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RECOMECAR

N&o importa onde vocé parou...

em gue momento da vida vocé cansou...
0 que importa € que sempre é possivel e
necessario “ Recomecar”.

Recomecar € dar umanova chanceas mesmo...

€ renovar as esperancas navida e o mais importante. ..
acreditar em vocé de novo.

Sofreu muito nesse periodo?

foi aprendizado...

Chorou muito?

foi limpezadaama...

Ficou com raiva das pessoas?
foi paraperdoé-lasum dia...

Sentiu-se s6 por diversas vezes?

€ porgue fechaste a porta até para os anjos...
Acreditou que tudo estava perdido?

eraoinicio datuamelhora...

Pois é...agora € horadereiniciar...de pensar naluz...
de encontrar prazer nas coisas simples de novo.
Quetd

Um corte de cabelo arrojado...diferente?

Um novo curso...ou aguele velho desgjo de aprender a
pintar...desenhar...dominar o computador...

ou qualquer outra coisa...

Olha quanto desafio...quanta coisa nova nesse mundéo de meu Deuste
esperando.

Té& se sentindo sozinho?

besteira...tem tanta gente que vocé afastou com o
seu “periodo de isolamento”...

tem tanta gente esperando apenas um sorriso teu
para“chegar” perto de voceé.

Quando nos trancamos natristeza. ..

nem NS MesMOos NOS suportamos. ..

ficamos horriveis...

o ma humor vai comendo nosso figado...

até abocaficaamarga.

Recomecar...hoje é um bom dia para comegar novos

desafios.

Onde vocé quer chegar?ir alto...sonhe ato... queirao

melhor do melhor... queira coisas boas paraavida... pensando assim
trazemos pra nés aquilo gue desejamos... se pensamos pequeno. ..
C0i sas pequenas teremos. ..

j& se desgjarmos fortemente o melhor e principa mente



lutarmos pelo melhor...

o melhor vai seinstalar na nossa vida.

E éhoje o diadafaxinamental...

jogaforatudo que te prende ao passado... ao mundinho

de coisastristes...

fotos...pegas de roupa, papel de bala...ingressos de

cinema, bilhetes de viagens... e toda aquela tranqueira que guardamos

guando nos julgamos apaixonados... jogue tudo fora... mas principamente... esvazie seu
coracdo... fique pronto paraavida... paraum novo amor... Lembre-se somos apaixonaveis....
SomMos sempre capazes de amar muitas e muitas vezes... afinal de contas... Nés somos o
“Amor” ...

” Porque sou do tamanho daquilo que vejo, e ndo do
tamanho da minha altura’.

Carlos Drummond de Andrade.



AGRADECIMENTOS
Ao (s)/a(s):
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas — IBILCE/UNESP — Campus de S&o José
do Rio Preto, pelainfra-estrutura oferecida para a elaboragédo deste trabal ho;
Docentes e funcionarios deste instituto;
Programa de Pds-Graduacdo em Microbiologia, eficientemente conduzido por todo o corpo
docente a este vinculado, que me direcionaram para a formagao teorica;
Orientacdo intensiva executada pela Profa. Dra. Fatima Pereira de Souza;
Membros integrantes do Grupo de Pesguisa de Virus Respiratorios deste instituto;
Departamento de Fisica;
Secéo de Pos-Graduacdo, supervisionada com extrema competéncia e dedicacdo pela querida
Rosemar Rosa de Carvalho Brena e todos os membros de sua equipe, pela atencdo intensiva
dedicada aos aunos;
Rede de Diversidade Genética de Virus — VGDN — por ter oferecido as bases motivacionais
para a execugdo do presente trabal ho;
Funcionérios do Hospital de Base e da Creche Municipa “Maria Inés Arna” e em especia
aos pais e as proprias criancas que permitiram a colheita das amostras para a execucéo deste
trabal ho;
Dr. Jodo Batista Salomédo, médico responsavel pelo acompanhamento clinico das criancas
hospitalizadas;
Laboratério de Estudos Genomicos deste instituto, coordenado pela Profa. Dra. Paula Rahal e
muito bem sucedido pela dedicacdo de todos o0s seus integrantes, pelo convivio diario e pelo
auxilio dispensado naresolucéo dos problemas experimentais,
Laboratério de Evolugdo Molecular de Drosophila, coordenado pela Profa. Dra. Claudia
Marcia Aparecida Carareto, em especia a coordenadora e também a péds-doutoranda Lilian,
pela dedicacdo ao auxiliar nainterpretacdo dos dados e na elaboracéo de analises filogenéticas
complementares;
Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto, Departamento de Doencas Infecciosas e
Parasitarias, Laboratério em Pesguisas em Virologia, sob a coordenacédo do Dr. Mauricio
Lacerda Nogueira e toda sua equipe de trabalho, por disponibilizar sua infra-estrutura para a
realizacdo dos experimentos de seqlenciamento de DNA; Ao Prof. Dr. José Antonio
Cordeiro, Departamento de Epidemiologia e Saude Coletiva, pelo auxilio na elaboracéo e
interpretacdo das analises estatisticas;
Universidade de S&o Paulo, Campus de S&o Paulo:



- Instituto de Ciéncias Biomédicas |1, Departamento de Microbiologia, Laboratorio de
Virologia, coordenado pelo Prof. Dr. Edison Luiz Durigon e também a Dra. Danielle Bruna
Leal de Oliveira, pela dedicacdo e pelo auxilio na padronizacdo dos experimentos de PCR;

- Faculdade de Saude Publica, Departamento de Salde Coletiva — Epidemiologia, pelo
apoio nainterpretagdo dos dados epidemiol gicos;

Universidade de Séo Paulo, Campus de Ribeiréo Preto, Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto, Departamento de Biologia Celular, Centro de Pesquisas em Virologia, pelo auxilio
cientifico oferecido pelo Dr. Eurico Arruda Neto e toda sua equipe de trabal ho;

Instituto BUTANTAN, em nome das pesquisadoras Dra. Isabel Maria Vicente Guedes de
Carvaho Mello, do Laboratério de Imunologia Viral, e Dra. Viviane Fongaro Botosso, da
Unidade de Desenvolvimento Tecnoldgico e Producdo de Vacinas, pelo auxilio e dedicacéo
dispensados para ainterpretacdo das andlises filogenéticas,

Biomédico Artur Trancoso Lopo de Queiroz, por toda dedicacdo dispensada na execucédo das
analises filogenéticas,

CAPES e FAPESP, pelo auxilio financeiro;

Familia e grandes amigos, em especia a Sra. Deocleciana Ribeiro Pereira, pelo apoio e

incentivo nos momentos criticos da execugdo deste trabal ho.



Dedico estetrabalho a
Prof2 Dr2. Fatima Pereira de Souza
pela orientacdo intensiva e amizade

amim dispensadas



RESUMO

O virus sincicia respiratério humano (hRSV) € o principal agente causador de infecgbes
respiratorias agudas (IRA) em criancas menores que 5 anos de idade. Estudos de variabilidade
genética tem identificado 2 grupos antigénicos de hRSV (A e B). A proteina G tem sido alvo
destes estudos e tem fornecido informagdes importantes sobre as caracteristicas clinicas e
epidemiol 6gicas do virus. Os objetivos deste estudo foram determinar o genétipo, identificar o
padréo de circulagdo das variantes de hRSV e comparar o diagndstico apresentado por criancas
provenientes de grupos clinicamente distintos. Foram colhidas amostras de aspirado
nasofaringe de criangas menores que 6 anos de idade com IRA que freqlentaram uma creche
municipal no periodo de julho de 2003 a setembro de 2005 e que foram internadas no Hospital
de Base entre maio de 2004 e setembro de 2005 em S&o José do Rio Preto-SP. O diagndstico
vira foi realizado por RT-PCR e a genotipagem por sequenciamento da regido variavel (G2)
do gene da proteina G. As arvores filogenéticas foram construidas a partir de alinhamentos das
sequiéncias com outras disponiveis no GenBank para hRSV A e B. Foram identificadas 142
amostras positivas para hRSV (29% - 79/272 nas criangas hospitalizadas; e 7,7% -63/817 nas
criangas da creche), das quais 61 foram genotipadas (29 da creche e 32 do hospital). Destas,
92% (56/61) pertencem a hRSV A e 8% (5/61) ao hRSV B. As andlise filogenéticas hRSVA
mostraram a existéncia de trés agrupamentos, GA1, GA2 e GA5, que co-circularam durante o
periodo analisado. Nos isolados de criangas de creche, houve apenas deteccdo de hRSV GA1l
(isolados muito similares a cepa protétipo A2). Os isolados do subgrupo B pertencem ao
gendtipo BA — GB3 e foram identificados apenas nas criancas hospitalizadas. Nossos isolados
foram similares aos identificados nas cidades de Ribeirdo Preto, S&o Paulo e outras localidades
brasileiras, e também com isolados do Kenia, da Africa do Sul e dos Estados Unidos. Quando
se comparou os dois grupos deste estudo, criancas de creche e de hospital, sintomas clinicos
mais severos como chiado, falta de ar, febre, retracéo e sibilancia aguda foram associados aos
pacientes hospitalizados (p<0,001). Com relacdo a deteccdo de estirpes evolutivamente mais
recentes, IRA foram mais comuns em criancas menores de 2 anos de idade (100% de IRA por
GA2, GA5, GB3 e GB3BA). Em conclusdo, as duas variantes antigénicas de hRSV foram
identificadas, ocorrendo a prevaléncia de GA1, que néo era detectada desde meados da década
de 90, co-circulando com hRSV GA2, GAS5, GB3 e GB3BA. Andlises evolutivas das estirpes
virais identificadas mostraram uma selecdo negativa fraca atuando sobre os isolados de
hRSVA; no entanto, nas analises apenas para os isolados de hRSVA GAL1, houve deteccdo de
selecdo negativa forte. N&o foi observado nenhum agrupamento especifico dos sintomas nem
de diagndstico clinico com as estirpes identificadas. Entretanto, as analises dos diagnosticos
com a presenca de hRSV mostraram prevaléncia de sintomas mais severos e de cepas mais
recentes nas IRAs de criangas hospitalizadas menores que 2 anos de idade.

Palavras-chave: InfeccOes Respiratorias Agudas na Infancia, Padréo de Circulacéo de
Variantes Antigénicas do hRSV, Criancas Hospitalizadas, Criangas de Creche
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1. Introducao
1.1. InfecgBes Respiratorias Agudas (IRAS) na Infancia: um Problema de Satde Publica

As infecgOes respiratérias agudas estdo entre as principais causas de morbidade e
mortalidade de criangas menores de 5 anos de idade no mundo, estimando-se que sgam
responsaveis por 20% das mortes. Os principais diagnésticos identificados sdo pneumonia,
bronquiolite e bronquite, sendo que 90% das mortes sdo causadas por pneumonia. No Brasil,
doencas do sistema respiratdrio (incluindo IRAS) e diarréias correspondem a 15,2% das
mortes em criancas desta faixa etaria (WHO, 2009)

A elevada incidéncia mundial de IRAs na infancia é responsavel pelo aumento da
necessidade de atendimento médico hospitalar em muitos paises (FE, 2007). No Brasil, as
IRAS s30 responsaveis por 20% das internacdes de criancas no Sistema Unico de Salde
(SUS) (FACANHA e PINHEIRO, 2004) e mais de 50% das consultas ambulatoriais
pedidtricas (BOSSO et a., 2004). Doencas do aparelho respiratério séo a quarta causa de
6bito no pais (SAUDE BRASIL, 2004). No entanto, ndo existem politicas publicas brasileiras
direcionadas exclusivamente a prevencao, controle e tratamento de tais infeccoes.

Muitos fatores de risco estéo associados a predisposicdo as IRAs nainfancia. Dentre
estes, criancas que apresentam baixo peso ao nascimento, desnutricdo ou subnutricdo e néo
aleitamento materno tende a uma maior predisposicdo para contrair pneumonia e
consequentemente morrerem devido atais infecges (WHO, 2009).

A freguiéncia a creches também tem sido apontada como um potencial fator de risco
as IRAs (SOUZA et d., 2003). Portanto, € relevante a realizag&o de estudos sobre a etiologia
das IRAs nestas populacfes, pois as creches certamente constituem um ambiente propicio
para a transmissdo de patdgenos respiratérios comuns entre hospedeiros susceptiveis. A
implantacéo de eventuais intervencdes para a prevencao das IRAs em criangas de creche em
areas tropicais dependera da avaliagdo da freqiéncia, etiologias e sazonalidade destas

infeccOes.



As IRAs podem ser causadas por bactérias (mais comumente Streptococcus
pneumoniae e Haemophilus influenzae) ou agentes virais. No entanto, ndo é possivel
diferenciar infeccfes bacterianas das infecgdes virais baseando-se apenas em sinais clinicos
ou radiol 6gicos (WHO, 2009).

Os virus sdo os principais agentes etiol6gicos das IRAs na infancia, responsaveis
por 50 a 90% destas infeccdes (MANOHA et al., 2008). O reconhecimento inicial deste
agente e o pronto atendimento auxiliariam na adogdo de estratégias de prevencado, controle e
terapéutica mais adequadas aos pacientes, aém de reduzir os gastos com tratamento
antibioticos em hospitais (RODRIGUES et a., 2004) e o possivel surgimento de
microorgani Smos multirresistentes a drogas.

