figura
5.1). Apresentaram esta substituicdo as duas sequéncias de 2004 (B/RJ/792/2004 e
B/RJ/809/2004), duas de 2005 (B/RS/189/2005 e B/ES/347/2005) e seis da regido
sul do Brasil de 2006 (B/PR/566/2006; B/RS/707/2006; B/RS/714/2006;
B/PR/734/2006; B/RS/741/2006 e B/RS/775/2006) que também apresentam a
alteracdo P108A. A excecdo foi a sequéncia B/RS/707/06 que apresenta uma
substituicdo a mais na posicdo G256R. As sequéncias de 2004 e 2005 nao exibem a
alteracdo P108A. Contudo, trés delas possuem outros tipos de alteracdes, como as
sequéncias das amostra B/RJ/809/04 (Y179F), B/RS/189/05 (A159V) e B/ES/347/05
(R48K e K212R).

As sequéncias de 2008 da linhagem Yam88 foram comparadas com as
cepas vacinais das epidemias de 2005 (B/Shanghai/361/2002) e de 2008-2009

(B/Florida/4/2006). Esta comparacao pode ser visualizada na Tabela 5.6.

Todas as sequéncias de 2008 da linhagem Yam88 apresentaram as
substituicoes K88R e D197N assim como as sequéncias de 2004 a 2007. Contudo,
outras substituicbes foram também observadas. As sequéncias mais proximas a HA
da cepa vacinal B/Florida/4/2006 (2008 e 2009) foram as 12 localizadas no grupo
I/’Yam88 (Figura 5.1). Neste grupo encontramos as sequéncias que apresentaram
somente as duas substituicdbes comuns (K88R e D197N) - B/MG/451/2006,
B/MG/466/2006, B/RJ/379/2007 e B/BA/26/2008. E ainda cinco amostras que
possuiram, além das substituicdes citadas, a alteracdo no aminoacido K272R. Entre
estas cinco sequéncias, duas se destacaram por apresentarem outros tipos de
alteracdes, B/MG/261/08 (E115K) e B/PR/284/08 (Y40H e R279K).

As sequéncias B/RS/314/08 e B/MG/350/08 apresentaram as substituicbes
C321F e V15L, respectivamente, além das substituicbes K88R e D197N.

As nove sequéncias de 2008 que compdem o grupo lllI/Yam88 (Figura 5.1)
apresentaram cinco substituicbes, duas comuns a todas as sequéncias da linhagem
Yam88 de 2004 a 2008 (K88R e D197N) e trés nos residuos S150I, N166Y e
S230D. Dentro deste grupo duas amostras se destacam por possuirem uma
alteracdo adicional além das j& encontradas, B/MG/264/08 (N171K) e B/BA/301/08
(A169V).
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Tabela 5.6 - SubstituicGes nos residuos de aminoaci  dos (dominio HA1) nas sequéncias brasileiras do vir  us Influenza B
linhagem Yam88 circulante durante a epidemia de 200 8, em relacdo as cepas vacinais dos anos de 2005
(B/Shanghai/361/2002) e 2008-2009 (B/Florida/4/2006 ).

Posi¢cdes dos amino4cidos
8 115 131 150 166 169 171 197 230 252 272 279 321
E L S N A N V K R C
E P S N A N M K R C

Amostras

B/Shanghai/361/2002
B/Florida/4/2006
B/BA/26/2008
B/BA/31/2008
B/BA/301/2008
B/MG/106/2008
B/MG/122/2008
B/MG/261/2008
B/MG/263/2008
B/MG/264/2008
B/MG/350/2008 L
B/MG/351/2008
B/MG/352/2008
B/MG/355/2008

B/RS/53/2008

B/RS/314/2008 - - -
B/RS/324/2008
B/PR/283/2008
B/PR/284/2008 - - H R

Sequéncias compostas por aproximadamente 365 aminoacidos e pertencentes a linhagem Yam88.

V=Valina; I=Isoleucina; H=Histidina; R=Arginina; E=Acido Glutamico; L=Leucina; S=Serina; N=Asparagina; A=Alanina;
D=Acido Aspartico; G=Glicina; K=Lisina; C=Cisteina; T=Treonina; Y=Tirosina; P=Prolina; M=Metionina; e
F=Fenilalanina.

15 37 40
Vv
Vv

(o0}

n o

I H
T Y

~
<< <=<=<<
UOU UUOU

< <
ol

F
R
R -
R K -

DV OVDOVDIOVOVDOVIOVDOOOVDIOVDOOVDIOODOXND
A
Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z222Z2Z222222Z2200

69



5.2. Desenho dos iniciadores e padronizacdo do prot ocolo de PCR para o

sequenciamento do gene NA.

Para o sequenciamento do segmento génico NA — segundo a estratégia
anteriormente descrita —, desenhamos trés pares de iniciadores, cujas

caracteristicas encontram-se descritas na Tabela 5.7.

Tabela 5.7 — Sequéncias e caracteristicas dos inici adores utilizados para o
sequenciamento do segmento génico NA do virus Influ enza B.

Iniciadores Sequéncia GC Tm Tamanho

NOMe  pilesiideo & 5-%) %) €C) (e
BNAAd 81 ACCCTATTTCTCACATCAGGGG 50 63.9 22
BNABd 415 CTTGTGGACCAAAGGAATGC 50 63.2 20
BNACT 590 GTCCGCATGCCATGATGGTA 55 67.9 20
BNADd 882 TGCACATGCGGATTTGCCAG 55 714 20
BNAE T 1018 ATTTGGACACCCCCAGACCA 55 67.5 20
BNAFr 1372 CAGCAGCAACAGCCATTTACTG 50 65.6 22

Tm = Temperatura de melting; NA = Neuraminidase; d = direto; r = reverso.

Os iniciadores foram desenhados para gerar trés amplicons com o tamanho
de aproximadamente 500pb (Figura 4.3). Contudo, para diminuir a quantidade de
amplicons, foram testadas outras combinacgdes. Dentre elas, utilizamos os pares de
iniciadores BNA A direto com o BNA E reverso e BNA B direto com BNA F, gerando
produtos de aproximadamente 800pb. A maioria das amostras foram sequenciadas

com esta estratégia.

A transcricdo reversa e a amplificacdo do produto da primeira PCR para
sequenciamento foram realizadas em Uunico tubo. Quando testadas diferentes
temperaturas de hibridizagcdo dos iniciadores, ndo observamos diferenga visual
significativa nas respectivas bandas, ap0s a eletroforese em gel de agarose a 1,5%.
Assim, padronizamos a temperatura de 55°C para anelamento dos primers - a mais

elevada dentre as testadas.

Visando otimizar os produtos gerados na segunda PCR, foram testadas trés
concentracbes de MgCl, (1.5, 1.8 e 2.0mM) e oito condicbes de hibridizacéo
(temperaturas entre 53°C e 70°C). Como resultado ndo foram encontradas
diferencas entre os produtos obtidos com as diferentes concentracbes de MgCly,
adotamos a concentracdo intermediaria de 1,8mM. Com relacdo a temperatura de

anelamento dos iniciadores, utilizamos a temperatura de 62°C, pois verificamos que,
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acima desta temperatura, ocorria a diminuicdo do brilho das bandas eletroforéticas,

e a partir de 66°C, néo foi possivel observa-las.
5.3. Sequenciamento e andlise filogenética do gene  NA

Cinguenta e duas amostras, provenientes de sete estados brasileiros foram
submetidas ao protocolo de sequenciamento automatico. Quarenta e quatro
amostras oriundas dos estados da BA, SE, MG, PR, RJ, RS e SC foram coletadas
durante a epidemia de 2008. As demais (n=8) foram coletadas em outros anos: duas
amostras do RJ do ano de 2004, duas detectadas em 2006, sendo uma do PR e
outra do RS e trés em 2007, duas do RJ e uma de MG. O alinhamento das

seguencias analisadas encontra-se na Tabela 5.8.

Comparando o alinhamento das sequéncias obtidas neste trabalho com as
sequéncias vacinais dos anos de 2006 e 2007 (B/Malaysia/2506/2004, linhagem
Vic87) e 2008-2009 (B/Florida/4/2006, linhagem Yam88) construimos a arvore
filogenética ilustrada Figura 5.3.

Apos a analise filogenética, observamos um grande grupo filogenético da
linhagem Vic87, denominado Grupo 1/Vic87, o qual foi dividido em quatro subgrupos
(Ia, Ib, Ic e 1d/Vic87).

O Grupo 1/Vic87 foi composto por 29 sequéncias, sendo duas da epidemia
de 2007 e o restante da epidemia de 2008. Os subgrupos Ib e Ic/Vic87
compreenderam somente sequéncias de 2008. Entretanto, encontramos uma
sequéncia de 2007 dentro do subgrupo la/Vic87, e outra (B/MG/4/2007) mais

distante filogeneticamente de todas as outras analisadas.

As sequéncias da linhagem Yam88, foram caracterizadas dentro de dois
grupos, denominados Grupo I/'Yam88, no qual temos dois subgrupos (la e Ib/Yam88)
e Grupo IlI/Yam88. Dentro do Grupo I/'Yam88, o subgrupo la incluiu nove amostras
da epidemia de 2008 e no subgrupo IB temos separadas filogeneticamente as duas
Gnicas sequéncias de 2004. E no Grupo II/Yam88, observamos duas sequéncias do
sul do Brasil coletadas em 2006, uma do RJ do ano de 2007 e oito da epidemia de
2008. As sequéncias deste grupo possuiram maior similaridade com a cepa vacinal
B/Florida/4/2006 (2008-2009).
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Tabela 5.8 - Alinhamento das 52 sequéncias de NA do

s virus Influenza B.

B/ Mal aysi a/ 2506/ 2004 MLPSTI QTLT LFLTSGGVLL SLYVSASLSY LPYSDI LLKF PSTElI TAPTM PLDCANASNV QQVNRSATKG VTLLLPEPEW TYPRLSCPGS TFQKALLI SP HRFG:_TKG\IS A [111]

B/ Vi ctorial/ 02/ 87
B/ R1/ 792/ 2004
B/ RJ/ 809/ 2004
B/ RS/ 734/ 2006
B/ PR/ 566/ 2006
B/ R1/ 379/ 2007
B/ BA/ 26/ 2008
B/ BA/ 31/ 2008
B/ RS/ 53/ 2008
B/ M5 106/ 2008
B/ M5 122/ 2008
B/ M5 261/ 2008
B/ M5 263/ 2008
B/ M5 264/ 2008
B/ PR/ 283/ 2008
B/ PR/ 284/ 2008
B/ BA/ 301/ 2008
B/ RS/ 314/ 2008
B/ RS/ 324/ 2008
B/ M5 350/ 2008
B/ M 351/ 2008
B/ M5 352/ 2008
B/ M5 355/ 2008
B/ Fl ori da/ 4/ 2006
B/ Yanagat a/ 16/ 88
B/ M& 4/ 2007
B/ R1/ 347/ 2007
B/ BA/ 27/ 2008
B/ RS/ 44/ 2008
B/ RS/ 47/ 2008
B/ RS/ 48/ 2008
B/ RS/ 52/ 2008
B/ RS/ 55/ 2008
B/ RS/ 56/ 2008
B/ RS/ 57/ 2008
B/ M5 114/ 2008
B/ M 117/ 2008
B/ M5 125/ 2008
B/ SC/ 150/ 2008
B/ RS/ 157/ 2008
B/ RS/ 161/ 2008
B/ SE/ 258/ 2008
B/ PR/ 282/ 2008
B/ PR/ 286/ 2008
B/ PR/ 288/ 2008
B/ PR/ 290/ 2008
B/ PR/ 292/ 2008
B/ RS/ 294/ 2008
B/ PR/ 295/ 2008
B/ RS/ 312/ 2008

.......................... L.. .L....... SP.KI. S,
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------------------------------ Lo SQueeile oo,
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------------------------------ Lo SQ ool o
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------------------------------ Lo SQ ool
------------------------------ Levoeees SQueeile o,
------------------------------ Lovoooos SR L
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------------------------------ Lo SQueeiile oo,
------------------------- Vv T o SN I
------------------------------ Lo SRl i,
---------- e L U SRLLLG
------------------------------ Lo SQL
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B/ Mal aysi a/ 2506/ 2004 M_PSTI QTLT LFLTSGGVLL SLYVSASLSY LPYSDI LLKF PSTElI TAPTM PLDCANASNV QAVNRSATKG VTLLLPEPEW TYPRLSCPGS TFQKALLI SP HRFGETKGNS A [ 111]

B/ RS/ 316/ 2008
B/ RS/ 317/ 2008
B/ RS/ 321/ 2008
B/ RS/ 327/ 2008
B/ M5/ 349/ 2008

B/ Mal aySI a/ 2506/ 2004 PLI | REPFI A CGPKECKHFA LTHYAAQPGG YYNGTRGDRN KLRHLI SVKL GKI PTVENSI

B/ Vi ctorial/ 02/ 87

B/ RJ/ 792/ 2004
B/ RJ/ 809/ 2004
B/ RS/ 734/ 2006
B/ PR/ 566/ 2006
B/ RJ/ 379/ 2007
B/ BAY 26/ 2008

B/ BA/ 31/ 2008

B/ RS/ 53/ 2008

B/ M5/ 106/ 2008
B/ M5/ 122/ 2008
B/ M3/ 261/ 2008
B/ M5/ 263/ 2008
B/ M3/ 264/ 2008
B/ PR/ 283/ 2008
B/ PR/ 284/ 2008
B/ BA/ 301/ 2008
B/ RS/ 314/ 2008
B/ RS/ 324/ 2008
B/ M5/ 350/ 2008
B/ M5/ 351/ 2008
B/ M3/ 352/ 2008
B/ M5/ 355/ 2008

B/ Fl ori da/ 4/ 2006
B/ Yanagat a/ 16/ 88

B/ M& 4/ 2007
B/ RJ/ 347/ 2007
B/ BA/ 27/ 2008
B/ RS/ 44/ 2008
B/ RS/ 47/ 2008
B/ RS/ 48/ 2008
B/ RS/ 52/ 2008
B/ RS/ 55/ 2008
B/ RS/ 56/ 2008
B/ RS/ 57/ 2008
B/ M5/ 114/ 2008
B/ M3 117/ 2008
B/ M5/ 125/ 2008
B/ SC/ 150/ 2008
B/ RS/ 157/ 2008
B/ RS/ 161/ 2008
B/ SE/ 258/ 2008
B/ PR/ 282/ 2008
B/ PR/ 286/ 2008
B/ PR/ 288/ 2008

Ho.oo oo,
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B/ Mal aysi a/ 2506/ 2004 PLI | REPFI A CGPKECKHFA LTHYAAQPGG YYNGTRGDRN KLRHLI SVKL GKI PTVENSI

B/ PR/ 290/ 2008
B/ PR/ 292/ 2008
B/ RS/ 294/ 2008
B/ PR/ 295/ 2008
B/ RS/ 312/ 2008
B/ RS/ 316/ 2008
B/ RS/ 317/ 2008
B/ RS/ 321/ 2008
B/ RS/ 327/ 2008
B/ M5/ 349/ 2008

B/ Mal aySI a/ 2506/ 2004 RTQESACNCI GGNCYLM TD GSASGVSECR FLKI REGRI |

B/ Vi ctoria/ 02/ 87

B/ RJ/ 792/ 2004
B/ RJ/ 809/ 2004
B/ RS/ 734/ 2006
B/ PR/ 566/ 2006
B/ RJ/ 379/ 2007
B/ BAY 26/ 2008

B/ BA/ 31/ 2008

B/ RS/ 53/ 2008

B/ M5/ 106/ 2008
B/ M5/ 122/ 2008
B/ M3/ 261/ 2008
B/ M5/ 263/ 2008
B/ M3/ 264/ 2008
B/ PR/ 283/ 2008
B/ PR/ 284/ 2008
B/ BA/ 301/ 2008
B/ RS/ 314/ 2008
B/ RS/ 324/ 2008
B/ M5/ 350/ 2008
B/ M5/ 351/ 2008
B/ M3/ 352/ 2008
B/ M5/ 355/ 2008

