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RESUMO

A recente pandemia de gripe de 2009/2010 causada pelo virus A (H1N1)
pandémico mostrou um perfil de gravidade diferente da gripe sazonal, pois um percentual
consideravel de casos graves e fatais ocorreu em individuos adultos jovens, sem comorbidade. A
viruléncia dos virus Influenza A (HLN1) pandémico resulta de interacdes protéicas complexas e
depende essencialmente de alguns genes virais. O objetivo deste estudo foi caracterizar os genes
codificadores da hemaglutinina (H1) e polimerase basica 2 (PB2) do virus Influenza A
(HIN1) pandémico mediante a obtencdo de cepas provenientes de pacientes com gripe
procedente da mesorregiao metropolitana de Belém-PA. O tamanho amostral foi constituido
de 87 amostras aleatdrias de ambos o0s sexos de 0 a 96 anos, com sindrome respiratéria aguda
grave (SRAG) sem nenhuma comorbidade relatada, no periodo de maio de 2009 a agosto de
2010. As amostras foram isoladas em cultura de célula MDCK e analisadas por técnicas de
biologia molecular que compreenderam trés etapas principais: a) extracdo do RNA viral
(RNAV) a partir do sobrenadante celular; b) amplificacdo do RNAv pela técnica de Reacdo
em Cadeia mediada pela Polimerase precedida de Transcricdo Reversa (RT-PCR); c)
sequenciamento completo dos genes codificadores da H1 e PB2. Das 87 cepas amplificadas
pelo RT-PCR, em 82 tornou-se possivel a obtencdo e analise de sequéncias para o gene HA,
enquanto que de 81 amostras virais obteve-se sequéncias para 0 gene PB2. A analise
comparativa das sequéncias obtidas com a sequéncia da cepa vacinal
(A/California/07/2009(H1N1)) revelou substituices aminoacidicas na HA (P83S; D97N;
S203T; D222G; Q293H e 1321V) e na PB2 (K340N; K526R e M631L), no entanto sem
associacao a hospitalizacdo. Ao nivel de substituicdo na HA, a D97N isolada ou associada
com a S203T, foi detectada com mais frequéncia na primeira onda. Ja ao nivel da PB2 a
substituicdo K526R foi mais encontrada em cepas que circularam na primeira onda, enquanto
que, a M631L foi mais evidenciada na segunda. A substituicdo D222G na HA sé foi
encontrada em casos de o6bitos. Por fim, observou-se uma tendéncia de alteracGes nos sitios
antigénicos da HA. Sendo assim, a continua vigilancia genética e antigénica do virus
Influenza A (HIN1) pdm em circulagdo, bem como o compartilhamento de informacdes é de
extrema importancia para a melhor recomendacdo possivel para os virus que entram na

composicao vacinal evitando assim maior risco de epidemias severas no futuro.



ABSTRACT

The recent influenza pandemic of 2009/2010 caused by the Influenzavirus A
(HIN1) pandemic showed a severity profile different from seasonal flu due to a significant
percentage of severe and fatal cases occurred in young adults without comorbidity. The
virulence of Influenzavirus A (H1IN1) pandemic is the result of protein interaction complexes
and is related essentially some viral genes. The aim of this study was to characterize the genes
that encodes for the hemagglutinin (H1) and polymerase basic 2 (PB2) of Influenzavirus A
(HIN1) pandemic recovered from patients with flu coming from the metropolitan
mesoregion, Belém-PA. The sample size consisted of 87 random samples of both genders, the
0-96 years, with severe acute respiratory syndrome (SARS) without comorbidity reported
from May 2009 to August 2010. The samples were isolated in MDCK cell, and analyzed by
molecular biology techniques that comprised three main steps: a) viral RNA (VRNA)
extraction from supernatant of infected cells; b) amplification of the VRNA by Polymerase
Chain Reaction preceded by Reverse Transcription (RT-PCR) technique; c) complete
sequencing of genes encoding H1 and PB2. Of 87 strains amplified by RT-PCR in 82
amplicons the acquisition and analysis of sequences for the HA gene was obtained, whereas in
81 amplicons viral sequences were obtained for the PB2 gene. The comparative analysis of
the sequences obtained with the sequence of the vaccine strain (A/California/07/2009
(H1N1)) revealed amino acid substitutions in HA (P83S, D97N; S203T, D222G, and 1321V
Q293H) and PB2 (K340N, and K526R MG631L) proteins any changes were, however not
associated with hospitalization. At the level of substitution in HA, the D97N alone or
associated with the S203T was detected more frequently in the first wave. Furthermore, the
level of PB2, a substitution K526R was found in the majority of strains that circulated during
the first wave, while the M631L was more evident in the second. The D222G substitution in
HA was only found in cases of death. Finally, there was a tendency of changes in HA
antigenic sites. Thus, the genetic and antigenic continuous surveillance of Influenzavirus A
(HIN1) pdm in circulation, as well as the sharing of information is extremely important for
the best possible recommendation for virus which are included in vaccine the composition

thus avoiding higher risk of severe epidemics in the future.
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1. INTRODUCAO

A gripe é uma infeccdo respiratdria aguda (IRA) de origem viral, altamente
contagiosa, considerada como o paradigma das doencas virais, devido sua evolucdo genética
continua. Historicamente, o virus da gripe ou virus Influenza, € um dos principais
responsaveis por mortes em todo o0 mundo. No século passado, ocorreram trés pandemias de
gripe: a Espanhola em 1918, a Asiatica em 1957, e, em 1968, a de Hong Kong (NEUMANN
E KAWAOKA, 2009). Os agentes responsaveis pela gripe sdo os virus Influenza A, B e C,
pertencentes a familia Orthomyxoviridae.

O virus Influenza A é responsavel por pandemias e epidemias anuais, causando,
muitas vezes, quadros graves de infeccao respiratoria, atingindo todas as faixas etarias. Esses
virus infectam ndo somente 0 homem, mas também vérias espécies de mamiferos (suinos,
equinos, cetaceos), além de aves domésticas (galinha, ganso, peru) e selvagens, estas ultimas
constituem o reservatorio natural. Os subtipos de virus Influenza de tipo A referem-se a
antigenicidade de suas proteinas de superficie, HA (H1 a H17) e NA (N1 a N9), a exemplo
HIN1, H2N2, H3N2 e HS5N1(PALESE E SHAW, 2007).

O virus Influenza B pode causar ocasionalmente epidemias, mas ndo estd
associado a pandemias e além do homem, tem sido isolado de focas. O virus tipo C €
endémico e esporadicamente causa infec¢fes respiratorias brandas ou assintomaticas, ja foram
isolados de suinos e caninos (PALESE E SHAW, 2007; TAUBENBERG E MORENS, 2008;
VELEZ, 2002).

O genoma do virus Influenza é constituido de 8 segmentos (virus A e B) de RNA
de fita simples e de polaridade negativa (RNAV), enquanto que o virus Influenza C possui
apenas sete segmentos. Devido essa natureza segmentada do genoma, 0 processo de rearranjo
genético no virus Influenza é favorecido. O rearranjo pode ocorrer nos trés tipos de virus
Influenza, mas ndo foi observado entre os trés tipos. Tende a ocorrer durante infeccbes por
mais de um subtipo ou linhagem viral, no momento da redistribui¢cdo dos segmentos que se
fazem aleatoriamente nos virions neoformados (KEDWAII et al, 2011; WEBSTER, 2002).

Durante os anos de 2009 e de 2010 o mundo vivenciou a primeira pandemia de

gripe do século XXI, sendo esta ocasionada por um virus Influenza A (H1N1) de origem
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suina. Este virus foi inicialmente detectado em abril de 2009 nos Estados Unidos da América
(denominado como A/California/04/2009) e a seguir, no México e Canada. Anélises genéticas
preliminares revelaram que o novo HIN1 de origem suina é resultado de um rearranjo
genético complexo, com genes provenientes de um virus HIN1 de origem aviaria (segmentos
PB2 e PA), outro de origem humana (PB1) de um virus A (H3N2); os demais genes foram
doados por virus HIN1 de origem suina do continente norte americano (H1, NP, NS) e da
Europa (N1, M) (NEUMANN E KAWAOKA, 2009; SCHNITZLER E SCHNITZLER,
2009).

No mundo todo, mais de 418.000 casos de gripe pelo novo virus foram
confirmados laboratorialmente durante o periodo da pandemia. Como na maioria dos paises
apenas 0s casos graves e confirmados laboratorialmente, foram notificados, esse nimero deve
representar cerca de 1/10 a 1/20 do nimero total de casos de gripe no planeta. Até 2010 ja
ocorreram mais de 16.000 obitos relacionados a infeccdo pelo virus Influenza A (H1N1)
pandémico (OMS, 2010). No Brasil de acordo com os dados fornecidos pela Secretaria de
Vigilancia em Saude (2010) durante a fase de contencdo, dos 4.434 casos confirmados por
critério laboratorial ou clinico epidemiolégico, 35% (1.556) apresentaram quadro clinico de
Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG), definida por febre, tosse e dispnéia. A taxa de
incidéncia nacional de SRAG por Influenza pandémica (HLIN1) em 2009 foi de 23,3/100.000
habitantes, sendo que os grupos etarios de menores de 2 anos, e de 20 a 29 anos foram o0s
mais acometidos pela forma mais severa da gripe (SHEN et al., 2009).

O desenvolvimento de formas severas de gripe tem causa multifatorial, que
envolve ndo somente aspectos inerentes ao sistema imunol6gico do hospedeiro como também
varios determinantes de viruléncia das cepas de virus Influenza, muitos dos quais ja bem
descritos. Os genes codificadores das proteinas virais hemaglutinina (HA) e polimerase basica
2 (PB2) tém sido os mais implicados na maior ou menor viruléncia dos diversos subtipos de
virus Influenza A. Alguns dos residuos aminoacidicos dessas proteinas foram encontrados em
cepas de virus A (H1N1) pandémico isolado em algumas regides do planeta. A evolucéo
genética do virus A (HIN1) pode resultar em acumulo de mutag¢fes que tenham impacto na

viruléncia das cepas que circulardo nos préximos anos.
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2. JUSTIFICATIVA

O virus Influenza causa epidemias anuais e pandemias ocasionais que custam a
vida de milhGes de pessoas. O surgimento de novas cepas continuara desafiando a saude
publica e a comunidade cientifica. A recente pandemia da gripe causada pelo virus da gripe de
origem suina HIN1 permitiu verificar fatores de viruléncia, a propagacdo da infecgdo, além
de preparar para surtos de gripe importantes no futuro. Ha preocupacdes de que esse virus
possa sofrer mutacfes ou rearranjos genéticos com outros virus Influenza existentes, dando
origem a virus com maior potencial de transmissdo e patogenicidade. Assim, a preparacéo, a
escala global, contra uma potencial cepa de maior viruléncia € altamente recomendavel.

A auséncia de estudos sobre os aspectos moleculares virais determinantes na
viruléncia e quadro clinico apresentado em individuos acometidos por gripe grave ocasionada
pelo virus A (H1N1) pandémico na regido Amazonica é evidente.

Sendo assim, a analise desses aspectos é de fundamental importancia para a
regido. Além desses aspectos, 0 monitoramento cuidadoso da gripe durante o periodo mais
chuvoso em Belém também é de importancia critica, uma vez que € possivel detectar o
surgimento de variantes mais virulentas.

Neste contexto, através desse estudo pretende-se fazer o monitoramento e
deteccdo de possiveis mutaces que podem estar associadas a maior viruléncia, investigando
os determinantes moleculares nos genes codificadores das proteinas virais hemaglutinina e
PB2, que corroboraram para a patogenicidade do virus durante a pandemia de 2009/2010 na

cidade de Belém.
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3. OBJETIVOS

3.1.GERAL

Caracterizar os genes codificadores da hemaglutinina e PB2 do virus Influenza A
(HIN1) pandémico provenientes de pacientes com gripe procedente da mesorregido

metropolitana de Belém-PA.

3.2.ESPECIFICOS

= Identificar a frequéncia das substituicdes aminoacidicas nas proteinas codificadas
pelos genes H1 e PB2 que possam estar relacionadas com maior viruléncia;

= Determinar a diferenca das substituicGes aminoacidicas nas proteinas codificadas
pelos genes H1 e PB2 nas duas fases da pandemia;

= Verificar a possivel associacdo das substituicdes aminoacidicas nas proteinas
codificadas pelos genes H1 e PB2 com sexo, idade e hospitalizacéo;

= Demonstrar a ocorréncia de mudanca conformacional da proteina para cada

substituicdo aminoacidica.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. HISTORICO

Os relatos historicos sobre a gripe estdo relacionados aos adventos das epidemias
e pandemias, pois foram com esses eventos que as descrigdes e investigacdes sobre a doenga
foram ampliadas. O primeiro relato que se assemelha a gripe foi descrito por Hipdcrates em
412 a.C., quando uma infeccdo respiratéria ocorreu de forma epidémica na Grécia e em
poucas semanas matou centenas de pessoas. Ha relatos historicos de infec¢cbes compativeis
com aquelas causadas pelo virus da gripe durante a guerra do Peloponeso, que atingiu
duramente Atenas em 430 a.C., e também durante a Guerra dos Cem Dias (COUCEIRO E
ALBUQUERQUE, 2008; POTTER, 2001).

No decorrer dos séculos ocorreram outras epidemias e/ou pandemias
possivelmente ocasionadas pelo virus Influenza. Contudo, a afirmacdo dos dados histéricos
primarios sobre a gripe € dificil, uma vez que os sintomas séo relativamente semelhantes aos
de outras doencas (COUCEIRO E ALBUQUERQUE, 2008; MARTIN E MARTIN-
GRANEL, 2006; POTTER, 2001).

O termo Influenza data da Idade Média, século XV, quando na regido de Florenca
(Italia), julgava-se que os sinais clinicos de febre, tosse e calafrios ocorriam por “influéncia”
das estrelas (COUCEIRO E ALBUQUERQUE, 2008; VELEZ, 2002).

4.1.1. A “primeira” pandemia de gripe

As pandemias de gripe foram mais bem documentadas a partir do século XVI,
quando, em 1580, foi descrita uma pandemia que teve inicio na Asia se espalhou para Africa
e, em seguida foi para a Europa onde, em um periodo de seis meses, grande parte da
populagéo da Europa foi atingida (POTTER, 2001).

No decorrer dos séculos, as pandemias continuaram acontecendo e ocasionando
muitas mortes. Durante o periodo de 1830 a 1833 ocorreu uma pandemia considerada — em
termos de gravidade — similar a pandemia de 1918, apresentando uma alta taxa de ataque de
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20 a 25% da populagdo, porém com mortalidade ndo elevada (PATTERSON, 1984; PYLE
1986).

4.1.2. Pandemia de 1918: “Gripe Espanhola” (H1N1)

A pandemia de 1918, ou Gripe Espanhola, destacou-se como o evento Unico e
marcante na historia, levando a dbito mais pessoas do que a Primeira Guerra Mundial. Tal
pandemia foi responsavel por aproximadamente 50 milhGes de mortes em todo o mundo,
reduzindo a expectativa de vida nos Estados Unidos da América em 10 anos. Segundo Wright
e colaboradores (2007) a AIDS matou 25 milhdes de pessoas nos primeiros 25 anos — A Gripe
Espanhola matou o equivalente em 25 semanas (setembro de 1918 a margo de 1919). E de
acordo com Taubenberger e colaboradores (2001) estima-se que 28% da populagdo mundial —
500 milhdes de pessoas — foram contaminados durante a pandemia.

Apesar da denominag¢do “Espanhola”, o lugar de origem da pandemia de
1918/1919 é controverso e ainda desconhecido (NEUMANN E KAWAOKA, 2009;
TAUBENBERGER E MORENS, 2010). A Espanha, um pais neutro durante a 1° guerra
mundial, ndo censurava nas noticias e o surto foi extensivamente divulgado pelos meios de
comunicagdo sendo rapidamente chamada de “Gripe Espanhola”. Essa pandemia ocorreu em
trés ondas: a primeira, COm poucos €asos severos, iniciou na primavera de 1918 e foi logo
substituida em setembro, outubro e novembro de 1918 por uma segunda onda, a qual resultou
em taxas de mortalidade de mais de 2,5%, comparado a menos de 0,1% tipicamente registrado
em epidemias de gripe. No entanto, a terceira onda, com taxa de mortalidade igual a segunda,
foi a que varreu 0 mundo em 1919. O padrédo de morbimortalidade, entretanto, diferiu das
demais epidemias, pois se observou elevada taxa de 6bitos em adultos jovens e idosos. De
fato, a taxa de mortalidade no grupo de idade entre 15 a 35 anos foi 20 vezes maior do que o
previsto para a faixa etaria e o grupo com 65 ou mais anos de idade representava 99% do
excedente de morte (NEUMANN E KAWAOKA, 2009; WRIGHT et al, 2007).

No que concerne aos sintomas, caracteristicamente o inicio ocorria de modo
subito, com febre alta, tosse, faringite, rinorréia, mialgia e cefaléia severa. Patologicamente, a
doenca era restrita ao trato respiratorio, e as mortes foram devido a pneumonia e insuficiéncia
respiratoria com auséncia de infeccdo sistémica. Muitos pacientes morreram devido a

pneumonia bacteriana secundaria, todavia alguns demonstraram uma expressiva hemorragia
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pulmonar aguda ou edema pulmonar, sugerindo a extrema viruléncia deste patdgeno
(NEUMANN E KAWAOKA, 2009; TAUBENBERGER et al, 2001; WRIGHT et al, 2007).
Apesar do virus ndo ter sido isolado durante a pandemia, fragmentos de RNA
(&cido ribonucléico) viral foram recuperados a partir do tecido pulmonar preservado das
vitimas. Desse modo, as sequéncias genémicas do virus foram determinadas, revelando um
virus similar ao HIN1 aviario que contém uma assinatura de aminoécidos do tipo viral
associado a humanos em varias proteinas, ademais a auséncia de um sitio de clivagem
multibasico na hemaglutinina, uma marca de patogenicidade do virus da gripe aviaria, indica
que a perda deste sitio ndo foi responsavel pela maior viruléncia da cepa do H1N1 circulante
(REID et al, 1999; TAUBENBERGER et al, 2001; POTTER, 2001; WRIGHT et al, 2007).