Para a identificacdo de IRAs de etiologia vira tém-se utilizado técnicas de
isolamento viral (cultivo celular), ensaios imunoenziméticos, testes de inibicdo da
hemaglutinacdo e métodos moleculares (MAHONY, J.B., 2008). No entanto, métodos
sorologicos tém estabelecido apenas um relacionamento temporal, mas ndo causal entre as
infeccOes virais e a sindrome clinica. Em adi¢do, um resultado sorol6gico positivo pode ser
ndo confiavel em épocas de ata prevaléncia de um determinado agente viral (KESSON,
2007).

Os testes moleculares tém demonstrado ser atamente sensivels, especificos e
relativamente rapidos nos diagnésticos de IRAs virais (MAHONY, 2008), porém também
ainda ndo se encontram disponiveis na pratica clinica na maioria dos centros de salde
publicos brasileiros.

A Organizacdo Mundia de Salide tem recomendado estudos epidemiol 6gicos sobre
as IRAs de etiologia viral em criancas no Brasil (RABONI et al., 2003). Alguns estudos
realizados por diversos centros de pesquisa em populagOes pedidtricas brasileiras tém
apontado a importancia destes agentes patologicos nas infeccdes respiratérias (MOURA et
al., 2006; THOMAZELLI et a., 2007; SILVA et a., 2008). A maioria destas infecgdes tem
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sido associada ao Virus Sincicia Respiratorio, Influenza Virus, Parainfluenza Virus,
Metapneumovirus e Picornavirus (MANOHA et al., 2007).

A importancia do hRSV (do Inglés human Respiratory Syncytial Virus) como
patdgeno causador de IRAS é reconhecida ha mais de 40 anos. O desenvolvimento de vacinas
contra este virus tem sido dificultado por diversos fatores, incluindo o risco de
potencializacdo da doenca que ocorre naturalmente, como foi observado no inicio dos anos

60 (WHO, 2009).

1.2—-0 Virus Sincicial Respiratério Humano (hRSV)
1.2.1 - Caracterizacéo Viral

O Virus Sincicia Respiratério (RSV) foi isolado de chimpanzés e caracterizado pela
primeira vez em 1956 (CHANOCK et a., 1957). Foram descritos isolados de RSV que
infectam animais, incluindo o RSV bovino (BRSV) e o virus da pneumonia de ratos (PVM).
Entretanto, ndo ha relatos de animais reservatérios para o0 hRSV (COLLINS e GRAHAM,
2008).

O hRSV é classificado no Género Pneumovirus, Familia Paramixoviridae, Ordem
Mononegavirales (MACLELLAN et al., 2007). E um virus envelopado que apresenta
tamanho médio de 120 a 300 nm, simetria helicoidal e morfologia esférica. O envelope é
composto de uma bicamada lipidica originado a partir da membrana plasmética da célula
infectada durante a liberagc&o do virus por brotamento (figura 1).

Proteinas da superficie vira (G, F e SH) sdo responsaveis pelo processo de ligacéo e
fusdo do envelope viral a célula hospedeira por meio de receptores especificos. Apds a
realizacdo deste processo endocitico mediado por clatrinas, o nucleocapsideo chega ao
citoplasma, sofre desnudamento, e a partir de entdo, d&-se inicio aos processos de expressao e

replicacdo do RNA viral. Todo o processo ocorre no citoplasma, onde os virions séo



montados e liberados por brotamentos a partir da membrana plasmética (SASTRE et al.,

2007).

Proteina SH <——e

Figura 1. A: Fotomicrografia eletrénica mostrando o brotamento de hRSV a partir de uma célula
infectada (COLLINS e GRAHAM, 2008); B: Representagdo esquematica do Virus Sincicia
Respiratério Humano (hRSV); destacam-se no esquema a bicamada lipidica, o complexo
ribonucleoprotéico (RNP) e as proteinas de ligaco G, de fusdo F e a matriz vird (Modificada a partir
de imagem disponivel em http://pathol ogy5.pathol ogy.jhmi.edu/micro/lmage23.j pg)

O genoma do hRSV é congtituido por RNA fita ssimples, polaridade negativa, ndo
segmentado, composto por aproximadamente 15.222 nucleotideos. Apresenta uma regiao
lider 3, 10 genes organizados linearmente que codificam 11 proteinas virais e uma regiéo
trailer 5 (Figura 2). Cada gene € transcrito separadamente, e cada mRNA codifica uma Unica
proteina viral, exceto no caso do mRNA M2 que contem sobreposicdo de 2 Open Reading
Frames (ORFs) e € expresso em duas proteinas distintas, M2-1 e M2-2 (GOULD e EASTON,

2007) (figura 2).

Figura 2. Representacdo esquematica da fita de RNA genémico sense negativa 3'-5 do Virus
Sincicia Respiratorio Humano linhagem A2 (hRSV), mostrando aregido extragénica 3’ lider (le) e 5’
trailer (tr) e os 10 genes virais (retangulos) que sdo expressos em mMRNAs separados. M2-1 e M2-2



apresentam Open Reading Frames (ORFs) sobrepostas no mRNA M2. M2 e L se sobrepdem
ligeiramente e a polimerase L é expressa por backtracking (COWTON et al., 2006).
As 11 proteinas codificadas sd0 descritas como estruturais e ndo estruturais. A

nucleoproteina (N), a proteina de fusdo (F), a glicoproteina de superficie (G), a matriz
protéica (M) compdem a estrutura viral, enquanto as proteinas ndo estruturais, incluindo a
proteina L (replicase) e os fatores de viruléncia NS1 e NS2, apresentam funcfes variadas,
inclusive resisténcia ao intérferon (COLLINS et al., 2001).

A proteina P é o principa co-fator na replicacéo do RNA viral e ainda pode estar
associada as proteinas N e L, para manté-las na forma soltvel, facilitando a montagem e
integracdo do nucleocapsideo (COLLINS e GRAHAM, 2008).

As proteinas M2-1 e M2-2 estdo relacionadas, respectivamente, a transcricéo e a
modulacdo do balanco transcricdo-replicacéo do RNA viral (FEARNS e COLLINS, 1999).

O envelope vira é formado pela bicamada lipidica e pela organizagdo de outras
quatro proteinas virais (COLLINS e CROWE, 2007). A proteina M é importante para a
morfogénese do virion, uma vez que ficam organizadas na superficie interna do envelope. As
proteinas G, F e SH sdo glicoproteinas transmembranicas inseridas no envelope, sendo
responsaveis pelo processo de ligacdo (proteina G) e fusdo (F auxiliada pelas proteinas G e
SH) (COLLINS e GRAHAM, 2008).

A proteina F direciona a penetragcdo vira pela fusdo do envelope & membrana da
célula hospedeira e ainda é responsavel pela formacdo do sincicio, um efeito citopatico que
surge pela fusdo das membranas de células infectadas adjacentes. Esta proteina € sintetizada
com um precursor Fo, que é ativado por clivagens de proteases celulares. A clivagem ocorre
em dois sitios (aa 109/110 e 136/137). O processo de clivagem resulta em 2 dominios: F,
(109aa — amino terminal); p27 (27ad); F, (438aa — carboxi terminal). Os dominios F, e F;
permanecem ligados por uma ponte dissulfeto e representam a forma ativa da proteina F

(COLLINS e GRAHAM, 2008).



A proteina SH, aém de auxiliar no processo de fusdo vira a célula hospedeira,
também participa da formag&o do sincicio (GONZALEZ-REYES et al., 2001). Estudos tém
apontado que esta proteina é capaz de modificar algumas propriedades do complexo de Golgi,
como a acidez, um mecanismo gue facilita o transporte das proteinas virais (RIXON et a.,
2004). A glicoproteina G exerce um importante, mas, ndo exclusivo papel no processo de
ligac&o do virus a célula hospedeira (SULLENDER, 2000).

As proteina F e G sdo 0s Unicos dois elementos que induzem anticorpos
neutralizantes contra hRSV. A segiéncia da proteina F é altamente conservada entre os
isolados de hRSV, no entanto, a da proteina G é altamente variavel (SULLENDER, 2000). A
parte conservada da proteina F e a proteina G tém sido amplamente utilizadas para o
desenvolvimento de uma vacina que seja eficaz contra ambos o0s grupos antigénicos (MEY ER

et al., 2008).

1.2.2-A Proteina G ea Variabilidade Genética do hRSV

A dlicoproteina G é uma proteina de membrana integral tipo Il atamente
glicosilada, sendo codificada por 289 a 299 aminoacidos, dependendo da variante
(JOHNSON et al., 1987, CANE et a., 1991), e apresenta atos indices dos aminoacidos
Serina, Treoninae Prolina (COLLINS et a., 2002).

A variabilidade desta proteina esta concentrada em seu ectodominio, o qual consiste
de duas regibes hipervariaveis separadas por uma regido central conservada de 13
aminoacidos (posicdes 164-176). Esta sequéncia motivo conservada é considerada como
provavel sitio de ligacdo do virus ao receptor da célula hospedeira, seguida por quatro
cisteinas proximamente posicionadas (C'3, C*°, C'® e C'°), identificada em ambos os
grupos antigénicos de hRSV. A segunda regido hipervariavel, préxima da extremidade C-
terminal, tem sido descrita como a por¢cdo mais representativa da variabilidade genética

(JOHNSON et al., 1987; CANE et al., 1991; PERET et a., 1998).



A proteina G tem caracteristicas incomuns quando comparadas a glicoproteinas de
outros Paramyxovirus. E sintetizada como um precursor de 36kDa que € modificado pela
adicdo de agUcares na regido N-terminal, originando um complexo intermediério de 45kDa.
Estes aclicares formam complexos por meio da ligagdo ao oxigénio de outros aglcares e
assim produzem a proteina ativa de aproximadamente 90kDa (COLINS et al., 2002).

Esta glicoproteina de superficie apresenta uma porcao hidrofébica correspondente
aos aminoacidos 38 a 66, que fica ancorada a membrana do envelope viral. Existem poucos
estudos gque mostram a composicdo de sua estrutura secundaria, e estes relatam uma
composicdo predominante de folha beta (JOHNSON et a., 1987, CANE et a., 1991).
Entretanto, tais interagdes hidrofdbicas envolvendo os residuos Phe-165, Phe-168, Phe-170,
Val-171, Pro-155, Pro-156 e Pro-159 parecem estabilizar um loop bem definido do residuo
151-176 com elementos de estrutura secundaria (GORMAN et al., 2001).

A proteina G é 0 maior alvo da resposta imune humoral. Estudos prévios tém
analisado a reacdo de seres humanos a peptideos baseados na seqiiéncia de aminoécidos do
ectodominio por anticorpos monoclonais (do Inglés Monoclonal Antibodies — MAbs), para
detectar e mapear os epitopos nesta glicoproteina (GARCIA et al., 1993).

No entanto, sua estrutura madura é semelhante a mucina, caracteristica exclusiva de
hRSV. Ta similaridade pode aterar as propriedades fisico-quimicas do virus, facilitando a
disseminacdo ou evasdo deste por meio do muco da célula hospedeira (COLLINS e
GRAHAM, 2008). Também apresenta caracteristica estrutural e funcional mimético ao da
fractalcina, uma quimiocina pro-inflamatéria que medeia a migragéo e adesdo de leucdcitos
(TRIPP et a., 2001), o que explica seu papel na patogénese viral (HARCOURT et al., 2006).

Estudos iniciais com MAbs obtidos a partir das proteinas F e G do hRSV dividiram o
virus em dois grandes grupos. hRSVA e hRSVB (ANDERSON et al., 1985). Estudos de
sequenciamento e RFLP (do Inglés, Restriction Fragment Lenght Polymorphism) baseados

em diversos genes do hRSV tem mostrado uma subdivisdo destes grupos antigénicos,
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permitindo uma classificagdo genotipica adicional (ZLATEVA et a., 2005). Tais estudos tém
utilizado principamente o gene da proteina G.

A seguéncia de aminoacidos da proteina G é altamente divergente, com identidade
de 53% entre os grupos antigénicos (hRSVA e hRSVB) e até 20% de divergéncia dentro do
mesmo grupo (JOHNSON et al., 1987). A existéncia dessa ata variabilidade pode ser
responsavel pela ocorréncia de repetidas infeccdes pelo virus (ZLATEVA et a., 2007). Tais
caracteristicas tem sido exploradas em estudos epidemiol 6gicos do hRSV, para determinar 0
padrdo dos gendtipos circulantes em diversas regi6es do mundo.

Os grupos antigénicos de hRSV apresentam padrdo de circulagdo complexo,
podendo multiplos gendtipos co-circularem numa mesma epidemia na comunidade e ainda ha
possibilidade de ocorrer a substituicdo anual do gendtipo predominante (SATO et al., 2005).
Um exemplo deste fenémeno foi descrito por Valdes e colaboradores (1998) que mostraram
isolados de hRSV circulantes em Cuba em 1994-1995 similares a linhagem Long, isolada 40
anos antes.

Estudos de epidemiologia molecular tém identificado a circulacdo simulténea dos
grupos de hRSV-A e B, durante surtos epidémicos em diferentes anos nas regifes Norte,
Nordeste, Sudeste e Sul brasileiras (MOURA et al., 2004). Na cidade de Campinas-SP, a co-
circulacéo dos diferentes gendtipos também foi observada no periodo de abril a setembro de
2004 (SILVA et al., 2008).

As infeccOes causadas por variantes do hRSVA tém sido associadas a quadros
clinicos mais severos e a producdo de cargas virais significativamente mais altas do que as
causadas por hRSVB (CAMPANINI et al., 2007). A predominancia do sorotipo A nas
epidemias tem sido atribuida a uma maior variabilidade dentro deste grupo (CAMPOS et dl.,

2007).