B/ Fl ori da/ 4/ 2006
B/ Yanagat a/ 16/ 88

B/ M& 4/ 2007
B/ RJ/ 347/ 2007
B/ BA/ 27/ 2008
B/ RS/ 44/ 2008
B/ RS/ 47/ 2008
B/ RS/ 48/ 2008
B/ RS/ 52/ 2008
B/ RS/ 55/ 2008
B/ RS/ 56/ 2008
B/ RS/ 57/ 2008
B/ M5/ 114/ 2008
B/ M3 117/ 2008
B/ M5/ 125/ 2008
B/ SC/ 150/ 2008
B/ RS/ 157/ 2008
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GVDGPDNNAL LKI KYGEAYT DTYHSYANNI
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B/ Mal aysi a/ 2506/ 2004 RTQESACNCI GGNCYLM TD GSASGVSECR FLKI REGRI | KEI FPTGRI K HTEECTCGFA SNKTI ECACR DNSYTAKRPF VKLNVETDTA EI RLMCTETY LDTPRPDDGS | [ 333]

B/ RS/ 161/2008 .. e e e Ve e D.. .......... [333]
B/ SE/ 258/ 2008 ... e e Ve e e D.. .......... . [333]
B/ PR/ 282/2008 ... i e Ve e e D.. .......... . [333]
B/ PR/ 286/2008 ... i e R...... Ve e D. .......... . [333]
B/ PR/ 288/2008 ... i e R...... Ve e e D.. .......... . [333]
B/ PR/290/2008 ... i e R...... Ve e D. .......... . [333]
B/ PRI292/2008 . e e Ve e e D.. .......... . [333]
B/ RS/ 294/2008 ... i e e Ve e e D.. .......... . [333]
B/ PRI295/2008 L. i e e N e e D. .......... . [333]
B/ RS/ 312/2008 ... i e R...... Ve e e D.. .......... . [333]
B/ RS/ 316/2008 ... e e R...... N e e D. .......... . [333]
B/ RS/ 317/2008 . e e Ve e e D.. .......... . [333]
B/ RS/ 321/2008 . e e Ve e e D.. .......... . [333]
B/ RS/ 327/2008 . i e e Ve e D. .......... . [333]
B/ ME 349/2008 ... e e Vo e N D.. .......... . [333]
B/ Mal aysi a/ 2506/ 2004 TGPCESNGDK GSGAE KGGEFV HQRVASKI GR WYSRTMBKTK RMGMGLYVKY DGDPWADSDA LAFSGVMVSM EEPGAYSFGF El KDKKCDVP Cl G EMVHDG GKETWHSAAT A [ 444]
B/Victoria/02/87  ........ E. R ... o E....E.... ..... T... ..P...... Koo LK . [444]
B/ RI/ 792/ 2004 L e e e T E L e e e - [444]
B/ RI/ 809/ 2004 L e e e T.E Lo oo Lmmemeese - [444]
B/ RS/ 734/2006 ...... Do o s N T E L e e S - [444]
B/ PR/ 566/2006 ...... D e e LT T R - [444]
B/ RJ/379/2007 ...... D e T.E Lo oo e R - [444]
B/ BA/ 26/ 2008  ...... D o e 8 =S - [444]
B/ BA/ 31/ 2008 i i e e T.E ..Lo...... B e - [ 444]
B/ RS/ 53/ 2008 L e e e e e T E L e e Cmmmme - [444]
B/ MEF 106/ 2008 ... e e e e T.E Lo oo R - [444]
B/ MEF 12272008 .. e e e T E L e e e - [444]
B/ M& 261/2008 ...... DN .......... T T E L e e S - [444]
B/ ME 263/ 2008 L. i i e e 2 PR = B R - [ 444]
B/ ME 264/ 2008 L e e e e B P = e - [444]
B/ PR/ 283/2008 ...... D e T.E Lo oo R - [444]
B/ PR/ 284/2008  ...... Do e e TOE Lol ool Lo B R - [444]
B/ BA/ 301/ 2008 L e e e e e T E L e e e - [444]
B/ RS/ 314/2008 ...... Do e e e 2 PR = mmmmmeee el - [444]
B/ RS/ 324/2008 ...... D s e e L S B e il il - [444]
B/ MF 350/2008 ...... Do e e T E L e e - [444]
B/ ME 351/ 2008 . i i e e TOE Lol ool Lo B R - [444]
B/ ME 352/ 2008 L e e e T E L e e T -- - [444]
B/ MF 355/2008  ...... DoN o e e ToE Lo o R - [444]
B/ Fl orida/4/2006  ...... 5 T B L ST . [444]
B/ Yanagata/ 16/ 88  .......... R e E....E..... ..... To... ..P....... Koo e Ko . [444]
B/ ME 4/2007 i e e E ..o Ko Ceammmme - [444]
B/ RI/347/2007 e e e E o Koo e fmmmme - [444]
B/ BA/ 27/ 2008 . i e e E.......... ..., T ... o Ko Lmmemeeme - [444]
B/ RS/ 44/ 2008 .. e E o e Koo, e R i meeeeeeaas - [444]
B/RS/47/2008 ... B E .o Koo T e - [444]
B/ RS/ 48/ 2008 ... i e e E ..o Ko s -- - [444]
B/ RS/ 52/ 2008 .. e E o | - [444]
B/ RS/55/2008 ... ol B E ..o Ko Lmmemeeme - [444]
B/ RS/ 56/ 2008 ... e E o | - [444]
B/RS/57/2008 ... el b T E . ... Koo i . mmmemmaaas - [444]




B/ Mal aysi a/ 2506/ 2004 TGPCESNGDK GSGAE KGGFV HORVASKI GR WYSRTMSKTK RMGMGALYVKY DGDPWADSDA LAFSGYMYSM EEPGAYSFGF El KDKKCDVP Cl G EWHDG GKETWHSAAT A [ 444]

B/ MG 114/2008 ... e e E .o
B/ ME 117/ 2008 . e e E ... T.... ..
B/ ME 125/ 2008 . e e E ..o
B/ SC/ 150/ 2008 ... e e E .o
B/ RS/ 157/2008 ... ... ... B E ...
B/ RS/ 161/2008 ... e e E .o
B/ SE/ 258/ 2008 ... e E ... T.... ..
B/ PR/ 282/ 2008 . e e E ... T.... ..
B/ PR/ 286/2008 ... e e E.......... ... T... ..
B/ PR/ 288/ 2008 .. e E ... T.... ..
B/ PR/ 290/ 2008 ... e e E.......... ... T... ..
B/ PR/ 292/ 2008 . e e E ... o .T
B/ RS/ 294/ 2008 ... e E.l........ ... .. T.... ..
B/ PR/ 295/2008 ... e e E .o
B/ RS/ 312/ 2008 . e e E ... T.... ..
B/ RS/ 316/2008 ... e e E.......... ... T... ..
B/ RS/ 317/ 2008 . e e E ...
B/ RS/ 321/ 2008 .. e e E ..o
B/ RS/ 327/2008 ... e e E .o
B/ ME 349/ 2008 L. e e E ..o
B/ Mal aysi a/ 2506/ 2004 | YCLMGSGQL LWDTVTGVNM AL*WRNG'VC SKPFVPI LFE QLSLLNL--- ------- [501]
B/Victoria/02/87  .......... ........ D L TR [501]
B/ RI/ 792/ 2004 - - oo e oo e e oo oo [501]
B/ RI/ 809/ 2004 e e e meenen meemeae e [501]
B/ RS/ 734/ 2006 - - oo oo oo oo e oo oo [501]
B/ PRIB66/ 2006 s -meemmee e e eeeee emeenen meeemeaee e [501]
B/ R/ 379/ 2007 s -me e e e eeeee meenen e e [501]
B/ BA/ 26/ 2008 s - oo oo oo oo e oo oo [501]
B/ BA/ 31/ 2008 ~ semee e e e meeeee eemeemee e e [501]
B/ RS/ 53/ 2008 ccoeom e oo oo e oo oo [501]
B/ MF 106/ 2008 ~  s-memmee e e eeeeh emeenen meeemeae e [501]
B/ MF 122/ 2008 ~  m-memmee e e eeeee meene eeeemeaee e [501]
B/ ME 261/ 2008 - - --o-os oo oo e oo oo [501]
B/ ME 263/ 2008 s mmmmee s mmmmmmmee omeeeeo o oo oo oo [501]
B/ ME 264/ 2008 - - -- o os oo oo e oo oo [501]
B/ PRI 283/ 2008 s mmmmee mmmmmmmmee oo oo oo oo [501]
B/ PRI 284/ 2008 s - mmmee mmmmmmmeee oo oo ool oo [501]
B/ BA/ 301/ 2008 - - --imon oo e oo e oo oo [501]
B/ RS/ 314/ 2008 < - mmmmee s mmmmee oo oo ool oo [501]
B/ RS/ 324/ 2008 - - -- oo oo oo e oo oo [501]
B/ ME 350/ 2008 s mmmmee s mmmmmmee oo oo oo oo [501]
B/ ME 351/ 2008 s mmmmme s mmmmmmee o meeeo o oo oo oo [501]
B/ ME 352/ 2008 - - --imos o e oo e e oo oo [501]
B/ ME 355/ 2008 s mmmmee s mmmmmmmee mmmeeeo o oo oo oo [501]
B/ Florida/4/2006  .......... ........ Do i e S e [501]
B/ Yamagata/16/88 .......... ........ D ........ oo I VS EKCSCYY [501]
B/ ME 4/ 2007 s mmmmmmmee mmmmmmee oo oo ool oo [501]
B/ R}/ 347/ 2007 - o oo ee oo oo e oo oo [501]
B/ BA/ 27/ 2008 s e mmmmee o mmmeee oo oo oo oo [501]
B/ RS/ 44/ 2008 s - eeomee oo oo e oo oo [501]
B/ RS/ 47/ 2008 s oo ommee o mmeeoe imeeooo meeioos meeeoes oo [501]
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B/ Mal aysi a/ 2506/ 2004 | YCLMGSGQL LWDTVTGVNM AL* WRNG* VC SKPFVPI LFE QLSLLNL

B/ RS/ 48/ 2008

B/ RS/ 52/ 2008

B/ RS/ 55/ 2008

B/ RS/ 56/ 2008

B/ RS/ 57/ 2008

B/ M3/ 114/ 2008
B/ M5/ 117/ 2008
B/ M5/ 125/ 2008
B/ SC/ 150/ 2008
B/ RS/ 157/ 2008
B/ RS/ 161/ 2008
B/ SE/ 258/ 2008
B/ PR/ 282/ 2008
B/ PR/ 286/ 2008
B/ PR/ 288/ 2008
B/ PR/ 290/ 2008
B/ PR/ 292/ 2008
B/ RS/ 294/ 2008
B/ PR/ 295/ 2008
B/ RS/ 312/ 2008
B/ RS/ 316/ 2008
B/ RS/ 317/ 2008
B/ RS/ 321/ 2008
B/ RS/ 327/ 2008
B/ M&/ 349/ 2008
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04 | BIRS/44/2008
{‘ B/RS/317/2008
B/RS/161/2008
B/RJ/347/2007
B/RS/52/2008
B/RS/327/2008
B/SC/150/2008
- B/PR/295/2008
- B/RS/321/2008 la
[+ B/RS/48/2008
B/RS/57/2008
B/RS/55/2008
56 | B/RS/47/2008
B/RS/157/2008
B/RS/56/2008
B/MG/125/2008
-I— B/MG/349/2008
B/MG/114/2008
B/PR/292/2008 b
B/PR/282/2008
B/SE/258/2008
B/RS/294/2008
B/RS/312/2008
B/RS/316/2008

86

99
99

100

100

NA

B/MG/117/2008
B/PR/288/2008
B/BA/27/2008
B/PR/286/2008
B/PR/290/2008

Grupel 1) inhagem Vic87

L— B/MG/4/2007 | Id
B/Malaysia/2506/2004
B/MG/106/2008
B/MG/352/2008
B/MG/264/2008
B/MG/122/2008
B/MG/263/2008 la
B/BA/31/2008
B/RS/53/2008
B/MG/351/2008
B/BA/301/2008
B/RJ/792/2004

99 | B/RJ/809/2004
B/RS/734/2006
B/PR/566/2006
B/RS/324/2008
B/MG/261/2008
B/MG/355/2008
B/PR/283/2008
B/PR/284/2008
B/Florida/4/2006
B/RJ/379/2007
B/RS/314/2008
B/BA/26/2008
B/MG/350/2008
B/Lee/40

H
0.001

Os valores de bootstrap acima de 85% encontram-se indicados proximo aos ramos. A distancia
evolucionaria foi calculada pela distancia p (Felsenstein, 1985). A sequéncia padrdo B/Lee/40
(J02095) enraizou a arvore filogenética. As sequéncias das cepas vacinais encontram-se a sequir:
B/Malaysia/2506/2004 (CY038289) da linhagem Vic87 (em vermelho); e B/Florida/4/2006 (CY033878)

da linhagem Yam88 (em azul).

Grupo |

Grupo Il

Linhagem Yam88

Figura 5.3 - Relacédo filogenética entre as 52 cepas
circulantes no Brasil, inferida pelo método de agru

e Nei, 1987).
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A distribuicdo das sequéncias brasileiras, segundo a linhagem de Influenza
B e ano de coleta encontra-se representada na Figura 5.3. Do total de 52 amostras,
30 (58%) foram classificadas como linhagem Vic87 e 22 (42%), Yam88.

30
251
20
151
10+
0 & ‘ ‘
2004 2005 2006 2007 2008
B Linhagem Vic87 B Linhagem Yam88

Figura 5.4 - Distribuicdo das amostras sequenciadas para o gene NA do virus
Influenza B, segundo a linhagem e 0 ano de coleta ( 2004 a 2008).

Em 2004 as duas amostras analisadas eram da linhagem Yam88. No ano de
2005, ndo analisamos nenhuma amostra para o segmento génico de NA, devido a
escassez de volume amostral. Da epidemia de 2006, duas amostras foram
sequenciadas, sendo as duas da linhagem Yam88. Em 2007, analisamos trés
amostras, sendo uma da linhagem Yam88 e duas da linhagem Vic87. Em 2008
foram sequenciadas 45 amostras, e observamos uma inversdo, onde 28 (62%) eram
da linhagem Vic87 e 17 (38%) da linhagem Yam88.

5.3.1. Variabilidade na sequéncia de aminoacidos do gene NA - Linhagem Vic87

Trinta amostras foram caracterizadas como Influenza B linhagem Vic87,
sendo duas (7%) amostras do ano de 2007 e 28 (93%) de 2008. Estas foram
comparadas com a sequéncia da cepa vacinal B/Malaysia/2506/2004 (2006 e 2007).
As substituicdes encontradas encontram-se descritas na Tabela 5.9. A maioria das
sequéncias analisadas do ano de 2008 perteceram a linhagem Vic87, contudo a
cepa vacinal deste ano (B/Florida/4/2006) pertenceu a linhagem Yam88, por este

motivo ndo analisamos esta cepa com as sequéncias de Vic87.
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Tabela 5.9 - Substituicbes nos residuos de aminoaci  dos no segmento génico de NA das sequéncias brasile  iras do virus
Influenza B (linhagem Vic87) circulantes durante as epidemias de 2007 e 2008, em relacdo a cepa vacina | dos anos de
2006/2007 (B/Malaysia/2506/2004).

Amostras

Posi¢bes dos aminoacidos

19 32 41 42 61 67 72 124 125 219 220 263 271 309 320 358 373 375 389 395 404 418
B/Malaysia/2506/2004 L P P S Q A T P K N N K | T E A M A A K
B/RJ/347/2007 - T
B/MG/4/2007

B/MG/114/2008 -
B/MG/117/2008 -
B/MG/125/2008 -
B/MG/349/2008 -
B/SE/258/2008 -
B/BA/27/2008 -
B/RS/44/2008 -
B/RS/47/2008 -
B/RS/48/2008

B/RS/52/2008 -
B/RS/55/2008 -
B/RS/56/2008 -
B/RS/57/2008 -
B/RS/157/2008 -
B/RS/161/2008 -
B/RS/294/2008 -
B/RS/312/2008 |
B/RS/316/2008 -
B/RS/317/2008 -
B/RS/321/2008 -
B/RS/327/2008 -
B/SC/150/2008 -
B/PR/282/2008 -
B/PR/286/2008 -
B/PR/288/2008 -
B/PR/290/2008

B/PR/292/2008

B/PR/295/2008 - T

Sequéncias compostas por aproximadamente 435 aminoacidos e pertencentes a linhagem Vic87.
L=Leucina; P=Prolina; S=Serina; Q=Glutamina; T=Treonina; K=Lisina; N=Asparagina; D=Acido Aspartico; V=Valina; R=Arginina;
M=Metionina; A=Alanina; E=Acido Glutamico; I=Isoleucina.
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Ao compararmos as 30 amostras da linhagem Vic87 com a sequéncia
vacinal, encontramos substituicbes em 22 aminodcidos. Todas as amostras da
linhagem Vic87 sequenciadas de 2004 a 2008 apresentaram as mutac¢des na regiao
da haste, P32L, P41S, S42P, Q61H (exceto a amostra B/MG/4/2007) e na regiao da
cabeca da molécula 1271V, E320D, K373E e E404K.

