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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O trabalho visa a deteccao de virus respiratorios nas amostras de aguas residuais de Sao José
do Rio Preto, identificando quais patdgenos respiratérios estdo circulando e sua sazonalidade.
A vigilancia baseada em 4guas residuais tem se tornado uma importante ferramenta para
monitorar a circulacdo de muitos patdégenos, além de servir como alerta precoce para a satde
publica. Essa metodologia ¢ econdmica, nao invasiva e pode ser utilizada em tempo real para
monitorar surtos, assim como, detectar casos assintomaticos. Ademais, ¢ possivel identificar
quais patdgenos estdo circulando na comunidade e qual o periodo de maior infectividade,
permitindo a identifica¢do da sazonalidade e facilitando a tomada de decisdo pelas autoridades

de saude publica, com estratégias para diminuir ou prevenir a transmissao.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The work aims to detect respiratory viruses in wastewater samples from Sao José do Rio Preto,
identifying which respiratory pathogens are circulating and their seasonality. Wastewater-based
surveillance has become an important tool for monitoring the circulation of many pathogens,
as well as serving as an early warning for public health. This methodology is economical, non-
invasive and can be used in real time to monitor outbreaks, as well as to detect asymptomatic
cases that have not received medical attention. In addition, it is possible to identify which
pathogens are circulating in the community and the period of greatest infectivity, allowing
seasonality to be identified and facilitating decision-making by public health authorities, with

strategies to reduce or prevent transmission.
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RESUMO

As infecgdes respiratorias acometem os tratos respiratorios superior e inferior e figuram entre
as principais causas de morbimortalidade em criancas menores de cinco anos, idosos e
individuos imunocomprometidos. Os virus constituem os principais agentes etioldgicos dessas
infec¢des, destacando-se o rinovirus humano (HRV), o metapneumovirus humano (HMPV), o
virus sincicial respiratorio humano (HRSV), os virus influenza A e B (InFVA e InFVB) e o
SARS-CoV-2. Esses patdégenos podem ser eliminados por secre¢des respiratorias e fezes,
tornando-se detectaveis em esgotos domésticos. Nesse contexto, o presente estudo teve como
objetivo investigar a circulagdo de virus respiratorios em amostras de esgoto bruto do municipio
de Sao José do Rio Preto, Estado de Sao Paulo, Brasil, utilizando a vigilancia baseada em aguas
residuais como abordagem epidemioldgica complementar. Foram analisadas 110 amostras de
esgoto coletadas entre julho de 2022 e julho de 2024, submetidas a deteccdo por RT-qPCR e
quantificagdo da carga viral por dPCR. Incluiu-se a triagem do virus Pepper Mild Mottle Virus
(PMMoV) como indicador de contaminacdo fecal e eficiéncia de recuperacdo de RNA, o qual
foi detectado em 105 amostras (95,5%), indicando adequada qualidade de eficiéncia. No
periodo avaliado, 54 amostras coletadas semanalmente, apresentaram resultado positivo para
virus respiratdrios, com predominancia de InFVA (27; 28,19%) e SARS-CoV-2 (19; 17,28%),
seguidos por HRV (5; 4,55%), HRSV (2; 1,82%) ¢ HMPV (1; 0,9%). O InFVA apresentou
maior periodo de positividade entre maio e setembro de 2023 (17,5%), com concentragdes
variando de 2,64 x 10*a 2,86 x 10° copias gendmicas por litro (CG/L), enquanto o SARS-CoV-
2 foi detectado predominantemente entre outubro e dezembro de 2022 (5,4%) e entre fevereiro
e mar¢o de 2024 (4,5%), com concentra¢des entre 2,64x10* e 1,11x10° CG/L. Nao foi
observada inibi¢ao nas rea¢des de RT-qPCR. Quanto ao ensaio de recuperagao viral, realizado
com o virus Chikungunya, apresentou recuperacdo maxima de 72,7%, e os limites analiticos de
detec¢do foram estimados em 0,35 CG por reacdo para SARS-CoV-2 e 62 CG por reacdo para
InFVA. Em relacdo as andlises estatisticas revelaram correlagdes significativas entre os dados
obtidos e parametros fisico-quimicos do esgoto, destacando-se a associagdo positiva entre a
temperatura do esgoto e o numero de amostras positivas para SARS-CoV-2, bem como com a
carga viral de InFVA. Adicionalmente, foram observadas diferengas sazonais, com maior
detec¢ao de SARS-CoV-2 no verdo (p = 0,042) e de InFVA no outono (p = 0,032). Em suma,
a predominancia de InFVA e SARS-CoV-2 evidencia a continua circulacdo sustentada desses
patogenos na populacdo, com padrdes temporais distintos. De forma geral, os resultados
demonstram que o monitoramento de aguas residuais constitui uma ferramenta eficaz e
complementar a vigilancia clinica, contribuindo para a compreensao da dinamica de circulagao
de virus respiratorios, a deteccdo precoce de surtos e o acompanhamento dos patdgenos
predominantes na comunidade.

Palavras—chave: virus respiratorios; vigilancia epidemioldgica; esgoto bruto, vigilancia
ambiental.



ABSTRACT

Respiratory infections affect the upper and lower respiratory tracts and are among the leading
causes of morbidity and mortality in children under five, the elderly, and immunocompromised
individuals. Viruses are the main etiological agents of these infections, notably human
rhinovirus (HRV), human metapneumovirus (HMPV), human respiratory syncytial virus
(HRSV), influenza A and B viruses (InFVA and InFVB), and SARS-CoV-2. These pathogens
can be eliminated through respiratory secretions and feces, becoming detectable in domestic
sewage. In this context, the present study aimed to investigate the circulation of respiratory
viruses in raw sewage samples from the municipality of Sao José do Rio Preto, State of Sao
Paulo, Brazil, using wastewater-based surveillance as a complementary epidemiological
approach. A total of 110 sewage samples collected between July 2022 and July 2024 were
analyzed, subjected to detection by RT-qPCR and quantification of viral load by dPCR.
Screening for Pepper Mild Mottle Virus (PMMoV) was included as an indicator of fecal
contamination and RNA recovery efficiency, which was detected in 105 samples (95.5%),
indicating adequate efficiency quality. During the evaluation period, 54 samples collected
weekly tested positive for respiratory viruses, with a predominance of InFVA (27; 28.19%) and
SARS-CoV-2 (19; 17.28%), followed by HRV (5; 4.55%), HRSV (2; 1.82%), and HMPV (1;
0.9%). InFVA showed the highest positivity rate between May and September 2023 (17.5%),
with concentrations ranging from 2.64 x 10* to 2.86 x 10° genomic copies per liter (GC/L),
while SARS-CoV-2 was predominantly detected between October and December 2022 (5.4%)
and between February and March 2024 (4.5%), with concentrations between 2.64x10* and
1.11x10° GC/L. No inhibition was observed in the RT-qPCR reactions. The viral recovery
assay, performed with the Chikungunya virus, showed a maximum recovery of 72.7%, and the
analytical detection limits were estimated at 0.35 CG per reaction for SARS-CoV-2 and 62 CG
per reaction for InFVA. Statistical analyses revealed significant correlations between the data
obtained and the physical-chemical parameters of the sewage, highlighting the positive
association between sewage temperature and the number of samples positive for SARS-CoV-
2, as well as with the viral load of InFVA. Additionally, seasonal differences were observed,
with higher detection of SARS-CoV-2 in the summer (p = 0.042) and InFVA in the fall (p =
0.032). In summary, the predominance of InNFVA and SARS-CoV-2 highlights the continued
sustained circulation of these pathogens in the population, with distinct temporal patterns.
Overall, the results demonstrate that wastewater monitoring is an effective tool that
complements clinical surveillance, contributing to the understanding of the dynamics of
respiratory virus circulation, early detection of outbreaks, and monitoring of predominant
pathogens in the community.