O estudo da diversidade genética do hRSV e a associagdo da distribuicéo sazonal de
suas variantes antigénicas (A e B) com os quadros clinicos auxiliaria no estabelecimento de

métodos de controle das epidemias em popul agdes pediétricas regionais.

1.2.3 — As Caracteristicas Epidemioldgicas, a Patogénese e o Tratamento das | nfeccfes
por hRSV.

A principa caracteristica epidemiolégica do hRSV € a sazonalidade que varia de
acordo com aregido (LEE et al., 2007). Este fator dificulta a andlise global do impacto de tais
infeccBes, sendo necessarios estudos epidemi ol 6gicos regionais.

A circulacdo das variantes antigénicas do hRSV pode diferir entre diferentes surtos
epidémicos, e estarem agrupadas de acordo com a localizac8o geografica (ZLATEVA et a.,
2007). Em locais de clima temperado, um maior nimero de infecces esta associado aos
meses de inverno (THOMAZELLI et al., 2007). Em regides tropicais e subtropicais, as
epidemias ocorrem anualmente, podendo variar em funcdo de fatores climaticos como
temperatura, pluviometria e umidade relativa do ar ao longo do ano (MOURA et a., 2006).

Embora na América do Sul os picos de infeccdo tenham sido registrados nas
estacOes de outono e inverno (VIEIRA et al., 2001), diferencas na sazonalidade do virus sdo
observadas no Brasil. O Brasil € um pais de grande extensao territorial e apresenta diversidade
climatica regional. Enquanto no norte as chuvas representam o principal determinante
climatico, as variacdes de temperatura exercem um papel mais significante nas regides Sul e
Sudeste brasileiras (CINTRA et al., 2001).

Na cidade de S&o Paulo (SP — Sudeste do Brasil), que apresenta clima subtropical,
surtos epidémicos de hRSV tém ocorrido no outono e inverno, com picos em Mmaio
(THOMAZELLI et a., 2007). Em Fortaleza (CE — Nordeste brasileiro), cidade de clima
tropical tipico, as epidemias de hRSV sdo distribuidas ao longo do ano, porém um aumento

no numero de casos também € observado nos meses de abril, maio e junho (MOURA €. d.,
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2006). Em S&o José do Rio Preto (SP), o hRSV esteve associado aos periodos de seca
(escassez ou auséncia de chuvas e baixa umidade do ar) e temperaturas amenas, sendo
detectados entre 0 outono e a primavera (SIMAS et al., dados néo publicados).

As estimativas da incidéncia de hRSV nos paises em desenvolvimento ainda sdo
escassas. No entanto, os dados existentes indicam claramente que o virus € encontrado em
elevadas proporgdes de IRAs em criangas. Estudos realizados no Brasil, na Coldmbia e na
Tailandia sugerem que o hRSV sgjam responsaveis por 20 a 30% dos casos de IRAs em
criancas menores gque 4 anos de idade, uma proporcdo similar a apresentada pelos paises
desenvolvidos (WHO, 2009).

Ricceto e colaboradores (2006) reportaram que, nos paises em desenvolvimento, de
0,5% a 2% de todas as criancas infectadas por hRSV séo hospitalizadas. Destas, de 7% a 21%
desenvolveram insuficiéncia respiratoria, levando a morte aproximadamente 0,5 a 1,5% dos
Casos.

Pesquisas realizadas em hospitais universitarios brasileiros com criangas internadas
por IRAs tém identificado hRSV variando entre 21 e 67% dos casos. A variabilidade na
prevaléncia encontrada por tais estudos esta relacionada principa mente as diferencas entre as
popul agdes e metodologias empregadas para o diagndstico da infecco viral (FE, 2007). No
entanto, estes dados ainda séo pouco conhecidos na populacdo brasileira, necessitando-se de
maiores investi gacoes relacionadas a prevaléncia do hRSV, e assim se estabelecer métodos de
controle dos surtos epidémicos.

O espectro da doenca provocada pelo hRSV inclui uma grande variedade de
sintomas, desde rinite e otite média a pneumonia e bronquiolite. Os seres humanos sdo
reconhecidos como o Unico reservatorio conhecido para hRSV (WHO, 2009). A disseminacao
viral ocorre a partir de secrecdes nasais contaminadas, e pelo contato direto com individuos

infectados ou superficies contaminadas (Y USUF et al., 2007).
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O virus pode persistir durante vérias horas em brinquedos ou outros objetos, o que
explica a elevada taxa de infecgdes por hRSV, particularmente em bercarios, creches e
enfermarias pediétricas (LOURENCAO et al., 2005). Asinfecgdes por hRSV acometem cerca
de 70% das criangas no primeiro ano de vida e 100% das criangas com idade inferior a 24
meses (BUENO et al., 2008).

Quando IRAs provocadas pelo hRSV acometem somente o trato respiratorio
superior, s80 em geral caracterizadas por coriza, congestdo nasal, tosse e febre. O virus se
multiplica nas células epiteliais do trato respiratorio superior, onde causa um processo
inflamatorio que destréi o epitélio, provocando edema e aumento na producdo de muco (KIM
et a., 2007). No entanto, em hospedeiros susceptiveis, tais sinais clinicos comumente
precedem, por poucos dias (em geral 2 a 3 dias), 0 acometimento do trato respiratorio inferior
(HENDERSON ét. al., 2005).

O hRSV ¢ a principal causa de doencas do trato respiratério inferior (DTRI) em
criancas (KARRON, 2008), provocando quadro clinicos mais graves. Estima-se que sga
responsavel por 64 milhdes de casos de IRAs e 160 mil mortes anuais no mundo (WHO,
2009). Infeccbes por hRSV também representam um problema grave para idosos (FALSEY e
WALSH, 2000), individuos com doencas cardiopulmonares (WALSH e FALSEY, 1999) ou
imunocomprometidos (RABONI et al., 2003).

Segundo a Classificacdo Internacional de Doengas, bronguiolite e pneumonia sdo as
principais manifestacGes clinicas diagnosticadas nas infecgdes agudas do trato respiratorio
inferior (do Inglés Lower Respiratory Tract Infections— LRTI) (LANATA et al., 2004).

As células ciliadas dos bronquiolos e os pneumacitos do tipo | nos aveéolos sdo os
maiores alvos do hRSV nas LRTIs (COLLINS e GRAHAM, 2008). Tais infec¢Bes provocam
quadros clinicos mais graves, pois a rdpida replicacdo viral induz a lesbes no epitélio
respiratorio e conduz a deficiéncia funcional do pulmé&o, podendo levar a morte (DE-

VINCENZO, 2007).
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Estudos baseados no diagndstico clinico de infec¢fes graves causadas por hRSV em
criangas hospitalizadas tém reportado que o virus é responsavel por 50 a 90% dos casos de
bronquiolite (YANNEY e VYAS, 2008) e 25% dos casos de pneumonia (ENNACIRI et d,
2007).

A bronquiolite provoca inflamagdo aguda, edema e necrose das células epiteliais das
vias aéreas, 0 que aumenta a producdo de muco e broncoespasmo (YANNEY e VYAS, 2008).
O broncoespasmo é caracterizado pelo estreitamento transitério das vias aéreas, que leva ao
estresse muscular provocado pelo aumento da ventilagdo pulmonar ou perfusdo gasosa. As
lesBes virais estimulam o desencadeamento da resposta broncoconstritora (SUBCOMMITTE,
2006).

O derrame pleural também é diagnosticado nos casos mais graves. E um quadro
clinico com presenca de fluido no espaco lateral pleural, entre o pulmao e a parede da caixa
torécica. Quando se examina a caixa toracica de uma crianca com derrame pleura por
ausculta, nota-se diminuicdo dos sons respiratérios e dificuldade para emitir sons vocais
(LANATA et al., 2004).

A primeira infeccdo por hRSV esta associada a um alto risco de infeccéo no trato
respiratorio inferior (ZHANG et al., 2007). No entanto, re-infeccdes podem ocorrer dentro de
poucos meses apos a exposicao inicial ao virus (SCOTT et al., 2006). A recidiva da infeccéo
por hRSV tende a causar sintomas menos severos. No entanto, as re-infecgbes em criancas
geralmente provocam uma freqliente ativacdo das células do sistema imune inato. Isto resulta
em um microambiente pulmonar aterado e predispde a crianca re-infectada a doencas
inflamatorias al érgicas, como a asma e chiado (BOUKHVALOVA et al., 2007).

Criancas infectadas por um determinado grupo antigénico sdo mais comumente re-
infectadas com um grupo heterdlogo (WARIS et a., 1991). Entretanto, tem-se observado que
também pode ocorrer re-infeccbes por virus pertencentes ao mesmo grupo antigénico ou

gendtipo detectados em infeccdes prévias (SATO et a., 2005). Os mecanismos da relativa
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contribuicdo da diversidade antigénica e/ou a resposta imune inadequada no estabel ecimento
de re-infec¢Bes ainda precisam ser elucidadas.

Em adicdo, hRSV adquiridos naturalmente na comunidade ndo proporcionam uma
resposta imunoldgica adaptativa completa nem durével. Criangas mais velhas e adultos,
entretanto, usuamente sdo protegidos contra doenca severa provocada pelo hRSV, sugerindo
que a protecdo duradoura ocorra tardiamente, apos vérias re-infeccdes (WHO, 2009).

A andlise do soro e de secrecdes nasais de criancas infectadas por hRSV mostraram
nivels aumentados de citocinas e quimiocinas ativadoras de Th-2, incluindo IL-4, IL-5 e MIP-
1, bem com anticorpos IgE néo neutralizantes. A proteina G induz aliberacéo de citocinas que
ativam células TCD4+, mastécitos, basofilos e eosindfilos, 0 que provoca uma eosinofilia
pulmonar severa e exacerbacdo da asma (ZHAO et a., 2002). Infeccbes repetidas em
camundongos similarmente induziram uma inflamacdo persistente das vias afreas e
hipersensibilidade, que sdo caracteristicas de asma (MATSUSE et a., 2007).

N&o ha até o presente nenhum tratamento especifico contra as IRAs por hRSV. O
controle das infeccBes € obtido principalmente por meio da imunoprofilaxia. Nos casos de
IRAS severas, tem-se utilizado Ribavirina, suporte com O, e algumas de medidas de suporte,
como aumento na administracdo de fluidos para prevenir a desidratacéo e uso de anti-térmicos
para reduzir a febre. O uso de antibidticos também é indicado para evitar infeccOes
bacterianas oportunistas (WHO, 2009).

A imunizacdo passiva na forma de imunoglobulinas (Ig) hRSV-neutralizantes ou
anticorpos monoclonais tem sido administrada profilaticamente para prevenir infeccdes por
hRSV. No entanto, esta medida é de alto custo e € utilizada apenas em populacdes de alto
risco, como criangas prematuras e individuos com doencas cardiopulmonares (CARDENAS
et a., 2005; PUDDU e FANOS, 2007).

O sucesso obtido pelo processo de imunizacdo passiva demonstra que 0s anticorpos

humorais exercem um importante papel protetor contra as infecgdes por hRSV. Em gerdl,
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secregOes de IgAs e anticorpos séricos parecem proteger contra as infecges tanto do trato
superior quanto do trato inferior, enquanto que a imunidade mediada por células T se
encarregam por gudar a exterminar as infecgdes virais (WHO, 2009).

Muitos trabalhos tém sido realizados para 0 desenvolvimento de vacinas ou
inibidores virais para a prevencao e tratamento da doencga por hRSV. No entanto, a producéo
de vacinas tem sido complicada principalmente pelo fato da resposta do sistema imune do
hospedeiro exercer um significante papel na patogénese da doenca provocada pelo virus
(CARDENAS et al., 2005; PUDDU e FANOS, 2007).

Criancas gque foram imunizadas com vacinas de hRSV-formalina inativos na década
de 60 apresentaram doencas mais severa e eosinofilia pulmonar, levando a 80% de
hospitalizacdo e 2 mortes (CHIN et al., 1969), provavelmente devido a uma resposta
exacerbada pelas células Th-2 e faha na inducdo da resposta por células TCD8+
(CASTILOW et al., 2008).

Estratégias como mutacOes genéticas ou delecbes do material genético viral tem
sido utilizadas para a producdo de vacinas a partir de hRSV atenuados (COLLINS e
MURPHY/, 2002). No entanto, um balanco apropriado entre a atenuagao e a imunogenicidade
tem sido 0 maior obstaculo para o desenvolvimento destas vacinas (WHO, 2009).

Outras estratégias para a producdo de vacinas tem sido desenvolvidas a partir de
vetores bacterianos e virais utilizados para expressao principa mente das proteinas F e/ou F e
G do hRSV. No entanto, os testes realizados em adultos saudaveis tem mostrado baixa
imunogenicidade (ISON et al., 2002), ou ainda proporcionado efeitos colaterais severos
(reacéo de hipersensibilidade do tipo 3, por exemplo) (WHO, 2009).

A vacina RSV/PIV-3 (MEDI 534TM), um vetor para expressar as proteinas F, ou F
e G dos subgrupos A ou B de hRSV, mostrou-se segura e bem tolerada nos estudos clinicos

defase |. Tais estudos foram conduzidos pela Medlmmune, nos Estados Unidos, em adultos e
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criangas soropositivas com idade entre 1 e 9 anos. Os testes estdo no inicio da fase Ila para
triagem clinicaem criangas de 0-2 meses e 6-24 meses de idade (WHO, 2009).