Ao observar a éarvore filogenética, percebemos que a sequéncia
B/MG/4/2007 encontrou-se filogeneticamente isolada das demais. Nestas
sequéncias, encontramos alteracdes caracteristicas Unicas: as substituicbes K125S,
N219D e N220K, além de ser a uUnica amostra que nao possui alteracdo no
aminoacido Q61. Quanto ao aminoacido K125 a Unica amostra que se mostrou
semelhante a vacina foi B/RS/48/08, pois com excecédo desta e da B/MG/4/2007

todas as outras apresentam a substituicdo K125N.

No grupo 1/Vic87, o subgrupo la incluiu 17 sequéncias que, além das
mutagcbes comuns para todas as demais, apresentou a substituicdo A67T. Como
pode ser observado na Tabela 5.9, sete sequéncias inseridas dentro deste subgrupo

possuiam outras substituicoes.

O subgrupo Ib/Vic87 foi composto por duas sequéncias (B/MG/114/08 e
B/PR/292/2008), sendo que B/PR/292/2008 apresentou duas substituicoes
adicionais (T72K e A395T) em comparagcdo com a cepa vacinal, além das

substituicbes comuns a todas as amostras.

O subgrupo Ic foi composto por 11 sequéncias. A substituicdo A389T foi
comum a todas. Além destas, observamos outras substituicbes como K263R,
P124L (B/MG/117/08) e M375I (B/RS/294/08).

5.3.2. Variabilidade na sequéncia de aminoacidos do gene NA - Linhagem Yama88.

Quando comparadas a cepa vacinal B/Florida/4/2006 (vacina 2008-2009),
encontramos substituicdes de aminoacidos em 20 sequéncias circulantes no Brasil
durantes as epidemias de 2004 e 2006 a 2008, as quais encontram-se descritas na
Tabela 5.10. As cepas vacinais de 2004 (B/Hong Kong/330/01) e de 2006-2007
(B/Malaysia/2506/2004) nédo foram comparadas com as sequéncias da linhagem

Yama88, pois pertencem a linhagem Vic87.
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Duas sequéncias brasileiras ndo foram inseridas na Tabela 5.10, por
apresentarem sequéncias de aminodacidos idénticas a vacinal. Entretanto, estas
amostras apresentaram mutagcdes silenciosas. A amostra B/PR/284/2008
apresentou uma mutacao silenciosa no aminoacido 201, possuindo uma guanina ao
invés de uma adenina na terceira base do cédon e isso garantiu a codificacao para o
mesmo aminoacido Leucina encontrado na sequéncia vacinal. Outra amostra com
esta caracteristica € a B/RS/324/08, na qual foram detectadas quatro destas
mutacdes. Nos aminoacidos 97 e 201 transi¢cdes de adenina para guanina ocorreram
na terceira base do cédon, mas continuaram codificando para Leucina, na Arginina e
Glicina encontradas na posicao 223 e 335 respectivamente, transicdes ocorreram

também na terceira base do codon sendo guaninas substituidas por adeninas.

Tabela 5.10 - Substituicdes nos residuos de aminoac  idos do segmento génico
de NA das sequéncias brasileiras do virus Influenza B linhagem Yam88
circulantes durante as epidemias de 2004, 2005-2008 , em relacdo a cepa
vacinal dos anos de 2008-2009 (B/Florida/4/2006).

Posicbes dos aminoacidos

AMOSIras 2 46 47 65 68 78 125 141 186 101 218 261 340 342 358 372
B/Florida/4/2006 A Q T A R A P T G K | A | D D A T
B/RJ/792/2004 | H T K R N
B/RJ/809/2004 | H T K R N
B/PR/566/2006 v
B/RS/734/2006 R Vv N
B/RJ/379/2007 K
B/BA/26/2008 E
B/BA/31/2008 R T K R N
B/BA/301/2008 R T K R N
B/MG/106/2008 R G T K R N
B/MG/122/2008 R G T K R N
B/MG/261/2008 R NOT
B/MG/263/2008 R G T K R N
B/IMG/264/2008 R G T K R N
B/MG/350/2008 V.

B/MG/351/2008 R T K R N
B/MG/352/2008 R G T K R N
B/MG/355/2008 T N
B/RS/53/2008 R T K R N
B/RS/314/2008 v
B/PR/283/2008 M

Sequéncias compostas por aproximadamente 435 aminoacidos e pertencentes a linhagem Yama88.
A=Alanina; Q=Glutamina; T=Treonina; R=Arginina; P=Prolina; G=Glicina; K=Lisina; I=Isoleucina;
D=Acido Aspartico; H=Histidina; N=Asparagina; V=Valina; E=Acido Glutamico; e M=Metionina.

Diferentemente do subgrupo Ic, as sequéncias dos subgrupos la e Ib
(contendo sequéncias dos anos de 2008 e 2004, respectivamente) apresentaram
substituicbes nos residuos A68T, K125T, K186R e D340N. No ano de 2004,
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identificamos as substituicbes T46l e R65H, ausentes nas sequéncias de 2008.

Cinco amostras de MG do ano de 2008 apresentaram a substituicao A47G.

No subgrupo Ic, as sequéncias de 2006 a 2008 foram semelhantes a cepa
vacinal B/Florida/4/2006. Duas amostras (2006) apresentaram a substituicdo 1191V,
sendo que a amostra B/RS/734/06 também apresentou P78R e T372N. Em 2008,
seis sequéncias pertencentes ao grupo IlI/Yam88 apresentaram substituicoes
adicionais: B/BA/26/08 (A218E), B/MG/261/08 (G141R, D342N e A358T),
B/PR/283/08 (T125M), B/RS/314/08 (1261V), B/MG/350/08 (A26V) e B/MG/355/08
(A68T e D342N).

Finalmente, analisando as 52 sequéncias de NA deste trabalho nao
encontramos nenhum marcador de resisténcia, previamente definidos na literatura
(Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. ). Devido a auséncia de substituices
nos residuos E117, R150, D197, 1221, H273 e R374 nas sequéncias de NA
analisadas.

5.4. Rearranjo entre os fragmentos génicos de HAe  NA

Analisamos filogeneticamente os fragmentos génicos de HA e NA de 52
amostras para a verificacdo da ocorréncia de rearranjo. Embora diversos trabalhos
venham evidenciando o rearranjo entre os fragmentos génicos das linhagens Vic87
e Yam88, nas amostras brasileiras isto ndo foi observado (Figura 5.5). Neste
conjunto de amostras, os achados foram consistentes para ambos 0s genes

analisados.
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B/RS/44/08 B/RS/47/2008
B/RS/321/08 85| BIRS/157/2008
B/M&E/161/08 B/RS/55/2008
B/RS/317/08 B/RS/57/2008
B/RS/56/08 — B/RS/48/2008
BMG/125/08 - BIRS/321/2008
B/M3/349/08 - B/PR/295/2008
( B/RS/347/07 B/SC/150/2008
B/RS/327/08 B/RS/327/2008
B/RS/52/08 B/RS/56/2008
B/PR/295/08 B/R1/347/2007
B/SC/150/08 B/RY/161/2008
B/RS/48/08 B/RS/317/2008
1 BIRs/47/08 o7l BIRS/44/2008
{r BRS/57/08 B/RS/52/2008
B/RS/157/08 B/MG/349/2008
B/RS/55/08 B/MG/125/2008
B/M3/114/08 B/MG/114/2008
BMZ117/08 B/IPR/292/2008
B/MG/4/07 B/PR/282/2008
B/PR/282/08 B/SE/258/2008
B/SE/258/08 B/RS/294/2008
I — B/PR/292/08 99— BRS/312/2008
B/PR/288/08 B/RS/316/2008
B/BA/27/08 B/MG/117/2008
{B/PR/ZSG/OB B/PR/288/2008
B/PR/290/08 B/BA/27/2008
w0l | B/PRI204/08 B/PR/286/2008
B/RS/312/08 B/PR/290/2008
L B/RS/316/08 L BMG/4/2007
B/Malaysia/2506/2004 B/Malaysia/2506/2004
B/PR/283/08 B/MG/350/2008
B/PR/284/08 B/BA/26/2008
B/RS/324/08 B/RS/314/2008
B/RS/314/08 B/RI/379/2007
B/MG/355/08 B/Florida/4/2006
B/M3/261/08 B/PR/283/2008
B/RJ/379/07 B/IPR/284/2008
B/Florida/4/2006 B/MG/261/2008
B/MG/350/08 B/MG/355/2008
B/RA/26/08 % L BRS/324/2008
%9, BIR1/792/04 B/PR/566/2006
B/IRS/734/2006
100 99, B/R1/809/2004
H A B/RJ/792/2004
NA L[ ‘e
B/MG/351/2008
%8| | BRS/53/2008
B/BA/31/2008
B/MG/263/2008
B/MG/122/2008
B/IMG/264/2008
B/MG/352/2008
] B/MG/106/2008 |

Os valores de bootstrap acima de 85% encontram-se indicados proximo aos ramos. A distancia
evolucionaria foi calculada pela distancia p (Felsenstein, 1985). As sequéncias das cepas vacinais
utilizadas encontram-se a seguir: B/Malaysia/2506/2004 (HA - EU124274 e NA - CY038289) da
linhagem Vic87 (em vermelho); e B/Florida/4/2006 (HA - CY033876 e NA - CY033878) da linhagem
Yam88 (em azul).

Figura 5.5 - Relacéo filogenética entre 52 cepas de Influenza B referente aos
genes de HA (a esquerda) e NA (a direita) de varian tes que circularam no Brasil
de 2004 a 2008, inferida pelo método de agrupamento  de vizinhos (Saitou e Nei,
1987)

84




5.5. Co-circulacéo das linhagens Vic87 e Yam88 dura nte as cinco epidemias

Como ndo encontramos rearranjo entre 0s segmentos génicos das linhagens
Vic87 e Yam88, analisamos ano a ano a circulacao das linhagens de influenza B,
baseados no resultado da analise filogenética do segmento génico de HA (dominio

HAL1), conforme demonstrado na Tabela 5.11 e ilustrado na Figura 5.6.

Tabela 5.11 - Distribuicdo por Unidade Federada das linhagens Vic87 e Yam88
do virus Influenza B das epidemias de 2004 a 2008.

N 2004 2005 2006 2007 2008

UF
Vic87 Yam88 Vic87 Yam88 Vic87 Yam88 Vic87 Yam88 Vic87 Yam88 Vic87 Yam88
RJ 1 3 0 2 - - - - 1 1 - -
ES 0 1 - - 0 1 - - - - - -
PR 8 3 - - - - 1 2 - - 7 2
RS 21 10 - - 3 1 3 4 2 1 13 3
sc 1 0 ; ; . . . . . ; 1 0
MG 9 11 - - - - 1 2 2 0 7 9
BA 2 3 . . . . ; . ; . 2 3
SE 1 0 - - - - - - - - 1 0
Total 44 31 0 2 3 2 5 8 5 2 31 17
Linhagem  Linhagem
4‘ YamBB VieBT
o [ 2004 ]
.',! ¥
A L N
o
o
R ae A s A
O 2001
L}
M ® 200: @
"
&

Figura 5.6 - Mapa da distribuicdo das linhagens Vic 87 (vermelho) e Yam88
(azul) nos estados (amarelo) atendidos pelo servigco de referéncia do
LVRS/FIOCRUZ.
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A distribuicdo das linhagens por ano evidenciou a co-ciculagdo nos
diferentes estados brasileiros a partir de 2005. Podemos observar que, durante o
ano de 2004, foram sequénciadas somente duas amostras do estado do RJ. Estas
pertenciam a linhagem Yam88 e neste ano a vacina trivalente do Hemisfério Sul
tinha como representante de Influenza B a cepa B/HongKong/330/2001 (linhagem
Vic87). Para esta epidemia de 2004 n&o podemos inferir a co-circulacado devido ao

reduzido numero de amostras sequénciadas.

No ano de 2005, a amostra B/Shanghai/361/2002 (linhagem Yam88) compds
a vacina trivalente. Neste ano, pudemos evidenciar a co-circulacdo das linhagens
Vic87 e Yam88 do virus influenza B, em amostras coletadas no RS. Das quatro
amostras do RS sequénciadas, trés foram caracterizadas como linhagem Vic87 e
uma como linhagem Yam88. Ainda no mesmo ano, uma amostra do estado do ES

foi sequénciada sendo caracterizada como da linhagem Yam88.

A cepa B/Malaysia/2506/2004 (linhagem de Vic87) compds a vacina anti-
influenza em 2006 e 2007. Em 2006, treze sequéncias foram analisadas e
detectamos a co-circulacdo nos estados de MG, com duas representantes Yam88 e
uma Vic87, no estado do RS, com cinco Yam88 e trés Vic87, no estado do PR, com
uma Vic87 e uma Yam88. No ano seguinte, de seis amostras sequénciadas, duas
eram do estado do RJ, sendo cada uma de uma linhagem. No estado do RS
também houve co-circulacdo, pois entre as trés amostras sequénciadas duas eram
Vic87 e uma Yam88. A Unica amostra de MG sequénciada do ano de 2007 foi

representante da linhagem Vic87.

No ano de 2008, 48 amostras Influenza B positivas foram sequénciadas, 17
foram Yam88 e 31 Vic87. Em alguns estados, houve predominio da linhagem Vic87:
no estado do RS das 17 amostras sequenciadas, somente trés representaram a
linhagem Yam88 e 14 amostras a linhagem Vic87, no estado do PR das 10
amostras, oito eram Vic87 e duas Yam88. Em outros estados, o predominio foi de
Yam88, como no estado da BA, de cinco amostras, trés foram representantes da
linhagem Yam88 e duas da linhagem Vic87, em MG das 15 amostras sequénciadas,
nove eram da linhagem Yam88 e seis da linhagem Vic87. Dos estados de SC e SE
seguenciamos apenas uma amostra, sendo ambas representantes da linhagem
Vic87.
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5.6. Padronizacdo do protocolo de DGGE para diferen ciacdo entre as
linhagens do virus Influenza B

5.6.1. Escolha daregido a ser analisada pela DGGE e desenho dos iniciadores

Na Figura 5.7, podemos visualizar o grafico de desnaturacéo da porcao HA1
(residuos de 79 a 970), utilizando as cepas vacinais (epidemias de 2004 a 2010). O

mesmo perfil também foi encontrado para as cepas brasileiras sob estudo.

Os resultados obtidos no grafico de desnaturacao indicaram que a regiao
localizada entre os nucleotideos 79 e 185 apresenta um perfil diferenciado, contudo
nao apresentava variagcdes de desnaturacdo entre as variantes das linhagens. A
outra regido entre 0s nucleotideos 778 e 968 (aminoacidos 234 ao 296), apresentou
um perfil de desnaturacdo diferenciado (diferenca em torno de 1°C) para as
linhagens Vic87 e Yam88, e também para suas variantes. Portanto, tal regido

poderia ser utilizada para a diferenciacdo entre estas linhagens pelo método de
DGGE.

78 - 7?8 9!_38
77 - : 2
76 -

i : Regido para

74 J ; aplicacdo do

protocolo de

Temperatura °C

68 T T T T T T T T T T T T T : T T T
2 S B & v 8 5 £ & 5§ &8 o 8 8 5 & <
- - L6 | o™ (o] o =t =t [Tg] [T} Ln] P~ M~ Q0 o 0
Residuo
— B/Brishane/60/08 — B/Florida/4/06 — B/HongKong/330/01

— B/Shanghai/361/02 -— B/Malaysia/2506/04

Observa-se a divergéncia de desnaturacdo entre as sequéncias representantes da linhagem Vic87
(vermelho) e da linhagem Yam88 (azul). Entre as linhas pontilhadas encontra-se a regido escolhida
para a aplicacdo do protocolo de DGGE.