Keywords: respiratory viruses; epidemiological surveillance; raw sewage, environmental
surveillance.
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1 INTRODUCAO GERAL

Conforme definido pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS), as infecgdes
respiratorias agudas (IRAs) s3o enfermidades que afetam o trato respiratério humano,
envolvendo tanto as vias superiores quanto as inferiores. Essas infec¢des resultam na obstrucao
do fluxo de ar, tanto nas narinas quanto nos pulmoes e bronquios. As IRAs sdo a principal causa
de mortalidade por doengas infecciosas no mundo, especialmente entre bebés, criangas, idosos
e individuos imunocomprometidos (OMS, 2014).

As infecgdes provocadas por virus respiratorios podem resultar em doengas graves,
incluindo pneumonia e resfriados, que frequentemente podem levar a insuficiéncia respiratoria
aguda (IRpA), com potencial progressdo para a sindrome do desconforto respiratério agudo
(SDRA) (Cilloniz et al., 2022). As infec¢des virais também podem predispor ao
desenvolvimento de infecgdes bacterianas concomitantes ou subsequentes (Filho ef al., 2017).

As doengas respiratorias sdo altamente contagiosas devido ao seu elevado potencial
de disseminacdo, sendo transmitidas principalmente através do espalhamento de goticulas e
aerossois, que sdo liberados durante espirros, tosse e fala (Filho et al., 2017). Ademais, também
podem ser adquiridas pelo contato com superficies contaminadas e posterior transferéncia para
as mucosas (Filho et al., 2017).

Grande parte das infec¢des respiratorias, tanto das vias superiores quanto das
inferiores, sdo causadas por virus, destacando-se o virus sincicial respiratorio (HRSV), o
rinovirus (HRV), o metapneumovirus humano (HMPV), o Influenza A (InFVA) e o
Coronavirus humano (SARS-CoV-2) (Cilloniz et al.,, 2022). Esses virus sdo agentes
patogénicos capazes de causar problemas de satide graves, especialmente em criangas, idosos e
individuos imunocomprometidos. Sua alta capacidade infecciosa, propensdo a mutagoes,
resisténcia ao tratamento com antivirais, tamanho reduzido e altas cargas virais em secrecoes
respiratorias, que facilita o transporte, e alta capacidade de sobrevivéncia em agua e superficies
tornam-nos motivo de grande preocupacdo (Xagoraraki, O’Brien, 2019).

A deteccao de infecgdes respiratdrias ocorre, em geral, em pacientes sintomaticos
que buscam atendimento médico. Esse fato limita a identificacdo de virus em individuos
assintomaticos ou com acesso restrito aos servicos de satde. Desta forma, o uso de amostras de
aguas residuais pode complementar a vigilancia epidemioldgica dos virus respiratorios, uma
vez que sua presenga ja foi detectada e relatada em estudos anteriores (Boehm et al., 2023;

Wolfe et al., 2022).
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1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Rinovirus humano

O HRYV foi descoberto apenas na década de 1950 (Jacobs et al., 2013). O HRV ¢ o
principal causador de resfriados e pode desencadear 50% das exacerbagdes de doenca pulmonar
obstrutiva cronica (DPCO) e pode contribui para o desenvolvimento de asma, bronquiolite
grave em criangas e bebés, e pneumonia, principalmente em individuos imunocomprometidos
e idosos (Palmenberg; Rathe; Liggett, 2010; Jacobs et al., 2013).

Anteriormente, o HRV era classificado na familia Picornaviridae, género
Rhinovirus e cada sorotipo era considerado uma espécie diferente. Atualmente, de acordo com
o “International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), desde 2023 o HRV continua
pertencente a familia Picornaviridae, porém dentro do género Enterovirus. Atualmente, o HRV
possui apenas 3 espécies, sendo elas: Enterovirus alpharhino, Enterovirus betarhino e
Enterovirus cerhino (ICTV).

O E. alpharhino possui 74 sorotipos, a E. betarhino tem 25 sorotipos € o E. cerhino
57 (Palmenberg; Rathe; Liggett, 2010). Esses virus sao de acido ribonucleico (Ribonucleic acid
- RNA) de fita simples — single-stranded (ssSRNA) de sentido positivo, com aproximadamente
7.200 nucleotideos, nao envelopados, com didmetro aproximado de 30 nm, representado na
Figura 1 (Jacobs et al., 2013; Vandini ef al., 2019).

Figura 1 — Morfologia das particulas de HRV por microscopia eletronica.

Fonte: Dreschers ef al. (2006).

O genoma é composto por uma Unica regido codificadora, produzindo uma

poliproteina que, por sua vez, ¢ clivada por proteases para gerar 11 proteinas (Figura 2)



20

(Palmenberg; Rathe; Liggett, 2010). O quadro de leitura aberto possui 6.500 nucleotideos.

Todos os sorotipos de HRVs possuem uma proteina viral pequena (VPg) ligada no terminal

US5’, responsavel pela replicagao do RNA viral (RNAv) (Palmenberg; Rathe; Liggett, 2010).

Figura 2 - Organizagdo do genoma do HRV.
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O capsideo ¢ constituido por quatro proteinas estruturais, denominadas VP1, VP2,

VP3 e VP4. As proteinas VP1, VP2 e VP3 encontram-se organizadas conjuntamente, formando

o protdmero (Figura 3), enquanto a proteina VP4 localiza-se internamente, associada a face

interna do capsideo (Vandini et al., 2019). Os protdmeros organizam-se em 12 pentameros

interligados entre si, resultando em um capsideo composto por 60 copias de cada uma das trés

proteinas externas, o que confere ao virion uma simetria icosaédrica (Jacobs et al., 2013;

Palmenberg; Rathe; Liggett, 2010).

As proteinas VP1, VP2 e VP3 sdo as principais responsaveis pela diversidade

antigénica do HRV, enquanto a proteina VP4 desempenha papel fundamental na ancoragem do

RNA gendmico ao capsideo (Jacobs et al., 2013).
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Figura 3 - Esquema do capsideo, formado pelas proteinas VP1, VP2 e VP3.

Fonte: Adaptado de Dreschers et al., 2006.

O HRYV infecta predominantemente as células epiteliais da por¢ao superior do trato
respiratorio, apresentando um ciclo de replicagdo com duracao aproximada de 8 a 12 horas
(Esneau; Bartlett; Bochkov, 2019). As diferentes espécies de HRV utilizam multiplos
receptores para a entrada na célula hospedeira, sendo descritos ao menos 18 receptores distintos
envolvidos nesse processo (Esneau; Bartlett; Bochkov, 2019).

As espécies mais prevalentes, pertencentes ao denominado grupo receptor
principal, que inclui a HRV-B e a maioria das HRV-A, utilizam como receptor a molécula de
adesdo intercelular 1 (ICAM-1). Em contraste, o chamado grupo receptor menor, composto por
alguns tipos de HRV-A, reconhece o receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLR) para
a entrada celular (Esneau; Bartlett; Bochkov, 2019). De forma distinta, a espécie HRV-C utiliza
como receptor o membro da familia 3 relacionada a caderina (CDHR3), uma proteina altamente
expressa no epitélio pulmonar e das vias aéreas (Esneau; Bartlett; Bochkov, 2019).