Na auséncia de uma vacina imunogenicamente eficaz e de tratamento especifico
contra infecgbes pelo hRSV, é necessario entender a epidemiologia molecular regional e
global do virus. Dessa forma, € preciso determinar a relacdo entre os padrdes de circulagdo
dos seus gendtipos e associar as caracteristicas clinicas com infecgdes repetidas em diferentes
comunidades.

Algumas das caracteristicas associadas a heterogeneidade dos isolados parecem
sugerir que a diversidade é crucia para a infeccdo e doenca provocadas pelo hRSV. No
entanto, mais estudos longitudinais sdo necessarios para definir o papel da variacdo genética
nas re-infeccdes por hRSV em diferentes comunidades.

A maioria dos trabalhos epidemiol 6gicos do hRSV séo realizados com popul agdes
hospitalizadas, assim, o impacto das IRAs virais, bem como do hRSV, em criancas assistidas
em creches s80 escassos. Estas criancas sdo altamente susceptiveis a re-infecgdes e estudos
sobre a incidéncia destes agentes etiol 6gicos forneceriam dados relevantes sobre tais agentes
bem como das pressdes seletivas que atuam na evolugdo dos virus circulantes.

Este trabalho foi motivado a partir da Rede de Diversidade Genética de Virus —
VGDN (do Inglés, Viral Genetic Diversity Network), lancada pela FAPESP, dentro do
programa Genoma FAPESP. Este € o primeiro estudo realizado sobre o padréo de circulacéo
de hRSV em S&o José do Rio Preto-SP, integrado ao projeto “Investigacdo de Virus
Respiratorios e Sequenciamento de RSV Coletadas de Criancas com Infecgdes Respiratorias

na Cidade de S&0 José do Rio Preto” (Processo 07/54586-3).
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2. Objetivos

2.1 —Objetivo Geral:

O objetivo gera deste estudo foi realizar a caracterizagdo molecular de virus sincicial
respiratério humano (hRSV) isolados a partir de amostras de aspirado nasofaringe colhidas de
criangas de 0 a 6 anos com infeccdo respiratéria aguda, procedentes da creche municipal

“Marialnés Arna” einternadas no Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto-SP.

2.2 — Obj etivos Especificos:
Os objetivos especificos deste estudo foram:
1. Determinar o gendtipo dos isolados de hRSV por meio do sequenciamento da regido
variavel (G2 — carboxi terminal) do gene da proteina G e construir atopologia;
2. ldentificar o padréo de circulacéo dos diferentes grupos antigénicos de hRSV (A e B)
e seus subgrupos, nos grupos de estudo;
3. Associar dados clinicos com a presenca do hRSV dentro das e/ou entre os grupos de

estudo.
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3. Material e Métodos
3.1 —Consideracdes éticas

Este trabalho foi submetido a apreciagdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, Projeto n° 3777/2001 e aprovado em 11 de
Junho de 2001 com o parecer 062/2001 (Anexo I).

Osresponsaveis pelas criancas foram contatados e informados sobre o0 estudo, sendo
livre a participacdo ou ndo na pesquisa. Foram incluidas no estudo apenas criangas cujos pais
Ou responsaveis autorizaram os procedimentos de colheita das amostras e a utilizagdo das
mesmas nos experimentos laboratoriais.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo Il) garante aos participantes
sigilo e anonimato nas analises assm como na divulgacdo dos resultados da pesguisa. Os
pesquisadores estardo a disposicdo para esclarecer quaisquer duvidas sobre a pesquisa e

resultados.

3.2 - Casuistica

O estudo foi conduzido utilizando-se amostras de secrecéo nasofaringe obtidas de
criancas com idade entre O e 6 anos provenientes da creche municipal “Maria Inés Arnal”
(817) e de criangas internadas no Hospital de Base (272) de Séo José do Rio Preto-SP com
sintomas de infecgdes respiratérias agudas. As amostras foram colhidas entre julho de 2003 e

setembro de 2005 na creche e entre maio de 2004 e setembro de 2005 no hospital.

3.3 —Historico dos pacientes

Para a obtencdo do histérico da crianca foram utilizados dois questionarios para
pesquisa, um para coletar dados gerais (identificagdo, idade e sexo; antecedentes pessoais e
familiares, histérico de infeccOes respiratOrias — presenca e caracterizagdo de chiado;
internacOes anteriores), e outro para obtencdo de dados clinicos no decorrer da infeccéo
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respiratoria aguda (dados clinicos, dados de exames fisicos;, dados de medicagbes em uso;
dados complementares — necessidade de internagéo e uso de O,) (Anexosll e lV).

Nos episddios de re-infeccles, para assegurar que 0 agente etioldgico encontrado
fosse caracteristico da infeccdo respiratoria atual e ndo o patdgeno residual causador de
infecgdes respiratorias anteriores, foi respeitado um intervalo de 7 dias ou mais entre o final e

0 reinicio dos sintomas.

3.4 — Processamento das Amostras de Secrecao Nasofaringe

A obtencdo do material de secregdo nasofaringe foi conduzida por um enfermeiro
ou um fisioterapeuta. A secrecdo nasal foi fluidificada com 1mL de Ringer-Lactato (Sanobiol
— Brasil) e posteriormente colhida com swab e sonda de aspiracdo neonatal estéril e
descartavel. Os aspirados obtidos foram armazenados em frascos estéreis identificados com
nome e um numero de protocolo individual para cada crianca, contendo 3mL de Ringer-
Lactato (Sanobiol — Brasil) em cada frasco, mantidos em gelo e encaminhados ao |aboratério
para serem processados.

Nos procedimentos laboratoriais, os aspirados foram diluidos em PBS pH 7,2
(Phosphate Buffered Saline — NaCl, Na,HPO,4, NaH,PO,). Foram adicionados antibiotico
(10mg/mL de penicilina/estreptomicina, Cultilab — Brasil) e antifungico (50mg/mL de sulfato
de gentamicina, Cultilab — Brasil) aos fluidos, que foram divididos em duas aicotas de
250uL cada, uma para procedimentos de cultivo celular (adicdo de 750uL de Meio Mem
EARLE (Cultilab — Brasil) e outra para a extracdo de RNA (adicdo de 750ul de Trizol-LS

(Invitrogen® — USA)). Todas as amostras foram armazenadas a—80°C.

3.5—Cultivo em CélulasHep2 (Human Epitelial Cells Type 2) para | solamento de hRSV
Para o isolamento do Virus Sincicial Respiratério Humano utilizou-se cultivo em

células Hep2 (Human Epithelial Cells Type 2, origindrias de carcinoma de laringe —
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fornecidas pelo laboratério da Prof2. Dr2 Elenice Deffune — UNESP, Campus de Botucatu).
As células Hep2 estocadas em Meio DMEM (Cultilab — Brasil) e 15 % de Glicerol (IQT —
Brasil) encontravam-se armazenadas em nitrogénio liquido e foram descongeladas a
temperatura ambiente. Apds o descongelamento, foram adicionados, em garrafas de 25cm?,
1mL de células a4mL de meio de crescimento (Meio DMEM, Cultilab — Brasil; enriquecido
com 10% de soro fetal bovino, Cultilab — Brasil; 10mg/mL de penicilina/estreptomicina,
Cultilab — Brasil; 50mg/mL de sulfato de gentamicina, Cultilab — Brasil; 10mM aminoacido
ndo essencial, Cultilab — Brasil; e 100mM de piruvato de sodio, Na(HCO)3). As células foram
mantidas em estufa a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,, e foram observadas diariamente. O
meio foi trocado a cada 48 horas.

Quando se observou 100% de confluéncia das células nas garrafas (tapete celular
completo), o meio foi desprezado e o tapete celular lavado 2 vezes com tampéo PBS pH 7,2.
Para a realizacdo do repique celular, foi adicionado 1mL de Tripsina=EDTA (Cultilab —
Brasil), movimentando-se suavemente a garrafa de 30 a 60 segundos por inversao e a mesma
foi mantida em estufa a 37°C sob atmosfera de 5% de CO, por aproximadamente 10 minutos.

Apbs o periodo de incubacdo, o tapete celular foi ressuspendido em 5mL de meio
crescimento. A suspensdo (500uL) contendo as células foi distribuida em placas para cultura
(24 wells) (figura 3) que foram mantidas em estufa a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,. O
meio foi trocado a cada 48 horas até a observagdo de semiconfluéncia no tapete celular
(tapete celular aproximadamente 80% completo), etapa em que foi realizado o procedimento

deinoculagdo viral.
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Figura 3: Representacdo esquematica do modelo executado no cultivo de células Hep2 para o
isolamento do Virus Sincicia Respiratério Humano (hRSV). Circulos brancos. wells vazios, sem
células; Circulos rosas: cultivo de células Hep2 e indeulos de hRSV; Circulo rosa D6 (C.N. — controle
negativo): presenca de células Hep2 sem inoculagdo viral)
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Para 0 processo de inoculagdo viral, o meio foi retirado por aspiracéo e o tapete
celular foi lavado 2 vezes com 2mL de tampdo PBS pH 7,2. Em seguida, foi inoculado
300uL de amostra de secregdo nasofaringe positivas para hRSV armazenadas em Meio
DMEM (Cultilab — Brasil). Cadaintculo foi espalhado uniformemente sobre o tapete celular,
adicionando-se em seguida 500uL de meio de manutencdo (Meio DMEM, Cultilab — Brasil;
enriquecido com 2% de soro feta bovino, Cultilab — Brasil; 10mg/mL de
penicilinalestreptomicina, Cultilab — Brasil; 50mg/ml de sulfato de gentamicina, Cultilab —
Brasil; 10mM aminoacido ndo essencial, Cultilab — Brasil; e Na(HCO)3), mantendo-se a
culturaem estufa a 37°C sob atmosfera de 5% de CO..

As placas foram observadas diariamente para visualizacdo do efeito citopético. O
meio foi trocado 72 horas ap0s ainoculacdo viral e posteriormente a cada 48 horas. O repique
da culturainfectada foi realizado a cada 7 dias até se completarem 21 dias, e as células foram
estocadas em Trizol-LS (Invitrogen® - USA) & temperatura —80°C para posterior extraco de

RNA.
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3.6 —Extracdo de RNA

As aliquotas de cada amostra contendo Trizol-LS (Invitrogen® — USA) foram
adicionados 200uL de cloroférmio (Merck — GER); a mistura foi homogeneizada e incubada
em gelo por 5 minutos. O material foi centrifugado a 13400g por 15 minutos a 4°C. Em
seguida, 0 sobrenadante foi transferido para um tubo estéril adicionando-se 400uL de
Isopropanol (Sigma— USA), o qual foi homogeneizado e incubado por 15 minutos em gelo.
Apbs o periodo de incubagdo, as amostras foram centrifugadas novamente a 13400g, por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e foram adicionados 800uL de Etanol 75%
(Merck — GER) aos tubos contendo o precipitado. Em seguida, o material foi centrifugado a
6000g, por 8 minutos a 4°C e o sobrenadante foi desprezado. O precipitado de RNA foi
deixado a temperatura ambiente por aproximadamente 15 minutos e em seguida
ressuspendido em 50uL de agua MilliQ tratada com DEPC (Dietilpirocarbonato — Sigma —

USA) contendo 80U de inibidor de RNAse (RNAse OUT — Invitrogen — USA —40U/uL).

3.7 —Transcricdo Reversa

A reacdo de transcricdo reversa foi realizada utilizando High Capacity cDNA
Archive Kit — Applied Biosystems (USA), conforme instrucbes do fabricante. Para cada
amostra, as reacOes foram preparadas contendo 50ul de RNA diluido em agua livre de
RNAse, 10uL de 10X Random Primers; 10uL de 10X RT Buffer, 4uL de 25X dNTP
(100mM), 6uL de Multiscribe (Reverse Transcriptase Enzyme — 2.5U/uL) e de &gua MiliQ
tratada com DEPC (Dietilpirocarbonato — Sigma — USA) qg.s.p. 100uL. A reacdo foi
submetida ao GeneAmp® PCR System 9700 Termocycler (Applied Biosystems) a 25°C por 10
minutos, 37°C por 120 minutos, mantida a 4°C por curto intervalo de tempo e posteriormente

estocada a—20°C.
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3.8 - Amplificacéo por PCR e Semi-Nested PCR

As reagoes de amplificacéo por PCR e Semi-Nested PCR foram realizadas com 1X
Buffer (Biotools — Espanha), 1mM de MgCIl, (Biotools — Espanha), 0,2mM de dNTPs
(Applied Biosystems — USA), 0,2pmol/uL de cada um dos primers especificos (tabela 1) e 2U
de DNA polimerase (Biotools — Espanha).

Nas reaces de PCR, foram utilizados os primers FV e GAB (tabela 1) e 5uL de
cDNA, adicionando-se &gua MiliQ g.s.p. 50uL de reacdo. Quando ndo houve amplificagdo na
reacao de PCR, aamostrafoi submetida areacdo de Semi-Nested PCR.

Nas reacdes de Semi-Nested PCR, foram mantidas as condic¢des iniciais da reacéo
de amplificagdo por PCR, utilizando-se os primers F1AB e GAB (tabela 1) e 1uL de produto
de PCR, adicionando-se &gua MilliQ g.s.p. 50uL de reagéo.