Figura 5.7 - Curva de desnaturacédo das sequéncias v  acinais (2004 a 2010).
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Com base nestes achados, os iniciadores foram desenhados para a
amplificagdo do produto de PCR, flanqueando esta regido. Os produtos da
amplificacdo, portanto, seriam compostos por 231 pb (40 nucleotideos do grampo
GC + 191 nucleotideos da porcédo escolhida). A sequéncia dos iniciadores, bem

como suas caracteristicas fisico-quimicas encontram-se descritos na Tabela 5.12.

Tabela 5.12 — Sequéncias e caracteristicas dos inic iadores utilizados para a
amplificagéo dos produtos da  nested PCR da DGGE.

Iniciadores Sequéncia GC m Tamanho
Nome Posicao (5-3") (%) (°C) (pb)
HA
CGCCCGCCGCGCGCGGCGG
BHA DGGE (D) 778-794 GCGGGGCGGGGGCACGGGG 55.2* 52.9* 17*
GGCAAACAGAAGACGGAGG
BHA CII (R) 949-968 GGTGAAGCAGATTGCCTCA 52.6 62.8 19

D = Direto; R = Reverso. Grampo GC (Guanina e Citosina) esta sublinhado.
*Calculos realizados apenas para a regido especifica de hibridizacéo. O iniciador com o grampo GC
apresentou 57pb, tendo uma Tm de 85,7°C e 84,2% de contetdo GC.

A regido selecionada (191 nucleotideos) representa cerca de 17,4% do
dominio HA1 da molécula de HA e demonstrou ser potencialmente adequada para
fins de diferenciacdo entre as linhagens Yam88 e Vic87, com base no perfil de
desnaturacdo. Com o0 objetivo de investigar se este fragmento também teria
capacidade discriminatoria entre as linhagens, sob a abordagem filogenética, foram
comparadas arvores filogenéticas reconstruidas com as sequéncias completas da
dominio HA1 e com as sequéncias do fragmento selecionado para a realizacdo do
DGGE (Figura 5.8). Os achados obtidos sugerem que, embora com menor poder de
diferenciacéo filogenética quando comparada a arvore da sequéncia HA1 completa —
resultado esperado -, todas as sequéncias correspondentes ao fragmento de 191nt

puderam ser eficiente e devidamente agrupadas segundo a linhagem.
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O B/RS/47/08 ] O B/RS/47/08
O B/RS/55/08 ——— O B/MG/120/08
O B/RS/57/08 O B/RS/316/08
O B/RS/157/08 O B/PR/290/08
O B/RS/56/08 O B/RS/52/08
O B/MG/125/08 O B/RS/347/07
87— O B/MG/349/08 O B/RS/399/07
O B/RS/397/07 O B/SC/150/08
O B/RS/399/07 O B/RS/397/07
B/RS/317/08 O B/RS/710/06
1+ © B/MG/161/08 O B/PR/294/08
O B/RS/44/08 O B/RS/44/08
O B/RS/321/08 O B/RS/55/08
+ O B/IRS/347/07 O B/RS/57/08
O B/RS/327/08 O B/RS/321/08
O B/RS/52/08 O B/MG/349/08
O B/PR/295/08 O B/PR/282/08
O B/RS/48/08 O B/PR/295/08
O B/SC/150/08 O B/BA/27/08
— B/SE/258/08 O B/PR/286/08
O B/MG/129/08 O B/MG/161/08
— O B/PR/292/08 O B/MG/125/08
O B/PR/282/08 O B/MG/117/08
O B/BA/27/08 O B/Malaysia/2506/2004
O B/PR/286/08 O B/RS/48/08
O B/PR/290/08 O B/RS/327/08
O B/PR/288/08 O B/RS/56/08
- O B/MG/117/08 O B/MG/114/08
O B/MG/114/08 O B/PR/288/08
O B/MG/120/08 O B/RS/157/08
O B/PR/756/06 ———— O B/PR/292/08
O B/MG/4/07 —— O B/MG/129/08
O B/MG/461/06 O B/RS/782/06
O B/RS/744/06 O B/RS/744/06
O B/RS/782/06 O B/MG/461/06
B/BA/25/08 O B/PR/756/06
{r B/RS/312/08 O B/MG/4/07
O B/RS/316/08 O B/RS/286/05
— O B/PR/294/08 O B/RS/284/05
100 O B/RS/710/06 O B/RS/294/05
O B/Malaysia/2506/2004 B/BA/25/08
100 O B/RS/294/05 9% B/RS/312/08
98 O B/RS/284/05 B/RS/317/08
100! O B/RS/286/05 — B/SE/258/08
L—— B/Victoria/02/1987 i L B/Victoria/02/1987 ]
B/Yamagata/16/1988 T —— B/Yamagata/16/1988 1
B/PR/283/08 B/RS/324/08

B/PR/284/08 B/PR/283/08
B/RS/324/08 B/MG/355/08
A\ B/MG/451/06 B/MG/261/08
A\ B/RS/314/08 B/RS/398/07
B/MG/261/08 B/PR/284/08
B/MG/355/08 87} A\ B/BA/26/08
B/RS/398/07 A\ B/RJ/I379/07
A\ B/IRJ/I379/07 A\ B/MG/350/08
A\ B/Florida/4/2006 A\ B/Florida/4/2006
A\ B/MG/350/08 A\ B/RS/314/08
A B/IMG/466/06 A\ B/IMG/466/06
A\ B/BA/26/08 A B/MG/451/06
B/RS/775/06 B/PR/734/06
B/RS/714/06 B/RS/707/06
B/RS/741/06 97 B/RS/714/06
B/PR/566/06 B/PR/566/06
B/PR/734/06 B/RS/741/06
100 A\ B/RJ/B09/04 B/RS/775/06
100! A B/RJ/792/04 A\ B/ES/347/05
B/RS/707/06 A\ B/RS/189/05
A\ B/IES/347/05 A\ B/RJ/809/04
A\ B/RS/189/05 A\ B/RJ/792/04
86, A\ B/MG/351/08 A\ B/IMG/264/08
A\ B/RS/53/08 A\ B/RS/53/08
A\ B/BA/31/08 A\ B/BA/301/08
A A\ B/BA/301/08 B A\ B/MG/351/08
o7|r & B/MG/122/08 A\ B/MG/122/08
A\ B/MG/352/08 A\ B/BA/31/08
A\ B/IMG/263/08 A\ B/IMG/352/08
A\ B/IMG/264/08 A\ B/IMG/263/08
A\ B/MG/106/08 i A\ B/MG/106/08 _
| e

Os valores de bootstrap acima de 85% encontram-se indicados proximo aos ramos. A distancia
evolucionaria foi calculada pela distancia p (Felsenstein, 1985). As sequéncias das cepas vacinais
utilizadas encontram-se a seguir: B/Malaysia/2506/2004 (HA EU124274) da linhagem Vic87 (em
vermelho), B/Florida/4/2006 (HA - CY033876) da linhagem Yam88 (em azul) e as sequéncias
padrdes, B/Victoria/02/1987 (M58428) e B/Yamagata/16/1988 (M36105).

Figura 5.8 - Relacdo filogenética entre as 74 sequé ncias de Influenza B
circulantes no Brasil entre 2004 e 2008 e cepas vac inais, utlizando a
sequéncia completa do dominio HA1 (A) e o fragmento de 191 nucleotideos
selecionado para DGGE (nt 778- 968) (B). As relagcde s foram inferidas pelo
método de agrupamento de vizinhos (Saitou e Nei, 19  87).
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5.6.2. Padronizacdo da nested PCR da DGGE

A nested PCR para geracdo do amplicon com grampo GC foi padronizada
nas seguintes condic¢des: desnaturacao inicial de 95°C/2min, 30 ciclos de 95°C/30s,
60°C/30s e 72°C/1min, com uma extensao final a 72°C/5min. O produto obtido foi
checado em gel de agarose a 1,5%. O resultado foram bandas com
aproximadamente 231 pb, como pode ser visualizado na Tabela 5.12.

BIMGHM20/08
B/RS/53/08
BIRS775/06
BIMGI261/08
Marcador 100 ph

w

S 8
g S
® 5
E x
m m

<+ 231bp

Figura 5.9 - Gel de agarose a 1,5% apos eletrofores e e coloragdo por brometo
de etidio, apresentando os produtos de 231 pares de bases obtidos na nested
PCR do protocolo de DGGE.

5.6.3. Padronizacdo da DGGE

A caracteristica de desnaturacdo dos fragmentos sequenciados versus a
temperatura, geradas com o programa Melt95 permitiram a visualizacdo da
mobilidade tedrica dos fragmentos, bem como as suas respectivas temperaturas de
melting (Tm).

Os perfis tedricos de mobilidade de amostras representativas das distintas

Tms encontradas neste estudo, podem ser visualizados na Figura 5.10.
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B/RS/286/05 —B/RS/710/06 —B/MG/120/08 B/SE/258/08 — B/RS/53/08
—B/RS/707/06 —B/RJ/379/07 —B/RS/775/06 — B/PR/283/08

Figura 5.10 — Curvas de desnaturacao x mobilidade d e variantes de Influenza B
com seus respectivos T ms.

Houve variacdo de 68,8°C a 71,2°C na Tm entre os amplicons de influenza
B. Com base nas Tm pudemos identificar dois grupos de amostras, pertencentes as
linhagens Vic87 e Yam88, com faixas de Tm entre 68,8°C - 69,4°C e 70,4°C -
71,2°C, respectivamente.

As moléculas da linhagem Vic87 foram as primeiras a desnaturarem, com
uma variacdo na Tm de aproximadamente 0,6°C (68,8°C a 69,4°C). As Tms
observadas para as amostras da linhagem Vic87 B/SE/258/08, B/RS/286/05,
B/RS/710/06 e B/MG/120/08 foram de 68,8°C, 69,0°C, 69,2°C e 69,4°C,
respectivamente. Apos um intervalo de 1,0°C (69,4°C - 70,4°C), observamos as
representantes da linhagem Yam88, B/RS/53/08, B/RS/707/06, B/RS/775/06,
B/RJ/379/07 e B/PR/283/08, com variagdo de Tm da ordem de 1,2°C (70,4°C a
71,2°C).

Aplicando a formula de conversdo da temperatura de desnaturacdo (entre
68,8°C e 71,2°C), obtivemos a faixa do gradiente quimico de uréia e formamida
(URF) correspondente (28% a 35%), a ser utilizado na composicdo do gel de
poliacrilamida. Para o gel de poliacrilamida, determinamos uma faixa de gradiente
mais abrangente, variando entre 25% a 45% de UF, facilitando a distingao entre as

linhagens.
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Na Figura 5.11 podemos observar resultados da padronizacédo do tempo da
eletroforese, com aplicagbes em intervalos de uma hora. Apos duas horas de
eletroforese pudemos observar uma diferenciagcao nos perfis das linhagens Vic87 e
Yam88, e também variacdes dentro da linhagem Yam88. ApoOs trés horas de
eletroforese, a diferenca entre as linhagens foi ainda mais evidente. Entao,
decidimos pela corrida de duas horas, pois permite a distingdo das linhagens bem
como seus perfis num menor tempo.

Marcador 100 pb

Marcador 100 pb
BIRS710/06

Marcador 100 pb
BIRS710/06

BIRS710/06

[1=]
s =9
""\-‘-
E w
= o
o O
g =
o m

BIRS707106
BIMG{261/08
B/RS707 106
BIMGf261/08

3 hi1 50V 2 hi150VW 1 hi150W

Figura 5.11 — DGGE para escolha do tempo de eletrof orese, aplicando 8uL das
amostras da linhagem Yam88 (B/RS/707/06 e B/MG262/0 8) e Vic87
(B/RS/710/06) de influenza B, com intervalos de 1h. A corrida foi desenvolvida
a 150Vv/60°C/1h, 2h e 3h.

5.7. Aplicacdo da metodologia de DGGE para a difere nciacdo entre as

linhagens do virus Influenza B

Os setenta e cinco amplicons gerados pela Nested PCR foram aplicados no
gel de poliacrilamida com gradiente quimico desnaturante e a eletroforese foi
realizada a 150V/2h/60°C. Os perfis obtidos na DGGE podem ser observados na
Figura 5.12.

Para a verificacdo da capacidade da DGGE na distingéo entre as linhagens,

os perfis obtidos foram comparados com os resultados da analise filogenética de 74
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amostras deste estudo (Figura 5.8). A amostra B/PR/293/08 foi testada apenas por

da
perfis

ém

lifica-la para o sequenciamento. Al

de 100% entre os perfis de DGGE e a an
dentro de cada linhagem foram identificados, conforme previsto pelas analises

pois ndo conseguimos amp

DGGE,

ética,

lise filogen

a

éncia

correspond

tedricas (Figura 5.10).
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Figura 5.12 — Perfis dos 75 amplicons de Influenza
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93



tampéao de solubilizagdo foram aplicados no gel, de amostra. As condicdes da
corrida eletroforética foram 150V/2h/60°C.

Na Figura 5.12, podemos observar que, na DGGE, todos os representantes
da linhagem Vic87 desnaturaram anteriormente, quando comparados as amostras
da linhagem Yama38.

Para verificar os residuos responsaveis pelas diferencas de Tm observadas
entre as linhagens nesta pequena por¢cao de HA1, fazendo-a capaz de simular os
resultados de analise filogenética da molécula inteira, analisamos o alinhamento e a
curva de desnaturacdo das cepas vacinais B/Malaysia/2506/04 e B/Florida/4/06,

representantes da linhagem Vic87 e Yam88 respectivamente, como demonstrado na
Figura 5.13.
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Figura 5.13 — Residuos de nucleotideos responsaveis pela divergéncia entre as
linhagens Vic87 (vermelho) e Yam88 (azul) de Influe nza B na DGGE, com base
no fragmento de 191 pb (nucleotideo 778 ao 968) do  dominio HAL.

Conforme observado na Figura 5.13, encontramos substituicbes nos
residuos 807, 810, 832, 841, 863, 877, 882, 906 e 921 entre as cepas pertencentes
as linhagens Yam88 e Vic87. Tais substituicbes ocasionam uma diferenca no

contetdo GC entre as linhagens resultando nos diferentes perfils de desnaturacéo
encontrados.
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6. DISCUSSAO

Globalmente, os virus Influenza constituem uma das principais causas de
infecgbes no trato respiratorio, resultando em taxas significantivas de morbidade e
mortalidade, além da grande sobrecarga financeira sobre os sistemas de saude (Cox
e Subbarao, 1999; Cauchemez e cols., 2008). Portanto, estudos que abordem a
epidemiologia deste patégeno sdo de vital importancia para a implementacdo das
politicas e estratégias voltadas ao controle e prevencéo da gripe.

Os virus sazonais, Influenza B e Influenza A (HLN1 e H3N2), co-circulam na
populacdo desde 1977 (Hilleman, 2002). Até esta época, apenas uma linhagem do
virus tipo B (linhagem 1) era encontrada. No inicio da década de 80, contudo,
observou-se a divergéncia evolutiva nestes virus, originando duas linhagens
antigenica- e filogeneticamente distintas: Vic87 e Yam88 (Rota e cols., 1990; Rota
e cols., 1992). Durante as décadas subsequentes, observou-se uma alternancia na
circulacdo destas linhagens na populacdo (Figura 1.10). Este processo tem sido,
principalmente, ocasionado por acdo de selecdo positiva sobre os virus, um efeito
conjunto entre a adocdo anual da vacina e a resposta imune da populacéo
acometida durante as epidemias anuais (Chen e Holmes, 2008). Durante a epidemia
de 2001-2002 ocorrida no Hemisfério Norte, o reaparecimento da linhagem Vic87 foi
relatado em paises da Europa e América do Norte, passando esta a co-circular com
a linhagem Yam88, desde entdo (Ansaldi e cols., 2003). Na América do Sul, o
reaparecimento da linhagem Vic87 também foi evidenciado no sul e sudeste do
Brasil, em julho de 2002 (Motta e cols., 2006b). Contudo, apos este periodo, sao

escassas as informacdes acerca da circulagdo destes virus no pais.