O ciclo de replicagdo do HRV compreende sete etapas principais (Figura 4).
Inicialmente, ocorre a ligagcdo da particula viral ao receptor presente na superficie da célula
hospedeira. Em seguida, o virus ¢ internalizado por endocitose. A remocdo do capsideo ¢
desencadeada em ambiente 4cido, com pH aproximado de 5,6, promovendo a liberagdo do RNA
viral no citoplasma. Posteriormente, o0 RNA genomico ¢ traduzido, resultando na sintese de
uma poliproteina de grande extensdo, concomitantemente a replicagdio do RNA viral. Apos
esses eventos, inicia-se o processo de montagem das particulas virais, culminando com a

liberacao dos virions por lise celular ou por exocitose (Esneau; Bartlett; Bochkov, 2019).
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Figura 4 - Ciclo replicativo do HRV.
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A transmissdo do HRV ocorre por meio de secregdes respiratorias contendo
particulas virais, principalmente por trés vias: aerossois, formados por particulas respiratorias
grandes ou pequenas; contato direto entre individuos, incluindo toque, beijo ou o uso de objetos
intermediarios; e transmissao indireta, por meio de superficies e fomites contaminados (Jacobs
et al., 2013; Andrup et al., 2022). Adicionalmente, o HRV apresenta resisténcia moderada a
determinados desinfetantes, como o alcool em gel utilizado na higienizagdo das maos (Kopra
et al., 2012). A inoculagdo viral ocorre predominantemente pelas vias nasal e conjuntival, ndo
sendo descrita a infec¢do pela via oral (Jacobs et al., 2013).

Os sintomas mais frequentemente associados a infec¢do por HRV incluem
congestdo nasal, espirros, tosse e dor de garganta. Entretanto, estima-se que entre 12% e 32%
das infec¢des em criangas menores de quatro anos sejam assintomaticas (Blaas; Fuchs, 2016;
Jackson; Gern, 2022). Além disso, o HRV esta associado a exacerbacao de doengas pulmonares
cronicas, ao desenvolvimento de asma e a ocorréncia de bronquiolite grave em lactentes e
criangas, podendo também causar pneumonia grave ou fatal em idosos e individuos
imunocomprometidos (Jacobs et al., 2013; Jackson; Gern, 2022). O HRV ¢ frequentemente
relatado como o principal ou um dos agentes etiologicos mais relevantes em mais de 50% das
infeccoes do trato respiratorio superior (ITRS), além de constituir um importante

desencadeador de crises asmaticas em criangas ¢ adultos (Vandini et al., 2019).
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Até o momento, ndo hé tratamento especifico disponivel para a infec¢ao por HRV,
como antivirais ou vacinas licenciadas. Dessa forma, o manejo clinico baseia-se em cuidados
de suporte, incluindo hidratacdo adequada e repouso (Bizot et al., 2021). A elevada taxa de
mutacao do genoma viral, que resulta em ampla diversidade antigénica, possibilita reinfeccdes
ao longo da vida e representa um desafio significativo para o desenvolvimento de vacinas e
terapias antivirais eficazes (Coultas et al., 2021).

O HRV ¢ reconhecido como um dos virus respiratérios mais frequentemente
detectados em pacientes com pneumonia, bronquiolite e outras doencas pulmonares,
apresentando ampla distribuicdo geografica e afetando, principalmente, a populagado pediatrica,
especialmente lactentes (Vandini et al., 2019). Em regides de clima temperado, os picos de
incidéncia das infec¢des por HRV ocorrem, em geral, do inicio do outono até meados ou final
da primavera. No Brasil, entretanto, a sazonalidade pode variar ao longo do ano, com registros
de maior circulagao viral tanto em periodos secos quanto chuvosos (Vandini et al., 2019; Lopes

et al., 2020).

1.1.2  Metapneumovirus humano

O HMPV foi descrito pela primeira vez em 2004, no estudo conduzido por Van den
Hoogen et al., no qual foi relatada a identificacdo de um novo virus em criangas com infec¢des
do trato respiratorio na Holanda (Shafagati; Williams, 2018). Inicialmente, o HMPV foi
classificado como membro do género Metapneumovirus, pertencente a subfamilia
Pneumovirinae da familia Paramyxoviridae. No entanto, de acordo com a classificagdo mais
recente do Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), o HMPV permanece alocado
no género Metapneumovirus, porém inserido na familia Pneumoviridae, sendo reconhecido
como a espécie Metapneumovirus hominis.

As particulas virais do HMPV apresentam morfologia pleomorfica, com variagao
de formato e didmetro entre 150 e 600 nm (Figura 5) (Céspedes et al., 2016). Trata-se de um
virus envelopado, cujo nucleocapsideo envolve um genoma constituido por uma Unica fita de
RNA de sentido negativo (ssRNA-), ndo segmentada, com aproximadamente 13 kb de

comprimento (Silva et al., 2009; Biacchesi et al., 2003; Céspedes et al., 2016).
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Figura 5 - Micrografia eletronica do HMPV coletado do sobrenadante de cultura de células
de rim de macaco rhesus.

Fonte: Chan et al., 2003.

No que se refere ao genoma do HMPV, o RNA viral é composto por oito sequéncias
codificadoras, cada uma delimitada por regides conservadas de inicio (gene start — GS) e
término de gene (gene end — GE) (Céspedes et al., 2016). Cada uma dessas unidades génicas ¢
transcrita de forma independente durante o processo de replicacdo viral (Céspedes et al., 2016).
As oito sequéncias codificadoras ddo origem a nove proteinas virais, a saber: nucleoproteina
(N), fosfoproteina (P), proteina de matriz (M), proteina de fusdo (F), glicoproteina (G), proteina
hidrofébica pequena (SH), proteinas da matriz 2 (M2-1 e M2-2) e a grande proteina polimerase
(L) (Shafagati; Williams, 2018), conforme ilustrado na Figura 6.

Figura 6 - Representagdo esquematica do HMPV.
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Fonte: Adaptado de Céspedes et al., 2016.
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A tradugdo das oito sequéncias codificadoras, produz nove polipeptideos diferentes
por causa da existéncia de dois quadros de leitura abertos (ORFs): M2-1 e M2-2 (Figura 7)
(Céspedes et al., 2016).
Figura 7 - Esquema do ssRNA do HMPV.
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A replicagdo do HMPV ocorre predominantemente nas células epiteliais das vias
aéreas, com maior tropismo pelos tecidos nasais e pulmonares (Figura 8) (Shafagati; Williams,
2018). A infeccdo ¢ iniciada pela interagdo das glicoproteinas de superficie do virus,
principalmente as proteinas F e G, com receptores presentes na membrana da célula hospedeira
(Kinder et al., 2020). Ap0s essa interagdo, a proteina F sofre uma mudanga conformacional que
media a fusdo da membrana viral com a membrana celular, resultando na liberacdo dos
nucleocapsideos virais no citoplasma (Kinder et al., 2020).

Uma vez no citoplasma, o nucleocapsideo viral atua como molde para a sintese dos
RNAs mensageiros virais € do RNA gendmico, processo catalisado pela RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp). Essas etapas ocorrem em estruturas citosolicas especializadas
denominadas corpos de inclusdo (inclusion bodies — 1Bs), compostas principalmente por

nucleoproteina, fosfoproteinas € RNA gendmico (Kinder et al., 2020).
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Figura 8 - Processo simplificado de replicagio do HMPV.
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Fonte: Adaptado de Jones; Sage; Lakdawala, 2020.

Apoés a associacao dos nucleocapsideos nos corpos de inclusdo (IBs), ocorre o
direcionamento dessas estruturas para os sitios de montagem localizados na membrana
plasmatica da célula hospedeira (Kinder et al., 2020). O citoesqueleto de actina desempenha
papel fundamental no transporte dos ribonucleocapsideos até esses locais de montagem, além
de contribuir para a disseminacdo direta das particulas virais entre células adjacentes,

favorecendo a propagacao célula a célula do virus (Figura 9) (Kinder et al., 2020).
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Figura 9 - Processo de replicagdo do HMPV evidenciando o papel da actina.
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Fonte: Adaptado de Jones; Sage; Lakdawala, 2020.