4.1.3. Pandemia de 1957: “Gripe Asiatica” (H2N2)

O virus pandémico que surgiu em 1957-1958 é um descendente direto do virus
pandémico H1N1 de 1918 que, de alguma forma, adquiriu trés novos segmentos de genes de
virus aviario (TAUBENBERGER E MORENS, 2010). Os genes que codificam as duas
proteinas da superficie viral, que eram H1 e N1, foram substituidos respectivamente pelos
subtipos H2 e N2 de origem aviéario, através do mecanismo de rearranjo genético entre virus
humanos/aviario (figura 1). Além desses, 0 gene que codifica a polimerase PB1 também foi
substituido por um gene de origem aviario (NEUMANN E KAWAOKA, 2009;
TAUBENBERGER E MORENS, 2010).

A emergéncia do virus da gripe asiatica H2N2 foi detectada pela primeira vez em
abril de 1957, sendo isolado em maio no Japdo. Em outubro do mesmo ano foi assinalada a
primeira onda da pandemia atingindo os Estados Unidos e o Reino Unido, seguida de uma
segunda em janeiro de 1958. A taxa de mortalidade e dispersdo ndo foi tdo impressionante
guanto da pandemia anterior, de 1918, no entanto observou-se uma considerada mortalidade.
S6 nos Estados Unidos foram notificadas 70 mil mortes e mais de um milhdo em todo o
mundo. A taxa de infeccdo foi elevada na faixa etaria de 5 a 19 anos (POTTER, 2001;
TAUBENBERGER E MORENS, 2010; WRIGHT et al, 2007).

A patologia e aparéncia clinica foram similares ou idénticas as causadas pelo virus

de 1918 e apods cerca de dois anos o0 virus tornou-se sazonalmente endémico e esporédico,
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desaparecendo completamente no periodo de onze anos (TAUBENBERGER E MORENS,
2010).
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FIGURA 1. Ocorréncia do virus da gripe em relagdo as pandemias.
Fonte: Neumann e Kawaoka, 2009.

4.1.4. Pandemia de 1968: “Gripe de Hong Kong” (H3N2)

Apo6s 11 anos, o virus Influenza A (H2N2) foi substituido por outro que também
apresentava rearranjo humano/aviario que continha o gene H3 e PB1 de origem viral aviéria.
Os outros seis segmentos génicos, incluindo o gene NA, foram mantidos do virus H2N2 de
1957 (NEUMANN E KAWAOKA, 2009; TAUBENBERGER E MORENS, 2010; WRIGHT
et al, 2007).

O H3N2 foi isolado pela primeira vez em Hong Kong, em julho de 1968,
causando a pandemia nos invernos de 1968-1969 e 1969-1970. Nos Estados Unidos estimou-
se que 33.800 pessoas morreram de gripe. Tal como em 1957, o virus tornou-se rapidamente
endémico e causador de gripe sazonal, mantendo-se sua circulacdo até hoje
(TAUBENBERGER E MORENS, 2010).
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4.1.5. A Re-emergéncia do virus HIN1 em 1977: Gripe “Russa” (H1N1)

Em maio de 1977, uma epidemia de gripe foi relatada na China, afetando quase
exclusivamente adultos jovens, indicando que individuos mais velhos eram protegidos por
uma imunidade pré-existente. Mais uma vez, um virus de gripe do subtipo HIN1 (A/USS/77)
foi detectado; este se assemelhava muito com o virus que havia circulado no inicio da década
de 1950 (figura 1), sugerindo uma liberacdo acidental a partir de laboratérios de
microbiologia. O reaparecimento do virus HIN1 ndo substituiu os virus H3N2 circulantes até
0 momento, e ambos cocirculam em humanos atualmente (NEUMANN E KAWAOKA,
2009; WRIGHT et al, 2007).

4.1.6. Pandemia de 2009: “Gripe Suina” (H1N1)

Em meados de fevereiro de 2009, um surto de doenca respiratéria se iniciou na
cidade de La Gloria, Veracruz no México. No principio de abril, autoridades de satde publica
no México iniciaram investigacdes sobre o nimero elevado de doencgas pulmonares e gripais,
e informaram a Organizacdo Pan-Americana de Salde (OPAS), o escritério regional da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), de uma possivel epidemia. Nos Estados Unidos, o
Centro de Prevencdo e Controle de Doencas (CDC) identificou e confirmou dois casos,
independentemente coletados no sul da Califérnia, de doenca respiratoria causada pelo novo
virus Influenza A (HLN1) e o caracterizaram como sendo de origem suina (NEUMANN E
KAWAOKA, 2009).

Em 21 de abril, o CDC/EUA notificou o achado a OMS segundo a aplicacdo do
Regulamento Sanitério Internacional de 2005 (RSI 2005). Em 23 de abril, a Agéncia de Salde
Publica do Canada também detectou o virus Influenza A (H1N1) de origem suina em
espécimes recebidos do México. A partir de entdo, novos casos confirmados em cidades do
México e Califérnia desencadearam alerta para 0 mundo pelo CDC e OMS em 24 de abril
(NEUMANN E KAWAOKA, 2009; SCHNITZLER E SCHNITZLER, 2009; SULLIVAN et
al, 2010).

Em 25 de abril de 2009, a OMS declarou a Emergéncia de Salde Publica de
Importancia Internacional (ESPII). Em 27 de abril, a propagacdo internacional e os focos de

transmissdo de humano para humano levaram a OMS a mudar o alerta de pandemia de fase 3
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para fase 4, e logo em seguida, em 29 de abril, foi alterado novamente o alerta pandémico de
4 para nivel 5, indicando a disseminacdo do virus em pelo menos dois paises de uma mesma
regido administrativa da OMS, naquela ocasido, o continente americano (NEUMANN E
KAWAOKA, 2009; SCHNITZLER E SCHNITZLER, 2009; SULLIVAN et al, 2010).)

Em 11 de junho de 2009, a OMS declarou a Ultima mudanca para a fase 6,
significando que ja havia a disseminacdo da infec¢do entre humanos, em nivel comunitério,
em diferentes regides (continentes) do mundo (NEUMANN E KAWAOKA, 2009;
SCHNITZLER E SCHNITZLER, 2009; SULLIVAN et al, 2010).

No cenério brasileiro, em 7 de maio de 2009, divulgaram-se 0s primeiros
resultados laboratoriais realizados pelos Laboratérios da Fiocruz/RJ e Instituto Adolfo
Lutz/SP, ambos de referencia nacional para o processamento de amostras de virus Influenza.
Eram quatro adultos jovens, dois de Sdo Paulo, um do Rio de Janeiro e outro de Minas Gerais
e todos com histérico de viagem recente ao México ou aos EUA. Todavia o numero de
vitimas ndo se manteve nesse ponto, e logo a infec¢do atingiu uma variedade de pessoas no
pais. Dessa forma, a pandemia foi dividida em duas fases epidemiolégicas e operacionais
distintas no Brasil, sdo elas: fase de contencéo e fase de mitigacdo (BRASIL, 2010).

A fase de contencdo (1): Periodo em que o virus estava disseminando-se no
mundo e os casos estavam relacionados as viagens internacionais ou contato com pessoas
doentes que tinham realizado viagens internacionais. Nessa fase, as acdes de vigilancia e
resposta buscaram frear a disseminacdo do virus no pais, visando a protecdo da populacao e a
instrumentalizacio do Sistema Unico de Saude (SUS), além de permitir o acimulo de maior
conhecimento para o enfrentamento do evento. As medidas de internagcdo com isolamento de
casos de sindrome gripal, tratamento com antivirais, busca ativa e quarentena de contatos
tinham como objetivo reduzir o risco de transmissdo comunitaria. Epidemiologicamente, esta
fase compreendeu da semana epidemioldgica (SE) 16, periodo de identificacdo dos primeiros
casos suspeitos, a SE 28, periodo da declaracdo de transmissao sustentada (BRASIL, 2010).

A fase de mitigacdo (2): Compreendeu o periodo a partir da SE 29, apés a
declaracdo de transmissdo sustentada do virus pandémico, em todo o territério nacional. As
acOes recomendadas para esta fase visam reduzir a gravidade e mortalidade pela doenca, por
meio do diagndstico e tratamento dos casos que apresentam risco para doenca grave ou 6bito,

ou que apresentam algum sinal de agravamento (BRASIL, 2010).
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De acordo com os dados fornecidos pela Secretaria de Vigilancia em Salde
(2010) durante a fase de contencéo, dos 4.434 casos confirmados por critério laboratorial ou
clinico epidemioldgico, 35% (1.556) apresentaram quadro clinico de Sindrome Respiratoria
Aguda Grave (SRAG), definida por febre, tosse e dispnéia. E, durante a fase de mitigacéo a
taxa de incidéncia nacional de SRAG confirmada por Influenza pandémica (H1N1) 2009 foi
de 23,3/100.000 habitantes, sendo que a maior incidéncia foi observada no grupo etério de
menores de 2 anos, seguido do grupo de 20 a 29 anos. Ressalta-se ainda que a menor
incidéncia ocorreu na faixa etaria acima de 60 anos. O Brasil registrou 2.051 o6bitos por
Influenza pandémica em 2009, apresentando uma taxa de mortalidade de 1,1/100 mil
habitantes. A Tabela 1 demonstra que a regido Sul apresentou a maior taxa de mortalidade
(3/100 mil habitantes), seguida da regido Sudeste (1,2/100 mil habitantes). A letalidade dentre
0s casos de SRAG por Influenza pandémica (HLN1) 2009 no pais foi de 4,6% (2.051/44.544).

Tabela 1. Taxa de mortalidade por Influenza pandémica (HLN1) 2009, por regido geografica. Brasil, SE
16 a 52 de 2009.

Casos Taxa de
Regido confirmados Obitos Populagdo 2009 mortalidade
H1N1 pdm (100 mil habitantes)

Sul 30.629 840 27.718.0s 997 3,0
Sudeste 11.738 973 80.915.637 1,2
Centro-Oeste 621 138 13.895.467 1,0
Norte 844 43 15.359.645 0,3
Nordeste 712 57 53.591.299 0,1
Brasil 44,544 2.051 191.481.045 1,1

Fonte: Brasil, Ministério da Saude, 2010.

No Para, a circulacdo do virus pandémico se caracterizou em dois periodos ou
ondas, que ocorreram nos meses de agosto, setembro e outubro de 2009 e fevereiro, marco e
abril de 2010 (figura 2).
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FIGURA 2. Distribuicdo do virus pandémico na regido norte e parte da nordeste por més nos
anos 2009 e 2010.
Fonte: SVS, IEC.
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4.2. O VIRUS Influenza

4.2.1. Classificacdo e Nomenclatura

Segundo o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV- International
Committee on Taxonomy of Viruses, 2012), os virus Influenza pertencem a familia
Orthomyxoviridae (orthos — original, verdadeiro; myxa - muco) que € constituida por cinco
géneros: virus Influenza A; virus Influenza B; virus Influenza C; Thogotovirus, que contém
duas espécies virais, 0 virus Thogoto e o virus Dhori; e Isavirus que contém a espécie viral da
anemia infecciosa do salméo (Infectious salmon anemia virus - ISA). Entre 0s cinco géneros
acima citados, somente os virus Influenza A, B e C estdo envolvidos em quadros de infeccdes
respiratoérias.

Para a denominacdo dos tipos de virus Influenza, sdo adotadas as diretrizes da
OMS para nomenclatura, representadas sequencialmente, pela espécie do virus ao qual
pertence (A, B ou C), em caso de origem animal — a espécie no qual o virus foi isolado, lugar
do isolamento (cidade ou pais), nimero do isolado, 0 ano do isolamento, e, em caso de virus
Influenza A os subtipos de hemaglutinina (H1-H17) e neuraminidase (N1-N9) devem ser
adicionados entre parénteses. Por exemplo, 0 virus que causou a pandemia de 2009 teve a
cepa referenciada como: Influenza A/California/04/2009 (H1IN1) (COUCEIRO E
ALBUQUERQUE, 2008; SULLIVAN et al, 2010; TAUBENBERG E MORENS, 2008;
PALESE E SHAW, 2007).

4.2.2. Estrutura viral e organizagdo do genoma viral

A morfologia primaria do virus Influenza revelou que estes virus sdo
frequentemente pleomorficos e ap6s passagens in vitro, mostraram-se esféricos, com diametro
de 80 a 120 nm. No entanto, particulas filamentosas com estrutura alongada (mais de 300 nm)
tém sido observadas particularmente em isolados clinicos a fresco. Na figura 3, ambas as
formas encontram-se ilustradas (MITTELHOLZER, 2006; PALESE E SHAW, 2007).

Esses virus sdo envelopados por uma dupla camada lipidica que deriva da

membrana plasmatica da célula hospedeira. O envelope lipoprotéico é caracterizado por
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projecOes na superficie viral (figura 3.A) constituidas por duas estruturas glicoprotéicas: HA
(trimérica) e NA (tetramérica) que possuem aproximadamente de 10 a 14 nm de
comprimento, com uma proporcao de quatro HA para cada uma NA (PALESE E BOUVIER,
2008; PALESE E SHAW, 2007).

FIGURA 3. Micrografia eletronica do virus Influenza A (H1N1) pandémico cultivado em cultura de

células de rim de canino (MDCK). A. Morfologia esférica apresentando as projecdes da superficie

viral. B. As particulas virais apresentando a forma filamentosa de mais de 1um de comprimento.

Fonte: Figura 2.A, Laboratorio de Virus Respiratérios e Unidade de microscopia eletronica do
Instituto Evandro Chagas. Figura 2.B, Neumann e Kawaoka, 20009.

Em nimero menor que a HA e NA, o canal de prétons M2 (proteina tetramérica),
também atravessa o envelope lipidico (figura 4), com uma proporcéo de 10* canais de prétons
M2 para 10 moléculas de HA. O envelope e as suas trés proteinas integrais de membrana
(HA, NA e M2) sobrepbem-se a proteina de matriz M1(figura 4), envolvendo o core viral
(PALESE E BOUVIER, 2008).
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A proteina de matriz M1 forma uma camada interna ao envelope lipidico,
envolvendo a proteina de exportacdo nuclear (NEP, também chamada de proteina néo-
estrutural 2, NS2) e o complexo ribonucleoproteico (RNP). Este complexo consiste em
segmentos de RNA viral, revestidos com nucleoproteina (NP) e com a heterotrimérica RNA
polimerase dependente de RNA, a qual ¢ composta por duas polimerases “basicas” - a PB1
(polimerase bésica 1) e a PB2 (polimerase basica 2) - e uma polimerase “acida” (PA -
polimerase acida). A proteina nao-estrutural 1 (NS1) é abundantemente encontrada no ndcleo
das células infectadas. Essas proteinas estdo demonstradas na figura 4 (COUCEIRO E
ALBUQUERQUE, 2008; PALESE E SHAW, 2007; WEBSTER et al, 1992).

PB1, PB2, PA

HA

NP

NA

M1
M2

NS2/NEP

NS1

FIGURA 4. Representacdo esquematica da particula viral do virus Influenza demonstrando o
aspecto morfoldgico, e as suas respectivas proteinas: Polimerase Basica 1 (PB1); Polimerase
Basica 2 (PB2); Polimerase Acida (PA); Hemaglutinina (HA); Nucleoproteina (NP);
Neuraminidase (NA); Proteina de matriz 1 (M1); Proteina de matriz 2 (M2); Proteina ndo
estrutural 1 (NS1) e Proteina ndo estrutural 2 (NS2/NEP)

Fonte: Eickmann, 2006.
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O genoma do virus Influenza A consiste em 13.588 nucleotideos, distribuidos em
oito segmentos de RNA de fita simples e polaridade negativa. Os oitos segmentos de RNA
codificam 11 produtos génicos reconhecidos: as polimerases PB1, PB2 e PA, PB1-F2, HA,
NA, M1 e M2, NP e as proteinas NS1 e NS2/NEP (figura 4 e 5) (PALESE E SHAW, 2007;
WEBSTER et al, 1992).

Os oito segmentos do virus Influenza A sdo numerados em ordem decrescente de
comprimento (figura 5). Os segmentos gendémicos e seus respectivos produtos, bem como
suas funcdes encontram-se listadas no quadro 1 (PALESE E BOUVIER, 2008).

759
— PB2 — 2341
&7 757
— PEL — 2341
716
— PA b 2233
550
— HA — 1778
) 498
— NP — 1565
454
— NA — 1413
252
—_ M1 1027
——
230
— NS1 —— 890

21

éé

FIGURA 5. Esquema representativo do genoma do virus Influenza A. Cada um dos retangulos
representa um segmento de RNA (sentido positivo) e sua proteina codificada. Os tamanhos, em
aminoacidos e em nucleotideos, respectivamente, estdo representados pelos algarismos
localizados nas extremidades.

* PB2: Polimerase Basica 2; PB1: Polimerase Basica 1; PB1-F2: Polimerase Basica 1 frame 2;
PA: Polimerase Acida; HA: Hemaglutinina; NP: Nucleoproteina; NA: Neuraminidase; M1:
Proteina de matriz 1; M2: Proteina de matriz 2; NS1: Proteina ndo estrutural 1; NS2/NEP;
Proteina ndo estrutural 2.