As reacOes foram submetidas a0 GeneAmp® PCR System 9700 Termocycler
(Applied Biosystems) a 95°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 60 segundos,
55°C por 60 segundos, 72°C por 60 segundos, e um passo de extensdo final de 72°C por 7
minutos. Apo6s término da amplificagdo, o produto de reacdo foi mantido a 4°C e
posteriormente estocado a—20°C.

Em todas as reacdes foram utilizados um controle positivo e um controle negativo.
Para o controle positivo foram utilizadas amostras de cDNA (hRSVA padréo cultivado
células Hep2, fornecidas pelo laboratério da Profé. Dr2, Elenice Deffune — UNESP, Campus
de Botucatu) ou de produto de PCR. O controle negativo continha todos os reagentes da PCR
e/ou Semi-Nested PCR e &gua. Foram considerados apenas os resultados obtidos nas reacdes
em que houve amplificagdo no controle positivo e concomitantemente nd houve

contaminagdo do controle negativo.
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Tabela 1. Relacdo dos primers utilizados para reacdes de amplificacdo nas reactes de PCR, Semi-
Nested PCR e Sequenciamento dos isolados de hRSV, destacando-se para cada primer sua seqiiéncia
e em que reacdo foi utilizada, a regido genbmica e a posicdo em ocorreu o anelamento. Nota: Y
corresponde aos nucleotideos C ou T

Regido Posicdo de

Primers Reacao genomica andlamento Seqiiéncia e Referéncia
PCR e 5 GTTATGACACTGGTA
FV () Seqilenciamento Proteina F 163 -186 TACCAACC3
Zheng et. a , 1996
PCR/Semi-nested 5 YCAYTT TGA AGT GTT
GAB (+) PCRe Proteina G 504 — 524 CAACTT 3
Sequienciamento Peret et. al., 2000
. 5 CAACTCCAT TGT TAT
F1AB (-) Sesrgl.ﬂ.\'e:%?n:g ©  ProteinaF 3-22 TTGCC3
Peret et. ., 1998

A andlise dos produtos amplificados foi realizada por eletroforese em gel de agarose
1,3%, utilizando-se de Brometo de Etideo (0,5ug/mL) para visualizagéo das bandas sob trans-
iluminacdo Ultra Violeta. Os tamanhos dos produtos de PCR e Semi-Nested PCR foram de

aproximadamente 650 e 500bp, respectivamente.

3.9 — Purificacdo dos Produtos Amplificados

A purificagdo dos produtos de PCR e Semi-Nested PCR foi realizada em colunas
com a utilizagdo do Qiagen PCR Purification Kit (Qiagen — USA), conforme instrugdes do
fabricante.

Para o procedimento, todas as centrifugacbes foram realizadas a temperatura
ambiente por 1 minuto a 16000g. Foram adicionados a coluna 5 volumes de Buffer PB
(Qiagen — USA) para cada volume de produto de PCR/Semi-Nested PCR a ser purificado. As
colunas foram centrifugadas e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram adicionados

750uL de Buffer PE (Qiagen — USA) contendo Etanol 100% (Merck — GER), centrifugando-

se novamente. As colunas foram transferidas para tubos 1,5mL. Foram adicionados 30uL de
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Elution Buffer (10mM Tris-Cl, pH 8,5 — Qiagen — USA) as colunas, gue foram incubadas por
2 minutos a temperatura ambiente e em seguida centrifugadas.

A eficiéncia da purificacdo também foi verificada em gel de agarose 1,3% corado
com Brometo de Etideo (0,5ug/mL) para confirmacéo das bandas sob trans-iluminacéo Ultra

Violeta

3.10 — Sequenciamento de DNA

As reagOes de sequenciamento foram realizadas com Big Dye Sequencing Kit v.3
(Applied Biosystems). Para cada reacdo, utilizou-se 2uL de reagente para marcagdo
fluorescente fornecido pelo kit, 0,4uL de primer (10pmol/uL) (FLAB), 5,6uL de produto de
PCR/Semi-Nested PCR purificado. As condi¢des de termociclagem foram 96°C por 60
segundos acrescidos de 25 ciclos de 96°C por 15 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por
4 minutos em GeneAmp® PCR System 9700 Termocycler (Applied Biosystems). As amostras
foram armazenadas a—20°C a0 abrigo da luz até serem precipitadas.

O procedimento de precipitacdo foi realizado conforme instrugoes do fabricante do
kit (Big Dye Sequencing Kit v.3 - Applied Biosystems), a temperatura de 20°C. Foram
adicionados 60uL de Isopropanol 100% (Merck — GER) e 30uL de agua ultra-pura as reacdes
de sequenciamento, homogeneizando-se em vortex por 15 segundos e incubando-se a
temperatura ambiente por 15 minutos ao abrigo da luz. Apos o periodo de incubagdo, a placa
foi centrifugada a 2254g por 30 minutos para a precipitacdo do DNA. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e a placa permaneceu invertida sobre papel absorvente ao abrigo
da luz por 10 minutos e posteriormente, ainda invertida, foi submetida a uma nova
centrifugagcdo a 35g por 1 minuto. Foram adicionados 150uL de Etanol 75% (Merck — GER)
as amostras, centrifugando-se novamente por 30 minutos 2254g. O etanol foi descartado e a

placa contendo as amostras foi novamente incubada invertida em papel absorvente ao abrigo
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daluz por 10 minutos e em seguida centrifugada invertida por 1 minuto a 35g. As amostras
foram armazenadas a—20 °C ao abrigo da luz até serem sequienciadas.

Para cada amostra, foi adicionado 10uL de Formamida (Applied Biosystems —
USA), incubando-se por 5 minutos a 95°C e em seguida por 2 minutos em gelo até serem
submetidas ao sequienciamento. O sequenciamento foi realizado ABI 3130XL DNA Sequencer

(Applied Biosystems).

3.11 — Analises de Bioinformatica e Estatisticas

Todas as amostras foram sequienciadas a0 menos duas vezes para a obtencdo das
sequiéncias consensos. A andlise qualitativa dos cromatogramas resultantes do segiienciamento
e a obtencdo dos contigs de cada amostra foram realizadas pelo programa Electropherogram

Quality Analysis (Disponivel no site: http://asparagin.cinargen.embrapa.br/phph/).

Sequéncias parciais de hRSV dos grupos A e B isolados por este estudo foram
comparadas a sequUéncias referéncias disponiveis no GenBank, conforme distribuicdo
apresentadas nas tabelas 2 (hRSV A) e 3 (hRSV B).

Todas as sequiéncias contigs de 270 e 330 nucleotideos foram organizadas com o
programa Muscle (EDGARD, 2004), correspondentes aos nucleotideos de 649-918 (grupo A,
linhagem protétipo A2 — M11483) e 652-921 (grupo B, linhagem protétipo — CH18537) do
gene G do hRSV (PERET et al., 1998).

O dinhamento multiplo das sequéncias foi realizado usando o programa Clustal W
version 1.83 (GIBSON, 1998) e a edicdo foi readlizada manualmente com 0s programas
GeneDoc 2.6.002 (NICHOLAS et al., 1997) e BioEdit 5.0.9 (HALL, 1999).

As arvores foram obtidas utilizando PAUP* version 4.0b10 (SWOFFORD, 1999). A
robustez dos agrupamentos de cada arvore filogenética foi realizada com bootstrap de 1000
repeticdes para 0 Neighbor-Joining (NJ) e por Zero Branch Lenght Test para as arvores de
ML. O melhor modelo de substitui¢cdo nucleotidica foi HKY 85, determinado a partir dos
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dados com Modeltest version 3.7 (POSADA e CRANDALL, 1998). As arvores foram
plotadas usando Treeview version 1.4 (PAGE, 1996).

As sequéncias USA/Long/56 (M17212, grupo A — tabela 2) e CH18537 e NC1781
(grupo B —tabela 3) foram incluidas como outgroup nas analises filogenéticas.

As relacdes evol utivas entre os diferentes hapl 6tipos foram recontruidas pelo método
Media Joining Network (BANDELT, 1999), mutagGespor meio do software Fluxus Network,
versao 4.5.1.0, gentilmente cedido pela Profé Dr2 Claudia Marcia Aparecida Carareto. Este
programa permite uma representacdo grafica — redes filogenéticas — das relagbes de
parentesco entre as sequéncias (ancestral-descendente).

Foram realizadas andlises de divergéncia entre as sequéncias estimando-se os indices
de diversidade nucleotidica (rr), que corresponde ao nimero médio de diferencas nucleotidicas
por sitio entre duas sequéncias, pelo programa DnaSP version 5.00.07 (ROZAS et d., 2009) e
a distancia genética média utilizando o programa MEGA4 (TAMURA et al., 2007), usando-se
0 modelo de substituicdo nucleotidica p-distance pairwise deletion. Foram feitos também
testes de neutralidade (D de Tgjima, TAJMA, 1989) utilizando o programa DnaSP version
5.00.07 (ROZAS et al., 2009).

As andlises estatisticas utilizadas para a associagdo dos dados clinicos das criancas
com os fatores epidemiologicos virais foram realizadas com o auxilio do programa
MINITAB™ version 15. A significancia estatistica dos resultados encontrados foi calculada
pelo Teste do Qui-quadrado (FISHER, 1922; PLACKETT,1983; PUHAN et al., 2005).
Apenas valores de p value < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

A nomenclatura das amostras isoladas por este estudo foi representada pelas siglas:
Identificacdo do Isolado (3 letras para os isolados provenientes de criancas de creche;
numeros contendo 2 ou 3 algarismos para os isolados de criancas hospitalizadas) + Ano de
Isolamento (com 2 algarismos; Ex: 04 paraisolados do ano de 2004) + Local de Origem (H —
para criancas hospitalizadas; C — para criangas de creche).
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Tabela 2: Seqliéncias referéncias hRSV A utilizadas para a genotipagem e construcéo da topologia dos
isolados de hRSV de S&o José do Rio Preto. As informagdes representam o nimero de acesso ao
banco de dados, o local de isolamento e a que gendtipo pertence.

NUumero de Acesso - Nome L ocal delsolamento Genotipo
M17212 — Long USA — 1956 OUTGROUP
M11486 — A2 Melbourne — AUS — 1961

AF065257 — CH34 Rochester — USA

AF233902 — AL19471-5 Alabama— USA GA1
AF233914 — MO48 Saint Louis— USA

AF233917 — NY 108 Rochester — USA

AF233900 — AL 19376-1 Alabama— USA

AF233915 — MO55 Saint Louis— USA

AF233923 — TX69564 Houston — USA

AF065256 — CH28

AF065258 — CH57 Rochester — USA

EU582161 — BR266-05 GA2
EU582162 — BR292-05 S0 Paulo — BRA

SPAL397-05

RP1836-05 o

RP221-05 Ribeirdo Preto — BRA

AF233911 — MO13 Manitoba— CAN

AF233905 — CN2395

EU582169 — BR117/96 BRA

EU285170 — BRO6-97 GA3
AF233913 - MO16 Saint Louis— USA

AF233920 — TX 68481

AF233921 — TX68532 Houston — USA

AF065254 — CHO09 Rochester — USA

FJ391391 — GER2733-00-01 Berlim — GER

AY 146423 — Ab34Pt00 South Africa GA4
AF193306 — SK 91242 South Korea

AF065255 — CH17 Rochester — USA

AF233903 — AL 19556-3 Alabama— USA

AF233906 — CN2708 .

AF233908 — CN3114 Manitoba — CAN

AF233909 — MOO1 . .

AF233912 - MO15 Saint Louis — USA

AF233916 — NY 103 Rochester — USA GA5

AF233919 - TX67951
AF233922 — TX69343
EU582165 - BR181-05
EU582166 — BR278-05
EU582167 — BR306-05
EU582168 — BR315-05

Houston — USA

BRA
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Tabela 2: continuagdo Sequéncias referéncias hRSV A utilizadas para a genotipagem e construcéo
da topologia dos isolados de hRSV de S&o José do Rio Preto. As informagBes representam o
numero de acesso ao banco de dados, o loca de isolamento e a que gendtipo pertence.

NUumero de Acesso - Nome L ocal delsolamento Genotipo
EU582352 — BR153-05 BRA

EU635818 — RP080-05

EU635820 — RP111-05 Ribeirdo Preto - BRA

RP1102-04 GAS
SPAL263-05 3

SPAL306-05 Se0 Paulo —BRA

AF233901 — AL19452-2 Alabama - USA

AF233918 — NY 20 Rochester — USA GA6
AF233907 — CN2851 Manitoba - CAN

AF233910 — MO02 Saint Louis— USA GA7
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Tabela 3: Sequéncias referéncias hRSVB utilizadas para a genotipagem e construcéo da topologia dos
isolados de hRSV de S&o José do Rio Preto. As informagdes representam o nimero de acesso ao
banco de dados, o local de isolamento e a que gendtipo pertence.

NUumero de Acesso - Nome L ocal delsolamento Genotipo
M 73545 — Sw8-60 SWE OUTGROUP
M17213 — CH18537-62 Columbia— USA

M73541 — WV10010-83 West Virginia— USA

NC1781 GB1
M73543 — NM 1355-89 New Mexico — USA

AF065250 — CH10b-91 USA

AF065251 - CH93-9b USA GB2
AF233925 - AL19794-1 Birmingham — USA

AF065252 — CH93-18b USA

AF065253 — CH93-53b

AF233927 — CN3521 Winnipeg — CAN GB3
AF233929 - MO35 . .