O HMPV acomete predominantemente criancas menores de cinco anos,
especialmente lactentes, configurando-se como um importante agente etioldgico de infecg¢des
do trato respiratdrio inferior, como pneumonia e bronquiolite (Kahn, 2006). A frequéncia de
infecgdes por HMPV ¢ significativamente maior na populacdo pediatrica quando comparada a
populacdo adulta (Gregianini et al., 2017). Entre os principais fatores de risco associados a
infeccao destacam-se a idade inferior a cinco anos, a presenga de comorbidades, como doenca
pulmonar cronica e cardiopatias, além de condi¢cdes de imunossupressao (Gregianini et al.,
2017).

Os sintomas mais comuns da infeccdo por HMPV incluem febre, tosse e hipdxia,
enquanto as manifestagdes clinicas mais graves englobam bronquite, pneumonia e bronquiolite
(Kahn, 2006; Gregianini et al., 2017). Estima-se que o HMPV seja responsavel por
aproximadamente 5% a 7% das infecg¢des virais do trato respiratorio em criangas hospitalizadas,
além de estar associado a 6% a 40% dos casos de doenga respiratoria aguda em criancas
atendidas em servigos ambulatoriais ou hospitalares (Shafagati; Williams, 2018; Williams et
al., 2004; Van den Hoogen; Osterhaus; Fouchier, 2004).

Embora estratégias preventivas estejam voltadas ao desenvolvimento de vacinas e
terapias baseadas em anticorpos monoclonais, at¢ o momento ndo ha vacina licenciada ou

tratamento antiviral especifico disponivel para o0 HMPV (Ma et al., 2024). Dessa forma, o
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manejo clinico baseia-se predominantemente em medidas de suporte, podendo incluir o uso de
imunoglobulinas e glicocorticoides, como a ribavirina e a imunoglobulina intravenosa
policlonal, reservadas para casos graves (Ma et al., 2024).

O HMPV apresenta distribui¢do mundial e ¢ reconhecido como um importante
agente causador de infec¢des do trato respiratério inferior (Kahn, 2006). Ao longo do ano,
diferentes subgrupos geneticamente distintos do HMPV podem circular simultaneamente, com
variacoes sazonais na predominancia das linhagens virais (Shafagati; Williams, 2018). Em
paises de clima tropical, o HMPYV apresenta um padrao de sazonalidade semelhante ao de outros
virus respiratorios, com picos de circulagdo em periodos mais frios e chuvosos, como o inverno
e a primavera, frequentemente coincidindo com surtos de HRSV e influenza (Boivin et al.,

2003; Gregianini et al., 2017).

1.1.3  Virus sincicial respiratério humano

O HRSV foi isolado pela primeira vez em 1956, no Instituto de Pesquisa do
Exército Walter Reed, nos Estados Unidos da América (EUA), a partir de amostras coletadas
de uma colénia de chimpanzés que apresentavam sintomas semelhantes aos do resfriado
comum, como coriza, tosse e espirros. Inicialmente, o agente foi denominado Chimpanzee
coryza agent (CCA) (Morris; Blount; Savage, 1956; Nascimento, 2021; Battles; McLellan,
2019). Posteriormente, um virus antigenicamente semelhante ao CCA foi isolado de criancas
hospitalizadas nos EUA com doengas respiratdrias, passando a ser denominado virus sincicial
respiratorio, em virtude de seu tropismo pelo trato respiratério e da capacidade de induzir a
formagdo de sincicios em culturas celulares (Chanock; Roizman; Myers, 1957; Nascimento,
2021).

Até o ano de 2015, a espécie viral era classificada como Human respiratory
syncytial virus. No entanto, conforme a classificagdo mais recente do Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV), publicada em 2022, a espécie passou a ser denominada
Orthopneumovirus hominis. O HRSV pertence ao género Orthopneumovirus, a familia
Pneumoviridae e a ordem Mononegavirales.

O HRSV ¢ um virus envelopado, constituido por RNA de fita simples, de sentido
negativo (ssSRNA—), ndo segmentado, com diametro médio variando entre 120 e 300 nm. Seu
genoma possui aproximadamente 15,2 kb e contém dez open reading frames (ORFs), que
codificam 11 proteinas estruturais e ndo estruturais (Figura 10b) (Kiss et al., 2014; Battles;

McLellan, 2019). A nucleoproteina (N), a fosfoproteina (P) e a RNA polimerase dependente de
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RNA (RdRp) associam-se ao RNA viral, formando uma estrutura helicoidal denominada
complexo ribonucleoproteico (RNP), cuja principal fungdo é proteger o genoma viral e atuar
nos processos de transcrigdo e replicagdo do HRSV (Kiss et al., 2014).

O HRSV apresenta trés proteinas integrais de membrana: a proteina de fusao (F),
responsavel pela fusdo da membrana viral com a membrana da célula hospedeira; a
glicoproteina (G), envolvida na ligagdo aos receptores celulares; e a proteina hidrofobica curta
(SH), que forma um canal i6nico pentamérico (Kiss et al., 2014). O gene M2 possui dois ORFs
sobrepostos, que codificam as proteinas M2-1 e M2-2. A proteina M2-1 atua como fator de
processividade da transcricdo, enquanto a proteina M2-2 regula a mudanga do modo de
transcri¢do para a replicagdo do genoma viral (Figura 10b) (Battles; McLellan, 2019).

As proteinas ndo estruturais NS1 e NS2 sdo as primeiras a serem transcritas e
desempenham papel fundamental na evasdo da resposta imune do hospedeiro, por meio da
inibi¢do da apoptose celular e das respostas mediadas por interferon (Battles; McLellan, 2019).

A particula viral apresenta um envelope lipidico que envolve a proteina de matriz
(M), as glicoproteinas de superficie F e G e a proteina SH. A proteina M2-1 também
desempenha papel importante na associagdo entre a proteina M e os complexos
ribonucleoproteicos (RNPs), formados pelo RNA viral associado a nucleoproteina (Figura 10a)
(Kiss et al., 2014; Liljeroos et al., 2013). O complexo RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp) € constituido pela grande proteina polimerase (L), pela fosfoproteina (P), que atua como
cofator, e pela nucleoproteina (N), sendo essencial para os processos de transcrig¢@o e replicacao

do genoma viral (Kiss et al., 2014; Liljeroos et al., 2013).
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Figura 10 - Esquema da particula viral e genoma do HRSV.
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Fonte: Adaptado de Battles; McLellan, 2019.

Legenda: (a) Particula viral do HRSV; (b) Genoma do HRSV.

As particulas de HRSV sdo pleomorficas, podendo ser esféricas, filamentosas ou

assimétricas (Figura 11). Apesar das diferengas morfoldgicas que as particulas podem

apresentar, todas compartilham um arranjo estrutural semelhante, como a presenca das

glicoproteinas de superficie, membrana e o RNP (Kiss et al., 2014).

Figura 11 - Caracterizacdo morfologi
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Fonte: Adaptado de Kiss et al., 2014.

Legenda: Formas esféricas (A a C), formas assimétricas (D a F) e filamentosas (G a I).
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A replicacdo do HRSV ocorre predominantemente em células epiteliais ciliadas das
vias aéreas e em pneumocitos alveolares do tipo I (Figura 12) (Battles; McLellan, 2019). A
entrada do virus na célula hospedeira ¢ um processo que ocorre em duas etapas principais:
inicialmente, a particula viral se fixa a superficie celular por meio da glicoproteina (G) e,
subsequentemente, a fusdo entre a membrana viral € a membrana da célula hospedeira ¢é
mediada pela proteina de fusdo (F) (Battles; McLellan, 2019).

Apos a fusdo das membranas, o complexo ribonucleoproteico (RNP) ¢ liberado no
citoplasma celular, onde também se iniciam os processos de transcri¢ao e replicagdo do RNA
viral. Essas etapas ocorrem em estruturas citoplasmaticas especializadas denominadas corpos
de inclusdo viral, cuja fun¢do € concentrar os componentes ¢ produtos virais, otimizando a
replicacdo (Battles; McLellan, 2019).