33

Tamanho|{Tamanho . ~
Segmento (nt¥) (aa®) Proteina Funcéo
Poli Componente da RNA polimerase, desempenha papel
olimerase B - . )
L na inicia¢do da transcricdo do RNAm viral, através
1 2341 759 basica 2 . LI
do reconhecimento e liga¢do do cap dos mMRNAS do
(PB2) h .
ospedeiro.
Componente da RNA polimerase, catalisa a adi¢do
sequencial dos nucleotideos durante o alongamento
da cadeia de RNA. PB1 também é responsével pela
Polimerase ligacdo com as extremidades terminais de ambos 0s
757 bésica 1 (PB1) RNAV e RNACc para a iniciacdo da transcricao e
2 2341 replicagdo. A interagdo com a extremidade 3’ do
RNAV ativa a atividade endonucleésica da PB1,
gerando o iniciador requerido para a sintese do
RNAM.
87 PB1- frame 2 Pode ter um papel na modulag&o na resposta do
(PB1-F2) hospedeiro acelerando a morte de células imunes.
Componente do complexo polimerase, sua funcéo
Polimerase especifica ainda ndo esté clara, mas tém sido
3 2233 716 acida descritas mutacdes que afetam a transcricao e
(PA) replicacdo, indicando o possivel papel em ambos 0s
processos.
Hemaglutinina | Ligac&o aos receptores da célula hospedeira e fusdo
4 1778 550 .
(HA) entre o envelope viral e membrana endossomal.
Nucleoproteina | Ligac&o e encapsidacdo do RNA viral associada as
5 1565 498 . . .
(NP) trés proteinas do complexo polimerase.
Neuraminidase Facilita a liberag&o do virus das células infectadas
6 1413 454 pela clivagem do acido sialico, libera a progénie viral
(NA) ; \
dos receptores da célula hospedeira.
Proteina de Forma um escudo em torno do nucleocapsideo,
252 matriz 1 embaixo do envelope viral. Desempenha um papel
(M1) importante na montagem e empacotamento viral.
7 1027 Proteina de Parece agir como um canal de prétons
. controlando o pH do Complexo de Golgi durante a
97 matriz 2 . - )
sintese de HA e permitir a acidificagdo durante
(M2) ;
] desencapsulamento do virus
Proteina ndo | E abundante na célula infectada, principalmente no
230 estrutural 1 | nacleo, onde regula a exportacdo nuclear de RNAm;
3 890 (NS1) proteina antagonista do interferon
Proteina ndo
121 estrutural 2 Exportacdo de RNAv do ndcleo para o citoplasma
(NS2 / NEP)

QUADRO 1. Proteinas codificadas pelos segmentos de RNA do virus Influenza A.
Fonte: Couceiro e Albuquerque, 2008; Palese e Shaw, 2007 e Webster et al, 1992.

*nt: nucleotideos
*aa: aminoacidos



34

4.2.3. Replicagéo viral

O ciclo replicativo do virus Influenza inicia-se quando uma particula viral entra
em contato com a célula alvo. A ligacdo entre o virus e a célula é possivel devido a afinidade
que a hemaglutinina possui com os receptores de &cido sidlico na superficie da célula
hospedeira (PALESE E BOUVIER, 2008; PALESE E SHAW, 2007).

A ligacdo da HA aos receptores induz a entrada do virus na célula por endocitose.
Os endossomas séo acidificados no citoplasma até pH = 5.0, 0 que provoca a exposic¢do do
peptideo de fusdo da HA contido na porcdo HA2 (CHAIPAN et al, 2009; PALESE E
BOUVIER, 2008).

A acidificacdo do endossoma através dos canais idnicos (proteinas M2), contribui
para 0 desempacotamento, uma vez que destabiliza as proteinas de matriz (M1). Todos 0s
segmentos da particula viral sdo transportados para o nucleo celular onde sdo transcritos com
auxilio dos trés polipeptidios da RNA polimerase que estdo associados a cada segmento. O
RNA viral é entdo copiado em mRNA usando os cap dos pré-mRNA da célula hospedeira, 0s
quais sdo usados como iniciadores para a polimerizacdo. Todos 0s mMRNA sao transportados
para o citoplasma. No caso dos mRNA provenientes dos segmentos sete e oito e que
codificam as proteinas NS1/NS2 e M1/M2 podem ainda sofrer splicing (COUCEIRO E
ALBUQUERQUE, 2008; PALESE E SHAW, 2007; WEBSTER et al, 1992).

As proteinas HA e NA séo glicosiladas no Complexo de Golgi. Todos 0s outros
MRNAs vdo ser traduzidos por ribossomos citoplasmaticos. As proteinas PA, PB1, PB2 e NP
sdo importadas para 0 nucleo onde catalisam a sintese de toda a cadeia (+) de RNA
complementar e RNA viral (RNAv, polaridade negativa), formando-se posteriormente varios
fragmentos de nucleocapsideos. Algumas das novas cadeias (-) de RNA sintetizadas entram
para a via de sintese de novos mMRNAs (COUCEIRO E ALBUQUERQUE, 2008; PALESE E
SHAW, 2007; WEBSTER et al, 1992).

As proteinas M1 e NS1 sdo também transportadas para o nucleo. A ligagdo da
proteina NS1 a novos RNAs virais induz a parada da sintese dos mesmos €, em conjunto com
a proteina NS2, promove a exportacdo dos novos nucleocapsideos para o citoplasma. As
proteinas HA, NA e M2 sdo transportadas para a superficie da célula sendo incorporadas na

membrana plasmatica, formando posteriormente o envelope. Os nucleocapsideos viricos
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ligam-se as proteinas M1 e NS2, e sdo transportadas para a superficie celular associando-se as
regides da membrana plasmatica que contém as proteinas de membrana. O empacotamento €
completado pela incorporagdo (“budding”) da membrana plasmatica que ao fechar-se liberta
0s virions recém-sintetizados. Todo o processo de replicacdo estd representado na figura 6
(PALESE E BOUVIER, 2008; PALESE E SHAW, 2007; ZHANG et al., 2009).

Liberacdo

/

Ligacdo

mpacotament

Processamento pos-traducdo

Endocitose

Traducdo {Acidificacdo)

vRNA(-).,

: NUCLEO
i Desempacotamento
CITOPLASMA

FIGURA 6. Representacdo simplificada da replicacdo do virus Influenza.
MRNA(+): RNA mensageiro (polaridade positiva);

VRNA(-): RNA viral (polaridade negativa);

cRNA(+): RNA complementar (polaridade positiva).

Fonte: Martins et al, 2000.

4.2.4. O virus Influenza A em suinos

Varios estudos tém sugerido o papel dos suinos na emergéncia das pandemias: (1)
0s suinos séo naturalmente e experimentalmente infectados por virus aviarios; (2) as células

epiteliais da traquéia desses animais contém receptores tanto do tipo humano que
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preferencialmente ligam-se ao acido sialico que ¢ ligado a galactose por uma ponte 02,6
(ASa2,6Gal) quanto do tipo aviario que reconhecem ASa2,3Gal ; (3) in natura, replicam virus
aviarios que pode passar a reconhecer os receptores do tipo humano (a2,6); (4) virus
resultantes dos rearranjos genéticos entre virus suinos e aviarios podem infectar humanos; e
(5) cepas com perfil genético exclusivo de suinos tém sido estabelecidas ha varias décadas em
diversos continentes (NEUMANN E KAWAOKA, 2009; WRIGHT et al, 2007).

O virus suino classico HIN1 predominou entre as populac6es suinas da América
do Norte até 1998, contudo o virus H3N2 com triplo rearranjo (humano/aviario/suino) surgiu
com ampla propagacdo dentro das populagbes de suinos da América do Norte. Este virus
continha os genes da HA, NA e PB1 de origem humana; genes NP, M e NS do suino classico,
e genes PB2 e PA de origem norte-americana de virus aviario. O novo H3N2 suino tinha uma
patogenicidade incomum associada com aborto espontaneo e até mesmo morte dos suinos
(SCHNITZLER E SCHNITZLER et al., 2009).

Estas cepas com triplo rearranjo que surgiram nas populacdes de suinos da
Ameérica do Norte em 1997-1998 contribuiu posteriormente para 0s progenitores dos virus
Influenza A (HLN1) pandémico 2009 (NEUMANN E KAWAOKA, 2009; SCHNITZLER E
SCHNITZLER et al., 2009).

4.2.5. Variabilidade Antigénica

O virus Influenza apresenta consideravel variabilidade antigénica nas suas
proteinas de superficie, sobretudo nos virus Influenza do tipo A. Tal variabilidade € continua
ao longo do tempo, o que contribui para o escape ao sistema imunoldgico do animal
hospedeiro, especialmente o homem. Em contraste com a maioria dos outros virus
respiratérios, o virus Influenza possui dois diferentes mecanismos que lhe permite a
reinfecgdo em humanos — o Drift e o Shift antigénicos.

O Drift antigénico (figura 7) é resultado do acimulo de mutagdes pontuais no
genoma dos virus Influenza A e B, o que leva a mudanca gradual da antigenicidade das
proteinas HA e NA. Em mamiferos, variantes genéticas e antigénicas resultam da pressédo
seletiva exercida pelo sistema imunologico do hospedeiro. O drift antigénico também tem

sido observado entre aves domésticas, embora em menor grau do que em humanos. As
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substituicbes aminoacidicas na HA e NA de virus humanos ocorrem com frequéncia menor do
que 1% ao ano (SULLIVAN et al, 2010; WRIGHT et al, 2007).

O Shift antigénico (figura 7) refere-se a uma mudanca mais abrupta da
antigenicidade viral, quando novos subtipos da HA e/ou NA sdo introduzidos na populagéo
humana. Durante o século passado, quatro shifts antigénicos ocorreram: em 1918 com o
aparecimento do virus HIN1; em 1957 quando o subtipo H1N1 foi substituido pelo virus
H2N2; em 1968 quando o virus H3N2 substituiu 0 H2N2 circulante (WEBSTER, 2002;
WRIGHT et al, 2007).

Essa mudanca antigénica radical é causada em geral por rearranjos genéticos,
entre virus Influenza de diversas origens animais. Isto acontece quando duas estirpes virais
diferentes invadem uma mesma célula hospedeira, resultando na formacao de virus hibridos.
Visto que o homem apresenta pequena ou nenhuma imunidade para estas novas estirpes
virais, seu potencial de disseminacdo na populacéo é grande (WRIGHT et al, 2007).

O shift antigénico também pode ser originado a partir da transmissdo direta de um
virus de origem animal, sem que sofra rearranjos genéticos. Embora ndo seja conclusivo,
evidéncias filogenéticas sugerem que a gripe espanhola foi causada pela a introducdo de um

virus aviario na populacdo humana (WRIGHT et al, 2007).

Shift

411f1 génico
Hemaglutinina

EE——

Neuraminidase é
Drift
Antigénico

FIGURA 7. llustracdo esquematica do Drift e Shift antigénico.
Fonte: Martins et al, 2000.
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A proteina HA é o0 maior componente antigénico do virus. Para os virus H1, os
sitios antigénicos sdo designados em cinco classes: Sa, Sh, Cal, Ca2, e Cb (figura 8), esses
sitios estdo localizados na extremidade globular da HA um simples ponto de mutacdo em um
dos sitios antigénicos da HA pode ser o suficiente para uma variacdo antigénica (PALESE E
BOUVIER, 2008; WRIGHT et al, 2007).

—  Sitiosantigénicos Extremidade
; Globular

> Haste

Peptideo de fusdo

FIGURA 8. Imagem de um mondmero de hemaglutinina da pandemia de 1918 (H1IN1). A
cabeca globular (porcéo superior) contém o sitio de ligagdo aos receptores acidos sialicos, que é
cercado por cinco sitios antigénicos (Sa, Sb, CA1, CA2, e Ch). A haste (porcédo inferior) é
composto pelas hélices A e B e o peptideo de fuséo.

Fonte: Palese e Bouvier, 2008
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4.2.6. Determinantes moleculares de patogenicidade

A patogenicidade do virus da gripe é multigénica, e os determinantes moleculares
diferem entre os virus de diferentes espécies animais. Trés proteinas do virus Influenza tém
sido identificadas como os maiores determinantes de patogenicidade desses virus, sdo elas:
HA, PB2 e NS1 (WRIGHT et al., 2007).

4.2.6.1.  Papel da Hemaglutinina na patogenicidade viral

A proteina HA tem um importante papel na expressdo de alta patogenicidade do
virus Influenza em muitas espécies animais. Como ja foi citado anteriormente, ela media a
ligagdo do virus as células hospedeiras, e a fusdo subsequente entre o envelope viral e a
membrana endossdmica para posterior liberacdo da VRNP no citoplasma, tais funcgdes lhe
atribuem um papel critico no ciclo viral (NEUMANN E KAWAOKA, 2006; 2009).

A especificidade da clivagem da HA € determinada pela sequéncia de
aminoécidos no sitio de clivagem (Q-R/K-X-R/K-R, onde X € um aminoécido &cido)
(WRIGHT et al., 2007). Os virus aviarios de baixa patogenicidade possuem um unico residuo
de arginina no local de clivagem, o qual é reconhecido por proteases extracelulares que sédo
secretadas pelas células do trato respiratorio e intestinal limitando consequentemente a
infecgdo nessa localizagdo o mesmo ocorre em virus humanos no trato respiratorio. Virus
aviarios altamente patogénicos — H5 e H7 — possuem mdaltiplos aminoacidos basicos no ponto
de clivagem, os quais sdo reconhecidos por proteases intracelulares onipresentes, desse modo
desencadeando infecgdes sistémicas (NEUMANN E KAWAOKA, 2006; 2009; WRIGHT et
al., 2007).

A restricdo da replicacdo viral a determinadas espécies animais pode ser explicada
em parte pela diferenca na especificidade de ligagdo da HA ao receptor celular. Os virus da
gripe em humanos preferencialmente ligam-se ao receptor de acido sialico que é ligado a
galactose por uma ponte a2,6 (SA02,6Gal). Tais receptores estdo presentes em maior
guantidade em células epiteliais na traquéia humana (figura 9). Por outro lado, os virus
aviarios preferencialmente reconhecem SAo2,3Gal (figura 9) presentes essencialmente, na

superficie de células epiteliais do trato intestinal de aves aquaticas. Em humanos, ligacGes do
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tipo -2,3 sdo em geral menos abundantes, sendo mais encontradas no trato respiratério inferior
(bronquiolo e alvéolo). Essa especificidade dos virus em humanos e aves é a maior
responsavel pela barreira de espécie e a mudancgas no grau e tipo de fixacéo entre a HA e 0
receptor pode dar origem a um virus potencialmente pandémico. (PALESE E BOUVIER,
2008; WRIGHT et al, 2007).

OH Célula

Acido Sialico Galactose

FIGURA 9. llustragdo da ligacdo entre o virus Influenza e o acido siélico em ligagdo a2,3 e
a2,6. O carbono-2 terminal do acido sidlico podem se ligar ao carbono-3 ou -6 da galactose,
formando ligacdes do tipo 2,3 ou 2,6.

Fonte: Adaptado de Zambon, 2007.

Estudos sobre a especificidade da HA ao receptor e sobre andlise cristalogréfica
identificaram residuos de aminodcidos que determinam a especificidade do receptor:
glutamina na posicéo 226 (GIn-226), encontrada em virus aviarios, determina a especificidade
para SAa2,3Gal, enquanto que Leucina na mesma posicao (Leu-226) da H3 e H2 de virus
humanos se associa a fixacdo viral sobre SAa2,6Gal. Em todos os virus humanos (com
poucas excecBes durante a pandemia da gripe asidtica) Leu-226 esta associado a Serina na
posicdo 228 (Ser-228), enquanto que em virus aviarios GIn-226 esté associado com Glicina na
posicdo 228 (Gly-228). Para virus H1, o acido aspartico na posicdo 190 (Asp-190),
encontrado em virus isolados de humanos e suinos, e acido glutdmico na mesma posi¢édo

(Glu-190), encontrado em virus isolados de aves determina preferencialmente ligacdes com
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a2,6 ou 02,3, respectivamente (NEUMANN E KAWAOKA, 2006; 2009; WEBSTER et al.,
1992).

4.2.6.2.  Papel da proteina PB2 na patogenicidade viral

Como componente do complexo da polimerase viral, a PB2 é uma proteina
essencial para a replicacdo viral. Estudos de genética reversa tém demonstrado que Lys na
posicdo 627 da PB2 determina alta patogenicidade ao virus H5N1 em camundongos,
enquanto que Glu nesta mesma posicao esta associada a baixa patogenicidade. No entanto, a
natureza do aminoacido na posicdo 627 ndo afeta o tropismo celular, mas sim a sua
capacidade de replicacdo em camundongos e, provavelmente, em seres humanos. Quanto aos
virus pandémicos de 2009, estes possuem aminoacidos na posicdo 627 que ndo estdo
relacionados com alta patogenicidade. (NEUMANN E KAWAOKA, 2006; 2009;
SUBBARAO et al., 1993; WRIGHT et al., 2007).

O virus que possui Lys-627 na PB2 cresce eficientemente no trato respiratorio
superior de mamiferos, uma vez que a Lys nessa posicdo confere eficiente replicacdo a 33°C
(temperatura das vias aéreas superiores em humanos), diferente da PB2-Glu 627. Por outro
lado, ambas as variantes replicam eficientemente a 37°C. Esses achados sugerem que PB2-
Lys 627 permite uma replicacdo eficiente tanto no trato respiratério inferior quanto no
superior em mamiferos, caracteristica que facilita a transmissdo (NEUMANN E KAWAOKA,
2006; 2009).

4.3.VIRUS Influenza A (HIN1) PANDEMICO

4.3.1. Origem genética

O virus Influenza A (HLN1) pandémico contém uma combinagdo de segmentos
génicos que nunca foi anteriormente relatada em suinos ou em outros virus responsaveis por
gripe humana. Provavelmente sdo resultantes de um rearranjo genético entre 0s virus H3N2
humano, HIN1 suino classico e HIN1 avidrio Norte americano com 0 virus suino
geneticamente proximo aos aviarios da Eurdsia (isto é, rearranjo viral triplo

aviario/suino/humano). Como resultado, esses virus possuem: genes PB2 e PA originais de



42

virus aviarios da América do Norte; PB1 do H3N2 humano; HA (H1), NP e NS originais de
virus suinos H1N1 classicos da América do Norte; e NA (N1) e M provenientes de virus
H1N1suinos similares aos da Eurasia, vale ressaltar que os segmentos virais PB1 (tipo
humano), PB2 e PA (tipo aviario) foram incorporados em virus suinos ja em 1997-1998,
quando um virus suino de rearranjo triplo foi isolado pela primeira vez (GARTEN ET AL.,
2009; NEUMANN E KAWAOKA, 2009; SCHNITZLER E SCHNITZLER, 2009).