O Brasil € um pais de grande extensao territorial, apresentando dimensdes
continentais. Ao longo dos anos, tém-se notado padrdes distintos de circulacado dos
virus Influenza nas diferentes regides, destacando-se o0s eixos Norte-Nordeste,
guando comparados ao eixo Sul-Sudeste do pais (Motta e cols., 2006b; Moura e
cols., 2009; Secretaria de Vigilancia em Saude, 2009). O Laboratério de Referéncia
Nacional para Influenza da Fundacdo Oswaldo Cruz (Ministério da Saude, 2008)
atende aos estados do Nordeste (AL, BA, SE), Sudeste (MG, ES, RJ) e Sul (PR, SC,
RS). Portanto, disp6e de um importante repositério de amostras, seja da perspectiva
temporal, seja da perspectiva geografica. No presente trabalho, analisamos a

epidemiologia e evolugcdo molecular (com base nos segmentos génicos HA e NA)
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dos virus Influenza B circulantes no Brasil, durante as epidemias de 2004 a 2008.
Com o objetivo de buscar um melhor entendimento sobre a circulagéo e evolugéo
das linhagens destes virus, sequenciamos os genes HA e NA de amostras
brasileiras, oriundas dos estados supra-mencionados. Estes segmentos génicos
codificam para os dois principais antigenos de superficie dos virus Influenza
(integrantes da vacina), sendo as cepas anualmente elencadas, com base nos
dados sobre a sua circulagdo nos hemisférios Norte e Sul. Através do
sequenciamento e analise filogenética de nossas amostras, foi possivel verificar a
presenca de mutacdes nestes genes e determinar a co-circulacédo das linhagens de
Influenza B nas regides e periodo estudados. Ainda, tornou-se possivel investigar a
ocorréncia de rearranjo génico entre os segmentos génicos HA e NA. Finalmente,
padronizamos a metodologia de DGGE, para rapida diferenciacéo entre as linhagens
do virus Influenza B, possibilitando a sua tipagem inicial nos laboratérios de menor
porte e que nao dispdem de sequenciador automatico. Tal recurso permite
implementar um melhor controle sobre as cepas virais circulantes no pais, com a
integracdo de um maior numero de laboratorios envolvidos nesta iniciativa, de

interesse para o MS e da OMS.
6.1. Identificagao das cepas de Influenza B circula  ntes no Brasil 2004-2008

Um dos objetivos do presente estudo foi a identificacdo das linhagens de
Influenza B circulantes no Brasil, durante as epidemias de 2004 a 2008. Tal analise
nos permitiria também considerar a adequacéo das cepas anualmente selecionadas
para a composi¢cdo da vacina para Influenza aplicada no Hemisfério Sul, nos
respectivos anos. As cepas vacinais sao indicadas pela OMS, com base na
circulacado das variantes virais referidas pelos paises, nos diferentes Hemisférios
(World Health Organization, 2009c¢). Contudo, as informacdes disponiveis no pais

ainda eram escassas.

No ano de 2004, a cepa vacinal para o Hemisfério Sul foi a B/Hong
Kong/330/01, linhagem Vic87. O aumento na circulacdo da linhagem Yam88 durante
o inverno de 2003/2004 no Hemisfério Norte (World Health Organization, 2003b) e
em 2004, no Hemisfério Sul (World Health Organization, 2002b), motivou a
substituicdo daquela cepa vacinal pela cepa B/Shanghai/361/2002 (linhagem
Yam88). A dltima foi utilizada nas epidemias de 2004/2005 e 2005/2006 no

Hemisfério Norte e, no Hemisfério Sul, somente na epidemia de 2005.
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Um dos principais achados deste estudo foi a desarmonia entre as cepas
utilizadas para a vacinagao frente aquelas circulantes no pais, durante o periodo do
estudo. Os nossos resultados indicam que, durante o ano de 2004, as duas
amostras virais testadas eram da linhagem Yam88 e, no ano subsequente, das cinco
sequéncias analisadas, trés eram da linhagem Vic87. Ainda, de uma perspectiva
complementar, a cepa  vacinal B/HongKong/330/2001 encontrou-se
filogeneticamente distante das cepas Vic87 circulantes no Brasil, durante a epidemia
de 2005. O mesmo foi observado com relagéo a cepa vacinal B/Shanghai/361/2002,
frente aos virus da linhagem Yam88 circulantes naquele periodo (Figura 5.1). Estes
resultados apoiam os previamente descritos por Lin e cols. (2007), onde também foi
observada uma discrepancia entre a cepa vacinal B/[HongKong/330/2001 e aquelas
em circulacdo no Hemisfério Norte durante o inverno de 2003/2004 (Lin e cols.,
2007).

O potencial impacto destas observacdes pode consistir na falha, ao menos
parcial, da cobertura dos grupos de risco para a infec¢ao por Influenza B. Apesar do
reduzido quantitativo de amostras brasileiras analisadas para o0s respectivos
periodos (amostra de conveniéncia), este conjunto de achados sinalizam fortemente
a necessidade de melhoria no sistema de vigilancia das infecgbes por Influenza,
visando a disponibilidade de dados nacionais que subsidiem uma sele¢cao adequada
das cepas vacinais. Corroborando esta observacdo, encontra-se a discrepancia
entre 0 quantitativo de amostras esperadas e recebidas pelos laboratorios que
compdem a Rede de Influenza. O Programa de Vigilancia Sentinela de Influenza do
Ministério da Saude prevé a coleta de cinco amostras semanais em cada estado
(240/ano/estado), cujo destino é a caracterizacdo molecular e antigénica dos virus
circulantes, a serem realizadas naqueles laboratérios (Secretaria de Vigilancia em
Saude, 2010). Os principais objetivos consistem no monitoramento das infec¢des
por Influenza dentre os casos de sindrome gripal, na emergéncia de novos subtipos
e na orientacdo das cepas vacinais a serem utilizadas no proximo periodo
(Secretaria de Vigilancia em Saude, 2009). Entretanto, contabilizando os anos de
2004 e 2005, foi possivel sequenciar apenas 7 amostras, de um total de 75 (2004-
2008), ainda que considerando os 9 estados brasileiros. Portanto, ajustes no atual

Programa sao necessarios para real atendimento as finalidade propostas.

A cepa B/Malaysia/2506/2004 (linhagem Yama88) foi utilizada nas epidemias
de 2006 e 2007 no Hemisfério Sul e em 2006/2007 e 2007/2008, no Hemisfério
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Norte. A escolha de B/Malaysia/2506/2004 para compor a vacina ocorreu em
conformidade com os padrdes epidemiologicos e filogenéticos tanto para o
Hemisfério Norte (Lin e cols., 2007), quanto para o Brasil, uma vez que as amostras
da linhagem Vic87 circulantes no periodo de 2005 a 2008 foram muito semelhantes
filogeneticamente a cepa vacinal. O mesmo foi verdadeiro para o ano de 2008, cuja
cepa vacinal foi a B/Florida/4/2006 (linhagem Yama88).

6.2. Co-circulacao das linhagens Yam88 e Vic 87 er earranjo génico

Corroborando com achados prévios (Ansaldi e cols., 2003; Puzelli e cols.,
2004; Motta e cols., 2006b; Tsai e cols., 2006; Chen e Holmes, 2008; Jian e cols.,
2008), verificamos a co-circulacdo das linhagens virais na amostra investigada. Isto
favorece a ocorréncia de rearranjo génico entre os diferentes segmentos do genoma
viral. Na ultima década, estudos baseados no sequenciamento do genoma completo
ou de diferentes genes tém evidenciado que este mecanismo desempenha um
importante papel na sua evolucao e continua circulacdo na populacéo (Lindstrom e
cols., 1999; McCullers e cols., 1999b; Hiromoto e cols., 2000; Shaw e cols., 2002,
Matsuzaki e cols., 2004; Chen e Holmes, 2008). Recentemente, a emergéncia de
uma nova linhagem, produto de rearranjo e composta por HA/Vic87 e NA/Yam88
tem sido descrita em diferentes paises (Barr e cols., 2003; Matsuzaki e cols., 2004;
Xu e cols., 2004; Daum e cols., 2006; Tsai e cols., 2006).

A vacina para Influenza, aplicada mundialmente, € composta pelos
antigenos de superficie (HA e NA) dos virus Influenza A (H1 e H3) e Influenza B.
Contudo, a circulagdo de variantes virais oriundas de rearranjo impde novos e
futuros desafios para a imunoprevencédo desta virose. Neste contexto, uma das
perspectivas a curto prazo consiste na ado¢do da vacina tetravalente, contendo
duas cepas representantes das linhagens Vic87 e Yam88, de forma semelhante com
0 que vem sendo realizado com o virus influenza A (World Health Organization,
2009c).

Neste estudo, nao identificamos rearranjo entre os genes HA e NA nas 52
amostras sequenciadas. Entretanto, ndo podemos excluir a possibilidade de
rearranjo envolvendo outros segmentos génicos nao investigados e, muito menos, a

sua ocorréncia no Brasil.
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6.3. Caracterizacdo molecular dos segmento génicos HA e NA

6.3.1. Hemaglutinina

A dinamica evolutiva dos virus Influenza B tem como caracteristica uma taxa
de substituicdo de nucleotideos menor do que a apresentada pelos virus Influenza
A. Contudo, entre os segmentos génicos que compdem o genoma dos virus
Influenza, a HA € o gene que apresenta a maior taxa de mutacdo (Chen e Holmes,
2008), especialmente, na por¢cao HA1, que corresponde a estrutura mais antigénica
do virus (Wiley e Skehel, 1987).

Neste estudo, sequenciamos 75 amostras positivas para Influenza B,
detectadas durante as epidemias de 2004 a 2008. As 31 amostras agrupadas
filogeneticamente na linhagem Yam88 apresentaram uma delecdo no residuo 163. A
ocorréncia de inser¢ées dos aminoacidos Asparagina (N), Acido Aspartico (D) e N
nos residuos 163, 164 e 165 tem sido observada entre os virus Influenza B desde a
sua descoberta (Nerome e cols., 1998). A partir do inicio da década de 90, a
delecdo no residuo 163 da HA vem sendo sido descrita nos virus da linhagem
Yam88. Em contrapartida, a presenca de uma N nesta posi¢ao tem sido relatada nos
virus da linhagem Vic87 (Nerome e cols., 1998). Os nossos achados corroboram
estas observagOes, exceto pela amostra B/SE/258/2008, que apresentou uma Lisina
(K) nesta posicéo. Esta alteracdo (N->K) pode ocasionar a perda de um potencial

sitio de glicosilacdo na hemaglutinina.

O acumulo de glicosilagbes na superficie da hemaglutinina pode diminuir a
sua capacidade de interagdo com os anticorpos (Settembre e cols., 2010). Os
aminoacidos 197, 198 e 199 estédo localizados numa regido de interacdo com o0s
receptores celulares e, mutacfes localizadas nestas posicées, podem ter impacto
importante na antigenicidade da molécula (Shaw e cols., 2002; Chi e cols., 2003). A
presenca dos aminoacidos Asparagina (N), Acido Glutamico (E) e Treonina (T) nas
posicdes 197, 198 e 199, respectivamente, compdem um sitio de glicosilacéo. Isto
pode favorecer a adicdo de cadeias oligossacaridicas, o que tornaria 0 epitopo
inacessivel aos anticorpos (Nakagawa e cols., 2004). Todas as 75 amostras
brasileiras sequenciadas apresentaram os residuos N197 e T199. Na posicao 198,
as amostras da linhagem Vic87 apresentaram o residuo E, ao passo que, dentre as

da linhagem Yam88, encontramos o residuo K (Tabela 5.1). Portanto, todas as
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nossas amostras da linhagem Vic87 apresentaram a sequéncia NET (residuos 197 a
199), em consonancia com o que vem sendo relatado em outros paises do
Hemisfério Norte nos anos de 2001 a 2006, como o Taiwan e a Italia (Ansaldi e
cols., 2003; Chi e cols., 2003; Tsai e cols., 2006; Lee e cols., 2009).

Outras substituicbes encontradas como K48E, E8OR e K129N ja haviam sido
anteriormente encontradas em outros paises, durante as epidemias de 2004/2005
(Lin e cols., 2007).

Durante a epidemia de 2004/2005, substituicdes nos residuos Y40 e P131
em isolados da linhagem Yam88 foram relatadas em Taiwan (Tsai et al., 2006). O
aminoécido P131 também foi observado em todas as amostras, de ambas as
linhagens. Em relacdo ao aminoacido Y40 a Unica excec¢do observada foi em uma
amostra do PR, que apresentou a o aminoacido histidina (H) em lugar da tirosina
(Y). Entre as sequencias da linhagem Yam88, o aminoacido H40 (presente na cepa
vacinal B/Shanghai/361/2002), foi detectado pouco frequentemente nas nossas
amostras. Contudo, este residuo (H40) encontra-se presente em todas as amostras

da linhagem Vic87.

Todas as sequéncias apresentaram uma treonina (T) no residuo 121. O
trabalho que mostra o reaparecimento da linhagem Vic87 nas regifes sul e sudeste
do Brasil evidencia que amostras de 2002 também apresentavam este aminoécido
nesta posicao (Motta et al.,, 2006b). Contudo, tanto a cepa vacinal B/Hong
Kong/330/2001, como amostras isoladas em Taiwan no periodo de 2002/2003
apresentam uma Asparagina (N) nesta posicao (Tsai et al., 2006; Lee et al., 2009).
Isso sugere a ausencia deste potencial sitio de glicosilagdo em amostras de virus

circulantes em algumas regides no Brasil.

Estudos anteriores conduzidos no Brasil de 1999 e 2001, demonstraram a
presenca do residuo H179 em amostras da linhagem Yam88 (Motta et al., 2006b).
Contudo, a maioria de nossas amostras (linhagem Vic87 e Yam88) apresentaram
uma Tirosina (Y) neste residuo, conforme as sequéncias das cepas vacinais
utilizadas no periodo de 2004 a 2008. O aminoacido Y179 também foi observado
em amostras de 2002 da Europa e de 2002 a 2005 da Asia (Ansaldi et al., 2003; Chi
et al., 2003; Tsai et al., 2006).
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6.3.2. Neuraminidase

Em consonancia com os achados de Rota e cols. (1990) e McCullers e
cols. (1999b) e com base na sequéncia deduzida de aminoacidos codificados pelo
gene NA, observamos que dois grupos de residuos permitiriam a diferenciacdo entre
as linhagens Vic87 e Yam88, supostamente situados na haste e na parte superior da
molécula, respectivamente. O primeiro grupo seria composto por residuos nas
posicoes 42 (R ou Q, Yam88 e P, Vic87), 49 (I, Yam88 e T, Vic87) e 61 (Q, Yam88 e
H, Vic87) e o segundo, pelos residuos 235 (D, Yam88 e N, Vic87), 244 (P, Yam88 e
S, Vic87), 248 (I, Yam88 e V, Vic87), 320 (E, Yam88 e D, Vic87), 373 (K, Yam88 e
E, Vic87), 396 (L ,Yam88 e F,Vic87) e 404 (E, Yam88 e K, Vic87) (Rota e cols.,
1990; McCullers e cols., 1999b).

Marcadores de resisténcia aos iINA (oseltamivir e/ou zanamivir) tém sido
identificados a partir de mutacdes especificas, encontradas na sequéncia do
segmento génico NA e/ou com base no perfil fenotipico de resisténcia, mensurados
pela quantificacdo da atividade enzimatica (Gubareva e cols., 1998; Ison e cols.,
2006; Sheu e cols., 2008; Sheu e cols.,, 2010). Nas nossas amostras, nao
identificamos nenhum destes marcadores de resisténcia, previamente definidos na
literatura mencionada. Todas apresentaram residuos idénticos aqueles encontrados
nas cepas vacinais, utilizadas durante as epidemias de 2004 a 2008 (E117, R150,
D197, 1221, H273 e R374). Os dados de vigilancia de Influenza do Japéo, coletados
durante o periodo de 1996 a 2007, sugerem a maior susceptibilidade do virus B ao
oseltamivir, quando comparado ao virus A (Tashiro e cols., 2009). Nao podemos
excluir a possibilidade de circulacéo de linhagens resistentes na nossa populacéo.
Tratando-se de um evento raro (Tashiro e cols., 2009), o reduzido niamero de

amostras constitui um fator absolutamente critico e limitante.