O complexo RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) ¢ responsavel pela
sintese dos RNAs mensageiros virais. A montagem das novas particulas virais ocorre na
membrana plasmatica da célula hospedeira (Battles; McLellan, 2019). Apds o processo de
brotamento, os virions recém-formados sdo liberados, porém ainda se encontram em estagio de
maturacdo dependente da proteina de matriz (M), apresentando inicialmente morfologia
filamentosa, com aproximadamente 130 nm de diametro (Battles; McLellan, 2019).

Com o decorrer do tempo, ocorre a dissociacdo da camada de proteina M da
membrana viral, resultando na formacgdo de particulas ndo filamentosas, de morfologia

pleomorfica ou esférica (Battles; McLellan, 2019).
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Figura 12 - Ciclo de replicagdo do HRSV.
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Fonte: Adaptado de Battles; McLellan, 2019.

O HRSV ¢ um dos principais agentes etioldgicos de infecgdes respiratorias,
afetando predominantemente criancas menores de cinco anos, idosos ¢ individuos
imunocomprometidos. O HRSV ¢ classificado em dois subgrupos antigenicamente distintos,
denominados HRSV A e HRSV B, cuja diferenciagdo baseia-se principalmente na variabilidade
genética e antigénica. A principal divergéncia entre esses subgrupos estd associada a
glicoproteina G, responsavel pela ligagdo do virus aos receptores celulares e que exerce papel
fundamental no processo de infec¢do viral (Martinelli et al., 2014).

A transmissdo do HRSV ocorre principalmente pela inalacdo de goticulas
respiratorias, tanto de maior quanto de menor tamanho, provenientes do contato direto com
individuos infectados. Essas particulas virais penetram pelas mucosas oral, nasal e conjuntival,
alcancando o trato respiratorio (Kaler et al., 2023; Lourencao et al., 2005). A infec¢ao pelo
HRSV pode resultar em bronquiolite viral aguda (BVA), caracterizada por inflamacao dos
bronquiolos e obstrucdo das vias aéreas, especialmente em lactentes com menos de dois anos
de idade (Fontes et al., 2023).

Os sintomas mais frequentemente observados em criangas infectadas pelo HRSV
incluem tosse, febre, fadiga, expectoragdo, taquipneia, vomitos, gemidos respiratorios e diarreia
(Fontes et al., 2023). Quando comparado a outros virus respiratorios, como o HRV e o HMPV,
o HRSV esta associado a quadros clinicos mais graves e prolongados de bronquiolite viral

aguda, com maior risco de hospitalizagdo (Flores et al., 2016; Kaler et al., 2023).
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No que se refere a prevengao, vacinas recentemente desenvolvidas representam um
avanco significativo no controle da infeccdo pelo HRSV. A vacina Abrysvo® (Pfizer) ¢ uma
formulacao bivalente direcionada aos subgrupos HRSV A e B, composta por antigenos
recombinantes da glicoproteina F. A proteina F constitui um alvo estratégico, uma vez que
medeia a fusdo entre as membranas viral e celular, permitindo que anticorpos neutralizantes
bloqueiem a entrada do virus na célula hospedeira (Patel et al., 2024). Essa vacina esté indicada
para gestantes, idosos com 60 anos ou mais ¢ individuos entre 18 e 59 anos considerados de
alto risco (Governo Federal, 2025; Patel et al., 2024).

Em gestantes, a administracdo ¢ recomendada entre a 32* e a 36® semana de
gestacdo, com o objetivo de promover a transferéncia transplacentaria de anticorpos maternos
ao feto (Patel et al., 2024). Além disso, a vacina Arexvy® (GSK), indicada para individuos com
60 anos ou mais, ¢ composta pela glicoproteina F do HRSV estabilizada na conformagado pré-
fusdo (RSVPreF3), produzida por tecnologia de DNA recombinante (Bonneux et al., 2024).

Em relagdo a profilaxia e ao tratamento, dois anticorpos monoclonais estdo
aprovados para a prevencao da infeccdo pelo HRSV em lactentes: palivizumabe (Synagis®) e
nirsevimabe (Beyfortus®), ambos associados a uma redu¢do de aproximadamente 40% a 80%
no risco de hospitalizacdo (Bonneux et al., 2024). Atualmente, a ribavirina ¢ o inico antiviral
aprovado para o tratamento da infeccdo pelo HRSV, embora seu uso seja restrito a casos
selecionados. Adicionalmente, sete antivirais encontram-se em desenvolvimento clinico,
incluindo anélogos de nucleos(t)ideos com agdo sobre a RdRp, inibidores das proteinas L e N,
e inibidores da proteina F (Bonneux et al., 2024).

O HRSV apresenta um padrao de sazonalidade bem definido, com picos de
circulacao viral associados a periodos de temperaturas mais baixas, particularmente durante o
outono e a primavera em regioes de clima tropical (Lourencdo et al., 2005). Estima-se que a
infeccdo pelo HRSV seja responsavel por aproximadamente 200 mil dbitos e cerca de 3 milhdes
de hospitaliza¢des anuais em todo o mundo, configurando-se como um relevante problema de
saude publica e contribuindo significativamente para o aumento da demanda por servigos

médicos e hospitalares (Jung et al., 2020; Gongalves; Bhering, 2021).

1.1.4 Virus influenza

Os virus influenza sdo classificados, de acordo com o Comité Internacional de

Taxonomia de Virus (ICTV), na ordem Articulavirales e na familia Orthomyxoviridae. Tratam-

se de virus envelopados, cujo genoma ¢ constituido por RNA de fita simples, de sentido
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negativo e segmentado, sendo cada segmento associado a um complexo de ribonucleoproteina
viral (RNPv) (Noda, 2012; Nypaver; Dehlinger; Carter, 2021). A classificacdo dos virus
influenza também se baseia nas diferencas antigénicas da nucleoproteina (NP) e da proteina de
matriz (M1) (Noda, 2012).

Entre os virus influenza que infectam humanos, destacam-se os tipos A, B e C. O virus
influenza tipo A ¢ considerado o mais virulento, apresentando ampla diversidade genética e a
capacidade de infectar diferentes espécies animais, como aves, bovinos e equinos. Em contraste,
o virus influenza tipo B apresenta menor variabilidade antigénica e, de modo geral, esta
associado a quadros clinicos menos graves quando comparado ao tipo A (Nypaver; Dehlinger;
Carter, 2021). O InFVA (Alphainfluenzavirus) € classificado em 18 subtipos de hemaglutinina
(HA) e 11 subtipos de neuraminidase (NA), cujas combinagdes resultam em diferentes subtipos
e cepas virais (Noda, 2012; Nypaver; Dehlinger; Carter, 2021).

O genoma do InFVA ¢é composto por oito segmentos de RNA, os quais formam
complexos de ribonucleoproteina (RNPs) em associagdo com a RNA polimerase dependente
de RNA viral e moléculas de nucleoproteina (NP), codificando, ao todo, 12 proteinas virais
(Noda, 2012). O envelope lipidico ¢ derivado da membrana plasmatica da célula hospedeira.
As particulas virais apresentam, predominantemente, morfologia esférica, com didmetro
aproximado de 80 a 120 nm, podendo também assumir forma filamentosa, alcangando

comprimentos de até 20 pum (Figura 13) (Noda, 2012).
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Figura 13 - Micrografia eletronica de virions de influenza.
———

A

Fonte: Noda, 2012.
Legenda: (A) virions esféricos (B) virions filamentosos e (C) virions de formato
irregular.