A figura 10 resume as etapas de rearranjo genético assim como a origem dos

genes do virus (H1IN1) pandémico 2009.

Avidrio Norte H 3N20 Suinos similar aos
Suino Cldssico Americano (H ) avidrios da FEurdsia

PB2 e PA-Aviirio
Norte americano

I
I

H1,NP e NS -Suino
Classico

Influenza A (HINI1)

FIGURA 10. Génese do virus Influenza A (HLN1) pandémico 20009.
Fonte: Adaptado de Neumann e Kawaoka, 2009.
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4.3.2. Aspectos Clinicos da Gripe

A pandemia pelo virus (HIN1) 2009 difere em sua patogenicidade da gripe
sazonal em dois aspectos fundamentais. Primeiro, a maioria da populacdo humana tinha pouca
ou nenhuma imunidade pré-existente ao virus, desse modo o impacto da infeccdo ocorre em
especial entre criancas e adultos jovens. Além disso, o virus infectava também o trato
respiratorio inferior o que podia favorecer o desenvolvimento de pneumonia rapidamente
progressiva.

Os sintomas mais comumente relatados na gripe incluem tosse, febre, dor de
garganta, dores musculares, mal estar geral e cefaléia. Alguns doentes apresentam sintomas
gastrintestinais  (nduseas, vOmitos e/ou diarréia). Durante a pandemia de 2009
aproximadamente 10-30% dos pacientes internados em alguns paises precisaram ser
admitidos em unidade de terapia intensiva (UTI). Os pacientes criticamente enfermos
incluiam aqueles que tiveram o comprometimento rapido e progressivo das vias respiratorias
inferiores, insuficiéncia respiratéria e sindrome respiratoria aguda grave (SRAG) com
hipoxemia refrataria. Outras complicacdes sérias incluem infec¢do bacteriana secundaria
invasiva, choque séptico, insuficiéncia renal, disfuncdo de mdaltiplos dérgdos, miocardite,
encefalite, e agravamento das condi¢fes de doenca cronica subjacente, como asma, doenga
pulmonar obstrutiva crénica ou insuficiéncia cardiaca congestiva (GILL et al., 2010).

De acordo com o manual de manejo clinico de infeccdo humana pelo virus
pandémico (H1N1) da OMS, a doenca respiratoria causada pelo virus pandémico é
considerada moderada quando os sintomas incluiam: (1) febre, tosse, odinofagia, rinorréia,
cefaléia, dores musculares e mal-estar, sem dispnéia; (2) distlrbios gastrintestinais também
podiam estar presentes, como a diarréia e/ou vomito, especialmente em criancas, mas sem
evidéncia de desidratacao.

O quadro era considerado grave quando: (1) Apresentavam sinais clinicos
(dispnéia, taquipnéia, hipoxia) e/ou radiologicos da doenca do trato respiratério inferior
(pneumonia, por exemplo), envolvimento do sistema nervoso central (SNC) (encefalopatia,
encefalite), desidratacdo grave, e/ou complicacdes secundérias, tais como insuficiéncia renal,
insuficiéncia de multiplos oOrgdos e choque séptico. Outras complicagcdes incluiam

rabdomiodlise e miocardite; (2) Exacerbacdo da doenga subjacente cronica, incluindo asma,
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doenca pulmonar obstrutiva crénica, insuficiéncia hepética ou renal cronica, diabetes ou
outras doencas cardiovasculares; (3) Qualquer outra condicdo ou apresentacdo clinica
necessitando de internacé@o hospitalar para tratamento clinico.

Os fatores de risco para doenca grave estavam relacionados aos seguintes grupos:
mulheres gravidas; pessoas de qualquer idade com doenga pulmonar cronica (asma, por
exemplo); com doenca cardiaca (insuficiéncia cardiaca congestiva); doengas metabdlicas
(diabetes, por exemplo); doenca renal e/ou hepatica cronica, certas condi¢cdes neuroldgicas
(incluindo neuromuscular, cognitiva, distdrbios e apreensdo), hemoglobinopatias ou
imunossupressdo, quer devido a condigdes de imunossupressao primaria, como a infecgdo
pelo HIV, ou as condicbes secundarias, como a medicacdo imunossupressora ou malignidade;
as criancas que recebem terapia crbnica com aspirina e pessoas com 65 anos ou mais
(SCHNITZLER E SCHNITZLER, 2009; SULLIVAN et al., 2010).

4.3.3. SubstituicGes aminoacidicas associada a gravidade

Vérias substituicdes aminoacidicas nos genes codificadores da hemaglutinina e
PB2 dovirus Influenza A (H1N1) pandémico tém sido encontradas, no entanto,
apenas algumas foram associadas a viruléncia. Essas substitui¢es estdo mais bem descritas a

sequir.

4.3.3.1.  Hemaglutinina (HA)

Algumas substituicdes aminoacidicas associadas com a antigenicidade ou
patogenicidade do virus, no gene da HA tem sido relatadas. Recentemente, a OMS tornou
publico que uma simples substituicdo do &cido aspartico por uma glicina na posicao 222 da
HA (D222G) do virus pandémico A (H1N1) 2009, associava-Se a casos graves e fatais em
varios paises. Varios estudos sugeriram essa associacdo entre a substituicdo D222G e casos
graves da doenga (KILANDER,2010; MAK, 2010; MILLER, 2010).

No estudo de Puzelli e colaboradores (2010), entretanto foram detectados quatro

virus com HA contendo D222G dos 169 casos, sendo trés (52) provenientes de casos graves e
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fatais e um caso (117) moderado. Segundo a OMS, a prevaléncia da substituicdo D222G ¢
menor que 1,8%, e dos 364 casos fatais analisados 26 (7,1%) continham essa substituicéo.

Resultados preliminares de estudos in vitro e in vivo sugerem que a substitui¢éo
D222G tem a tendéncia de acontecer sob pressdo seletiva, e essa mutagdo de um unico
aminoacido aumenta drasticamente a capacidade de replicagdo do virus in vitro e
patogenicidade in vivo (XU et al., 2010).

Estudos sobre o tipo de tropismo celular com os virus A (HIN1) pandémico 2009
contendo a substituicdo D222G demonstraram um padrdo distinto ao tropismo celular tipico
onde os virus Influenza A e B infectam predominantemente células ndo ciliadas ricas em
ligagdes do tipo SA 02,6Gal (presentes no trato respiratério superior). Os virus mutantes, em
contraste, infectaram tanto células ndo ciliadas como as células ciliadas e 20% ou mais das
ceélulas ciliadas infectadas expressavam receptores do tipo SAc2,3Gal - principalmente
presentes no trato respiratdrio inferior - em quantidade relativamente maior nas células do
epitélio traqueobrénquico e sobre as células dos bronquiolos e alvéolos, contribuindo para a
gravidade da infeccdo pulmonar. Este fato foi correlacionado com a presenca da substituicdo
D222G na HA, uma vez que o virus mutante apresentou tropismo celular de 5 a 10 vezes
maior na infeccdo de células ciliadas sendo que outras diferencas de aminoacidos, em
particular D222E, apresentaram pouco ou nenhum efeito (CHUTINIMITKUL et al., 2010;
LIU etal., 2010).

Em paralelo, outras substituicdes nesta mesma posicdo tém sido relatadas, tais
como a troca do &cido aspértico pelo acido glutamico (D222E) ou pela asparagina (D222N),
mas a significancia clinica dessas substituicGes ainda ndo é conhecida (KILANDER et al,
2010; MAK et al, 2010; MILLER et al, 2010; PUZELLI et al, 2010).

Outros estudos sobre a andlise das sequéncias do virus isolado de amostras de
autopsias indicaram que 42,9% dos individuos que morreram de casos confirmados da gripe
pandémica (H1N1) foram infectados com virus que continham a substituicdo Q310H na
regido da HA. Em geral, seis (86%) dos sete isolados de virus a partir das amostras de
necropsia teve pelo menos uma substituicdo aminoacidica dentro das regiGes 301-316 ou 219-
240 da HA. Durante a segunda onda da pandemia de 2009, houve um aumento no nimero de
casos de virus mutante isolados com substituicdes aminoacidicas dentro de ambas as regides
da HA. As substituicdes dentro da regido 219-240, na posi¢do 239 (D239—E/G/N) foram
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relatadas com maior frequéncia. Além disso, os mutantes D239G foram detectados com maior
frequéncia nos virus isolados de pulmdes de pacientes com desfechos fatais. Nesse mesmo
estudo, varios isolados virais com substituices na HA 301-316 (I312V e P314S) foram
documentados (GLINSKY, 2010).

Além destes, outro estudo desenvolvido por Pan e colaboradores (2010) e Garten
e colaboradores (2009) demonstraram que na posi¢do 206, localizada no dominio de ligacéo
da HA ao receptor, houve uma substituicdo de Serina por Treonina (S206T) a qual afeta
diretamente a infectividade e transmissibilidade do virus (H1IN1) pandémico 2009 em
humanos. O quadro 2 resume as substituicdes aminoacidicas relatada na HA do virus HIN1

pandémico.

Posi¢do | Substituicao * Resultado Referéncia

Aumenta a capacidade de )
replicacéo in vitro I[e) patogenicidade Kilander et al, 2010; Mak et
al, 2010; Miller et al, 2010;

Tropismo ceIISI;l/:v;t-:E 5a 10 vezes Puzelli etal, 2010; Xu etal,
P 2010: Liu et al., 2010

maior na infeccao de celulas Chutinimitkul et al., 2010.

222 Asp — Gly

ciliadas (SAa2,3Gal);
Kilander et al, 2010; Mak et
al, 2010; Miller et al, 2010;
Puzelli et al, 2010.

Significancia clinica ainda

222 Asp — Glu desconhecida

Kilander et al, 2010; Mak et
al, 2010; Miller et al, 2010;
Puzelli et al, 2010.

Significancia clinica ainda

222 Asp — Asn desconhecida

Encontrado em 42,9% dos
individuos que morreram devido

310 GIn — His . o p Glinsky, 2010.

infeccdo pelo virus Influenza A

(HIN1)

Encontrada em HA de isolados

239 Asp — Gly | virais de pulmdes de pacientes com Glinsky, 2010.
desfechos fatais.
Afeta diretamente na infectividade
206 Ser — Thr e transmissibiIiAda_de do virus A Garten et al., 2009; Pan et
(HIN1) pandémico 2009 em al., 2010.

humanos.

QUADRO 2. Substituicdes aminoacidicas encontradas na HA do virus Influenza A pandémico
relacionado ao possivel resultado.

*Asp: Acido Aspartico; Gly: Glicina; Glu: Acido Glutdmico; Asn: Asparagina; GlIn: Glutamina; His:
Histidina; Ser: Serina e Thr: Treonina
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4.3.3.2. Proteina PB2

Os virus da gripe que se originam de espécies avidrias sdo susceptiveis em
adquirir mudancas em seus aminodacidos para se adaptarem e replicarem de modo eficiente em
outras espécies animais. Duas mudangas aminoacidicas na proteina PB2 sdo conhecidas: um
acido glutdmico pela lisina na posigdo 627 (E627K) e um &cido aspértico pela asparagina na
posicdo 701 (D701N). O acido glutdmico na posicéo 627 (E627) da PB2 confere ao virus uma
replicacdo viral mais restrita em células humanas, resultando em baixa patogenicidade. Uma
mudanca adaptativa neste residuo de &cido glutamico para lisina (627K) confere altos niveis
de atividade da polimerase em células humanas, levando a alta patogenicidade viral. Essas
mudancas permitem que os virus da gripe de origem aviaria repliquem de forma eficiente em
células humanas. Curiosamente, a PB2 do virus A (HLN1) pandémico a qual € de origem
aviaria, ndo codifica os aminoéacidos K627 e N701 (NEUMANN E KAWAOKA, 2009;
YAMADA et al. 2010).

Buscando compreender essa diferenca, Mehle e Doudna (2009) e Yamada e
colaboradores (2010) demonstraram que nas analises das sequéncias dos genes PB2 do virus
A (HIN1) pandémico foi identificado um par de aminoéacidos conservados, que S0
extremamente raros nos virus sazonais, uma serina na posicdo 590 e arginina na posi¢do 591,
polimorfismo denominado SR. Para todos os isolados, o polimorfismo SR foi visto somente
em concomitancia com a variante E627. A modelagem molecular dessas variantes na estrutura
de dominio PB2 627 prevé a justaposicdo de R591 e E627, sugerindo que estes dois tipos de
residuos podem interagir (figura 11).

Para investigar o papel do polimorfismo SR quanto a funcdo da polimerase foi
utilizado um ensaio de atividade de polimerase, onde o polimorfismo SR em PB2 foi isolado a
partir do virus (HIN1) 2009 e transformado para a sequéncia consenso. A remog¢do do
polimorfismo SR reduziu a atividade da polimerase em cerca de 50%, sugerindo um potencial
papel na adaptacdo especifica ao hospedeiro. Ainda no ensaio de atividade da polimerase, o
mesmo foi realizado a 33°C indicando que o efeito do polimorfismo SR sobre a fungéo da
polimerase também ocorre na temperatura do trato respiratorio superior de humanos. O
polimorfismo SR aumentou a atividade da polimerase contendo PB2 E627, mas ndo

aumentou a atividade da polimerase PB2 contendo K627. Estes dados ofereceram uma
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explicagdo para a replicacédo eficiente do virus (H1N1) e, potencialmente, patogenia, em seres

humanos.

A SE6h H1NA B H1N1

FIGURA 11. Estrutura cristalografica da proteina PB2 com os residuos E627, S590 e R591 do
virus (HIN1) pandémico. A. A cor azul = carga positiva relativa, vermelha = carga relativa
negativa. Residuo S590, R591 e E627 sdo identificados com setas pretas. B. As intera¢fes do R591
com os residuos vizinhos. Em verde = carbono, vermelho = oxigénio e azul = nitrogénio. O
Residuo S590 esta por detras da E627 e bloqueia a liberdade de conformagcéo de E627.

A= Angstron; --- = Pontes de Hidrogénio

Fonte: Yamada et al., 2010.

Além do exposto acima, o estudo promovido por Bussey et al (2010), relatou que
a elevada atividade da polimerase da cepa pandémica em células de mamiferos é, em parte,
dependente do residuo 271 da PB2, indicando claramente que a substituicdo aminoacidica da
treonina pela alanina nesta posicéo reforca a atividade da polimerase em células humanas e
contribui para o crescimento viral em mamiferos, consequentemente contribuindo para a
patogenicidade viral.

Concomitante a essas pesquisas, recentemente, a OMS noticiou em seu boletim
epidemioldgico semanal que esta sendo observada outra substituicdo na proteina PB2 de uma
lisina por uma asparagina na posi¢do 340 (K340N) do virus A (H1IN1) pandémico. Essa

substituicdo tem sido obtida de casos moderados, graves e fatais em varios paises.
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4.3.4. Transmissao

De acordo com a OMS (2009), o virus Influenza é transmitido de pessoa a pessoa,
principalmente por meio da tosse ou do espirro e através do contato com secrecdes
respiratorias de pessoas infectadas. A relativa contribuicdo de cada uma dessas vias é
desconhecida, mas, parece estar associada a outros fatores tais como a umidade e temperatura
(SULLIVAN et al, 2009). O periodo de transmissibilidade da doenca é diferente entre adultos
e criancas. Nos adultos, o periodo é até sete dias apds o aparecimento dos sintomas, enquanto

em criancas este periodo vai de dois dias antes até 14 dias ap0s o inicio dos sintomas.

4.3.5. Diagnéstico

O diagnostico laboratorial do virus Influenza constitui uma importante ferramenta
para a salde publica. Existe uma variedade de métodos laboratoriais para detec¢do do virus,
0s quais incluem técnicas para isolamento viral, deteccdo de antigenos virais, deteccdo do
acido nucléico e os testes sorologicos que permitem a deteccdo de anticorpos gerados frente a
infeccéo pelo virus (COUCEIRO E ALBUQUERQUE, 2008).

O diagndstico para o virus pandémico (HLNZ1) 2009 foi realizado pelos centros
nacionais de referéncia para vigilancia do virus Influenza (CNR). No Brasil, existem trés
centros credenciados pela OMS como CNR, sdo eles: o Instituto Evandro Chagas no Para
(IEC/PA), o Instituto Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro (IOC/RJ) e o Instituto Adolfo Lutz em
Sao Paulo (IAL/SP). O Laboratério de Virus Respiratorios do Instituto Evandro Chagas é
responsavel por 10 estados das regides norte e nordeste: Acre, Amazonas, Roraima, Amapa,
Pard, Maranhdo, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, e pelo estado do Mato
Grosso do Sul, totalizando 11 estados.

Segundo o manual de manejo clinico de infeccdo humana com o virus pandémico
(HIN1) da OMS, durante a pandemia - considerando a urgéncia - o diagnostico preferencial
adotado foi a deteccdo do acido nucléico através da reacdo em cadeia mediada pela
polimerase precedida de transcriptase reversa (RT-PCR) em tempo real, tendo em vista que

este método proporciona a deteccdo mais rapida e sensivel da infeccéo.
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O sucesso do diagndstico laboratorial depende essencialmente da qualidade do
espécime clinico, tempo de coleta, das etapas de transporte e armazenamento até seu
processamento no laboratorio. Os espécimes clinicos a serem coletados para o diagnostico séo
amostras respiratorias que incluem a secrecdo nasofaringea (SN), aspirado nasofaringeo
(ANF) e swab combinado (SC) que para deteccdo e caracterizagdo de virus Influenza devem
ser colhidos, preferencialmente, nos trés primeiros dias ap6s o inicio dos sintomas.

Deve-se considerar a colheita das amostras para o isolamento viral, em particular,
de pacientes graves, o qual pode ser feito em ovos embrionados e cultivo celular (OMS,
2009). No sistema de isolamento em ovos, séo utilizados ovos com embrides de 10 a 11 dias,
nos quais é inoculado o espécime clinico (ANF, SN, SC) nas cavidades alant6ica e amnidtica.
Ja a replicacdo do virus Influenza em cultivo celular, geralmente é feita em células de origem
canina (MDCK), que € uma linhagem continua de células que apresentam em sua superficie
acidos sialicos com ligagdes 02,3 e 02,6 com a galactose sujacente. A demonstracdo da
proliferacdo viral em ovos embrionados ou em cultura de células € feita a partir da técnica de
hemaglutinacdo (WRIGHT et al, 2007) .