Considerando que as infec¢bes por Influenza B costumam ser clinicamente
mais brandas (Wright e cols., 2007), é esperado que uma menor parcela dos
individuos acometidos faca uso de iNA. Por conseguinte, a pressao seletiva
exercida pelos antivirais sobre o gene NA dos dois virus tende a ser diferente. O uso
indiscriminado e/ou prolongado desta classe de drogas tem sido associado a
emergéncia de  variantes resistentes, destacando-se o0s individuos

imunocomprometidos e/ou com outras doencas de base (Leophonte, 2005).

101



A continua vigilancia € crucial para monitorar a emergéncia de cepas
resistentes aos antivirais, visando prontamente implementar as a¢fes cabiveis de
intervencgéo, controle e manejo clinico, bem como orientar o MS nas decisfes quanto

a adequada aquisi¢cao das diferentes classes de drogas.

O conjunto das substituicbes observadas nas sequéncias de HA e NA
analisadas neste trabalho demonstram a importancia do mecanismo de drift
antigénico para variabilidade genética dos virus Influenza. Esse processo em
associacdo com a possivel pressdo seletiva imposta pela vacinagcao, favorecem a
continua emergéncia de novas variantes. Estes eventos sdo responsaveis pelo
padréo epidemioldgico viral e pela necessidade de sele¢do anual das cepas vacinais
(Lindstrom e cols., 1999; McCullers e cols., 2004; Holmes, 2009).

6.4. Aplicacdo do método de DGGE para a rapida tipa gem das linhagens de

Influenza B

A metodologia considerada padrao-ouro para a identificacdo de linhagens
e/ou variantes virais consiste no sequenciamento direto de nucleotideos. Contudo,
ainda sdo poucos os laboratdrios capazes de executa-lo, dada a necessidade do
sequenciador automatico - ainda oneroso para a realidade brasileira. Diversas
alternativas tém sido exploradas para fins de tipagem rapida dos virus Influenza,
dentre as quais o a DGGE (Motta e cols., 2002) e, mais recentemente, o Alta
Resolucdo de Desnaturacdo (HRM) (Biere e cols., 2010). O protocolo de DGGE
separa os fragmentos de DNA, de acordo com 0 seu comportamento de
desnaturacao (Fischer e Lerman, 1983; Motta e cols., 2002). Motta e cols. (2006a)
utilizaram este meétodo para a rapida tipagem de variantes dos virus Influenza
A/H3N2, com base na porcao variavel HA1 (Motta e cols., 2006a). Obedecendo a
mesma logica, um dos objetivos deste estudo consistia na padronizacdo de um

protocolo para a rapida diferenciacdo das linhagens do virus Influenza B por DGGE.

As principais vantagens da utilizacdo desta metodologia consistem na maior
rapidez de obtencado de resultados, a um menor custo. O protocolo desenvolvido e
apresentado no escopo deste trabalho permite a distingdo entre as linhagens Vic87
e Yam88 em apenas trés etapas: RT-PCR inicial, nested PCR e a DGGE. Desta
forma, esta metodologia poderia ser aplicada em uma gama maior de laboratorios,

por dispensar o uso de equipamentos sofisticados.
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No contexto da Rede de Vigilancia Epidemioldgica de Influenza, a DGGE
poderia ser implantada nos Laboratorios de Saude Publica, que ja realizam
diagnostico molecular nos diferentes estados brasileiros. Isto permitiria a tipagem de
um maior numero de amostras, enquanto uma etapa prévia ao sequenciamento, ora
realizado apenas pelos Centros Nacionais de Influenza da Rede da OMS (Secretaria
de Vigilancia em Saude, 2009). Além da clara melhoria em termos de vigilancia
desta virose, poderiamos melhor conhecer o padrdao epidemiolégico das diferentes

linhagens no pais.

Cabe destacar que, como outras técnicas que dependem de leitura visual, a
interpretacdo dos resultados é subjetiva. Ainda, outra limitagdo importante a ser
mencionada consiste na inviabilidade de discriminacdo entre sequéncias com perfis
idénticos de conteudo GC (a despeito da similaridade entre as suas sequéncias) e,

consequentemente com o mesmo perfil de desnaturacao.
6.5. Consideragodes finais

A literatura brasileira sobre as infec¢cées por Influenza B, especialmente,
quando envolvem as caracteristicas moleculares deste patdgeno ainda é escassa.
Os resultados apresentados contribuiram para uma melhor compreensao sobre a
variabilidade deste virus, os mecanismos envolvidos na sua evolugdo molecular, o
padrdao de circulagdo das linhagens virais e sua correspondéncia com as vacinas
para Influenza, anualmente administradas no Hemisfério Sul. Todas estas
informacdes sdo de grande relevancia para a continua implementacédo e melhoria
das politicas e estratégias relacionadas ao controle e prevencao destas infec¢des na
nossa populagdo. Desta forma, tentamos conciliar a pesquisa académica e as
demandas de interesse em Saude Publica, através da geracdo de um produto
diretamente aplicavel ao Programa de Vigilancia Epidemiologica de Influenza do

Ministério da Saude.

Finalmente, padronizamos o protocolo de DGGE para a tipagem rapida das
linhagens de Influenza B, que pode ser implantado nas unidades da Rede de
Laboratérios de Saude Publica da Secretaria de Vigilancia em Saude, que ja

realizem ensaios moleculares.
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1)

2)

3)

4)

5)

7. CONCLUSOES

As linhagens Vic87 e Yam88 co-circularam nos estados do Brasil investigados
durante o periodo de 2004 a 2008, em consonancia com o padrao

epidemioldgico observado globalmente.

No periodo 2006-2008, observamos a adequada concordancia entre as cepas
circulantes no periodo e as cepas vacinais preconizadas para uso ho
Hemisfério Sul. Entretanto, 0 mesmo néao foi verdadeiro para o periodo 2004-
2005.

N&o foram identificadas cepas de Influenza B resistentes aos iNA.

Nas amostras investigadas, ndo foram encontradas evidéncias de rearranjo
génico entre as linhagens Vic87 e Yam88. O drift antigénico, associado a
pressao seletiva sobre o gene HA (exercida pelas vacinas), parece haver sido
um importante mecanismo de evolucédo viral. Entretanto, a co-circulacéo das
linhagens favorece a ocorréncia de rearranjo entre 0s segmentos virais, com

a potencial emergéncia de novas sublinhagens.

O meétodo de DGGE ¢é adequado para a diferenciacdo entre as linhagens

Yam88 e Vic87 do virus Influenza B.
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1)

2)

3)

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Continuar o estudo de evolugdo molecular dos virus Influenza B em amostras de

diferentes estados brasileiros;

Pouco se sabe sobre os genotipos dos virus Influenza B circulantes. Portanto,
como perspectiva futura, buscaremos sequenciar outros segmentos génicos (PA,
PB1, PB2, NS, M e NP) dos virus analisados neste trabalho; e

Durante a pandemia de Influenza A/HIN1 pdm, cerca da metade das amostras
de pacientes com sindrome respiratoria aguda grave foram negativas para
aguele patdégeno (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2010). Futuras linhas de
trabalho consistem em desenvolver estudos abordando o0s aspectos
epidemioldgicos e moleculares da infecgdo por Influenza B nesta casuistica, bem

como a co-infeccéo Influenza A/HIN1 pdm e Influenza B.

105



9. BIBLIOGRAFIA

1. Alonso, WJ, Viboud, C, Simonsen, L, Hirano, EW, Daufenbach, LZ and Miller, MA.
Seasonality of influenza in Brazil: a traveling wav e from the Amazon to
the subtropics. Am J Epidemiol. 2007; 165, 1434-42.

2 . Andersson, B, Ying, JH, Lewis, DE and Gibbs, RA. Rapid characterization of
HIV-1 sequence diversity using denaturing gradient gel electrophoresis
and direct automated DNA sequencing of PCR products . PCR Methods
Appl. 1993; 2, 293-300.

3 . Ansaldi, F and D'Agaro, P and De Florentiis, D and Puzelli, S and Lin, YP and
Gregory, V, et al. Molecular characterization of influenza B viruses
circulating in northern Italy during the 2001-2002 epidemic season. J Med
Virol. 2003; 70, 463-9.

4 . ANVISA. Resolugéo da Diretoria Colegiada - RDC n° 40, de 28 de abril de
2000. Brasil; 2000 [updated 2000. cited 12 de julho de 2010]; Available from:
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2000/40 _00rdc.htm.

5 . ANVISA. Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC N° 70 de dez embro de
2009. Diario Oficial da Unido. 2009; N°. 245

6 . Baine, WB, Luby, JP and Martin, SM. Severe illness with influenza B. ~Am J
Med. 1980; 68, 181-9.

7 . Barr, IG and Komadina, N and Hurt, A and Shaw, R and Durrant, C and lannello,
P, et al. Reassortants in recent human influenza A and B isol ates from
South East Asia and Oceania. Virus Res. 2003; 98, 35-44.

[e0]

. Beckett, CG and Kosasih, H and Ma'roef, C and Listiyaningsih, E and Elyazar, IR
and Wuryadi, S, et al. Influenza surveillance in Indonesia: 1999-2003.  Clin
Infect Dis. 2004; 39, 443-9.

©

. Beigel, JH and Farrar, J and Han, AM and Hayden, FG and Hyer, R and de Jong,
MD, et al. Avian influenza A (H5N1) infection in humans. N Engl J Med.
2005; 353, 1374-85.

10 . Belshe, RB. Implications of the emergence of a novel H1 influen  za virus. N
Engl J Med. 2009; 360, 2667-8.

11 . Bender, C and Hall, H and Huang, J and Klimov, A and Cox, N and Hay, A, et al.
Characterization of the surface proteins of influen za A (H5N1) viruses
isolated from humans in 1997-1998. Virology. 1999; 254, 115-23.

12 . Bergmann, M and Muster, T. Mutations in the nonconserved noncoding
sequences of the influenza A virus segments affect viral VRNA
formation. Virus Res. 1996; 44, 23-31.

13 . Berton, MT, Naeve, CW and Webster, RG. Antigenic structure of the
influenza B virus hemagglutinin: nucleotide sequenc e analysis of
antigenic variants selected with monoclonal antibod ies. J Virol. 1984; 52,
919-27.

106



14 . Biere, B, Bauer, B and Schweiger, B. Distinction of Influenza B virus lineages
Yamagata and Victoria by real-time PCR. J Clin Microbiol. 2010.

15 . Brassard, DL, Leser, GP and Lamb, RA. Influenza B virus NB glycoprotein is
a component of the virion.  Virology. 1996; 220, 350-60.

16 . Burnet, FM and Ferry, JD. The differentiation of the viruse of fowl plague e
newcastle disesase: experiments using the techiniqu e of choroallantoic
inoculation of the developing egg. . British Journal of Experimental
Pathology. 1934; 15, 56-64.

17 . Cauchemez, S, Valleron, AJ, Boelle, PY, Flahault, A and Ferguson, NM.
Estimating the impact of school closure on influenz a transmission from
Sentinel data. Nature. 2008; 452, 750-4.

18 . Centers for Disease Control and Prevention. Update: influenza activity--United
States and worldwide, 2000-01 season, and compositi  on of the 2001-02
influenza vaccine. JAMA. 2001; 286, 36-8.

19 . Centers for Disease Control and Prevention. Influenza Symptoms and
Laboratory Diagnostic Procedures.  2009. CDC,, Atlanta, USA.

20 . Centers for Disease Control and Prevention. Key Facts About Seasonal Flu
Vaccine. 2010. http://www.cdc.gov/flu/protect/keyfacts.htm.

21 . Chen, R and Holmes, EC. The evolutionary dynamics of human influenza B
virus. J Mol Evol. 2008; 66, 655-63.

22 . Chi, XS, Bolar, TV, Zhao, P, Rappaport, R and Cheng, SM. Cocirculation and
evolution of two lineages of influenza B viruses in europe and Israel in
the 2001-2002 season. J Clin Microbiol. 2003; 41, 5770-3.

23 . Chi, XS and Hu, A and Bolar, TV and Al-Rimawi, W and Zhao, P and Tam, JS, et
al. Detection and characterization of new influenza B v irus variants in
2002. J Clin Microbiol. 2005; 43, 2345-9.

24 . Chizhmakov, |, Ogden, D, Betakova, T, Phillips, A and Hay, A. Cl- and H+
permeability formed by expression of NB protein fro m influenza B virus.
Biophysical Journal. 1998; 74, A319-A319.

25 . Chow, A, Ma, S, Ling, AE and Chew, SK. Influenza-associated deaths in
tropical Singapore. Emerg Infect Dis. 2006; 12, 114-21.

26 . Clark, PS, Feltz, ET, List-Young, B, Ritter, DG and Noble, GR. An influenza B
epidemic within a remote Alaska community. Serologi c, epidemiologic,
and clinical observations. JAMA. 1970; 214, 507-12.

27 . Cox, NJ and Subbarao, K. Influenza. Lancet. 1999; 354, 1277-82.

28 . Croshy, A. America's Forgotten Pandemic: The Influenza of 1918 . edn.
(1989), Cambridge, UK.

107



29 .

30 .

31 .

32.

33.

34 .

35 .

36 .

37

38

39.

40 .

41

42

Daum, LT and Canas, LC and Klimov, Al and Shaw, MW and Gibbons, RV and
Shrestha, SK, et al. Molecular analysis of isolates from influenza B
outbreaks in the U.S. and Nepal, 2005. Arch Virol. 2006; 151, 1863-74.

Dawood, FS and Jain, S and Finelli, L and Shaw, MW and Lindstrom, S and
Garten, RJ, et al. Emergence of a novel swine-origin influenza A (HIN1 )
virus in humans. N Engl J Med. 2009; 360, 2605-15.

de Mello, WA and de Paiva, TM and Ishida, MA and Benega, MA and Dos
Santos, MC and Viboud, C, et al. The dilemma of influenza vaccine
recommendations when applied to the tropics: the Br azilian case
examined under alternative scenarios.  PL0S One. 2009; 4, e5095.

Deyde, VM and Okomo-Adhiambo, M and Sheu, TG and Wallis, TR and Fry, A
and Dharan, N, et al. Pyrosequencing as a tool to detect molecular
markers of resistance to neuraminidase inhibitors i n seasonal influenza
A viruses. Antiviral Res. 2009; 81, 16-24.

Deyde, VM and Sheu, TG and Trujillo, AA and Okomo-Adhiambo, M and Garten,
R and Klimov, Al, et al. Detection of molecular markers of drug resistance
in 2009 pandemic influenza A (H1N1) viruses by pyro sequencing.
Antimicrob Agents Chemother. 2010; 54, 1102-10.

Dhar, SK, Tadakuma, K and Mori, K. Distinct variation pattern in the env of
macrophage-tropic simian immunodeficiency virus in vivo demonstrated
by denaturing gradient gel electrophoresis. J Virol Methods. 2000; 89, 49-
60.

Dietzman, DE, Schaller, JG, Ray, CG and Reed, ME. Acute myositis
associated with influenza B infection. Pediatrics. 1976; 57, 255-8.

Donatelli, I and Campitelli, L and Puzelli, S and Affinito, C and De Marco, MA
and Delogu, M, et al. Influenza viruses: structure and interspecies
transmission mechanisms. Vet Res Commun. 2003; 27 Suppl 1, 115-22.

. Doraisingham, S, Goh, KT, Ling, AE and Yu, M. Influenza surveillance in

Singapore: 1972-86. Bull World Health Organ. 1988; 66, 57-63.

. Dosseh, A, Ndiaye, K, Spiegel, A, Sagnha, M and Mathiot, C. Epidemiological

and virological influenza survey in Dakar, Senegal: 1996-1998. Am J Trop
Med Hyg. 2000; 62, 639-43.

Eccles, R. Understanding the symptoms of the common cold and i nfluenza.
Lancet Infect Dis. 2005; 5, 718-25.
Fauquet, CM and Fargette, D. International Committee on Taxonomy of

Viruses and the 3,142 unassigned species.  Virol J. 2005; 2, 64.