AF233930 — MOS53 Saint Louis —USA

AF233932 - NY97 Rochester — USA

AF348820 — SA98V 220 South Africa

AF233933 — TX69208 Houston — USA

RP040 2005

RP103 2005

RP108 2005 i op

RP161 2005 Ribeirdo Preto-SP— BRA

RP193 2005

RP259 2005

DQ227399 — BA 144502

AY 333362 — BA3833-99B

DQ227404 — BA/4909/03

DQ227392 — BA/4974/03

DQ227390 — BA/4915/03 BA GB3

DQ227394 — BA/6564/03
DQ227388 — BA/1889/02
DQ227387 — BA/1856/02
DQ227405 — BA/5021/03
DQ227397 - BA/1607/04
DQ227408 — BA/1526/04
DQ227395 — BA/100/04
DQ227396 — BA/524/04
DQ227406 — BA/354/04
DQ227407 — BA/493/04
AY 333364 - BA4128-99B
DQ227398 — BA/1326/99
AY 333363 — BA3859-99B

Buenos Aires— ARG
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Tabela 3: continuacdo Sequéncias referéncias hRSVB utilizadas para a genotipagem e construcdo
da topologia dos isolados de hRSV de S&o José do Rio Preto. As informagBes representam o
numero de acesso ao banco de dados, o loca de isolamento e a que gendtipo pertence.

NUumero de Acesso - Nome L ocal delsolamento Gendtipo
AY 660681 — K en29-03 Kenia

AY 927402 — QUE/29/01-02

AY 927412 — QUE/155/01-02 Quebec - CAN

AY 927401 — QUE/18/02-03

AB175819 — NG-004-03 .

AB175821 — NG-153-03 Nigata— JAP

AB175820 — NG-006-03

AY 751104 — BE/1162/02 BA GB3
AY 751102 — BE/11609/01

AY 751123 — BE/1066/03

AY 751103 — BE/1613/02 Belgium

AY 751127 — BE/758/02

AY 751130 — BE/12369/01

AY 751131 — BE/13417/99

DQ289649 — BejingB/04/11 Beijing

AF233926 — CN1839 Winnipeg — CAN

AF233928 — MO30 Saint Louis— USA

AF233924 — AL19734-4 Birmingham — USA GB4
AF233931 - NYO1 Rochester — USA

EU582427 — BR42-1999 BRA

AY 226535 — \V0041K S01

AY 226522 — G19S01

AF348825 — SA0025 Soweto — SAF SAB1
AF348826 — SA98D 1656

AF348822 — SAQ9V 1325

AF348821 — SA99V 800 Soweto — SAF SAB2
AY 226536 — \V2004K S01

AY 226526 — 0112K S01

AY 226537 —VG72301 Soweto — SAF SAB3

AY 226525 - 0072301
AY 226519 — G102301
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4. Resultados
4.1 — Populagéo de Estudo e Caracterizacdo Epidemiol6gica do hRSV.

Para a realizac&o deste estudo foram utilizadas amostras previamente testadas para
presenca de hRSV. O diagnéstico molecular foi realizado pelo método de RT-PCR e desta
andlise obteve-se uma positividade de 7,7% (63/817) nas amostras provenientes de criancas
da creche de 29% (79/272) nas amostras provenientes de criangas hospitalizadas.

A figura 4 representa uma fotografia de um gel de agarose 1,3% contendo os
amplificados (500bp) obtidos por reacdo de Semi-Nested PCR da porcéo hipervaridvel G2 do
gene da proteina G do hRSV. S&o evidenciados PM (peso molecular de 100bp), o padrdo de
amplificacdo para as amostras 145HB05 e C+ (controle positivo da reacdo), e Br (branco

controle negativo da reacéo).

Figura 4: Fotografia de um gel de agarose 1,3% destacando o padréo do amplicon obtido na reacéo de
Semi-Nested PCR das amostras 14505H e controle positivo (produto de PCR obtido a partir de cDNA
de cultivo de HRSVA em células Hep2). PM: marcador de peso molecular de 100 pares de bases;
14505H: amostra 145 proveniente de crianca hospitalizada isolada no ano de 2005; C+: controle
positivo da reac&o; Br: controle negativo da reacdo. Os produtos amplificados pela reacdo de Semi-
Nested PCR apresentaram tamanho aproximado de 500pb.

Em relagdo as infecgbes por hRSV, evidenciou-se uma maior prevaléncia em
criancas com idade inferior a 4 anos (cerca de 80% das infecgbes). Nas criangas
hospitalizadas, o principal motivo diagnostico identificado foi pneumonia (53,2% dos casos

de infecghes respiratdrias), que apresentaram sintomas referidos a quadro clinicos mais

severos, como sibilos e faltade ar. A relacéo da presengca de hRSV com o sexo, idade, motivo
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diagnéstico dainternagdo (descricdo disponibilizada apenas para as criangas hospitalizadas) e

sintomas apresentados pelas criangas esta descrita na tabela 4.

Tabela 4: Relagdo da presenca de hRSV em amostras de secrecdo nasofaringe com o sexo, idade,
motivo diagndstico para internagdo (descricao disponibilizada apenas para as criangas hospitalizadas)
e sintomas apresentados por criangas que fregientavam a creche municipal “Maria Inés Arna” no
periodo de julho de 2003 a setembro de 2005 e que tiveram internadas no Hospital de Base no periodo
de maio de 2004 a setembro de 2005 em S&o José do Rio Preto-SP.

hRSV
Variavels Creche Hospital
% (n=63) % (n=79)
Sexo Masculino 55,6 (35) 48,1 (38)
Feminino 44,4 (28) 51,9 (41)
0az24 50,8 (32) 35,4 (28)
I dade (meses) 25a48 31,7 (20) 46,8 (37)
Acimade 49 17,5(11) 17,8 (14)
Pneumonia (PNM) - 53,2 (42)
Broncoespasmo (BCE) - 13,9 (11)
Motivo Bronquiolite (BLT) - 38 (30)
Diagnosticona  Derrame Pleural (DPL) - 8,9 (7)
I nter nacgéo PNM +BLT - 25(2)
PNM + BCE - 1,25 (1)
PNM + DPL - 8,9 (7)
Tosse 55,6 (35) 91,1 (72)
Febre 6,3 (4) 88,6 (70)
Fatade Ar - 70,9 (56)
Sintomas Chiado 4,8 (3) 69,6 (55)
Coriza 95,2 (60) 59,5 (47)
Sibilos - 51,9 (41)
Obstrucdo Nasal 30,2 (19) 41,8 (33)

Quanto a distribuicdo sazonal do hRSV nas criancas da creche (63/817), o virus foi
detectado nos meses julho (4/28), agosto (5/34), setembro (9/34) e outubro (2/22) de 2003; em
marco (1/19), maio (4/38), junho (3/65), julho (2/20), outubro (3/43), novembro (1/34) e
dezembro (1/9) de 2004; e em margo (5/31), abril (1/50), maio (4/64), agosto (12/49) e
setembro (6/48) de 2005. Embora tenham sido colhidas amostras nos meses de novembro e

dezembro de 2003, de agosto e setembro de 2004, e de junho e julho de 2005, ndo houve
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deteccdo de hRSV. O més de janeiro representou o periodo de férias das criangas e dessa
forma ndo ha dados referentes as infecgdes respiratorias (figura 5).

Nas criangas hospitalizadas, houve deteccdo de hRSV durante todos 0s meses
avaliados em 2004 (maio (3/4), junho (1/6), julho (12/15), agosto (6/11), setembro (11/16),
outubro (10/32), novembro (5/22) e dezembro (1/9)); e nos meses de marco (10/27), abril
(10/40), maio (2/28), junho (3/17), agosto (4/25) e setembro (1/6) de 2005. Pelo fato do
periodo de estudo ter se iniciado em maio de 2004 e ter se encerrado em setembro de 2005,
ndo ha registros de infeccles respiratérias de janeiro a abril (2004) nem de outubro a

dezembro (2005) (figura5).
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Figura 5: Andlise da distribuicdo sazona de infeccOes respiratorias agudas em criangas de 0 a 6 anos
de idade que freguentaram a Creche Municipal “Marialnés Arnal” durante o periodo de julho de 2003
a setembro de 2005, e que tiveram internadas no Hospital de Base entre maio de 2004 a setembro de
2005, em S&o José do Rio Preto-SP, comparando-se a positividade para o virus sincicia respiratorio
humano (hRSV) com o total das infeccOes.
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4.2 — Andlises Filogenéticas de hRSV Circulantes em Sdo José do Rio Preto

A variabilidade genética do hRSV foi determinada pelo sequenciamento de um
fragmento de 270 e 330bp do gene da proteina G (regido hipervariavel G2 — a partir da
posicao 651 para hRSVA e 653 para hRSVB respectivamente). Das 142 amostras positivas
para hRSV (63 da creche e 79 do hospital), foram genotipadas 43% (61/142, sendo 29 da
creche e 32 do hospital). Destas, 92% (56/61) foram agrupadas com seqiéncias referéncias
parahRSVA e 8% (5/61) com sequiéncias referéncias para hRSVB (figura 6). Foi observado a
existéncia de 2 agrupamentos distintos e distantes filogeneticamente, confirmando a separacdo
dos 2 grupos antigénicos de hRSV (A e B, conforme figura 6).

Apés aidentificacdo dos gendtipos, as seqiiéncias foram reorganizadas em bancos de
dados distintos. Dessa forma, foi criado um data set para linhagens de hRSVA e outro para
linhagens de hRSVB. Foram incluidas sequéncias de linhagens circulantes nas cidades de
Ribeirdo Preto e Sdo Paulo no mesmo periodo analisado por este estudo (figuras 6, 7 € 8).

Por meio das analises filogenéticas, foram identificadas circulando em S&o José do
Rio Preto linhagens GA1 (81%, 49/61), GA2 (8%, 5/61) e GA5 (3%, 2/61) (figuras 6 e 7),
pertencentes ao grupo de hRSVA. Para a genotipagem de hRSVB, devido a dificuldade em se
identificar os agrupamentos na filogenia obtida pelo método ML (figura 8), foi utilizada a
filogenia obtida por NJ (figura 9) para confirmacéo dos agrupamentos previamente descritos
na literatura. Dentre os isolados de hRSVB, foi observado a circulacéo dos genétipos GB3
(1,4%, 1/61) e GB3BA (6,6%, 4/61) (figuras 8 e 9).

Nas amostras obtidas de criancas de creche foram identificadas apenas linhagens de
hRSV GA1. Nas amostras obtidas de criancas hospitalizadas, houve prevaléncia de infeccbes
pelo gendtipo GA1 e também se observou agrupamentos com linhagens circulantes de GA2,

GAS5, GB3 e GB3BA.
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Figura 6: Arvore filogenética de hRSV isolados de criangas de S30 José do Rio Preto. O alinhamento
das sequéncias foi realizado usando o programa Clustal W e a arvore foi obtida pelo método ML com
PAUP*. Amostras provenientes de criangas hospitalizadas (NUmero do isolado + Ano de Isolamento +
H; ex: 19805H — Isolado 198 do hospital no ano de 2005); Isolados provenientes de criancas da creche
(Identificagéo do Isolado + Ano de Isolamento da Amostra + C; ex: BGS05C — Isolado BGS da creche
no ano de 2005). As demais siglas correspondem a sequéncias referéncias, conforme listadas nas
tabelas 2 e 3. As diferentes cores representam os agrupamentos de hRSVA (azul) e hRSVB (verde).
0,1 representa a escala de distancia entre os diferentes clados.
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Figura 7: Arvore filogenética de hRSVA isolados de criangas de Sdo José do Rio Preto. O
alinhamento das seqiiéncias foi realizado usando o programa Clustal W e a arvore foi obtida pelo
método ML com PAUP*. Amostras provenientes de criancas hospitalizadas (Nimero do isolado +
Ano de Isolamento + H; ex: 19805H — Isolado 198 do hospital no ano de 2005); Isolados provenientes
de criangas da creche (Identificac&o do Isolado + Ano de Isolamento da Amostra + C; ex: BGS05C —
Isolado BGS da creche no ano de 2005). As diferentes cores representam os agrupamentos referentes
aos respectivos gendtipos comparados as sequéncias referéncias, conforme listadas na tabela 2. 0,1
representa a escala de disténcia entre os diferentes clados.
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Figura 8: Arvore filogenética de hRSVB isolados de criangas de Sdo José do Rio Preto. O
alinhamento das seqiiéncias foi realizado usando o programa Clustal W e a arvore foi obtida pelo
método ML com PAUP*. Amostras provenientes de criancas hospitalizadas (Namero do isolado +
Ano de Isolamento + H; ex: 15305H — Isolado 153 do hospital no ano de 2005); As diferentes cores
representam 0s agrupamentos referentes aos respectivos gendtipos comparados as seqUéncias

referéncias, conforme listadas na tabela 3. 0,1 representa a escala de distancia entre os diferentes
clados.
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Figura 9: Arvore filogenética de hRSVB isolados de criangas de Sdo José do Rio Preto. O
alinhamento das seqiiéncias foi realizado usando o programa Clustal W e a arvore foi obtida pelo
método NJ com PAUP*. Amostras provenientes de criancas hospitalizadas (NUmero do isolado + Ano
de Isolamento + H; ex: 15305H — Isolado 153 do hospital no ano de 2005); As diferentes cores
representam 0s agrupamentos referentes aos respectivos gendtipos comparados as seqUéncias

referéncias, conforme listadas na tabela 3. 0,1 representa a escala de disténcia entre os diferentes
clados.
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Para se estabelecer uma relagdo mais informativa entre as estirpes de hRSV
identificadas neste estudo, foi utilizado uma rede filogenética (Network) (figuras 10). A rede
filogenética foi apresentada em maior aumento nas figuras 10B, 10C e 10D, para 0s

agrupamentos de hRSVA GAl, hRSVA GA2 e GA5 e hRSVB GB3 e GB3BA,

respectivamente.
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Figura 10: A — Rede filogenética de hRSV isolados de criangas de S&o José do Rio Preto. As
diferrentes cores representam os diferentes gendtipos de hRSV identificados, conforme legenda. Cada
circulo representa um hapl6tipo diferente, ou sgja, uma sequiéncia especifica da estirpe identificada. O
nimero (em preto) no interior dos circul os representa a quantidade de individuos que possuem aguela
determinada segiéncia. Os nés em vermelho representam as possivels sequéncias ancestrais ndo
amostradas que deram origem as sequéncias isoladas. Os tracos que formam a rede determinam a
relacdo evolutiva entre os tdxons e os numeros em vermelho sobre os mesmos representam a
quantidade de mutagBes ocorridas entre um taxon e outro.
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Figura 10: continuacdo —Rede filogenética de
estirpes de hRSV GA1 (B); GA2 e GA5 (C); GB3 e
GB3BA (D) identificadas em S&o José do Rio Preto,
em maior aumento a partir da rede apresentada na

figural10 A.