O envelope viral do virus influenza ¢ derivado da membrana plasmatica da célula
hospedeira e contém trés proteinas transmembranares principais: a hemaglutinina (HA), a
neuraminidase (NA) e a proteina de matriz 2 (M2) (Carter; Igbal, 2024; Eichberg et al., 2022).
A matriz viral € constituida por uma monocamada de proteina de matriz 1 (M1) oligomerizada,
localizada imediatamente abaixo do envelope lipidico.

O genoma viral possui aproximadamente 13.500 nucleotideos, organizados em oito
segmentos de RNA (Figura 14) (Carter; Igbal, 2024; Eichberg et al., 2022). Esses segmentos
codificam dez proteinas virais essenciais para o ciclo replicativo, incluindo as subunidades da
RNA polimerase viral (PB2, PB1 e PA), a hemaglutinina (HA), a nucleoproteina (NP), a
neuraminidase (NA), as proteinas de matriz (M1 e M2), a proteina nao estrutural 1 (NS1) e a

proteina de exportacdo nuclear (NEP) (Carter; Igbal, 2024; Eichberg et al., 2022).
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Figura 14 - Esquema do genoma do virus InFVA.

Comprimento Regido Principais Proteinas
total (nt) codificadora {nt) proteinas acessdrias
Segmento 1 3 “— 5 2338 28-2307 PB2 PB2-S1
Segmento 2 3'~F 5 2341 25-2298 PB1 PB1-N40, PB1-F2
Segmento 3 3 ) - PA-X, PA-N155,
g F s am 252175 2 A

Segmento 4 - 1778 33-1733 HA Nenhuma
Segmento 5 3'- ' 1565 28-1542 NP eNP
Segmento 6 3'- 5 1413 21-1385 NA N43
Segmento 7 3 g 5 1027 26-1007 M1, M2 M42
Segmento 8 3 —&5‘ 890 27-864 NS1, NEP/NS2 NS3, tNS1

Fonte: Adaptado de Carter; Igbal, 2024.

O ciclo de replica¢do do virus influenza compreende dez etapas distintas (Figura
15). Inicialmente, ocorre a ligacdo da hemaglutinina (HA) aos receptores de acido sidlico
presentes em sialiloligossacarideos ou lipidios na superficie das células epiteliais bronquicas
(Carter; Igbal, 2024; Eichberg et al., 2022). Subsequentemente, o virus ¢ internalizado por
endocitose mediada por receptor. Durante o amadurecimento endossomal, a redu¢do do pH
promove uma mudanca conformacional na HA, resultando na exposi¢ao do peptideo de fusao.

Esse peptideo se insere na membrana do endossomo, possibilitando a fusdo entre a
membrana viral e a membrana endossomal e, consequentemente, a liberagdo do genoma viral
no citoplasma. Em seguida, os complexos de ribonucleoproteina viral (RNPv) sdo transportados
para o nucleo por meio da via classica dependente de importinas (Carter; Igbal, 2024; Eichberg
et al., 2022).

No nucleo, o RNA viral de sentido negativo ¢ transcrito em RNA mensageiro
(RNAm), que atua como molde para a sintese de novos segmentos gendmicos por acdo do
complexo de RNA polimerase dependente de RNA viral (Carter; Igbal, 2024; Eichberg et al.,
2022). Posteriormente, o RNAm ¢ exportado para o citoplasma, onde ocorre a tradugdo proteica
no reticulo endoplasmatico rugoso (RE).

As glicoproteinas HA e NA sdo entdo processadas no RE e no complexo de Golgi,
onde sofrem modificagdes pos-traducionais e sdo oligomerizadas em trimeros e tetrameros,
respectivamente, antes de serem transportadas para a superficie celular (Carter; Igbal, 2024;

Eichberg et al., 2022).
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As proteinas virais contendo sinais de localiza¢do nuclear retornam ao nticleo, onde
participam da montagem dos novos complexos RNPv. Por fim, os segmentos de RNA de
sentido negativo, associados as proteinas estruturais € nao estruturais, acumulam-se na
membrana plasmatica da célula hospedeira, culminando na montagem e liberacdo das novas
particulas virais por meio do processo de brotamento (Carter; Igbal, 2024; Eichberg et al.,

2022).

Figura 15 - Replicacao do virus influenza.
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Fonte: Adaptado de Eichberg et al., 2022.

Os virus sao disseminados principalmente por goticulas respiratorias maiores que 5
microns, liberadas pela tosse, espirro e fala (Nypaver; Dehlinger; Carter, 2021), assim como as
particulas menores que 5 microns podem permanecer suspensas no ar. Assim como, a
transmissao também pode ocorrer por contato direto com superficies ou objetos contaminados,
j& que essas particulas podem permanecer vidveis por longos periodos, como dias e semanas
(Nypaver; Dehlinger; Carter, 2021).

Os sintomas mais comuns das infecgdes causadas pelo virus da influenza incluem
tosse, febre, fadiga, mal-estar, dificuldade para respirar, dor de garganta, dor de cabeca,
congestao nasal, espirros e diarreia (Nypaver; Dehlinger; Carter, 2021). J& os sintomas mais
graves podem incluir pneumonia, bronquite, infec¢des de ouvido, sinusite e o agravamento de

condig¢des cronicas preexistentes (Nypaver; Dehlinger; Carter, 2021).
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O tratamento com antivirais ¢ indicado para grupos de alto risco, como criangas
menores de 5 anos e idosos de 65 anos ou mais (Nypaver; Dehlinger; Carter, 2021). Os
antivirais aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) incluem o Oseltamivir
(Tamiflu), o Balozavir marboxil (Xoflua), zanamivir (Relenza) e Peramivir (Rapivab)
(Nypaver; Dehlinger; Carter, 2021). Os medicamentos oseltamivir, zanamivir ¢ peramivir
atuam na inibi¢do da replicagdo viral, enquanto o baloxavir marboxil ¢ inibidor da endonuclease
dependente de cap, interferindo na capacidade de multiplicagdo do virus (Nypaver; Dehlinger;
Carter, 2021).

A prevengdo da gripe ocorre por meio da vacinagdo, sendo essa a principal medida
preventiva contra a infec¢do. No Brasil a imunizac¢ao dos individuos acima de 65 anos de idade
comecou em 1988 na cidade de Sao Paulo, apds a aprovagdo da lei municipal 12.326/97
(Forleo-Neto et al., 2003). Em 1999, o Ministério da Satde decidiu incluir no programa
nacional de imunizagdo a vacinacdo contra influenza para individuos com mais de 65 anos de
idade, alcangando cobertura vacinal acima de 80% em todo o pais (Forleo-Neto et al., 2003).

Atualmente, a vacina ¢ indicada a partir dos seis meses de idade. A campanha de
vacina¢do no Brasil ocorre no periodo de abril a agosto e faz parte do Programa Nacional de
Imunizagdes (PNI) do Ministério da Satde (Portal do Butantan, 2022). A vacina, produzida
pelo Instituto Butantan, protege contra os trés tipos de virus influenza e ¢ composta por
diferentes cepas de Myxovirus influenzae, tanto inativadas quanto fragmentadas e purificadas
(Portal do Butantan, 2022). Trata-se de uma vacina trivalente, combinando trés cepas de virus:
uma similar ao virus InFVA/Victoria/4897/2022 (HINI1) pdm09; uma similar ao virus
InFVA/Croatia/10136RV/2023 (H3N2); e uma similar ao InFVB/Austria/1359417/2021
(B/linhagem Victoria) (Portal do Butantan, 2022).

A alteragdo na composigao das cepas das vacinas contra a influenza ¢ essencial para
garantir a eficacia do imunizante, uma vez que o virus se adapta e sofre mutacdes (ANVISA,
2024). A Organizag¢ao Mundial da Saude (OMS) realiza andlises periddicas de todos os subtipos
do virus da gripe que circulam com maior frequéncia, com o objetivo de aprimorar a eficacia
da imunizag¢do. Assim, anualmente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
divulga a composi¢do das vacinas contra a influenza que serdo utilizadas no ano seguinte

(ANVISA, 2024).