O diagnostico utilizando testes rapidos da gripe foi disponibilizado
comercialmente em muitas partes do mundo. No entanto, estudos indicaram que esse teste
possui baixa sensibilidade, o que limitava seu uso. Os testes de diagndstico rapido podem ser
utilizados em uma situacdo de surto em potencial, pois podem dar uma indicacdo da presenca
do virus na comunidade o que orienta a tomada de decisdes de saude publica, na auséncia de

testes confirmatorios em tempo Gtil por métodos mais sensiveis (SULLIVAN et al., 2009).

4.3.6. Tratamento

Embora a vacinacdo seja a ferramenta de primeira escolha para a prevencdo da
gripe, os antivirais especificos sdo agentes importantes no tratamento desta doenca.
Atualmente, existem dois tipos de antivirais especificos: os inibidores da proteina M2
(Amantadina e Rimantadina) e os inibidores da neuraminidase viral (Zanamivir, Oseltamivir,
Peramivir e Laninamivir) (NEUMANN E KAWAOKA, 2006; 2009; SCHNITZLER E
SCHNITZLER, 2009). Enguanto os primeiros sO sdo ativos contra os virus Influenza de tipo
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A, os inibidores da neuraminidase s&o eficazes também contra os virus de tipo B (WRIGHT et
al, 2007).

Nos altimos anos, os inibidores de neuraminidase viral se tornaram um alvo
atraente para o desenvolvimento de agentes antivirais. O oseltamivir (Tamiflu®) representa o
protétipo dos inibidores da neuraminidase e foi o medicamento recomendado pela OMS
(2009), para o tratamento da gripe pandémica A HIN1.

No homem, em relacdo a amantadina e a rimantadina, a emergéncia de variantes
resistentes € observada rapidamente em 2-5 dias, em cerca de 30% dos pacientes tratados.
Quanto aos inibidores da neuraminidase, estes s sdo eficazes se prescritos nas primeiras 48h
da doenca, ou em caso de infeccdo persistente em individuos imunodeprimidos. A emergéncia
de variantes resistentes a estas drogas vem sendo relatada (GUBAREVA et al., 2001, LE et
al., 2005).

Pelo fato de apresentarem um espectro mais amplo, uma melhor tolerancia e um
potencial reduzido na emergéncia de cepas resistentes que os inibidores da M2, os
antineuraminidase representam um avanco considerdvel na terapéutica da gripe
(GUBAREVA et al., 2000; MOSCANA, 2005).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. TIPO DE ESTUDO

Estudo transversal retrospectivo de carater descritivo e analitico.

5.2. POPULACAO DE ESTUDO

A populagdo total do estudo constituia-se de 1.524 amostras positivas para o virus
Influenza A (HIN1) pdm. Destas, 739 amostras foram provenientes da regido de estudo, a
mesorregido metropolitana de Belém (figura 12) que de acordo com a resolucdo da
Presidéncia do IBGE n°. 11, de 5 de junho de 1990, é composta pela microrregido de Belém
(Ananindeua, Barcarena, Belém, Benevides, Marituba e Santa Béarbara do Pard) e
microrregido de Castanhal (Bujaru, Castanhal, Inhangapi, Santa Isabel e Santo Antonio do
Taud) .

As amostras representativas para este estudo foram aquelas oriundas de pacientes
com sindrome respiratéria aguda grave (SRAG), caracterizada por febre, tosse e dispneia
(Ministério da Saude, 2010) sem nenhuma comorbidade relatada, triadas pela Rede de
Vigilancia da Gripe, de ambos os sexos e diferentes faixas etarias (0 a 96 anos)
correspondendo desta forma 350 amostras (figura 12). Nas quais 246 amostras, compreendem
o0 periodo das duas ondas (figura 12) (agosto, setembro e outubro de 2009 e fevereiro, margo e
abril de 2010). Todos os casos de 6bitos foram analisados independentemente de ter ou ndo

comorbidade.

5.3. TAMANHO AMOSTRAL

O célculo do tamanho amostral (n) foi realizado considerando o nivel de
confianca de 95%, erro amostral de 3% e frequéncia da substituicdo aminoacidica na
populacdo de 1,8% descrita pela OMS (2010), onde foi alcangado o nimero minimo de 76
amostras a serem testadas. Portanto, as tentativas de isolamento viral em cultura de células
MDCK foram efetuadas aleatoriamente e sem reposi¢do a partir do universo de 246 amostras,

no qual se obteve 87 amostras virais isoladas (figura 12).
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1.524 amostras positivas para o virus
Influenza A (HIN1) pdm

Mesorregido Metropolitana

de Belém
739
amostras
SRAG sem
Comorbidade
350
amostras
Por Ondas
246
amostras

Nivel de confianca desejado: 95%
Erro maximo desejado: 3,0%
Proporc¢éo da populagdo: 1,8%

n="76
amostras

|_llsoladas = 87
amostras

FIGURA 12. Figura esquematica para demonstrar a estimativa do tamanho amostral para a

populagdo em questao.

5.3.1. Critérios de Inclusao

Amostras clinicas de pacientes pertencentes a ambos 0s sexos e diferentes faixas
etarias, atendidos em unidades de saide com quadro clinico de sindrome respiratoria aguda
grave (SRAG) caracterizada pela presenca de febre, tosse e dispnéia, acompanhada ou ndo de
outros sintomas, que foram ou ndo hospitalizados, e com diagnostico laboratorial de infeccdo

pelo virus Influenza A (H1IN1) pdm positivo.

5.3.2. Critérios de Exclusdo

Foram excluidos do estudo os pacientes que ndo correspondiam a area de estudo,
com comorbidade e que ndo compreendem ao periodo das duas ondas (agosto, setembro e

outubro de 2009 e fevereiro, marco e abril de 2010).
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5.4. ANALISE ESTATISTICA

O modelo estatistico utilizado para as analises neste trabalho foi o teste de
Regressdo Logistica Simples para determinar a dependéncia de uma varidvel em relacédo a
chamada variavel independente ou preditora, com a finalidade de verificar se as substituicbes
tiveram alguma relacdo com periodo da pandemia, hospitalizacdo, sexo e idade. A regressdo
logistica simples testa uma variavel dependente Y e uma varidvel independente, sendo a
variavel Y binéria, ou seja, assume valores 1 (sucessos) e valores 0 (insucessos), ou seja, a
substituicdo aminoacidica € um evento dicotdmico, que pode ser entendido como 1 quando

ocorre e 0 quando esta ndo ocorre.

5.5. COLETA DAS AMOSTRAS

Durante a pandemia, os espécimes clinicos foram obtidos a partir de aspirado
nasofaringeo ou swab combinado (narina/garganta) realizados por uma equipe especializada
do Laboratério Central do Estado do Pard (LACEN-PA), a partir de pacientes que
apresentavam sinais e sintomas de gripe com até sete dias de evolucdo, atendidos em unidades
de saude de Belém.

A coleta do aspirado nasofaringeo foi realizada com auxilio de uma bomba a
vacuo acoplada a um tubo coletor contendo meio de transporte (Hanks e gelatina a 0,5%). O
cateter do tubo coletor foi delicadamente introduzido nas cavidades nasais e orofaringeas do
paciente, aspirando assim a secrecdo. A realizacdo do swab combinado (SC) consistiu em
friccionar o swab contra a mucosa nasal, sendo utilizado um swab para cada narina e outro
para a garganta. Todos foram colocados em um tubo contendo meio de transporte,
devidamente identificado com o nome do paciente e a data de coleta. Apds a coleta os
espécimes foram encaminhados, sob refrigeracdo (4°C), ao Laboratério de Virus

Respiratorios do Instituto Evandro Chagas (IEC).

5.6. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

No Laboratorio de Virus Respiratorios do Instituto Evandro Chagas, as amostras

foram homogeneizadas e fragmentadas em duas aliquotas devidamente rotuladas com o
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namero do registro, natureza do espécime clinico (SC ou SNF) e data da coleta. Todas as

aliquotas foram mantidas a -70°C.

5.7. EXTRACAO DO RNA VIRAL (VRNA)

O RNAV foi extraido a partir do espécime clinico utilizando-se o QlAamp® Viral
RNA Mini Kit (Qiagen), seguindo as orientacdes do fabricante, que consiste em trés etapas
principais: lise, lavagem e eluicdo. O RNA eluido foi estocado a -70°C ou imediatamente
utilizado para a Reacdo em Cadeia mediada pela Polimerase precedida de transcri¢do reversa em
tempo real (QRT-PCR).

5.8. DETECCAO DO GENOMA VIRAL

A deteccdo do genoma viral foi realizada por qRT-PCR de acordo com protocolo
preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude (2009). Nesta etapa foram utilizados
detectores (iniciadores e sonda) especificos (quadro 3) para genes do virus Influenza A HIN1:
Influenza A (InfA), Influenza A Suino universal (swFIuA), Influenza Suinos H1 (swH1) e
RNaseP (RP).

Iniciador e Sonda Sequéncia (5’- 3°) Concentragao
InfA Forward gac cratcc tgt cac ctctga c 40 uM
InfA Reverse agg gca tty tgg aca aak cgt cta 40 uM

InfA Probe’ tgc agt cct cgc tca ctg ggc acg 10 uM
SW InfA Forward | gca cgg tca gca ctt aty ctr ag 40 uM
SW InfA Reverse | gtg rgc tgg gtt ttc att tgg tc 40 uM

SW InfA Probe® | cya ctg caa gee ca”t” aca cac aag cag gca 10 uM
SW H1 Forward | gtg cta taa aca cca gcc tyc ca 40 uM
SW H1 Reverse | cgg gat att cct taa tcc tgt rgc 40 uM
SW H1 Probe® | ca gaa tat aca “t”cc rgt cac aat tgg ara a 10 uM
RnaseP Forward | aga ttt gga cct gcg agc g 40 uM
RnaseP Reverse | gag cgg ctg tct cca caa gt 40 uM
RnaseP Probe' | ttc tga cct gaa ggc tct geg cg 10 uM

QUADRO 3. Sequéncia de iniciadores e sondas utilizadas na RT-PCR em tempo real para deteccdo de
virus Influenza A (HINZ1) pdm.

! Sondas TagMan ® apresentando duas porcdes fluorescentes, uma localizada na extremidade 5' chamada
de apresentador (Reporter, R) com uma molécula de 6-carboxifluoresceina (FAM) e outra na
extremidade 3' chamada de capturador de energia (Quencher, Q), Blackhole Quencher 1 (BHQ1)
(Biosearch Technologies, Inc.Novato, CA).

? Sondas TagMan ® marcadas na regido 5'-terminal com FAM e na regi&o terminal 3' h& internamente
um residuo “T” modificado com BHQ1 para evitar a extensdo da sonda pela Taq polimerase.
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O iniciador e sonda da Rnase P tem como funcdo detectar RNase P de gene
humano e, portanto, serve como controle interno positivo para acido nucléico humano,
fornecendo como um controle secundario que valida o procedimento de extracdo dos acidos
nucléicos e integridade dos reagentes. Os controles positivos (RNA de H1 pdm) e negativos
(dgua) foram incluidos em cada reacdo. A reacdo foi realizada com o kit comercial
SuperScript 111 TM One-step gRT-PCR com Platinum Taq®- (Invitrogen Life Technologies)
para um volume final de 25ul, contendo 20ul de mix onde a quantidade de cada reagente a ser

adicionado para cada iniciador e sonda estdo descritas no quadro 4.

Reagentes Volume por reacgéo
Agua livre de nuclease (Water free DNase/ RNase) Nx5.5ul
Iniciador Forward N x 0.5 ul
Iniciador Reverse Nx0.5ul
Sonda Nx0.5ul
SuperScript™ III RT/Platinum® Tag Mix Nx0.5ul
Master Mix PCR 2X Nx12.5ul
Volume total N X 20.0 pl

QUADRO 4. Descricdo do volume de cada reagente que deve constituir a mix por reacéao.
* N = namero de amostras + controle positivo e negativo

A reacdo de amplificacdo foi conduzida inicialmente por uma transcricao reversa
a 50°C por 30 minutos, seguida da ativacdo da Taq polimerase a 95 °C por 2minutos e da
amplificagéo pela reagdo em cadeia da polimerase de 45 ciclos a 95 °C a 15 segundos e 55°C
por 30 segundos.

Ao término da amplificacdo, todas as amostras clinicas deveriam apresentar
curvas de reacdo RP que cruzem a linha limite igual, ou antes, de 37 ciclos, sugerindo assim a
presenca de RNA suficiente de RNase P do gene humano, indicando que o espécime é de
qualidade aceitavel.

A amostra foi considerada positiva para o virus Influenza A (InfA) quando a
respectiva curva de crescimento cruzou a linha limite igual, ou antes, de 37 ciclos. Se a reacdo
para a gripe A foi positiva, poderia ser positivo para o virus A Suino universal (SWFIuUA) e
para o H1 Suino (swH1). Portanto, a amostra foi considerada positiva para o virus Influenza
A (H1N1) pdm se tanto as curvas de crescimento para InfA, como swFIuA e swH1 cruzaram a

linha limite no prazo de 37 ciclos, como demonstra o quadro 5.
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InfA | swFIuA | swH1 | RP Resultado
Amostra | + + + + | Influenza A HIN1 pdm
Amostra | + - - + Influenza A Sazonal
Amostra | - - - + Negativo
Amostra | - - - - Amostra inadequada

QUADRO 5. Interpretagéo dos resultados por RT-PCR em tempo real.

5.9. ISOLAMENTO VIRAL

As tentativas de isolamento viral foram efetuadas a partir do universo alcancado —
segundo os critérios de inclusdo e exclusdo (descritos nos itens 5.2.1, 5.2.2 e 5.3) — de 246
amostras, destas os espécimes foram escolhidos aleatoriamente e sem reposi¢do, e foram
inoculados diretamente em placas e/ou garrafas de cultivos celulares da linhagem continua de
células de rim canino (MDCK - Madin Darbin Canine Kidney), sensiveis ao crescimento do
virus Influenza. A fim de aumento do titulo viral, cada amostra foi submetida até, no maximo,
trés passagens. As culturas foram observadas diariamente ao microscopio optico invertido, na
procura de evidéncias do crescimento viral. Adicionalmente, a cada quatro dias, uma amostra
do fluido da cultura foi testada quanto & presenca de atividade hemaglutinante (HA) indicativa
de proliferacdo viral. Os sobrenadantes das amostras positivas foram entéo estocados a -70°C
para testes de identificacdo posterior, pela Reacdo em Cadeia mediada pela Polimerase
precedida de transcricdo reversa (RT-PCR).

Esses cultivos foram mantidos em laboratério a temperatura de aproximadamente
37 °C em garrafas plasticas de 25 cm® contendo Meio Dulbecco modificado de Eagle
(DMEM) acrescido de bicarbonato de sodio na concentracdo de 1,5 g/L, soro bovino fetal
10%, L-glutamina 4 mM, HEPES 10 mM, penicilina 100 p/ml e estreptomicina 100 pg/ml.
Semanalmente, as células foram transferidas para novas garrafas, processo este denominado
de repique celular ou tripsinizacdo. Para a inoculagdo dos espécimes foram preparadas placas,
as quais, apos a inoculagao, foram mantidas com o meio de manutengdo (menor concentracdo
de soro bovino comparado ao meio de crescimento e acréscimo de anfotericina B) adicionado

de tripsina cristalina 2 pg/ml.
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510. TESTE DE HEMAGLUTINACAO (HA)

O teste de HA foi realizado ap6s o isolamento viral em cultura de células e
consiste em analisar a capacidade hemaglutinante dos virus Influenza, isto €, a capacidade que
o virus tem de ligar-se e aglutinar hemaceas. Este teste é utilizado para indicar a presenca e a
concentracdo do virus no material analisado.

Desse modo, sdo utilizadas microplacas (96 orificios) de fundo em “V” para a
realizacdo do teste com heméceas de peru. Primeiramente adicionar 25 pL do diluente (PBS
Ph 7.2) em todos os orificios da placa com excecao do primeiro orificio. No primeiro orificio
adiciona-se 50 pL do sobrenadante celular inoculado e 25 pL desse sobrenadante no 2° e 3°
orificios. Entdo se realiza a diluicdo a partir do 3° orificio da microplaca. Ap6s a diluicdo
acrescenta-se 25 pL de PBS do 3° ao 12° orificio, inclusive o controle de hemécia. E por
final, adiciona-se 50 pL de hemacia de peru (diluidas 1:200 em PBS pH:7.2 ) em todos 0s
orificios. As placas sdo agitadas ligeiramente e sdo deixadas incubando por 30 minutos a
temperatura ambiente, observando e determinando a mais alta diluicio em que o virus

ocasiona a hemaglutinacdo completa das hemécias.

5.11. CARACTERIZACAO GENETICA

A caracterizacdo genética dos virus foi desenvolvida utilizando-se 4 etapas
principais: a) extracdo do RNA viral (RNAvV) provenientes do cultivo celular infectado; e b)
amplificacdo dos genes codificadores da HA e PB2 pela técnica de reagdo em cadeia da
polimerase precedida de transcrigdo reversa (RT-PCR); c) purificacdo e quantificacdo do

produto da RT-PCR; d) sequenciamento dos genes de interesse pelo método de Sanger.



59

5.11.1. Extracdo do RNA viral - vVRNA

A extracdo do RNA viral foi realizada a partir do cultivo celular infectado
utilizando-se o PureLink ™ Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen Life Technologies). O RNA
eluido foi estocado a -70°C ou imediatamente submetido a RT-PCR.