. Felsenstein, J. Confidence limits on phylogenies: An approach using the
bootstrap. . Evolution 39:783-791. 1985; 39:783-791., 783-791.
. FIOCRUZ. LVRS. Motta, FC. POP-LVRS-TC-003 - Quantificagdo de DNA por

eletroforese no gel de agarose. 2010a. pag. 6, Rio de Janeiro.

108



43

44 .

45

46

a7

48

49

50

51

52 .

53 .

55

56

. FIOCRUZ. LVRS. Motta, FC. POP-LVRS-TC-004 - Purificacdo de produto de
PCR extraido do gel de agarose com o Kit "QIAQuick Gel Extraction”.

2010b. pag. 9, Rio de Janeiro.

FIOCRUZ. LVRS. Motta, FC. POP-LVRS-TC-006 - Extragcdo de RNA Kit

"QIAmp viral RNA mini kit".  2010c. pag. 10, Rio de Janeiro.

. FIOCRUZ. LVRS. Motta, FC. POP-LVRS-TC-007 - Preparacdo das amostras
para sequenciamento automatico de nucleotideos - Kl t Big Dye
Terminator cycle sequencing standard "Versao 3.1". 2010d. pag. 11, Rio
de Janeiro.

. FIOCRUZ. LVRS. Motta, FC. POP-LVRS-TVR-012 - Reacédo de transcricao
reversa para virus influenza e sincicial respiratér i0. 2010e. pag. 7, Rio de

Janeiro.

. Fischer, SG and Lerman, LS. DNA fragments differing by single base-pair
substitutions are separated in denaturing gradient gels: correspondence
with melting theory. Proc Natl Acad Sci U S A. 1983; 80, 1579-83.

. Fleming, DM. Managing influenza: amantadine, rimantadine and bey  ond. Int

J Clin Pract. 2001; 55, 189-95.

. Francis, T, Jr. A New Type of Virus from Epidemic Influenza. = Science. 1940;

92, 405-408.

. Gronesova, P, Kabat, P, Trnka, A and Betakova, T. Using nested RT-PCR
analyses to determine the prevalence of avian influ  enza viruses in
passerines in western Slovakia, during summer 2007. Scand J Infect Dis.

2008; 40, 954-7.

. Gubareva, LV, Matrosovich, MN, Brenner, MK, Bethell, RC and Webster, RG.
Evidence for zanamivir resistance in an immunocompr omised child
infected with influenza B virus.  J Infect Dis. 1998; 178, 1257-62.

Hagmaier, K, Jennings, S, Buse, J, Weber, F and Kochs, G. Novel gene

product of Thogoto virus segment 6 codes for an int erferon antagonist. J

Virol. 2003; 77, 2747-52.

Harris, KA and Teo, CG. Diversity of hepatitis C virus quasispecies

evaluated by denaturing gradient gel electrophoresi s. Clin Diagn Lab

Immunol. 2001; 8, 62-73.

. Hay, AJ. Functional Properties of the Virus lon Channels. Textbook of
Influenza (ed. by B Science), (1998) pag. 74-81. Blackwell Science, London.

Hilleman, MR. Realities and enigmas of human viral influenza:

pathogenesis, epidemiology and control.

Vaccine. 2002; 20, 3068-87.

. Hiromoto, Y and Saito, T and Lindstrom, SE and Li, Y and Nerome, R and
Sugita, S, et al. Phylogenetic analysis of the three polymerase genes

(PB1, PB2 and PA) of influenza B virus.

109

J Gen Virol. 2000; 81, 929-37.



57 .

58 .

59

60 .

61 .

62 .

63 .

64 .

65

66 .

67 .

68 .

69 .

70 .

Hirst, GK. The Agglutination of Red Cells by Allantoic Fluid o f Chick
Embryos Infected with Influenza Virus.  Science. 1941, 94, 22-23.

Hofling, K, Klenk, HD and Herrler, G. Inactivation of inhibitors by the
receptor-destroying enzyme of influenza C virus. J Gen Virol. 1997; 78 ( Pt
3), 567-70.

. Holmes, EC. RNA virus genomics: a world of possibilities. J Clin Invest.

2009; 119, 2488-95.

Hurwitz, ES, Nelson, DB, Davis, C, Morens, D and Schonberger, LB. National
surveillance for Reye syndrome: a five-year review. Pediatrics. 1982; 70,
895-900.

ICTVdB Management. Influenzavirus B. ICTVdB - The Universal Virus
Database, version 4 (ed. by C Biichen-Osmond), 2006. Columbia University, ,
New York, USA.

Imai, M, Kawasaki, K and Odagiri, T. Cytoplasmic domain of influenza B virus
BM2 protein plays critical roles in production of i nfectious virus. J Virol.
2008; 82, 728-39.

Ison, MG, Gubareva, LV, Atmar, RL, Treanor, J and Hayden, FG. Recovery of
drug-resistant influenza virus from immunocompromis ed patients: a
case series. J Infect Dis. 2006; 193, 760-4.

Jackson, D, Barclay, W and Zurcher, T. Characterization of recombinant
influenza B viruses with key neuraminidase inhibito r resistance
mutations. J Antimicrob Chemother. 2005; 55, 162-9.

. Jian, JW and Lai, CT and Kuo, CY and Kuo, SH and Hsu, LC and Chen, PJ, et

al. Genetic analysis and evaluation of the reassortment of influenza B
viruses isolated in Taiwan during the 2004-2005 and 2006-2007
epidemics. Virus Res. 2008; 131, 243-9.

Kanegae, Y and Sugita, S and Endo, A and Ishida, M and Senya, S and Osako,
K, et al. Evolutionary pattern of the hemagglutinin gene of i nfluenza B
viruses isolated in Japan: cocirculating lineages i n the same epidemic
season. J Virol. 1990; 64, 2860-5.

Kawai, N and Ikematsu, H and Iwaki, N and Kawashima, T and Maeda, T and
Mitsuoka, S, et al. Longer virus shedding in influenza B than in influe nza
A among outpatients treated with oseltamivir. J Infect. 2007; 55, 267-72.

Koenig, M, Kosha, S, Hickman, M, Heath, D, Riddell, S and Aldous, W.
Detection of influenza virus from throat and pharyn geal swabs with a
nested duplex light cycler RT-PCR. Diagn Microbiol Infect Dis. 2003; 46, 35-
7.

Kollerova, E and Betakova, T. Influenza viruses and their ion channels. Acta
Virol. 2006; 50, 7-16.

Koopmans, M and Wilbrink, B and Conyn, M and Natrop, G and van der Nat, H
and Vennema, H, et al. Transmission of H7N7 avian influenza A virus to

110



71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

human beings during a large outbreak in commercial poultry farms in the
Netherlands. Lancet. 2004; 363, 587-93.

. Kramarz, P, Monnet, D, Nicoll, A, Yilmaz, C and Ciancio, B. Use of oseltamivir

in 12 European countries between 2002 and 2007--lac  k of association
with the appearance of oseltamivir-resistant influe nza A(H1N1) viruses.
Euro Surveill. 2009; 14.

Lackenby, A, Democratis, J, Siqueira, MM and Zambon, MC. Rapid
quantitation of neuraminidase inhibitor drug resist ance in influenza virus
guasispecies. Antivir Ther. 2008; 13, 809-20.

. Lee, YM and Wang, SF and Lee, CM and Chen, KH and Chan, YJ and Liu, WT,

et al. Virological investigation of four outbreaks of infl uenza B
reassortants in the northern region of Taiwan from October 2006 to
February 2007. BMC Res Notes. 2009; 2, 86.

Leekha, S, Zitterkopf, NL, Espy, MJ, Smith, TF, Thompson, RL and
Sampathkumar, P. Duration of influenza A virus shedding in hospitali zed
patients and implications for infection control. Infect Control Hosp
Epidemiol. 2007; 28, 1071-6.

. Leophonte, P. Antivirals for influenza. Bull Acad Natl Med. 2005; 189, 341-55;

discussion 355-7.

. Lin, JH and Chiu, SC and Shaw, MW and Lin, YC and Lee, CH and Chen, HY, et

al. Characterization of the epidemic influenza B viruse s isolated during
2004-2005 season in Taiwan. Virus Res. 2007; 124, 204-11.

. Lindstrom, SE, Cox, NJ and Klimov, A. Genetic analysis of human H2N2 and

early H3N2 influenza viruses, 1957-1972: evidence f  or genetic divergence
and multiple reassortment events.  Virology. 2004; 328, 101-19.

. Lindstrom, SE, Hiromoto, Y, Nishimura, H, Saito, T, Nerome, R and Nerome, K.

Comparative analysis of evolutionary mechanisms of the hemagglutinin

and three internal protein genes of influenza B vir us: multiple
cocirculating lineages and frequent reassortment of the NP, M, and NS
genes. J Virol. 1999; 73, 4413-26.

. Liu, S and Hou, G and Zhuang, Q and Shu, Y and Chen, J and Jiang, W, et al. A

SYBR Green | real-time RT-PCR assay for detection a nd differentiation of
influenza A(H1N1) virus in swine populations. J Virol Methods. 2009; 162,
184-7.

. Matsuzaki, Y and Sugawara, K and Takashita, E and Muraki, Y and Hongo, S

and Katsushima, N, et al. Genetic diversity of influenza B virus: the
frequent reassortment and cocirculation of the gene tically distinct
reassortant viruses in a community. J Med Virol. 2004; 74, 132-40.

. McCullers, JA, Facchini, S, Chesney, PJ and Webster, RG. Influenza B virus

encephalitis. Clin Infect Dis. 1999a; 28, 898-900.

. McCullers, JA, Saito, T and Iverson, AR. Multiple genotypes of influenza B

virus circulated between 1979 and 2003. J Virol. 2004; 78, 12817-28.

111



83 . McCullers, JA, Wang, GC, He, S and Webster, RG. Reassortment and
insertion-deletion are strategies for the evolution of influenza B viruses
in nature. J Virol. 1999b; 73, 7343-8.

84 . McHardy, AC and Adams, B. The role of genomics in tracking the evolution
of influenza A virus. PL0S Pathog. 2009; 5, e1000566.

85 . McKimm-Breschkin, J and Trivedi, T and Hampson, A and Hay, A and Klimov, A
and Tashiro, M, et al. Neuraminidase sequence analysis and
susceptibilities of influenza virus clinical isolat es to zanamivir and
oseltamivir. Antimicrob Agents Chemother. 2003; 47, 2264-72.

86 . Meibalane, R, Sedmak, GV, Sasidharan, P, Garg, P and Grausz, JP. Outbreak
of influenza in a neonatal intensive care unit. J Pediatr. 1977; 91, 974-6.

87 . Minintério da Saude. Plano Brasileiro de Preparacao para Enfrentamentod e

uma Pandemia de Infuenza. 2010.
ftp://ftp.cve.saude.sp.gov.br/doc tec/outros/bepa?23 suple4.pdf, Brasilia,
Brasil.

88 . Ministério da Saude. Habilita 17 (dezessete) Laboratérios de Referéncia
Nacional, para as Redes Nacionais e Regionais de La boratérios de
Vigilancia Epidemiolégica e Ambiental em Saude. Portaria SVS n. 97 de 5
de outubro de 2008, 2008. Brasilia, Brasil.

89 . Minnich, LL and Ray, CG. Early testing of cell cultures for detection of
hemadsorbing viruses. J Clin Microbiol. 1987; 25, 421-2.

90 . Monto, AS and McKimm-Breschkin, JL and Macken, C and Hampson, AW and
Hay, A and Klimov, A, et al. Detection of influenza viruses resistant to
neuraminidase inhibitors in global surveillance dur ing the first 3 years of
their use. Antimicrob Agents Chemother. 2006; 50, 2395-402.

91 . Motta, FC, Rosado, AS and Couceiro, JN. Standardization of denaturing
gradient gel electrophoresis for mutant screening o f influenza A (H3N2)
virus samples. J Virol Methods. 2002; 101, 105-15.

92 . Motta, FC, Rosado, AS and Siqueira, MM. Comparison between denaturing
gradient gel electrophoresis and phylogenetic analy sis  for
characterization of A/H3N2 influenza samples detect ed during the 1999-
2004 epidemics in Brazil. J Virol Methods. 2006a; 135, 76-82.

93 . Motta, FC, Siqueira, MM, Lugon, AK, Straliotto, SM, Fernandes, SB and
Krawczuk, MM. The reappearance of Victoria lineage influenza B vi  rus in
Brazil, antigenic and molecular analysis. J Clin Virol. 2006b; 36, 208-14.

94 . Moura, FE, Perdigao, AC and Siqueira, MM. Seasonality of influenza in the
tropics: a distinct pattern in northeastern Brazil. Am J Trop Med Hyg.
2009; 81, 180-3.

95 . Moya, A, Holmes, EC and Gonzalez-Candelas, F. The population genetics and

evolutionary epidemiology of RNA viruses. Nat Rev Microbiol. 2004; 2,
279-88.

112



96 .

97 .

98

99 .

100 .

101 .

102 .

103 .

104 .

105.

106 .

107 .

108 .

109 .

Mullis, K, Faloona, F, Scharf, S, Saiki, R, Horn, G and Erlich, H. Specific
enzymatic amplification of DNA in vitro: the polyme rase chain reaction.
Cold Spring Harb Symp Quant Biol. 1986; 51 Pt 1, 263-73.

Murphy, BR, Kasel, JA and Chanock, RM. Association of serum anti-
neuraminidase antibody with resistance to influenza in man. N Engl J
Med. 1972; 286, 1329-32.

Murti, KG and Webster, RG. Distribution of hemagglutinin and
neuraminidase on influenza virions as revealed by i mmunoelectron
microscopy. Virology. 1986; 149, 36-43.

Myers, RM, Fischer, SG, Lerman, LS and Maniatis, T. Nearly all single base
substitutions in DNA fragments joined to a GC-clamp can be detected by
denaturing gradient gel electrophoresis. Nucleic Acids Res. 1985; 13,
3131-45.

Nakagawa, N, Higashi, N and Nakagawa, T. Cocirculation of antigenic
variants and the vaccine-type virus during the 2004  -2005 influenza B
virus epidemics in Japan. J Clin Microbiol. 2009; 47, 352-7.

Nakagawa, N, Kubota, R, Maeda, A and Okuno, Y. Influenza B virus victoria
group with a new glycosylation site was epidemic in Japan in the 2002-
2003 season. J Clin Microbiol. 2004; 42, 3295-7.

Nava, P. Chao de Ferro: memdrias 3. . edn. (1989) Nova Fronteira, Rio de
Janeiro.

Nayak, DP, Hui, EK and Barman, S. Assembly and budding of influenza
virus. Virus Res. 2004; 106, 147-65.

Nerome, R and Hiromoto, Y and Sugita, S and Tanabe, N and Ishida, M and
Matsumoto, M, et al. Evolutionary characteristics of influenza B virus
since its first isolation in 1940: dynamic circulat ion of deletion and
insertion mechanism. Arch Virol. 1998; 143, 1569-83.

Nguyen, HL and Saito, R and Ngiem, HK and Nishikawa, M and Shobugawa, Y
and Nguyen, DC, et al. Epidemiology of influenza in Hanoi, Vietnam, from
2001 to 2003. J Infect. 2007; 55, 58-63.

Nicholson, KG. Human influenza. Textbook of Influenza. (ed. by KG Nicholson
and RG Webster and AJ Hay), (1998) pag. 219-264. Blackwell Science,
London.

Nicholson, KG, Wood, JM and Zambon, M. Influenza. Lancet. 2003; 362,
1733-45.

O'Neill, RE, Talon, J and Palese, P. The influenza virus NEP (NS2 protein)
mediates the nuclear export of viral ribonucleoprot eins. EMBO J. 1998;
17, 288-96.

Okazaki, K and Takada, A and Ito, T and Imai, M and Takakuwa, H and Hatta,
M, et al. Precursor genes of future pandemic influenza viruse s are
perpetuated in ducks nesting in Siberia. Arch Virol. 2000; 145, 885-93.

113



110

111 .

112 .

113 .

114.

115.

116 .

117 .

118

119

120 .

121

122

123 .

Osterhaus, AD, Rimmelzwaan, GF, Martina, BE, Bestebroer, TM and Fouchier,
RA. Influenza B virus in seals. Science. 2000; 288, 1051-3.