1.1.5 SARS-CoV-2



39

Os coronavirus (CoVs) sdo virus envelopados, com genoma constituido por RNA
de fita simples de sentido positivo (V’kovski et al., 2020). De acordo com o Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), os CoVs pertencem a familia Coronaviridae,
subfamilia Orthocoronavirinae, a qual ¢ subdividida em quatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Deltacoronavirus e Gammacoronavirus.

Esses virus tém sido responsaveis por surtos de grande relevancia em satude publica,
incluindo a sindrome respiratéria aguda grave (SARS) entre 2002 e 2003, a sindrome
respiratoria do Oriente Médio (MERS) em 2012 e, mais recentemente, o surto iniciado em 2019
causado pelo novo coronavirus, denominado Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
2 (SARS-CoV-2), pertencente ao género Betacoronavirus (Foladori et al., 2020).

O SARS-CoV-2 ¢ um virus envelopado, com genoma de RNA de fita simples de
sentido positivo, apresentando, em geral, morfologia esférica com didmetro variando entre 60
e 140 nm, embora também possa assumir formas pleomorficas e ovais (Grudlewska-Buda et
al., 2021). O envelope viral é composto por trés proteinas estruturais principais: a glicoproteina
Spike (S), responsavel pelo aspecto de coroa caracteristico do virus; a proteina de membrana
(M); e a proteina de envelope (E). A proteina S desempenha papel central na interacdo com a
célula hospedeira, mediando a ligagcdo aos receptores celulares e o processo de endocitose

(Grudlewska-Buda et al., 2021).
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Figura 16 - Particula viral do SARS-CoV-2.
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Fonte: Adaptado de Kumar et al., 2020.

O genoma tem de 26-32kb, com 6-11 ORFs, que codificam 9680 poliproteinas
(Kumar et al., 2020). Os primeiros ORFs (ORFla e ORF1b) codificam 16 proteinas nao
estruturais (nsps), € os ORFs restantes codificam proteinas estruturais e acessorias (Kumar et
al., 2020).
As proteinas ndo estruturais incluem duas proteases de cisteina viral, RNA
polimerase dependente de RNA, helicase e outras proteinas (Kumar et al., 2020).
Adicionalmente, o virus possui quatro proteinas estruturais principais: a glicoproteina de
superficie spike (S), a proteina de membrana (M), o nucleocapsideo (N) e a proteina de
envelope (E), além de proteinas acessorias, sendo as proteinas M e E fundamentais para os
processos de morfogénese, montagem e brotamento do SARS-CoV (Kumar et al., 2020).

Figura 17 - Genoma do SARS-CoV-2.
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Fonte: Kumar et al., 2020.

Os CoVs infectam principalmente células do trato respiratorio, incluindo células
epiteliais bronquicas e pneumocitos (V’kovski et al., 2020). A replicacdo viral inicia-se com a
entrada do virus na célula hospedeira, um processo dependente da interacdo entre a proteina

Spike (S) e o receptor celular enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2). Apds essa ligacao,
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a proteina S ¢ clivada por proteases celulares, como a serino-protease transmembrana 2
(TMPRSS2), promovendo alteragdes conformacionais que resultam na fusdo do envelope viral
com a membrana da célula hospedeira (Kumar et al., 2020; Malone et al., 2021). Durante a
internalizacdo, ocorre o desencapsidamento do RNA viral no citoplasma, local onde se
desenvolvem as etapas subsequentes do ciclo replicativo (Kumar et al., 2020; Malone et al.,
2021).

Inicialmente, os ribossomos da célula hospedeira sao recrutados para a tradugao do
genoma viral, cujo RNA de sentido positivo atua diretamente como RNA mensageiro (RNAm).
Nesse processo, sdo traduzidos os dois principais quadros de leitura aberta, ORFla ¢ ORF1b,
originando as poliproteinas replicases ppla e pplab (Malone et al., 2021). Essas poliproteinas
sdo posteriormente clivadas pelas proteases virais nao estruturais nsp3 e nsp5, resultando na
formagao de 16 proteinas nao estruturais.

A pplaoriginaanspll, enquanto a pplab € processada em nspl ansp10, bem como
nspl2 a nspl6 (Malone et al., 2021). A nspl atua na inibi¢ao da tradu¢do do RNAm da célula
hospedeira, enquanto as demais proteinas ndo estruturais se organizam em complexos de
replicagdo e transcri¢ao (RTCs), responsaveis pela sintese do RNA viral (Malone et al., 2021).

A sintese de RNA tem inicio com a producao do anti-genoma e de um conjunto de
RNAs subgenomicos (sgRNAs) de sentido negativo, derivados do RNA gendmico por meio da
acao dos RTCs. A proteina nspl12 contém o dominio da RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp), responsavel por catalisar a sintese de RNA em associagdo com os cofatores nsp7 e
nsp8, formando a holoenzima RdRp (Malone et al., 2021).

O anti-genoma serve como molde para a produ¢dao de novos RNAs gendmicos,
enquanto os sgRNAs direcionam a sintese de RNAs mensageiros subgendmicos (sg-mRNAs),
essenciais para a expressdo das proteinas estruturais envolvidas na montagem e liberagdao dos
virions (Malone et al., 2021).

A sintese do RNA viral ocorre no interior de vesiculas delimitadas por dupla
membrana, formadas a partir de rearranjos das membranas celulares (Malone et al., 2021). Ap6s
a tradu¢do do RNA gendmico e a maturagdo das poliproteinas, estabelece-se o complexo de
sintese de RNA e expressdo génica, dependente da interagdo entre o0 RNA viral e proteinas ndo
estruturais e de membrana da célula hospedeira (V’kovski et al., 2020).

A replicacdo viral requer intermediarios de RNA de sentido negativo para a
producdo de RNAs de sentido positivo, que podem ser empacotados no virion ou utilizados

como molde para a sintese de sg-mRNAs (Malone et al., 2021; V’kovski et al., 2020).
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Por fim, as proteinas estruturais participam da montagem dos novos virions, que
ocorre no reticulo endoplasmdtico e no compartimento intermedidrio entre o reticulo
endoplasmatico e o complexo de Golgi. Os virions formados sdo entdo transportados para o
complexo de Golgi e liberados da célula hospedeira por meio do processo de exocitose

(V’kovski et al., 2020).

Figura 18 - Ciclo de replicagdo do SARS-CoV-2.
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Fonte: Adaptado de V’kovski et al., 2020.
Legenda: (a) particula viral do SARS-CoV-2; (b) Ciclo de replicagao viral.

P

A transmissdo ocorre principalmente por goticulas respiratdrias, que apresentam

alta carga viral no inicio da doenga (Yesudhas et al., 2020; Hu et al., 2020). No entanto, também
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pode ocorrer de forma indireta por objetos contaminados, como roupas € maganetas, pois o
virus pode permanecer nessas superficies por alguns dias (Yesudhas et al., 2020; Hu et al.,
2020). A transmissdo também pode ocorrer por aerossois, formados por particulas menores que
podem permanecer no ar por um longo periodo e podem infectar outros individuos (Yesudhas
et al., 2020; Hu et al., 2020).

A maioria dos pacientes infectados por coronavirus disease 2019 (COVID-19)
apresentam sintomas em um periodo de 1 a 14 dias, sendo estes leves ou moderados. Estes
incluem falta de ar, fadiga, dor de garganta, tosse, espirro, congestao nasal, diarreia, vomito,
dores nas articulagdes e musculares (Aiyegbusi et al., 2021; Yesudhas et al., 2020; Hu et al.,
2020).).