5.11.2. Amplificacéo dos genes codificadores da HA e PB2.

A amplificacdo dos genes codificadores da HA e PB2 foi realizada por RT-PCR

convencional. A RT-PCR em um Unico tubo foi realizada utilizando-se Kit comercial

SuperScript 111 ™ One-step gRT-PCR with Platinum Taq®- (Invitrogen Life Technologies) e
oligonucleotideos iniciadores, recomendados pela OMS, especificos para 0 gene da
hemaglutinina (quadro 6) e PB2 (quadro 7) do virus A (H1IN1) pdm para um volume final de
25uL, contendo, 5uL de RNAv, 0.2uL de cada oligonucleotideo iniciador (50 pmol/uL),
12.5uL de tampdo de reacdo 2X (contendo 0.4mM de cada dNTP, 2.4mM de MgSOy), 0.5uL
de mix RT/Taq (SuperScript™ RT/Platinum Taq), e 6.5uL de 4gua livre de nuclease (Water
free DNase/RNase). Em seguida, a mistura foi submetida a transcricdo reversa a 48C°%45’,
94C°/2’ ¢ PCR com 30 ciclos de 94C°/20°’, 50C°/30”’ e 72C°/1°.

Iniciadores Sequéncia (5’- 3°) Taman_ho do
amplicon
HA/+/1 | tgt aaa acg acg gcc agt ata cga cta gca aaa gca ggg g 460 pb

HA/-/461 | cag gaa aca gct atg acc tca tga ttg ggc cay ga

HA/+/351 | tgt aaa acg acg gcc agt acr tgt tac ccw ggr gat ttc a 592 pb
HA/-/943 | cag gaa aca gct atg acc gaa akg gga grc tgg tgt tta

HA/+/379 | tgt aaa acg acg gcc agt acr tgt tac cca ggr gat ttc 825 pb
HA/-/1204 | cag gaa aca gct atg acc tct tta ccy act rct gtg aa

HA/+/736 | tgt aaa acg acg gcc agt agr atg rac tat tac tgg ac 604 pb
HA/-/1340 | cag gaa aca gct atg acc ttc tkc att rta wgt cca aa
HA/+/1124 | tgt aaa acg acg gcc agt tgg atg gta ygg tta yca yca 417 pb
HA/-/1541 | cag gaa aca gct atg acc tca taa gty cca ttt ytg a
HA/+/1204 | tgt aaa acg acg gcc agt aag atg aay acr car ttc aca g 574 pb
HA/-/1778 | cag gaa aca gct atg acc gtg tca gta gaa aca agg gtg ttt

QUADRO 6. Sequéncias de iniciadores utilizados na RT-PCR para o gene da hemaglutinina.
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Iniciadores Sequéncia (5’- 3°) Taman_ho do
amplicon
PB2/+/1 | tgt aaa acg acg gcc agt ctc gag caa aag cag gtc aa 574 pb

PB2/-/575 | cag gaa aca gct atg acc yag ctg tga ytc yga tgt

PB2/+/328 | tgt aaa acg acg gcc agt gtr aca tgg tgg aay aga a 488 pb
PB2/-/816 | cag gaa aca gct atg acc gct ttg rtc aay atc rtc att

PB2/+/487 | tgt aaa acg acg gcc agt cct ggt cay gca gac ctc ag 532 pb
PB2/-/1019 | cag gaa aca gct atg acc cca aar ctg aag gay gar ctg at

PB2/+/713 | tgt aaa acg acg gcc agt caa gca gtr trt aca ttg aag t 576 pb
PB2/-/1289 | cag gaa aca gct atg acc cct cta act gct ttt ayc atg caa t

PB2/+/946 | tgt aaa acg acg gcc agt ccr acw gaa gaa caa gct gt 563 pb
PB2/-/1509 | cag gaa aca gct atg acc gga gta ttc atc yac acc cat
PB2/+/1169 | tgt aaa acg acg gcc agt aag caa cca gra gat tgr ttc a 571 pb
PB2/-/1740 | cag gaa aca gct atg acc ctg aga cca ytg aat ttt rac a
PB2/+/1447 | tgt aaa acg acg gcc agt cca agy acm gag atg tca atg aga 739 pb
PB2/-/2186 | cag gaa aca gct atg acc ttr ctc art tca ttg atg ct
PB2/+/1683 | tgt aaa acg acg gcc agt caa cac tta tca atg gat aat 658 pb
PB2/-/2341 | cag gaa aca gct atg acc tag tag aaa caa ggt cgt t

QUADRO 7. Sequéncias de iniciadores utilizados na RT-PCR para o gene PB2.

Ao término da amplificacdo, os amplicons foram visualizados por eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, corado por Gel Red Nucleic acid stain (Biotium), em tampéo 1X tris-
acetato-EDTA (TAE), inicialmente por 5 minutos a 80 volts (V), seguido de 25 minutos a
110V. O marcador de peso molecular 200 lines SmartLadder (Eurogentec) foi aplicado em
cada gel. A visualizacdo dos amplicons foi realizada em transilumidor com luz ultravioleta

(UV) e fotografado com auxilio do sistema de captura de imagem E-capt (Vilber Loumart).
5.11.3. Purificacéo e quantificacdo do produto RT-PCR

Nas amostras que apresentaram a banda de interesse, foi realizada a purificacdo do
produto da RT-PCR, utilizando o kit comercial MEGAquick-spin PCR & AGAROSE GEL
DNA EXTRACTION (Bioeasy), seguindo as instru¢bes do fabricante. A quantificacdo do
DNA para a determinacdo da concentracdo do mesmo foi realizada seguindo instrucdes do
fabricante do marcador de peso molecular Low Mass Ladder (Invitrogen). A concentracdo de
cada amostra foi determinada comparando-se a intensidade das bandas do marcador com as

bandas das amostras, sendo o resultado expresso em nanogramas (ng).
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5.11.4. Sequenciamento dos genes codificadores da HA e PB2.

O Sequenciamento dos genes codificadores da HA e PB2 foi realizado pelo
Método de Sanger. O método de bloqueio de cadeia descrito por SANGER et al. (1977) que
tem como fundamento o emprego de dideoxinucleotidos marcados com diferentes fluoréforos,
foi realizado com o Kit Big Dye® terminator Cycle Sequencing v 3.1 (Applied Biosystem) e
foi composta pela mistura de DNA viral amplificado (10-50 ng), Big Dye contendo 0s
dideoxinucleotideos fluorescentes ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP, tampdo de reacéo,
iniciadores especificos senso e reverso (2.5 pmol/uL) (quadro 8) e se necessario agua para
volume final de 10 puL. A mistura foi submetida a 25 ciclos, cada um composto por etapas de
desnaturacdo a 96°C por 20 segundos, hibridiza¢do dos iniciadores a 50°C por 15 segundos e

sintese a 60°C por quatro minutos.

Iniciador Sequéncias (5’-3”)
M13 Senso tgt aaa acg acg gcc agt
M13 Reverso cag gaa aca gct atg acc

QUADRO 8. Sequéncia de iniciadores utilizados na reacdo de sequenciamento para os genes HA e PB2.

5.11.4.1. Precipitacdo da Reacdo de Sequenciamento

A precipitacdo da reacdo de sequenciamento foi realizada pela adigdo de 40uL de
isopropanol a 65% diluido em &gua livre de RNase, sendo incubados por 15 minutos a
temperatura ambiente e em seguida centrifugados a 4.000 rpm durante 45 minutos a
temperatura de 20°C. Posteriormente, o isopropanol ¢ cuidadosamente removido € o volume
de 200 puL de etanol a 70% foi adicionado. Uma nova etapa de centrifugacdo foi realizada
durante 20 minutos a 4.000 rpm, objetivando a precipitacio do DNA contendo o0s
dideoxinucleotideos marcados. Finalmente, o etanol foi removido, e a placa submetida a 95°C

durante cinco minutos para completa evaporacgéo do etanol.

5.11.4.2. Eletroforese em sequenciador automatico

O DNA precipitado foi reconstituido em 15 pL formamida high dye (pH 7,0).

Ap0s ser submetido a etapa de choque térmico a 95°C por dois minutos, objetivando a quebra
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de estruturas secundarias que possam impedir a correta separacdo dos fragmentos de DNA
marcados; a placa com o DNA reconstituido em formamida foi submetida a eletroforese em
capilar de 36 cm. Para cada 16 amostras, a eletroforese em sequenciador automatico
ABIPrism 3130xl (Applied Biosystem) foi realizada durante aproximadamente uma hora e
meia, quando entdo os fragmentos de DNA marcados foram separados de acordo com seus
tamanhos (diferenca de um nucleotideo entre cada fragmento), detectados por emissdo de
fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda, e interpretados pelo sistema
computacional do equipamento segundo codigos de cores (azul, vermelho, verde e amarelo)

ao passarem pela regido de leitura 6tica do sequenciador.

5.11.4.3. Edicdo, alinhamento e andlise das sequéncias.

As sequéncias nucleotidicas obtidas para os seguimentos HA e PB2 referentes ao
virus Influenza, foram editadas e analisadas utilizando-se o programa Geneious Pro
(Biometters, Nova Zelandia). As mesmas foram comparadas entre si e com sequéncias de
diferentes virus pertencentes ao género Influenzavirus A da familia Orthomyxoviridae que
estdo disponiveis no Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), assim como, com a cepa
vacinal A/California/07/2009(H1IN1) para verificagdo da ocorréncia de substituicdes

aminoacidicas.

5.12. MODELAGEM MOLECULAR DE PROTEINAS

A sequéncia primaria de uma proteina determina sua estrutura tridimensional.
Contudo, o algoritmo que permite, com precisdo absoluta, determinar a estrutura
tridimensional de uma proteina partindo-se de sua sequéncia, ainda esta por ser determinado.
A modelagem molecular comparativa tem o potencial de gerar modelos confiaveis. A
condic@o necessaria refere-se a existéncia de semelhancas entre a sequéncia designada e as
outras do modelo e que o alinhamento correto entre elas possa ser construido. Esta
aproximacgdo para a modelagem da estrutura é possivel porque uma pequena mudanga na
sequéncia de uma proteina normalmente resulta em pequenas mudancas em sua estrutura
tridimensional (LESK et al., 2001).
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Todas as aproximacdes baseadas nas restricbes para modelagem molecular
comparativa de proteinas extraem as distancias e as restricdes dos angulos diedros a partir do
alinhamento da sequéncia alvo com as estruturas relacionadas, adicionando restricdes
implicitas pela topologia covalente (restricdes estereoquimicas) e calculam o modelo pela
minimizacao das violagdes de todas as restricbes. Desta forma, as duas principais diferencas
entre as varias aproximacdes encontram-se na derivagdo e satisfacdo das restriches espaciais
(ASTAKHOV, 2009). A precisdo do método estd em assumir a existéncia de semelhanca
detectavel entre duas sequéncias lineares que proporcionem semelhancas estruturais. Apos
assumir a similaridade estrutural, a funcdo potencial guiara o modelo no caminho dos
templates em direcdo a estrutura correta (SANCHEZ E SALI, 1997).

5.12.1. Procura e selecdo de modelos estruturais (templates)

Inicialmente foi necesséria a procura de templates em um banco de dados de
estruturas de proteinas (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb), usando-se como parametro de
entrada uma sequéncia primaria de estrutura determinada ou ndo experimentalmente (alvo)
para que esta fosse alinhada com possiveis sequéncias homdlogas de estruturas conhecidas
depositadas no PDB (templates). Os modelos que possuiram similaridade mais elevada foram
selecionados, isto é, porcentagem mais alta de residuos idénticos e um menor nimero de gaps
no alinhamento. O modelo de alta resolucdo foi preferencialmente usado, nesse caso para a
HA o template utilizado foi a 2WRO e para a PB2 foram utilizados dois templates 0 2VQZ e
SKHW.

5.12.2. Alinhamento do modelo estrutural (templates)/alvo

Uma vez selecionado o template, um método deve ser utilizado para executar o
alinhamento template/alvo. O alinhamento é um dos principais passos na modelagem, pois €
dele que sdo extraidas as restricbes espaciais para a constru¢cdo do modelo. Para isso foi
utilizado o programa MODELLER 9.10 (SALI E BLUNDELL, 1993), o qual é baseado no
algoritmo de programacgéo dindmica, proposto por Needleman e Wunsch para alinhamento
global (NEEDLEMAN E WUNSCH, 1970).
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5.12.3. Construcéo do modelo

Uma vez realizado o alinhamento entre a sequéncia do alvo e do template, o
modelo foi construido utilizando-se a modelagem molecular comparativa por satisfagdo das
restricdes espaciais implementadas no programa MODELLER e usa distancia geométrica e
técnica de otimizacédo para satisfazer as restricdes espaciais obtidas do alinhamento.

O programa MODELLER deriva muitas distancias e restricdes de angulos diedros
no alinhamento da sequéncia alvo com o0 modelo da estrutura 3D. As restri¢cOes espaciais na
sequéncia alvo séo obtidas da analise estatistica das relacdes entre varias caracteristicas da
estrutura da proteina. Finalmente, o modelo foi escolhido pela otimizagdo da funcéo objetivo
no espaco cartesiano e 0 modelo escolhido teve a menor energia, assim garantindo sua maior

integridade.

5.12.4. Avaliacdo dos modelos

A qualidade do modelo predito determina a informacdo que pode ser extraida
dele. Assim, estimar a precisdo do modelo 3D da proteina é essencial para interpreta-lo. O
modelo foi avaliado como um todo, bem como em regides individuais, com base na
similaridade entre as sequéncias do template e do alvo, observando a presenca de residuos
importantes em regides da proteina, tais como o sitio ativo e sua conservagio (SANCHEZ E
SALI, 1998). O programa PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1998) foi utilizado para a
validacao do valor estereoquimico, além dos programas VERIFY3D (LUTHY et al., 1992) e
ANOLEA (MELO E FEYTMANS, 1998) que foram empregados para a avaliagdo de outras
variantes como o comprimento de ligagdo, angulo de ligacéo, ligacdo peptidica e planaridade
de anéis da cadeia lateral, quiralidade, angulos de torcéo da cadeia principal e cadeia lateral e
choques entre pares de atomos ndo ligados. Finalmente o0 modelo foi visualizado através do

programa Pymol v.1.5 (http://pymol.org/).
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5.13. AVALIACAO ETICA DA PESQUISA

Este projeto foi elaborado obedecendo as Diretrizes e Normas Regulamentadoras
de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos, resolucdo n° 196 de 10 de outubro de 1996. O
presente estudo pertence a um projeto maior intitulado como “PROJETO FLU A HINI1:
Fatores genéticos, imunoldgicos e virologicos relacionados a gravidade da gripe causada
pelo virus A HIN1 pandémico” que obteve o parecer de aprovagdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Nucleo de Medicina Tropical/lUFPA com o protocolo n° 016/2010 (anexo A).
Este estudo foi desempenhado com amostras pertencentes ao IEC. Desse modo esta pesquisa
foi submetida também ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do IEC obtendo
0 parecer de aprovacdo n° 042/2011, protocolo CEP/IEC — n° 022/2011, CAAE:
0021.0.072.000-11 (anexo B).
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6. RESULTADOS

Foram isolados em cultura de células MDCK 87 cepas do virus Influenza A
(HIN1) pdm, entre elas quatro casos de Obito. Destas, foi realizado o sequenciamento
completo de 81 amostras para os genes codificadores da HA (1778 nucleotideos / 550
aminoacidos) e 82 amostras para PB2 (2341 nucleotideos / 759 aminoacidos), pois cinco e
seis amostras para H1 e PB2, respectivamente, ndo amplificaram, ndo foram sequenciadas e,

foram excluidas. A discriminacao dessas amostras de acordo com 0s genes e variaveis estdo

ilustradas na tabela 2.

Variaveis HA PB2
n=82 n=81
Sexo
Homens 47,68% (n=35) 3,21% (n=35)
Mulheres 57,32% (n=47) 56,79% (n=46)
Idade
<1 3,66% (n=3) 3,71% (n=3)
1-15 47,56% (n=39) 46,91% (n=38)
16-30 31,71% (n=26) 30,86% (n=25)
31-45 8,53% (n=7) 9,88% (n=8)
46-60 4,88% (n=4) 4,94% (n=4)
61-75 2,44% (n=2) 2,47% (n=2)
>76 1,22% (n=1) 1,23% (n=1)
Onda
12 Onda 47,56% (n=39) 46,91% (n=38)
22 Onda 52,44% (n=43) 53,09% (n=43)
Hospitalizacao
Sim 51,22% (n=42) 48,15% (n=39)
Né&o 48,78% (n=40) 51,85% (n=42)
Obitos 4,88% (n=4) 4,94% (n=4)

TABELA 2. Discriminagdo das amostras quanto ao sexo, idade,
periodo e hospitalizacdo para a proteina HA e PB2 do virus
Influenza A (HIN1) pdm circulante na mesorregido de Belém
durante a pandemia de 2009/2010.
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6.1. HEMAGLUTININA (HA)

O total de 82 sequéncias completas do gene codificador da HA foram analisadas,
onde na edicdo e alinhamento das sequéncias nucleotidicas utilizou-se a cepa vacinal,
AJ/California/07/2009 (H1N1), como cepa de referéncia para o alinhamento, as quais
demonstraram 93% de identidade (sitios conservados entre elas), porém quando analisadas
par-a-par essa identidade chega a 99,7%.

Dentre essas 82 sequéncias da HA, foram identificadas algumas substituices

aminoacidicas que estdo descritas na tabela 3 e quadro 10.

TABELA 3. SubstituicGes aminoacidicas na proteina HA do virus Influenza A (HIN1) pdm
circulante na mesorregido de Belém durante a pandemia de 2009/2010.

Posicao
Substituigao* ——o° o7 203 222 293 321
Frequéncia  ~007 28% 61% 2,4% 38% 100%
(n=82) (n=23) (n=50) (n=2) (n=31) (n=82)

* P: Prolina; S: Serina; D: Acido Aspartico; N: Asparagina; T: Treonina; G: Glicina; Q: Glutamina;
H: Histidina; I: Isoleucina; V: Valina.