Quando se andisa as distancias genéticas e a diversidade nuclectidica entre os

isolados de hRSV em S&o José do Rio Preto, pode-se evidenciar a estreita relacdo existente

entre os isolados, uma vez que mesmo entre ou dentre as estirpes identificadas, os valores

encontrados para as referidas caracteristicas foram muito baixas, conforme apresentadas na

tabelab.

Tabela 5: Diversidade nuclectidica (), Teste D de Tgjima (D), disténcias genéticas (d) e significancia
estatistica para o teste de Tgjima (p) das estirpes de hRSV identificadas em Sao José do Rio Preto.

hRSV m D d p
A 0,03465 -2,14299 0,048 p<0,05
B 0,03878 -0,85185 0,040 p>0,10
GAl 0,00793 -2,51576 0,010 p<0,001
GA2eGAS5 0,08510 -0,49952 0,086 p>0,10
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A andlise do teste D de Tgjima sugeriu a existéncia de uma selegdo negativa fraca
atuando sobre os isolados de hRSVA. Outra caracteristica evidente entre os isolados foi a
diversidade nucleotidica e a distancia genética baixas (tabela 5).

Quanto a distribuicdo sazonal das linhagens de hRSV identificadas, pode-se
observar que o genétipo GAL1 foi prevalente nas epidemias dos anos de 2003, 2004 e 2005.
No entanto, em 2004, houve co-circulagdo de GA1l com os genétipos hRSV GA2
(identificados em maio e setembro), GA5 e GB3 (detectados no més de julho). Em 2005, a co-
circulacdo das linhagens de hRSV identificadas foi mantida, porém houve um pequeno
aumento na deteccdo do gendtipo GB3 (meses de marco, abril e junho), conforme ilustrado na

figura11.
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Figura 11: Distribuicdo sazonal dos gendtipos de hRSV identificados em 61 amostras de secregéo
nasofaringe obtidas de criancas com infecgdes respiratérias agudas de Sdo José do Rio Preto.

Em relacdo aos sintomas clinicos apresentados pelas criangas, nd houve
agrupamento especifico de sintomas com 0s gendtipos de hRSV identificados. No entanto,
guando se analisa a presenca de linhagens filogeneticamente mais recentes, as infecges séo

mais comuns em criangas com idade inferior a 2 anos (100% das infeccOes pelas linhagens
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GA2, GA5 e GB3). Chiado esteve presente em todas as infeccdes por GA5 e GB3, conforme
evidenciado natabela 6.

Quando se compara os dois grupos envolvidos neste estudo, pode-se associar aos
pacientes hospitalizados sintomas relacionados a quadro clinicos mais severos, como chiado,
falta de ar, febre, retragdes e sibilos (p<0.001). Observou-se ainda uma associagdo com
relacéo a idade das criangas (p<0.001), detectando-se infec¢bes por hRSV em criangas mais
velhas (média 34.45 e desvio padréo 19.19) na creche em relacdo ao hospital (média 12.56 e

desvio padréo 12.66).

Tabela 6: Relagdo dos gendtipos de hRSV identificados em amostras de secrecéo nasofaringe com o
sexo, idade, motivo diagnéstico para internacdo (descrigdo disponibilizada apenas para as criangas
hospitalizadas) e sintomas apresentados por criancas que freqientavam a creche municipa “Maria
Inés Arna” no periodo de julho de 2003 a setembro de 2005 e que tiveram internadas no Hospital de
Base no periodo de maio de 2004 a setembro de 2005 em Séo José do Rio Preto-SP.

Gendtiposde hRSV

Variaves Creche Hospital
GA1l GA1l GA2 GA5 GB3
% (n=29) % (n=20) % (n=5) % (n=2) % (n=5)
Sexo Masculino 655(19) 45(9) 80 (4) 50(1) 40(2
Feminino 345(10) 55(11) 20(1) 50 (1) 60 (3)
| dade Oaz24 31(9) 75(15 100(5 100(2) 100 (5)
(Meses) 25a48 48,3(14) 25(5) - - -
Acimade 49 20,7 (6) - - - -
Pneumonia (PNM) - 60 (12) 60(3) - 40 (2)
Broncoespasmo (BCE) - - 20(1) 50(1) 20(1)
Motivo Bronquiolite (BLT) - 40 (8) 40(2) 50(1) 80(4)
Diagnéstico para Derrame Pleural (DPL) - 10 (2) - - -
internacéo PNM + BLT - - - - 20 (1)
PNM + BCE - - 20 (1) - 20 (1)
PNM + DPL - 10 (2) - - -
Tosse 51,7(15) 95(19) 100(5 100(2) 80(4)
Febre 7(2) 95(19) 80(4) 50(1) 100 (5)
Fatade Ar - 60(12) 80(4) 100(2) 60(3)
Sintomas Chiado 7(2) 55(11) 80(4) 100(2) 100 (5)
Coriza 96,6 (28) 45(9) 60 (3) - 60 (3)
Sibilos - 55(11) 60(3) 50 (1) 60 (3)
Obstrugao Nasal 38(11) 30(6) 40 (2) 50 (1) 60 (3)
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5. Discusséo

As infecgOes respiratorias agudas (IRA) ainda representam o principal problema de
salide publica no mundo. S&o responsaveis por 75% de todas as morbidades agudas nos paises
desenvolvidos e aproximadamente 80% destas infeccOes sd0 causadas por agentes virais.
InfeccBes do trato respiratorio superior (ITRS) estdo entre as causas mais comuns das
infeccBes em criangas, com ocorréncia variando de 3 a 8 vezes ao ano, sendo que o grau de
incidéncia varia inversamente com a idade. No entanto, as ITRSs podem levar a
manifestacdes asméticas, otite média aguda e infeccdes do trato respiratério inferior (ITRI),
causando bronquite, bronquiolite e pneumonia (MAHONY/, 2008).

Embora as infecgbes respiratérias virais sgam muito estudadas nos paises
desenvolvidos e seu impacto sobre a assisténcia médica sgja bem entendido, ha uma lacuna
sobre o impacto destas infeccBes nos paises em desenvolvimento. Do ponto de vista do
problema de salde publica, seria muito importante conhecer quais virus sdo os agentes
causadores mais comuns nas infecgdes, quais as manifestacdes clinicas por eles provocadas,
gual a frequéncia do virus causador de infeccdes respiratorias severas, qua a relacdo entre
infeccOes bacterianas e virais e como as infecches severas do trato respiratorio inferior
poderiam ser prevenidas (PELTOLA e RUUSKANEN, 2008).

As ITRIs tem sido relacionada como a principal causa de hospitalizacdo e morte de
criancas nos paises desenvolvidos. Na prética clinica, muitas vezes ndo ha identificacdo do
virus especifico causador das infecces devido escassez de testes sensiveis e/ou a presenca de
patdbgenos ainda ndo conhecidos. No entanto, testes moleculares tém aumentado
expressivamente a habilidade dos laboratérios no diagnoéstico das infecges virais do trato
respiratério (MAHONY, 2008). Nos paises em desenvolvimento, os testes laboratoriais para
identificacéo dos virus causadores destas infeccdes ndo sdo disponiveis na pratica clinica.

Quanto as infecgdes respiratorias causadas por agentes virais, sdo identificados mais
de 200 virus diferentes, distribuidos em seis familias, envolvidos na patologia das infeccOes
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do trato respiratorio (EIROS et al., 2009). No entanto, o virus sincicial respiratério humano
(hRSV) tem sido identificado como o principal agente viral causador de IRAs na infancia
(WHO, 2009) e apresenta surtos anuais em criangas com idade pré-escolar (CALEGARI et.
al., 2005).

Com o objetivo de identificar a presenca de hRSV em criangas de S&o José do Rio
Preto-SP e tentar estabel ecer arelacdo epidemiolbgica viral com o quadro clinico, este estudo
foi realizado com dois grupos clinicamente distintos, um composto por criancas de creche e
outro composto de criancas hospitalizadas.

Nos estudos utilizando-se popul acbes de creche tém-se evidenciado que tais criancas
apresentam risco mais elevado de infecgbes respiratérias em relacdo aquelas criancas
domiciliadas (LU et. a., 2004). A exposicao a repetidas infecces respiratorias na infancia,
periodo em que os pulmdes sdo imaturos, tem sido relacionada a uma maior suscetibilidade a
problemas respiratérios tardios, como asma e bronquite. Coletivamente, estas informactes
sugerem que ha uma interacdo intensiva entre o desenvolvimento inicial dos pulmdes e do
sistemaimunol égico e infeccOes respiratérias virais (GERN et a., 2005).

Embora se conhega a importancia da vigilancia epidemiolégica em criangas de
creche, os dados relativos a incidéncia de infecgOes virais neste tipo de populacéo ainda séo
escassos mesmo nos paises desenvolvidos. No Brasil, tais estudos ja foram realizados
anteriormente por Arruda e colaboradores numa creche em Salvador-BA em 2003. No
entanto, ndo ha novas informagdes desde entdo sobre o impacto destas infecgbes sobre
populagbes de creche, sendo a maioria dos dados epidemiolGgicos provenientes
principalmente de estudos realizados nos hospitais universitarios brasileiros.

Neste estudo, das 231 criancas que fregiientaram a creche durante o periodo de julho
de 2003 a setembro de 2005, 179 tiveram registros de infeccOes respiratérias das quais 817
amostras foram colhidas. Destas, 7,7% (63) foram positivas para hRSV, sendo identificado

outros 7 agentes virais causadores destas infec¢es (dados ndo mostrados). Estes resultados
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mostraram que as infecgdes respiratorias de etiologia viral representaram um importante
problema de salide nesta popul acéo.

Embora 0 hRSV estgja associado a doenca mais severa, também tem sido
identificado como um agente viral comum nas ITRSs, com prevaléncia de sintomas leves,
geralmente caracterizadas por coriza, tosse, febre e obstrucdo nasal (CALEGARI et. d.,
2005).

No grupo composto por criangas hospitalizadas, das 272 amostras colhidas, hRSV
foi o principal agente viral detectado, sendo responsavel por 29% (79) das infeccOes.
Thomazelli e colaboradores (2007), realizando estudos em criancas internadas no Hospital
Universitario da USP de S&o Paulo indicaram 0 hRSV e hMPV como os mais importantes
agentes causadores de IRAs na infancia. Estes dados demonstram a importancia da vigilancia
epidemiol6gicado hRSV nas IRAS.

Os principais motivos diagnésticos identificados no momento da internacdo foram
pneumonia e bronquiolite, manifestagbes clinicas severas tipicas de doencas respiratorias do
trato inferior causadas por hRSV. Dessa forma, observou-se uma maior fregiiéncia de
sintomas relacionados a um quadro clinico mais severo, como falta de ar, chiado e sibilos. O
hRSV é a causa mais comum de pneumonia viral em criancas com idade inferior a 5 anos
(FALSEY et. al., 2006) e o principa agente causador da bronquiolite em infeccbes severas do
trato respiratorio inferior (WHO, 2009).

Quando se compara o percentual de positividade entre os grupos deste estudo,
observa-se uma positividade mais elevada nas criancas hospitalizadas. 1sso mostra que existe
uma maior prevaléncia das IRTIs por hRSV em criangas, proporcionando um quadro clinico
de maior gravidade como bronquiolite (PARANHOS-BACCALA et al., 2008) e pneumonia.

A relacéo da presenca de hRSV com aidade das crian¢as mostrou que a maioria das
infeccOes ocorreu em criancas menores que 4 anos (48 meses) de idade (82.5% - 52/63 na

creche; e 82.2% - 65/79 no hospital). I1sso demonstra que o hRSV tem importancia na
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epidemiologia das IRAs em Sdo José do Rio Preto, condizentes aos relatos deste virus como
principal agente causador de tais infecgbes em criancas com idade inferior a 5 anos (WHO,
2009).

Quanto a0 padrdo de circulagdo do virus sincicia respiratério, sabe-se que a
sazonalidade é sua principal caracteristica, verificando a ocorréncia de surtos epidémicos
anuais em intervalos regulares (PECCHINI et al., 2008). No periodo de julho de 2003 a abril
de 2004, com registros de infeccdes respiratorias apenas nas criancas da creche, a deteccéo de
hRSV ocorreu nos meses de julho, agosto, setembro, outubro e em apenas uma amostra no
més de marco.