Sintomas neuroldgicos também podem estar presentes, ja que as células gliais e os
neurdnios possuem receptores ACE2, sendo suscetiveis a entrada do virus, causando disturbios
gustativos e olfativos, além de cefaleia, confusdo, tontura, insonia, confusdo mental,
desorientacdo e convulsdes (Aiyegbusi et al., 2021; Harapan; Yoo, 2021).

Atualmente, sete vacinas contra a COVID-19 estdo aprovadas pela ANVISA no
Brasil: Comirnaty (Pfizer/Wyeth), Comirnaty bivalente BA.4/BA.5 (Pfizer), Janssen Vaccine
(Janssen-Cilag), vacina COVID-19 recombinante da Fiocruz, Spikevax bivalente (Moderna),
Spikevax (Moderna) e vacina COVID-19 recombinante da Zalika (ANVISA, 2024). A
Comirnaty, a Janssen e a Spikevax utilizam a tecnologia de RNA mensageiro (RNAm). Por
outro lado, a vacina COVID-19 recombinante da Fiocruz ¢ produzida com o Adenovirus tipo
26, que codifica a proteina spike do SARS-CoV-2 (Ad26.COV2-S). J4 a vacina COVID-19
recombinante da Zalika combina a proteina S (spike) recombinante com um adjuvante
(ANVISA, 2024).

O antiviral Paxlovid (PF-07321332) ¢ uma combinag¢do do nirmatrelvir que inibe a
protease 3C dos SARS-CoV-2, dificultando o crescimento do virus e ritonavir, que auxilia o
nirmatrelvir, esse medicamento ¢ indicado para idosos acima de 65 anos (Hillary; Ceasar,
2023). O Paxlovid foi aprovado pela ANVISA em 2022. Além desse, outro antiviral que esta
aprovados pela ANVISA no Brasil, ¢ o Veklury® (remdesivir), produzido pela Gilead Sciences
Farmacéutica do Brasil Ltda., que pode inibir a sintese do RNA viral ou resultar na formagao

prematura do RNA durante a replicagdo (ANVISA, 2024).

1.1.6 Vigilancia epidemiologica baseada em aguas residuais
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O uso de aguas residuais para fins de vigilancia epidemiologica teve inicio em
1939, quando foi aplicado ao monitoramento do poliovirus. Entretanto, foram necessarios mais
de 60 anos para que a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) incorporasse oficialmente a
epidemiologia baseada em aguas residuais (Wastewater-Based Epidemiology, WBE) como
estratégia para a deteccdo e vigilancia do poliovirus (Singer et al., 2023). Posteriormente, a
partir de 2009, as dguas residuais passaram a ser monitoradas também para virus respiratorios,
incluindo o virus InFVA (Ahmed et al., 2022).

A WBE ganhou reconhecimento como um método eficaz para fornecer alertas
precoces sobre a propagagdo de doengas infecciosas, aumentando durante a pandemia de
COVID-19 em 2020 (Laicans et al., 2024). Outros virus respiratorios, como o virus sincicial
respiratdrio, ja foram detectados em fezes de pacientes.

No estudo de caso de Akbari et al., 2017 eles detectaram RNA do HRSV nas fezes
de uma crianca. Neste estudo trés amostras de fezes foram coletadas, a crianga apresentava
gastroenterite aguda e estas amostras foram testadas para virus respiratorios e bactérias
gastrointestinais usando um painel multiplex-PCR completo, foi detectado o HRSV (subtipo B)
em todas as trés amostras de fezes e nenhuma coinfec¢do com outros agentes enteropatogénicos
(Akbari et al., 2017).

No estudo de Hughes et al., 2022, a equipe detectou 0o RNA do HRSV em amostras
de solidos sedimentados em aguas residuais da Califérnia e comparou com dados da vigilancia
clinica do Estado, os resultados indicaram que a concentracio de HRSV em soélidos
sedimentados est4 associada com as taxas de positividade clinica para HRSV em laboratorios
sentinelas em todo o estado em 2021 (Hughes et al., 2022).

Demais virus respiratorios também foram detectados em aguas residuais em um
estudo onde foi medida a concentragdo do RNA de virus respiratoérios mais comuns, como 0
HRSV A e B, InFVA e InFVB, HMPV, parainfluenza humana, coronavirus humanos ¢ HRV,
sendo que o RNA de todos os virus foi detectado nas amostras analisadas (Boehm et al., 2023).

No estudo de Ahmed et al., 2022, os virus respiratorios foram detectados por qPCR
e RT-qPCR, incluindo bocavirus; virus parainfluenza 1, 2 e 3; parechovirus; HRSV A e B;
HRYV A e B; Virus Epstein-Barr; citomegalovirus e virus InFVA, em diferentes estacdes de
tratamentos de esgoto. O tnico virus que nado foi detectado foi a InNFVB (Ahmed et al., 2022).

A abordagem de WBE fundamenta-se no principio de que a concentracdo de
substancias de origem quimica ou bioldgica que alcancam o sistema de esgotamento sanitario
pode ser detectada e quantificada (Prado et al., 2023). Essa metodologia ¢ capaz de fornecer

informacdes relevantes sobre a saude da populagdo, sendo amplamente utilizada para a deteccao
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de compostos quimicos, como drogas ilicitas, alcool, tabaco e farmacos, bem como de
indicadores biologicos, incluindo virus, bactérias, fungos e outros microrganismos.

As aguas residuais constituem amostras representativas da comunidade local, uma
vez que contém produtos das excregdes humanas, como fezes, urina, escarro, muco ¢ saliva
(Boehm et al., 2023; Waseem et al., 2023). Dessa forma, a WBE possibilita a avaliagdo do
estado de satde coletivo da populacido atendida pelo sistema de esgotamento,
independentemente da busca por atendimento médico ou da realizagdo de testes laboratoriais
individuais (Chan; Boehm, 2025).

A WBE consolidou-se, portanto, como uma ferramenta complementar de grande
relevancia aos sistemas tradicionais de vigilancia de doencas. Essa abordagem tem sido
amplamente reconhecida como uma ferramenta de alerta para satde publica, estimando
aumentos ou reducdes na transmissao de patdgenos em uma comunidade, antecipando surtos e
monitorando variagdes temporais. Adicionalmente, essa abordagem possibilita a detecg¢do da
reintroducdo de patégenos previamente controlados, a identificagdo do surgimento de novos
agentes infecciosos, o reconhecimento de comunidades em situagdo de risco € 0 monitoramento

da resisténcia antimicrobiana (Prado et al., 2023).



75

6 CONCLUSAO

Mais estudos sdo necessarios para aprofundar a compreensao da relacao entre as
concentracdoes de RNA de virus respiratorios detectadas em esgotos e a incidéncia de casos
clinicamente confirmados. No entanto, a vigilancia epidemiologica baseada em aguas residuais
configura-se como uma ferramenta complementar relevante a vigilancia clinica, uma vez que
possibilita a deteccdo de infecgdes assintomdticas e de individuos que nao buscaram
atendimento em servigos de satide. Ademais, essa abordagem apresenta potencial para antecipar
picos de infecgdo, subsidiar a tomada de decisdo e a implementa¢ao de medidas de intervencao
pelos sistemas de satde, bem como contribuir para o entendimento dos patégenos em circulagao
na populagao e de seus padrdes de sazonalidade.

Nesse contexto, destaca-se como achado relevante do presente estudo a deteccao de
RNA de HRV em uma amostra de esgoto em um periodo no qual ndo houve notificagdo de
casos pela vigilancia clinica. Esse resultado reforga a sensibilidade da epidemiologia baseada
em aguas residuais para identificar a circulagdo viral silenciosa na comunidade, evidenciando
seu potencial como sistema de alerta precoce e como complemento estratégico a vigilancia
tradicional. A epidemiologia baseada em aguas residuais também pode ser empregada na
geragdo de dados epidemiologicos em regides onde o acesso a testes clinicos ¢ limitado,

especialmente em paises de baixa e média renda.
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