Todas essas substituicGes também foram confrontadas com algumas cepas de
referéncia de 2012, observando-se que as mudancas nas posicdes 83 e 321 aparentemente se
fixaram durante esses dois anos e as demais estdo ocorrendo frequentemente, como esta

ilustrado no quadro 10.
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Hemaglutinina

Cepas do Virus HIN1 pandémico

Substituicdes Aminoacidicas

[os]
w

97

203

222

293

321

Cepa
Vacinal

Influenza A virus (A/California/07/2009(H1N1))

Cepas de
Referéncia
de 2012

Influenza A virus (A/Mexico City/INER1149/2012(H1N1))
Influenza A virus (A/Mexico City/INER1078/2012(H1N1)
Influenza A virus (A/Washington/2962/2012(H1N1))
Influenza A virus (A/Texas/2956/2012(H1N1))
Influenza A virus (A/California/2967/2012(H1N1))
Influenza A virus (A/Florida/AF2877/2012(H1N1))

ooooool O

e

Ooooool O

Cepas
Analisadas
1° Onda
(2009)

Cepas
Analisadas
2° Onda
(2010)

Influenza A/Ananindeua/106611/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106575/2009(H1N1)
Influenza A/Santa Béarbara/106547/2009(H1N1)
Influenza A/Santa Béarbara/106546/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106508/2009(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/106468/2009(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/106426/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106414/2009(H1N1)
Influenza A/Marituba/106399/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106395/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106386/2009(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/106375/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106308/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106275/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106255/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106254/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106224/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106139/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106218/2009(HIN1)+
Influenza A/Belém/106117/2009(H1N1)
Influenza A/Barcarena/106116/2009(H1IN1)
Influenza A/Belém/106090/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106080/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106056/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105836/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105715/2009(H1N1)
Influenza A/Marituba/105647/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105615/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105416/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105399/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105398/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105326/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105243/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105140/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105060/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/104995/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/104994/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/104552/2009(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/104531/2009(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/108463/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108457/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/108422/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108421/2010(H1N1)
Influenza A/Marituba/108420/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108416/2010(H1N1)
Influenza A/Marituba/108402/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/110146/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/110100/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109989/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108981/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109883/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/109864/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109685/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109664/2010(H1N1)
Influenza A/Castanhal/109631/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109623/2010(H1H1)
Influenza A/Ananindeua/109628/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109613/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109515/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/109513/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109465/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/109371/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109365/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/109317/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109316/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109279/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109133/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109051/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/108886/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108871/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/108826/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108646/2010(H1N1)

Influenza A/Ananindeua/108518/2010(HIN1)}

Influenza A/Belém/108509/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108481/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108395/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108275/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108263/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108218/2010(HINT)}
Influenza A/Belém/108193/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108267/2010(H1N1)+
Influenza A/Belém/108095/2010(H1N1)
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QUADRO 10. Mudangas nos aminoacidos da HA no virus HIN1pdm da Mesorregido
comparadas com a cepa vacinal e cepas de referéncia 2012. Em fundo cinza: cepa vacinal; em fundo verde:
1° onda; em fundo amarelo: 2° onda. As estirpes com a cor vermelha s&o cepas isoladas de casos fatais ().

de Belém,
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Na modelagem molecular, os moldes gerados foram validados pelos programas
PROCHECK E VERIFY3D gerando estruturas de boa qualidade estereoguimica. A figura 13
demonstra as substituicdes S203T (figura 13A) e D222G (figura 13B) que estdo presentes no

sitio antigénico da proteina HA, alterando a conformagéo do aminoacido na proteina.

FIGURA 13. Estrutura cristalografica tridimensional da proteina H1 do virus HIN1 pdm. A:
Residuo S203 (azul/molde) e T203 (verde). B: Residuo D222 (verde/molde) e G222 (azul).
Identificados por setas.

A modelagem molecular da substituicdo Q293H por homologia demonstrou
identidade no alinhamento entre a proteina alvo e a proteina molde. Tal substituicdo esta

presente na regido da HA1 da HA, alterando a conformacéo da proteina (figura 14).

FIGURA 14. Estrutura cristalografica tridimensional da proteina HA evidenciando os residuos
Q293 (verde/molde) e H293 (azul) do virus (H1IN1) pandémico, encontram-se identificados por
setas.
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A figura 15 demonstra todas as substituicdes na proteina da HA descritas nesse
trabalho. As substituicdes P83S, D97N, S203T e D222G estdo presentes na extremidade
globular da HA e as Q293H e 1321V estdo na haste da proteina.

S203T

FIGURA 15. Estrutura tridimensional da molécula da HA demonstrando as suas principais
modificagdes.

Segundo o periodo estudado, foram analisadas 39 amostras na 1° onda (2009) e 43

na 2° onda (2010). Observou-se que as substituicdes aminoacidicas foram recorrentes nas

diferentes ondas ndo somente de forma Unica na amostra, mas também em concomitancia com
outras, como ilustrado na figura 16.

29 E1°Onda ®2°Onda
(67,44%)

DI7N " 53T
Q29BH o
S203T

S203T /
—) /D222G 507N S203T /

Qoo3H  Q293H/
D9I7N

FIGURA 16. Substituicdes aminoacidicas na proteina HA do virus Influenza A (HIN1) pdm
de acordo com as ondas.
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Observa-se que a substituicdo D97N, sozinha ou associada com a S203T,
circulou mais na primeira onda que na segunda. Com o objetivo de verificar se as
substituicdes tiveram alguma relacdo com periodo da pandemia utilizou-se o teste estatistico
de regressdo logistica simples no qual foram excluidas aleatoriamente quatro amostras da
segunda onda para ambas terem o mesmo “n” amostral (n=39). O p-valor obtido nessa analise
foi significativo (0,0041 e 0,0128, respectivamente) demonstrando que a substituicdo D97N
estd realmente mais associada a cepas circulantes na primeira onda que na segunda. As
demais substitui¢bes circularam de maneira uniforme ao longo de todo o periodo pandémico
(p-valor > 0,05) (tabela 4).

TABELA 4. Distribuicdo das substituicbes aminoacidicas na H1 de acordo com as ondas
pandémicas (2009 e 2010).

Hemaglutinina
Substituicdo Aminoacidica  1°Onda 2° Onda P-valor

D97N 17 05 0,0041

S203T 21 27 0,1648

D222G 01 01 1,0000

Q293H 17 12 0,2432
Co-circulacdo de Substituicbes 1° Onda 2° Onda P-valor
S203T / D97N 15 05 0,0128

S203T / D222G 01 01 1,0000

Q293H / D97N 01 0 0,9455

Q293H / S203T 01 01 1,0000

Quanto a hospitalizacdo, durante a pandemia somente eram internados o0s
pacientes com SRAG considerados - a critério médico - mais graves. Nenhuma das
substituicdes isoladas ou associadas demonstrou ter relacdo a hospitalizacdo (p-valor > 0,05)
(tabela 5).

TABELA 5. Distribuicdo das substituicdes aminoacidicas na H1 de acordo com a hospitalizacao.

Hemaglutinina

Substituicdo Aminoacidica Hospitalizado NA&ao Hospitalizado P-valor
D97N 11 12 0,7013

S203T 24 26 0,4666

D222G 02 0 0,9232

Q293H 20 11 0,0629
Co-circulacdo de Substituicbes Hospitalizado N&o Hospitalizado P-valor
S203T / D97N 10 11 0,7021

S203T / D222G 02 0 0,9232

Q293H / D97N 01 0 0,9457

Q293H / S203T 02 0 0,9232
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Ao que se refere as varidveis sexo e idade nenhuma dos tipos de substituicdo

aminoacidica na H1 demonstrou relacéo (tabela 6).

Tabela 6. Substituicdes aminoacidicas na H1 de acordo com a idade e sexo.

Hemaglutinina
Substituicdo Aminoacidica Co-circulacéo de Substituicdes
P-valor P-valor
S203T S203T Q293H Q293H
DYTN  S203T D222G Q293H o7y D222 /DO7N /5203T
Idade  0,6292 0,7144 0,8755 0,7041 0,9302 0,8755 0,9955 0,2127
Sexo 0,9276 0,8758 0,9249 0,2044 0,2203 0,8938 0,9250 0,9032

Variaveis

6.2. POLIMERASE BASICA 2 (PB2)

Para o estudo da proteina PB2, foram analisadas 81 sequéncias completas do
gene, na edicdo e alinhamento das sequéncias nucleotidicas utilizou-se a cepa vacinal,
A/California/07/2009 (H1N1), demonstrando 94.4% de identidade, porém quando analisadas
par-a-par essa identidade chega a 99,6%.

Entre as 81 sequéncias trés substituicbes aminoacidicas foram observadas: K340N
(12%, n=10); K526R (27%, n=22) e M631L (32%, n=26) (tabela 7).

TABELA 7. Substituicbes aminoacidicas na proteina PB2 do virus Influenza A (HLIN1) pdm
circulante na mesorregido de Belém durante a pandemia de 2009/2010.

Posicao
o 340 526 631
*
Substituicéo KoN KoR MoL
12% 27% 32%

Frequéncia (n=10) (n=22) (n=26)

* K: Lisina; N: Asparagina; R: Arginina; M: Metionina; L: Leucina.

Quando as substituicGes observadas na PB2 sdo comparadas com a sequéncia de
uma cepa de origem aviaria nota-se que, apesar do gene da PB2 do virus HIN1 pdm ser de
origem aviaria, ele ndo contém “assinatura” aviaria, ou seja, um conjunto de aminoacidos
caracteristicos que sdo conservados dentro da espécie. E quando comparadas com a cepa
vacinal (2009) e com cepas de referéncia de 2012, observa-se que as mudancas nas posi¢es
340, 526 e 631 ndo se fixaram (quadro 11).
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PB2

. . - Substituicdes
Cepas do Virus HIN1 pandémico Assinatura Aminoacidica Aminoacidicas

271 [ 590 | 591 | 627 | 701 | 340 [ 526 | 631
Cepa Aviaria Virus Influenza A de origem Aviéria T G Q K N

Cepa Vacinal Influenza A virus (A/California/07/2009(H1N1)) |
Cepas de Influenza A virus (A/Vladivostok/28/2012(H1N1)

Referéncia 2012 Influenza A \(irus (A/Tomsk/I1V-19/2012(H1N1))
Influenza A virus (A/Moscow/I1\V/-45/2012(H1N1))
Influenza A/Ananindeua/106611/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106575/2009(H1N1)
Influenza A/Santa Béarbara/106547/2009(H1N1)
Influenza A/Santa Béarbara/106546/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106508/2009(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/106468/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106461/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106414/2009(H1N1)
Influenza A/Marituba/106399/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106395/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106386/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106308/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106275/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106255/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106254/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106224/2009(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/106336/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106139/2009(H1N1)
Cepas Analisadas Influenza A/Belém/106218/2009(HIN1)t
1° Onda (2009) Influenza A/Belém/106117/2009(H1N1)
Influenza A/Barcarena/106116/2009(H1IN1)
Influenza A/Belém/106080/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/106056/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105715/2009(H1N1)
Influenza A/Marituba/105647/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105615/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105416/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105399/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105398/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105326/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105243/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105200/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105140/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/105060/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/104995/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/104994/2009(H1N1)
Influenza A/Belém/104552/2009(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/104531/2009(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/108463/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108457/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/108422/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108421/2010(H1N1)
Influenza A/Marituba/108420/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108416/2010(H1N1)
Influenza A/Marituba/108402/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/110146/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/110100/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/110101/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109989/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108981/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109883/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/109864/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109685/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109664/2010(H1N1)
Influenza A/Castanhal/109603/2010(H1N1)
Influenza A/Castanhal/109631/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/109628/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109613/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109515/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/109513/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109465/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109365/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/109317/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109316/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109279/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109133/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/109051/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/108886/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108871/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/108826/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108646/2010(H1N1)
Influenza A/Ananindeua/108518/2010(HIN1)+
Influenza A/Belém/108509/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108481/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108395/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108275/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108263/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108218/2010(H1N1)+
Influenza A/Belém/108193/2010(H1N1)
Influenza A/Belém/108267/2010(HIN1)+
Influenza A/Belém/108095/2010(H1N1)
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QUADRO 11. Mudancas nos aminoacidos da PB2 no virus HLIN1pdm na Mesorregido Metropolitana de Belém,
comparadas aos residuos das cepas de referéncia 2012 e cepa vacinal. Em fundo cinza: cepa vacinal; em fundo
verde: 1° onda; em amarelo: 2° onda e as estirpes com a cor vermelha séo cepas isoladas de casos fatais(}).
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A modelagem molecular, com moldes validados pelos programas PROCHECK E

VERIFY3D, demonstra que a substituicdo K340N altera a conformacéo proteica (figura 17).

FIGURA 17. Estrutura cristalogréfica da proteina PB2 (painel da esquerda). A alteracéo
conformacional do residuo K340 (verde/molde) para N340(azul) do virus (HIN1) pandémico,
em detalhe (painel da direita). As setas indicam a substitui¢cdo de aminoacidos.

A modelagem molecular da substituicdo M631L foi representada por homologia
em modelo tridimensional evidenciando a alteracdo de conformagdo na proteina molde.
(figura 18).

<€— M631

FIGURA 18. Estrutura cristalografica da proteina PB2 ilustrando o0s residuos
M631(verde/molde) e L631(azul), indicados por setas, do virus (HLN1) pandémico.
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Para a substituicdo K526R, ndo foi possivel representd-la em modelo
tridimensional devido a inexisténcia de sequéncias homdlogas a regido alvo (template) que
possuam estrutura modelo cristalografado disponivel no banco de dados de estruturas de
proteinas (PDB).

As substituicbes aminoacidicas na PB2 foram avaliadas de acordo com o periodo
estudado, no qual 38 amostras eram da 12 onda (2009) e 43 da 22 onda (2010). A substituicédo
K526R foi mais evidenciada em cepas que circularam na primeira onda (42%, n=38)

enguanto que a M631L foi mais frequente na segunda (51%, n=43) (figura 19).

H1°Onda ®2°0Onda

22
(51,169%)

16
(42,10%) ¢

(13,95%)
3
(6,98%)

2° Onda

1° Onda

M631L
) K340N/M631L

FIGURA 19. Substituicbes aminoacidicas na proteina PB2 do virus Influenza A
(H1IN1) pdm de acordo com as ondas.

Com a finalidade de verificar se as substituicGes tiveram alguma relacdo com
periodo, utilizou-se o teste estatistico de regressdo logistica simples no qual foram excluidas
aleatoriamente cinco amostras da segunda onda (n=43) para ambas terem o mesmo “n”
amostral (n=38). Portanto, o p-valor obtido para a K526R foi significativo, igual a 0,0070,
demonstrando que essa substituicdo esta realmente mais identificada na primeira onda que na
segunda, enquanto que, a M631L esta mais associada a segunda do que a primeira (p-valor

significativo igual a 0,0003)(tabela 8).
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TABELA 8. Distribuicdo das substituicdes aminoacidicas na PB2 de acordo com a onda.

PB2
Substituicdo Aminoacidica 12 Onda 22Onda P-valor
K340N 03 07 0,1862
K526R 16 05 0,0070
M631L 04 20 0,0003
K340N / M631L 0 3 0,9053

Quando se considerou o critério hospitalizacdo, nenhuma das substituicbes em PB2,

isoladas ou associadas, demonstrou ter relacéo a hospitalizagdo (p-valor > 0,05) (tabela 9).

TABELA 9. Distribuigdo das substitui¢cdes aminoacidicas na PB2 de acordo com a hospitalizacéo.

PB2
Substituicdo Aminoacidica Hospitalizado Nao Hospitalizado P-valor
K340N 07 03 0,2303
M631L 10 16 0,1004
K526R 10 12 0,4826
K340N / M631L 2 1 0,6063

Ao que se refere as variaveis sexo e idade, nenhum dos tipos de substituicdes
demonstrou ter qualquer relacdo, (p-valor > 0,05) (tabela 10).

TABELA 10. Substitui¢des aminoacidicas na PB2 de acordo com a idade e sexo.

PB2
Substituicdo Aminoacidica
Variaveis P-valor
K340N M631L K526R K340N /M631L
Idade  0,3201 0,1043 0,2046 0,2453

Sexo 0,1315 10,0457 0,4523 0,9077
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6.3. OBITOS

Dos 739 casos de gripe por HIN1 pdm procedentes da mesorregido metropolitana
de Belém, em 2009 e 2010, 29 amostras foram notificadas e confirmadas laboratorialmente
como casos de oObitos. Entretanto, somente quatro cepas foram isoladas e amplificadas. O
resumo desses casos bem como a presenca ou ndo das substituicbes aminoacidicas

encontradas na HA e PB2 esta descrito no quadro 12.

Variaveis Obitos
Caso01 | Caso02 | Caso03 | Caso 04

Onda 12onda | 220Onda | 220Onda | 22 Onda
Hospitalizagdo + + + +
Sexo F F F F
Idade 22 20 52 4
Comorbidade + - +12 -
Gravidez + + - -
Padrdo Radioldgico de térax alterado - - + +P
Substituicdo Aminoacidica
HA - - + -

D97N

S203T + + + +

D222G + + - -

Q293H - - - -
PB2

K340N - * ] *

K526R - - + -

M631L + + - +

QUADRO 12. Identificacdo e caracterizagdo do perfil de cada 6bito.
1 — Pneumopatia; 2 — Cardiopatia.
a — Consolidacéo; b — Infiltrado Intertiscial.
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A figura 20 ilustra a frequéncia de cada mudanca aminoacidica entre os quatro
casos de oObitos. Analisando as mudancas aminoacidicas, pode-se observar que todos 0s casos
apresentaram as substituicdes descritas no presente trabalho (exceto a Q293H), no entanto

devido ao pequeno numero de casos ndo se pode inferir sobre a sua associagao.

4
47 (100%)
35 - (75%)

3 2

25 (50%) (50%)
2 1 1

15 (25% (25%)
1 .

05

D97N | S203T | D222G | K340N | K526R | M631L
HA PB2

FIGURA 20. Distribuicdo dos 6bitos em relacéo a substituicéo.
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7. DISCUSSAO

As substituicdes aminoacidicas resultantes de mutagdes nucleotidicas em
localizacBes chaves nas proteinas, tais como nos sitios antigénicos ou no sitio de ligacdo da
HA ao receptor ou ainda no sitio ativo da polimerase viral da PB2 podem alterar as
propriedades associadas com a antigenicidade ou patogenicidade do virus.