Palese, P and Shaw, M. Orthomyxoviridae: The viruses and their
replication. Fields Virology (ed. by DM Knipe and PM Howley), (2007) pag.
1647-1690. Lippincott Williams & Wilkins., Philadelphia.

Price, DA, Postlethwaite, RJ and Longson, M. Influenzavirus A2 infections
presenting with febril convulsions and gastrointest inal symptoms in
young children. Clin Pediatr (Phila). 1976; 15, 361-7.

Puzelli, S and Frezza, F and Fabiani, C and Ansaldi, F and Campitelli, L and
Lin, YP, et al. Changes in the hemagglutinins and neuraminidases of
human influenza B viruses isolated in Italy during the 2001-02, 2002-03,
and 2003-04 seasons. J Med Virol. 2004; 74, 629-40.

Rao, BL and Banerjee, K. Influenza surveillance in Pune, India, 1978-90.  Bull
World Health Organ. 1993; 71, 177-81.

Rota, PA, Hemphill, ML, Whistler, T, Regnery, HL and Kendal, AP. Antigenic

and genetic characterization of the haemagglutinins of recent
cocirculating strains of influenza B virus. J Gen Virol. 1992; 73 ( Pt 10),
2737-42.

Rota, PA, Wallis, TR, Harmon, MW, Rota, JS, Kendal, AP and Nerome, K.
Cocirculation of two distinct evolutionary lineages of influenza type B
virus since 1983. Virology. 1990; 175, 59-68.

Ruigrok, RWH. Structure of Influenza A, B and C viruses. Textbook of
Influenza. (ed. by KG Nicholson and RG Webster and AJ Hay), (1998) pag.
29-42. Blackwell Science, London.

. Saito, R, Li, D and Suzuki, H. Amantadine-resistant influenza A (H3N2) virus

in Japan, 2005-2006. N Engl J Med. 2007; 356, 312-3.

Saito, R and Suzuki, Y and Li, D and Zaraket, H and Sato, | and Masaki, H, et
al. Increased incidence of adamantane-resistant influen  za A(H1N1) and
A(H3NZ2) viruses during the 2006-2007 influenza seas on in Japan. J Infect
Dis. 2008; 197, 630-2; author reply 632-3.

Saitou, N and Nei, M. The neighbor-joining method: a new method for
reconstructing phylogenetic trees. Mol Biol Evol. 1987; 4, 406-25.

Sanger, F, Donelson, JE, Coulson, AR, Kossel, H and Fischer, D.
Determination of a nucleotide sequence in bacteriop hage f1 DNA by
primed synthesis with DNA polymerase. J Mol Biol. 1974; 90, 315-33.

. Scholtissek, C, Rohde, W, Von Hoyningen, V and Rott, R. On the origin of the

human influenza virus subtypes H2N2 and H3N2.  Virology. 1978; 87, 13-
20.

Secretaria de Vigilancia em Saude, MS. Influenza. Guia de Vigilancia
Epidemioldgica, 2005. pag. 434 - 443,

114



124 .

125

126 .

127 .

128 .

129 .

130 .

131.

132.

133.

134 .

135.

http://bvsms.saude.qgov.br/bvs/publicacoes/Guia Vig Epid novo?2.pdf,
Brasilia, Brasil.

Secretaria de Vigilancia em Saude, MS. Influenza. Guia de Vigilancia
Epidemiolégica. 2009; Caderno 1, 1 - 24.

. Secretaria de Vigilancia em Saude, MS. Influenza Pandémica (H1N1) 2009 —

Andllse da sltuacdo epidemiolégica e da resposta no ano de 2009.
Boletim epidemioldgico eletrénico, 2010. pag. 1 - 21, Brasilia.

Settembre, EC, Dormitzer, PR and Rappuoli, R. HIN1: can a pandemic cycle
be broken? Sci Transl Med. 2010; 2, 24ps14.

Shaw, MW, Lamb, RA, Erickson, BW, Briedis, DJ and Choppin, PW. Complete
nucleotide sequence of the neuraminidase gene of in  fluenza B virus.
Proc Natl Acad Sci U S A. 1982; 79, 6817-21.

Shaw, MW and Xu, X and Li, Y and Normand, S and Ueki, RT and Kunimoto,
GY, et al. Reappearance and global spread of variants of influ enza
B/Victoria/2/87 lineage viruses in the 2000-2001 an d 2001-2002 seasons.
Virology. 2002; 303, 1-8.

Sheffield, VC, Cox, DR, Lerman, LS and Myers, RM. Attachment of a 40-
base-pair G + C-rich sequence (GC-clamp) to genomic  DNA fragments by
the polymerase chain reaction results in improved d etection of single-
base changes. Proc Natl Acad Sci U S A. 1989; 86, 232-6.

Shek, LP and Lee, BW. Epidemiology and seasonality of respiratory tract
virus infections in the tropics.  Paediatr Respir Rev. 2003; 4, 105-11.

Sheu, TG, Deyde, VM, Garten, RJ, Klimov, Al and Gubareva, LV. Detection of
antiviral resistance and genetic lineage markers in influenza B virus
neuraminidase using pyrosequencing.  Antiviral Res. 2010; 85, 354-60.

Sheu, TG and Deyde, VM and Okomo-Adhiambo, M and Garten, RJ and Xu, X
and Bright, RA, et al. Surveillance for neuraminidase inhibitor resistance
among human influenza A and B viruses circulating w orldwide from 2004
to 2008. Antimicrob Agents Chemother. 2008; 52, 3284-92.

Shinde, V and Bridges, CB and Uyeki, TM and Shu, B and Balish, A and Xu, X,
et al. Triple-reassortant swine influenza A (H1) in humans in the United
States, 2005-2009. N Engl J Med. 2009; 360, 2616-25.

Sleigh, MJ, Both, GW, Underwood, PA and Bender, VJ. Antigenic drift in the
hemagglutinin of the Hong Kong influenza subtype: ¢ orrelation of amino
acid changes with alterations in viral antigenicity . J Virol. 1981; 37, 845-
53.

Smith, FI, Parvin, JD and Palese, P. Detection of single base substitutions

in influenza virus RNA molecules by denaturing grad ient gel
electrophoresis of RNA-RNA or DNA-RNA heteroduplexe  s. Virology. 1986;
150, 55-64.

115



136

137 .

138 .

139.

140.

141.

142 .

143 .

144 .

145

146 .

147

148 .

149

150

Stannard, LM. Influenza virus. 1995.
http://web.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/fluvirus.htmil.

Stockton, J, Ellis, JS, Saville, M, Clewley, JP and Zambon, MC. Multiplex PCR
for typing and subtyping influenza and respiratory syncytial viruses. J
Clin Microbiol. 1998; 36, 2990-5.

Suzuki, Y. Sialobiology of influenza: molecular mechanism of h ost range
variation of influenza viruses.  Biol Pharm Bull. 2005; 28, 399-408.

Suzuki, Y and Nei, M. Origin and evolution of influenza virus hemagglutin in
genes. Mol Biol Evol. 2002; 19, 501-9.

Tamura, K, Dudley, J, Nei, M and Kumar, S. MEGA4: Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA) software version 4.0. Mol Biol Evol. 2007; 24,
1596-9.

Tashiro, M and McKimm-Breschkin, JL and Saito, T and Klimov, A and Macken,
C and Zambon, M, et al. Surveillance for neuraminidase-inhibitor-resistant
influenza viruses in Japan, 1996-2007. Antivir Ther. 2009; 14, 751-61.

Taylor, RM. A further note on 1233 influenza C virus. Arch Gesamte
Virusforsch. 1951; 4, 485-500.

Teixeira, LA. Medo e morte: Sobre a epidemia de gripe espanholad e 1918.
. Série Estudos em Saude Coletiva, 1993. pag. 32. Universidade do Estado do
Rio de Janeiro/Instituto de Medicina Social, Rio de Janeiro.

Tsai, HP and Wang, HC and Kiang, D and Huang, SW and Kuo, PH and Liu,
CC, et al. Increasing appearance of reassortant influenza B vi rus in
Taiwan from 2002 to 2005. J Clin Microbiol. 2006; 44, 2705-13.

. Ujike, M and Shimabukuro, K and Mochizuki, K and Obuchi, M and Kageyama,

T and Shirakura, M, et al. Oseltamivir-resistant influenza viruses A (H1N1)
during 2007-2009 influenza seasons, Japan. Emerg Infect Dis. 2010; 16,
926-35.

Vabret, A and Sapin, G and Lezin, B and Mosnier, A and Cohen, J and
Burnouf, L, et al. Comparison of three non-nested RT-PCR for the
detection of influenza A viruses. J Clin Virol. 2000; 17, 167-75.

. Viboud, C, Alonso, WJ and Simonsen, L. Influenza in tropical regions. = PL0S

Med. 2006; 3, e89.

von ltzstein, M. The war against influenza: discovery and developmen t of
sialidase inhibitors. Nat Rev Drug Discov. 2007; 6, 967-74.

. Webster, RG. Influenza: an emerging disease. Emerg Infect Dis. 1998; 4,

436-41.

. WHO. Global Infuenza Preparedness and Response. World Health
Organization. 20009.

116



151 .

152

153

154

155

156

157 .

158

159

160

161

162

163 .

Wiley, DC and Skehel, JJ. The structure and function of the hemagglutinin
membrane glycoprotein of influenza virus. Annu Rev Biochem. 1987; 56,
365-94.

. Woodward, TM, Carlson, J, McClelland, C and DeMartini, JC. Analysis of

lentiviral genomic variation by denaturing gradient gel electrophoresis.
Biotechniques. 1994; 17, 366-71.

. World Health Organization. Recommended composition of influenza virus

vaccines for use in the 2001 influenza season.  Wkly Epidemiol Rec. 2000;
75, 330-3.

. World Health Organization. Recommended composition of influenza virus

vaccines for use in the 2001-2002 season. Wkly Epidemiol Rec. 2001a; 76,
58-61.

. World Health Organization. Recommended composition of influenza virus

vaccines for use in the 2002 influenza season.  WKkly Epidemiol Rec. 2001b;
76, 311-4.

. World Health Organization. Recommended composition of influenza virus

vaccines for use in the 2002-2003 season. Wkly Epidemiol Rec. 2002a; 77,
62-6.

World Health Organization. Recommended composition of influenza virus
vaccines for use in the 2004 influenza season.  WKly Epidemiol Rec. 2003a;
78, 375-9.

. World Health Organization. Recommended composition of influenza virus

vaccines for use in the 2004-2005 influenza season.  WKkly Epidemiol Rec.
2004a; 79, 88-92.

. World Health Organization. Recommended composition of influenza virus

vaccines for use in the 2005 influenza season.  WKkly Epidemiol Rec. 2004b;
79, 369-73.

. World Health Organization. Recommended composition of influenza virus

vaccines for use in the 2005-2006 influenza season.  WKkly Epidemiol Rec.
2005a; 80, 71-5.

. World Health Organization. Recommended composition of influenza virus

vaccines for use in the 2006 influenza season.  WKkly Epidemiol Rec. 2005b;
80, 342-7.

. World Health Organization. Recommended composition of influenza virus

vaccines for use in the 2006-2007 influenza season.  WKkly Epidemiol Rec.
2006a; 81, 82-6.

World Health Organization. Recommended composition of influenza virus

vaccines for use in the 2007 influenza season.  WKly Epidemiol Rec. 2006b;
81, 390-5.

117



164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

World Health Organization. Monitoring of neuraminidase inhibitor
resistance among clinical influenza virus isolates in Japan during the
2003-2006 influenza seasons. WKkly Epidemiol Rec. 2007a; 82, 149-50.

. World Health Organization. Recommended composition of influenza virus

vaccines for use in the 2007-2008 influenza season.  WKkly Epidemiol Rec.
2007b; 82, 69-74.

. World Health Organization. Recommended composition of influenza virus

vaccines for use in the 2008 influenza season.  Wkly Epidemiol Rec. 2007c;
82, 351-6.

. World Health Organization. Recommended composition of influenza virus

vaccines for use in the 2008-2009 influenza season.  WKkly Epidemiol Rec.
2008a; 83, 81-7.

. World Health Organization. Recommended composition of influenza virus

vaccines for use in the 2009 southern hemisphere in  fluenza season. WKkly
Epidemiol Rec. 2008b; 83, 366-72.

. World Health Organization. CDC protocol of realtime RTPCR for swine

influenza A (H1IN1). (ed. by CDC), 2009a. Atlanta, USA.

. World Health Organization. FluNet. 2009b [updated 2009b. cited 2010

15/04/2010]; Available from:
http://gamapserver.who.int/GlobalAtlas/home.asp.

World  Health  Organization. Influenza  (Seasonal). 2009c.
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs211/en/index.html.

. World Health Organization. Recommended composition of influenza virus

vaccines for use in the 2009-2010 influenza season  (northern hemisphere
winter). WKkly Epidemiol Rec. 2009d; 84, 65-72.

. World Health Organization. Recommended composition of influenza virus

vaccines for use in the 2010 influenza season (sout hern hemisphere
winter). WKly Epidemiol Rec. 2009¢; 84, 421-31.

174 . World Health Organization. Current WHO phase of pandemic alert. 2010a

175

176

177

[updated 2010a. cited]; Available from:
http://www.who.int/csr/disease/avian influenza/phase/en/index.html.

. World Health Organization. Percentage of respiratory specimens that tested

positive for influenza. 2010b.
http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global influenzapositive Fl
uTransmissionZones week29.png.

. World Health Organization, W. Recommended composition of influenza

virus vaccines for use in the 2003 influenza season . Wkly Epidemiol Rec.
2002b; 77, 344-8.

. World Health Organization, W. Recommended composition of influenza

virus vaccines for use in the 2003-2004 influenza s  eason. Wkly Epidemiol
Rec. 2003b; 78, 58-62.

118



178

179

180 .

181 .

182

183

. Wright, PF, Neumann, G and Kawaoka, Y. Orthomyxoviruses. Fields Virology

(ed. by DM Knipe and PM Howley), (2007) pag. 1691-1730. Lippincott
Williams & Wilkins, Philadelphia.

. Wu, W and Kang, X and Bai, Z and Liu, L and Li, J and Wu, X, et al. Detection

of pandemic influenza A/H1N1/2009 virus by real-tim e reverse
transcription polymerase chain reaction. J Virol Methods. 2010; 165, 294-
6.

Xu, X and Lindstrom, SE and Shaw, MW and Smith, CB and Hall, HE and
Mungall, BA, et al. Reassortment and evolution of current human
influenza A and B viruses. Virus Res. 2004; 103, 55-60.

Yassine, HM, Lee, CW, Gourapura, R and Saif, YM. Interspecies and
intraspecies transmission of influenza A viruses: v iral, host and
environmental factors. Anim Health Res Rev. 2010; 11, 53-72.

. Yewdell, JW, Caton, AJ and Gerhard, W. Selection of influenza A virus

adsorptive mutants by growth in the presence of a m ixture of
monoclonal antihemagglutinin antibodies. J Virol. 1986; 57, 623-8.

. Zambon, M. Laboratory diagnosis of influenza.  Textbook of Influenza (ed. by

B Science), (1998) pag. 300-305. Blackwell Science, London.

119



Anexo 1.
codificantes.

ANEXO

e seus codons

— Tabela com de aminocidos com as siglas

Sigla Aminoacidos Cédons

A Alanina GCA GCC GCG GCU

C Cisteina UGC UGU

D Acido aspartico  GAC GAU

E Acido glutamico  GAA GAG

F Fenilalanina UuC UuuU

G Glicina GGA GGC GGG GGU

H Histidina CAC CAU

I Isoleucina AUA AUC AUU

K Lisina AAA AAG

L Leucina UUA UUG CUA CUC CUG CuUU
M Metionina AUG

N Asparagina AAC AAU

P Prolina CCA CCC CCG ccu

Q Glutamina CAA CAG

R Arginina AGA AGG CGA CGC CGG cau
S Serina AGC AGU UCA UCC uCG ucu
T Treonina ACA ACC ACG ACU

Vv Valina GUA GUC GUG GUU

w Triptofano UGG

Y Tirosina UAC UAU

A=

Adenina; T=Timina; C=Citosina; e G=Guanina
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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