No que concerne o gene da hemaglutinina foi possivel identificar a substituicdo de
um 4acido aspartico (aminoacido polar &cido carregado negativamente) por uma glicina
(aminoécido apolar neutro eletricamente neutro) na posi¢do 222 (D222G), a qual tem sido
associada a casos graves e fatais de infeccdo pelo virus Influenza A HIN1 pdm (KILANDER
etal., 2010; LIU el at., 2010; MAK et al., 2010; MILLER et al., 2010; PUZELLI et al., 2010;
XU etal., 2010).

A ligacdo do virus a célula hospedeira é mediada pela interacdo do dominio de
ligagdo ao receptor (RBD - receptor binding domain) da HA ao receptor da superficie celular
contendo acido sialico. A seqliéncia RBD é, portanto, um dos principais determinantes de
especificidade do hospedeiro (PAN et al., 2010), como o residuo 222 faz parte do RBD da
H1, a substituicdo D222G pode afetar diretamente a infectividade e transmissibilidade do
virus HIN1pdm em seres humanos, tal como foi demonstrado por Liu e colaboradores
(2010), as cepas com a variante D222G possuiam mais afinidade ao receptor SAa2,3Gal,
principalmente expressos em células ciliadas do epitélio traqueobrénguico e sobre as células
dos bronquiolos e alvéolos no trato respiratério inferior, sugerindo que a identificacdo mais
frequente de variantes D222G em amostras do trato respiratorio inferior contribui para a
gravidade da infeccdo pulmonar, e pode explicar por que eles séo dificilmente transmitidos
(LIU et al., 2010).

Conforme Kilander e colaboradores (2010) mostraram que dentre 61 dos casos
graves e fatais, 11 apresentavam a substituicdo D222G, sendo esta ausente nos casos
moderados. Miller e colaboradores (2010) e Mak e colaboradores (2010) também fizeram
associacdo da D222G com casos fatais. No estudo de Puzelli e colaboradores (2010),
entretanto, foram detectadas quatro cepas contendo D222G de um total de 169 casos
analisados, sendo trés (3/52) provenientes de casos graves e fatais e uma (1/117) de caso

moderado. Na analise referente ao presente estudo, das quatro amostras oriundas de casos que
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evoluiram ao O6bito, duas (2,4%) continha a susbstituicdo D222G e, interessantemente,
acompanhada da simples substituicdo S203T. Vale ressaltar que a D222G néo foi observada
em nenhum caso ndo fatal.

A substituicdo da Serina (aminoéacido apolar neutro) por treonina (aminoacido
apolar neutro) na posicdo 203 (S203T) esté localizada dentro do sitio antigénico Cal, desse
modo, podendo contribuir para a variagdo antigénica tal como descrito por Kao e
colaboradores (2012) onde em 97,13% (169/174) dos isolados de 2009 continham essa
substituicdo. Em outro estudo, foi observada que a substituicdo S203T teve um gradual
aumento de 44% (8/18) a partir de abril de 2009, predominando em 100% (13/13) dos virus a
partir de agosto do mesmo ano, essa mudanca foi observada em todos os virus que circularam
no Reino Unido (e em outros lugares) de Julho em diante, e tem se destacado como uma das
cinco substituicdes em todo o genoma de HIN1 (2009) que estdo concomitantemente
presentes em todos os virus HIN1pdm recentes, caracterizando uma nova variante genética
que substituiu os virus circulantes originalmente em abril de 2009 (GALIANO, 2011).

No presente estudo foi evidenciada a ocorréncia desta substituicdo em 61%
(50/82) das cepas. A mesma também foi observada, em concomitancia, com trés outras
substituicdes: Q293H em 2,4% (2/82) das cepas; D97N em 26% das amostras (21/82) e a
D222G em 2,4% dos casos. Ressalta-se, que 0s quatro casos de 6bitos descritos neste trabalho
apresentaram a S203T.

Além das substitui¢cbes acima descritas, também foi identificada a substituicdo da
glutamina (aminoéacido apolar neutro) por uma histidina (aminoacido polar basico) na posi¢édo
293 (Q293H) - que estd na porcdo HAL da HA - em 38% (31/82) das amostras. Tanto no
estudo de Galiano e colaboradores (2011), quanto no de Kao e colaboradores (2012), essa
substituicdo ndo foi associada a pacientes com complicacfes graves. Neste trabalho, a Q293H
também ndo foi encontrada nos casos de 6bitos.

Outras substituicdes na HA foram identificadas neste estudo, tais como a D97N
presente em 28% das cepas (23/82), a P83S e 1321V as quais foram identificadas em todas as
cepas. Apesar de ndo ter sido possivel determinar o papel dessas substituicbes na patogénese
viral, a retencao dos residuos alterados ao longo do tempo sugere uma evolucgéo viral.

De acordo com os resultados da modelagem molecular foi observado que as

substituicdes S203T, D222G e Q293H alteraram a conformacdo dos aminodcidos na proteina
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sendo que as duas primeiras estdo presentes no sitio antigénico Ca da hemaglutinina e a
ultima esta presente na regido da HAL. A superficie da proteina HA do virus Influenza é uma
das maiores moléculas alvo para resposta de anticorpos do hospedeiro, portanto, mudancas
nos amino&cidos nos sitios antigénicos ou na superficie da molécula podem ter um importante
efeito quanto ao escape dos anticorpos especificos neutralizantes (PALESE E SHAW, 2007).

Segundo o periodo estudado, as substituices aminoacidicas foram recorrentes nas
diferentes ondas (2009 e 2010) ndo somente de forma Unica na amostra, mas também em
concomitancia com outras. Foi observado que cepas com a substituicdo D97N, isolada (p-
valor: 0,0041) ou associada com a S203T (p-valor: 0,0128), circularam mais na primeira onda
que na segunda demonstrando que essa substitui¢do estd mais associada a primeira onda que a
segunda. Enquanto que, as demais substituicdes circularam de maneira uniforme em ambas as
ondas apresentando p-valor > 0,05.

Quanto a gravidade, ndo foi possivel dividir em casos leves, moderados e graves
de acordo com os critérios da OMS, devido a escassez de informacBes nas fichas de
notificacdo sobre o0s sinais e sintomas dos pacientes. Por outro lado, o tamanho amostral (n=4)
de obitos analisados, ndo foi expressivo estatisticamente, sendo dificil qualquer tipo de
associacéo.

Ao contrério do tamanho amostral dos pacientes que apresentaram a Sindrome
Respiratéria Aguda Grave (SRAG), que foi mais expressivo, no entanto, para analisar a
variavel gravidade entende-se que seria necessario ter outro grupo, o de “ndo SRAG”, com a
finalidade de se comparar e verificar em qual grupo (SRAG e “ndo SRAG”) as substituigdes
seriam mais pertinentes, pois, caso elas fossem mais identificadas no grupo SRAG
possivelmente as mesmas poderiam estar associadas a gravidade da doenca.

Contudo isso ndo foi possivel, pois durante a pandemia — devido o volumoso
nimero de amostras — somente foram coletadas e testadas as amostras dos pacientes que
apresentaram os sintomas definidores de SRAG. Portanto, a melhor maneira que se encontrou
de analisar a gravidade foi a varidvel hospitalizacdo, pois somente eram internados 0s
pacientes considerados — a critério medico — mais graves. Mas nenhuma das substituicGes,

isoladas ou associadas, demonstrou ter relagéo a hospitalizag&o.
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Se reportando agora ao gene codificador da polimerase PB2, algumas alteracdes
aminoacidicas também foram encontradas nas cepas do presente estudo, quando comparadas a
cepa vacinal (A/California/07/2009) recomendada pela OMS.

As alteracdes nesse gene sejam por recombinagdo ou por mutagdo, podem auxiliar
no estabelecimento de infecgdes. A polimerase do virus Influenza desempenha um papel
chave no processo de replicagdo viral. Tal como ja foi observado em pandemias do século
passado, nos quais rearranjos genéticos com a aquisicao da subunidade PB1 de origem aviaria
foram observados, na pandemia de 2009 o complexo da polimerase era composto por PB2 e
PA de origem aviaria, PB1 de origem humana e NP de suino classico (NEUMANN E
KAWAOKA, 2009).

Curiosamente, a PB2 da pandemia de 2009 ndo contém uma “assinatura” aviaria,
ou seja, um conjunto de aminoacidos caracteristicos, que sdo conservados dentro da espécie, a
PB2 possui “assinaturas” de origem suina nos residuos A271, S590, R591, E627 e D701.
Essas assinaturas, no entanto, somente apareceram apos o estabelecimento do triplo rearranjo
do virus suino que emergiu em 1998-1999, o qual foi introduzido nos virus suinos Norte
Americanos, traduzindo como estratégia adaptativa viral para replicar de forma mais eficiente
em células mamiferas (BUSSEY et al., 2010; MEHLE E DOUDNA, 2009; WEBBY et al.,
2000; YAMADA et al., 2010; ZHOU et AL., 1999). Na presente pesquisa todas as amostras
analisadas possuem essas assinaturas.

Nos estudos de Mehle e Doudna (2009) e Yamada et al. (2010) foi descrita outra
assinatura do virus HIN1pdm, a qual foi denominada de polimorfismo SR, caracterizada por
um par de variantes de aminoacidos conservados, que sdo extremamente raros nos virus
humanos sazonais: serina na posicdo 590 (S590) e Arginina na posicdo 591 (R591) que foi
vista somente em concomitancia com o acido glutamico na posicdo 627 (E627), e ainda
afirmam que esse polimorfismo € uma estratégia utilizada pela PB2 do virus para aumentar a
atividade da polimerase para melhor replicacdo em celulas humanas, uma vez que na remogao
do polimorfismo SR reduziu-se a atividade da polimerase em cerca de 50%, sugerindo um
potencial papel na adaptacdo especifica ao hospedeiro. O Polimorfismo SR também foi
verificado em todas as amostras do presente estudo.

Além dessas assinaturas, a OMS (2010) relatou uma substituicdo na PB2 de uma

lisina (aminoacido polar basico carregado positivamente) por uma asparagina (aminoacido



83

apolar neutro) na posicdo 340 (K340N) que tem sido reportada em casos moderados e fatais.
Nas analises da presente pesquisa a modificacdo K340N foi identificada em 12% (10/81) das
amostras, duas delas isoladas de casos fatais.

Qutras substituicdes na PB2 foram identificadas neste estudo: a substituicdo de
uma metionina (aminodcido apolar) pela leucina (aminoacido apolar) na posicdo 631
(M631L) presente em 32% (26/81) das cepas, entre estas trés casos de dbitos; e a substitui¢do
de uma lisina (aminoacido polar basico carregado positivamente) por uma arginina
(aminoacido polar basico carregado positivamente) na posicdo 526 (R526K) presente em 27%
(22/81) das amostras, sendo uma de caso fatal. A relevancia dessas substitui¢des ainda néo foi
estabelecida, em uma analise preliminar, a modelagem molecular das substituicdes M631L e
K340N evidenciou a alteracdo de conformacdo na proteina molde, no entanto ainda séo
necessarias investigacoes adicionais para esclarecer tais mudangas.

As anélises de acordo com o periodo da pandemia revelaram que, as mudancas
aminoacidicas nesse gene foram evidenciadas nas diferentes ondas. Observou-se que a
substituicdo K526R circulou mais na 1% onda enquanto que a M631L circulou mais na
segunda, e, conforme o p-valor obtido para a K526R (0,0070) e M631L (0,0003) se
evidenciou que a K526R esta realmente mais associada a primeira onda que a segunda,
enquanto que, a M631L estd mais associada a segunda. No que se referem as demais
substituicdes, as mesmas circularam de maneira uniforme em ambas.

Assim como para a HA, a analise de substituicdo aminoacidica na PB2 quanto a
gravidade foi de acordo com a hospitalizacdo. Nesse caso, nenhuma das substitui¢cdes
sozinhas ou associadas demonstrou ter relacdo a hospitalizacdo, pois todas apresentaram p-
valor > 0,05. Entretanto, assim como para 0 gene da HA, ainda seria interessante e pertinente
analisar mais casos de 0Obitos e de pacientes “ndo SRAG” para considerar a ocorréncia de tais
substituicdes.

No que diz respeito aos quatro casos de dbitos, somente o caso 4 ndo apresentava
condigdes (comorbidade e/ou gravidez) que justificasse a gravidade. Apesar da cepa isolada
desse caso ndo possuir a substituicdo D222G, o virus causador tinha a K340N, que esta
associada a casos severos (OMS, 2010)

Os casos 1 e 2 eram mulheres gravidas, uma com comorbidade (pneumopata).

Vale ressaltar que ambas foram infectadas com cepa que continha a D222G na HA e uma com
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K340N associada. A presenca de tais substituicbes podem ter contribuido para maior
gravidade de ambos 0s casos.

De fato, ndo se pode afastar a possibilidade de que essas variacdes antigénicas
virais sejam na hemaglutinina (a maior determinante de patogenicidade viral), ou na PB2
(indispensavel componente do complexo de replicacdo), terem contribuido na gravidade dos
casos fatais. Pois, outros fatores devem ser analisados; fatores de risco como gravidez e
comorbidades como cardiopatia e pneumopatia assumem papel importante no curso grave da
doenca. Tem-se especulado que a hipertensdao pulmonar secundaria a doenca cardiovascular
ou 0 aumento do volume sanguineo durante a gravidez podem predispor o pulméo a edema
pulmonar quando o septo alveolar é agredido pelo virus (KUIKEN E TAUBENBERGER,
2008). Levando isso, em consideracdo, foram excluidos do estudo todos os casos de SRAG
(exceto os 6bitos) que continham comorbidade relatada.

Por isso, vale ressaltar que todos os casos no presente estudo, continham a
sindrome respiratoria aguda grave sem nenhuma comorbidade associada (exceto o0s casos de
Obitos) e as analises genéticas virais revelaram substituicdes aminoacidicas em sitios
antigenicamente importantes da HA e/ou na PB2, desse modo, ndo se afasta a possibilidade —
nesses casos de SRAG sem comorbidade — de que as variagfes antigénicas virais podem ter
contribuido para a sindrome respiratdria.

O presente estudo demonstrou que o virus Influenza A (HLIN1) pdm 2009/2010
apresentou variadas alteracGes em casos de SRAG sem comorbidade e 6bitos nos genes da
HA e PB2. Entretanto, sdo necessarias mais investigacdes como modelos “in vivo” para
avaliar a gravidade que essas substituicbes podem ocasionar. E importante ressaltar que,
parece haver uma tendéncia de mutacGes em epitopos antigenicamente importantes da
molécula da HA e estas mutacdes podem ter efeitos bastante drasticos no reconhecimento de
anticorpos tanto entre os individuos vacinados quanto aqueles que experimentarem uma
infeccdo natural. Logo, a continua vigilancia genética e antigénica do virus da gripe em
circulagdo bem como o compartilhamento rapido de informagdes é de extrema importancia
para a melhor recomendagdo possivel para o0s virus que entram na composi¢do vacinal,

evitando assim maior risco de epidemias severas futuras.
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CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o virus Influenza A (HIN1) pdm 2009/2010

apresentou variadas alteragdes nos genes da HA e PB2, em casos de 6bitos e de SRAG

sem comorbidade. Tais mutacGes resultaram na mudanga conformacional da proteina.

= As mudangas aminoacidicas tanto no gene da HA como no da PB2 apresentaram uma
relacdo com periodo. Na HA, a D97N isolada ou associada com a S203T, circulou
mais na primeira onda que na segunda. Ja na PB2 a substituicdo K526R foi mais
associada a primeira onda que a segunda, enquanto que, a M631L foi mais associada a
segunda.

= Nenhuma das substituicbes aminoacidicas seja na HA ou PB2 foram associadas a
hospitalizacao, sexo e idade.

= As substituigdes D222G na HA e K340N na PB2 foram evidenciadas em casos fatais.

= A substituicdo S203T esteve presente nos quatro casos fatais.
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10. ANEXOS

10.1. ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
) MUCLO DE MEDICINA TROPICAL
N COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES
HUMANOS

*

A

1. Protocolo: N°016/2010-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: FATORES GENETICOS, IMUNOLOGICOS E
VIROLOGICOS RELACIONADOS A GRAVIDADE DA
GRIPE  CAUSADA PELO VIRUS  A(HIN1)
PANDEMICO.

Pesquisador Responsavel: Rita Catarina Medeiros Souza.
Instituicao / Unidade:UFPA E IEC.

Data de Entrada: 31/03/2010.

Data do Parecer: 07/04/2010.

@ o s ow

PARECER
O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o
protocoloc em tela e, verificou que foram atendidas todas as exigéncias da
Resolug&o 196/96-CNS/MS. Portanto, manifesta-se pela sua aprovacgao.

Parecer: APROVADO.
Belém, 18 de junho de 2010.




10.2. ANEXOB

Parecer de Aprovacio n® 0042/2011
Protocolo CEP/IEC - N* 0022/2011
CAAE: 0021.0.072.000-11

Ananindeua/PA, 24 de novembro de 2011.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM HUMANOS

“Epidemiologia Molecular do virus [Influenza A (HINI1)
pandémico: investigacio de determinantes de patogenicidade nos

Projeto: i S
genes codificadores da hemaglutinina ¢ PB2”
Pesquisador Responsavel: Mirleide Cordeiro dos Santos

Conforme decisdo do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Evandro
Chagas/SVS/MS, cientificamos que o projeto em epigrafe foi considerado aprovado.

Recomendamos que a coordenagdo mantenha atualizados todos  os
documentos pertinentes ao projeto.

Este CEP se incumbira dos procedimentos de acompanhamento preconizados
pela Resolugio 196/96 e suas complementares, do Conselho Nacional de
Saude/Ministério da Saude.

Devera ser encaminhado relatério semestral e, ao final, elaborado um
relatorio consolidado. incluindo os resultados finais da pesquisa. em um prazo maximo
de 60 (sessenta) dias. apos a finalizagio da pesquisa.
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MANOEE DO CARMO PEREIRA SOARES
Coordenador do CEP/IEC
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