A partir de maio de 2004, embora a ocorréncia de hRSV tenha sido baixa nas
criancas da creche, o virus foi identificado em maior nimero nos meses de maio, junho, julho
e outubro. Em 2005, um maior nimero de ocorréncias de infeccdes foi identificado, com
picos em maio, agosto e setembro. Essa variacdo na taxa de identificacdo do virus em anos
consecutivos pode estar relacionada a caracteristicas das linhagens de hRSV circulantes e as
caracteristicas imunol 6gicas da popul acéo.

Nas amostras provenientes de criancas do hospital, embora tenha ocorrido deteccéo
de hRSV em todos os meses amostrados em 2004, foram registrados picos de infecgdo de
julho a novembro. Em 2005, um menor nimero de infecgdes por hRSV foi registrado, com
picos de incidéncia nos meses de marco e abril.

Neste estudo, a circulacdo de hRSV mostrou um padréo aternado de incidéncia
dentro dos grupos durante os anos de estudo, padrédo este que também foi observado em
estudos realizados por Calegari €et. a. (2005). Nas criancas da creche, um maior nimero de
infeccOes foi registrado nos anos de 2003 e 2005 em comparacdo com o ano de 2004. Nas
criancas hospitalizadas, houve maior nUmero de deteccbes em 2004 quando comparado com o

ano de 2005.
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A ocorréncia do hRSV tem-se demonstrado ndo uniforme entre as diferentes regides
geogréficas brasileiras. 1sso sugere que as infecgdes por hRSV apresentam caracteristicas
regionais, certamente influenciadas por varidveis especificas de cada comunidade.

Quanto a variabilidade genética do hRSV, as andlises filogenéticas mostraram a
circulacéo de linhagens GA1 (81%, 49/61), GA2 (8%, 5/61), GA5 (3%, 2/61), pertencentes a0
grupo de hRSVA e de isolados GB3 (1,4%, 1/61) e GB3BA (6,6%,4/61), do grupo de
hRSVB. Nas amostras obtidas de criangas de creche foram identificadas apenas linhagens de
hRSV GA1. Nas amostras obtidas de criancas hospitalizadas, houve prevaléncia de infecctes
pelo gendtipo GA1 e também se observou agrupamentos com linhagens circulantes de GA2,
GA5, GB3 e GB3BA.

Os isolados identificados como GA1 foram proximos filogeneticamente a linhagem
A2 isolada em Melbourne (M11468) — Austrdlia, no ano de 1962. Estudos prévios tém
reportado o desaparecimento de linhagens em Birmingham e no Vietnd, depois de ter sido o
genétipo predominante nos surtos epidémicos de 1988-89. Isolados desta linhagem viral
também foram identificados na Bélgica nas estacbes de 1989-90, implicando numa rapida
disseminacéo e circulacéo predominante na Europa durante o periodo de 1989-90. Um recente
estudo na Argentina também identificou isolados de GA1 em 1996 (ZLATEVA et a., 2004).
Desde entdo, ndo se detectou a circulacdo desta linhagem nas diferentes comunidades
estudadas.

Sabe-se que surtos de infecgBes severas contribuem para a geragdo da diversidade
viral. Por outro lado, a estabilidade genética do virus pode ser influenciada por fatores sociais,
como por exemplo, limitagdes de deslocamento. Um estudo de Valdes e colaboradores (1998)
mostrou uma estabilidade de linhagens circulantes na ilha de Cuba, identificando-se isolados
muito similares alinhagem protétipo Long (isolado em 1956 — USA).

Umavez que a populacdo de creche envolvida neste estudo é de baixarenda, e assim

apresenta as restricbes sociais apontadas por Valdes e colaboradores (1998), esta seria uma
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possivel explicac8o para a atuacdo da selecdo purificadora forte sobre a linhagem identificada
neste grupo do estudo. No entanto, € dificil prever as razdes para as propriedades singulares
destes isolados.

Os isolados GA1 também prevaleceram em criangas hospitalizadas, evidenciando a
circulagdo efetiva desta linhagem na populacdo de S&o José do Rio Preto. Estes resultados
indicam que a epidemiologia do hRSVA é comumente determinada por fatores locais, bem
como resisténcia imunolégica na comunidade a certos gendtipos circulantes (ZLATEVA et
al., 2004).

Pacientes com imunidade alterada podem disseminar hRSV por semanas e meses
depois da infeccdo inicial. No entanto, é desconhecido se o genoma do hRSV evolui em
individuos com infeccBes prolongadas (LAZAR et al., 2006).

Sato e colaboradores (2005) evidenciaram em seu estudo com criancas de uma
mesma comunidade no Japdo em trés estagbes epidémicas consecutivas que 0s pacientes
infectados previamente pelos 2 grupos antigénicos de hRSV foram re-infectados com o
mesmo grupo e ainda com o mesmo genétipo durantes a primeira e segunda infecces. A
relativa contribuicdo da diversidade antigénica e/ou resposta imunologica inadequada
permitindo o estabelecimento de re-infeccdes ainda precisam ser elucidadas (PARVEEN et
al., 2006).

Em relacéo a filogenia obtida para os isolados de hRSVA, pode-se notar que as
amostras identificadas como GA 1 apresentaram-se formando uma politomia, sem definicdo de
ramos (figura 7). No entanto, a rede filogenética (Network) (figuras 10) construida permitiu
um estabel ecimento mais detalhado das rel agbes entre os isolados de hRSV deste estudo.

Para os isolados de maior incidéncia e de menor diversidade genética (hRSVA
GAl), arede (figura 10B) mostra que ha um relacionamento estreito entre as estirpes virais

isoladas (politomias na arvore filogenética— figura 7), também relacionadas por intermeédio de
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um ancestral hipotético ndo amostrado (em vermelho — mv15 — figura 10B) com o primeiro
isolado de hRSV, aestirpe Long/USA/56.

Os isolados do grupo GA5 nédo se apresentaram intimamente relacionados, uma vez
que se evidencia a presenca de nos ancestrais hipotéticos (mv20 e mv21, em vermelho),
caracterizando dados ndo amostrados (figura 10 C). Nas estirpes de hRSVA GA?2 observa-se
gue os isolados 0104H, 0404H e 4604H s&o mais intimamente relacionados entre d,
evidenciando-se uma possivel rota de transmissdo ou introducéo recente desta estirpe na
cidade de Sdo Jose do Rio Preto; para os outros 2 isolados deste grupo, notam-se
caracteristicas semel hantes as evidenciadas entre os isolados do grupo GAS.

As estirpes GB3BA mostraram-se fortemente relacionadas, podendo-se inferir sua
introducdo recente na cidade de S&o José do Rio Preto; os isolados 2304H, 15305H e 15405H
mostraram-se mais intimamente relacionadas entre s e menos relacionada ao isolado 24205H
devido a existéncia de um né ancestral (mv25, em vermelho) ndo amostrado (figura 10 D). O
isolado GB3 20105H ndo apresentou a duplicacdo e de acordo com a rede filogenética
amostrada pode-se notar que esta estirpe ndo se encontra intimamente relacionada aos demais
isolados do grupo B (aqueles que contem a duplicacdo de 60nt — GB3BA).

A andlise do teste D de Tgjima sugeriu a existéncia de uma selecdo negativa fraca
atuando sobre os isolados de hRSVA (-2,14299; p<0,05). Contudo, quando o teste foi
realizado apenas com as estirpes de hRSVA GA1, a evidéncia de ocorréncia de selecéo
negativa tornou-se mais forte (-2,51576; p<0,001), sugerindo a existéncia de algum fator, sgja
ele viral ou do hospedeiro, responsavel pela conservacdo desta estirpe na populacdo de
criancas de S0 José do Rio Preto. Outra caracteristica evidente entre os isolados de GA1 foi a
baixa diversidade nucleotidica (0,000793) e a distancia genética foi 4 vezes inferior a dos
isolados de hRSVB e cerca de 8 vezes inferior a dos demais isolados de hRSVA (GA2 e

GA5). O mesmo ndo foi observado para os isolados de hRSV B, uma vez que os testes
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estatisticos realizados ndo foram significativos para evidéncia da atuacdo de algum tipo de
selecdo.

Estas diferencas evidenciam que aregido hipervaridvel G2 da proteina G apresentam
taxas evolutivas distintas entre 0s grupos antigénicos de hRSV, confirmando a distancia
filogenética existente entre os grupos A e B.

Quanto a distribuicdo sazona do gendtipo GA1, este circulou durante as epidemias
de 2003, 2004 e 2005. No entanto, em 2004, pode-se observar a co-circulacdo de isolados
GAl1lcom GA2, GA5e BA —GB3.

A observacao de Scott e colaboradores (2004), estudando a epidemiol ogia molecular
do hRSV no distrito de Kilifi, Kenia, em criancas menores de 6 anos de idade com IRAS no
trato inferior entre 1999 e 2001, mostrou a répida disseminacdo vira ou possivel
convergéncia evolutiva dos diferentes genétipos de hRSV. Os resultados de Scott apontaram
gue variantes similares de um mesmo agrupamento na arvore tendem a recorréncia ao longo
dos anos e se correlacionam a um baixo nivel de clusterizacéo geografica.

Os isolados GA2 e GA5 obtidos por este estudo foram mais distante
filogeneticamente dos isolados dos Estados Unidos e mais proximamente relacionados aos
isolados de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo e outras regides brasileiras durante as epidemias de
2005. Isso contrapde, em parte, os resultados observados por Scott e colaboradores (2004).
Em ambos os clusters podem-se evidenciar que as linhagens de hRSV isoladas em Séo José
do Rio Preto apresentaram um padrdo de agrupamento temporal e geogréfico enquanto
participantes da evolugdo genética do virus num contexto global.

Para os isolados de hRSV GA2, foi evidenciado que 1 amostra (0204H) foi
proximamente relacionada aos isolados em Ribeirdo Preto, outra amostra (14205H) mais
relacionada a linhagens circulantes em S&o Paulo e em outras regides brasileiras, e outras 3

amostras (0104H, 0404H e 4604H) formaram um agrupamento especifico. Estas pequenas
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variagbes quanto a disténcias dos gendtipos identificados se deve principalmente a presstes
de selecdo distintas exercidas pelas diferentes comunidades analisadas.

Os gendtipos GA2 e GA5 foram isolados em diferentes comunidades do mundo todo
desde o inicio da década de 90. Estes gendtipos foram predominantes na Suécia e co-
circularam em 10 das 19 epidemias entre 1983-84 e 2000-01 (RAFIEFARD et al., 2004).
Estudos no Japdo (SATO et al., 2005) e na india (PARVEEN et a., 2006) reportaram o
genétipo GA5 como predominante em trés surtos epidémicos consecutivos, sendo ainda o
mais representativo na Nova Zelandia (ZLATEVA et a., 2007) nos ultimos anos. Uma
ocorréncia similar foi descrita em isolados da Argentina (FRABASILE et al., 2003) e Uruguai
(GALIANO et al., 2005).

Silva e colaboradores (2008), realizando estudos na Regido Metropolitana de
Campinas-SP, também encontraram prevaléncia dos genttipos GA2 e GA5 em criancas
hospitalizadas menores que 1 ano de idade. Ta estudo aponta uma alta similaridade das
linhagens isoladas em Campinas com linhagens isoladas em Salvador-BA em 1999, no Kenia
e na Argentina em 2003 e a recente introducdo desta linhagem naquela regido, dado que
provocou infecgBes severas em criangas.

A identificacdo por diferentes estudos dos genotipos GA2 e GA5 como prevaentes e
co-circulantes nas epidemias de diferentes comunidades mundiais evidencia a répida
disseminacdo do hRSV.

Com relacdo aos isolados GB3BA, tem-se notado desde 1999 um evento genético
raro na evolucéo de hRSVB. Tem se postulado que ha uma estabilidade relativa da estrutura
secundaria do RNA viral, formada transitoriamente durante o processo de replicacdo, evento
este que favoreceria a geracdo de segmentos duplicados do gene da proteina G do hRSV.
Embora isso pudesse ocorrer mais que uma vez durante a evolucdo do hRSV (TRENTO et al.,

2006), seriaum evento raro.
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O estudo de Trento e colaboradores (2006) mostrou que todas das sequéncias
isoladas entre 1999 e 2006 em Buenos Aires apresentaram uma duplicagdo de 60
nucleotideos, proporcionando uma forte evidéncia da presenga de um ancestral comum para
estes isolados BA. Dessa forma, estes resultados ainda oferecem inestimévels informagdes
para que se re-avalie os fatores epidemiol 6gicos do hRSV. Desde que o0 padréo de evolucéo
das seguéncias de hRSV com segmento duplicado ndo foi diferente dos padrdes observados
para a evolucdo dos demais gendtipos dos grupos de hRSVA e B, este evento de duplicacéo
fornece um exemplo excepcional da histérianatural da evolugdo do hRSVB na Argentina.

No entanto, ha fortes evidéncias de que este evento de duplicacéo é recente, umavez
gue as filogenias moleculares do gene da proteina G do hRSV ainda os agrupam com o
gendtipo GB3. Dessa forma, ndo houve tempo necessario para que esta linhagem acumul asse
diferencas suficientes para agrupa-la separadamente e assim chamar estes isolados de um
novo subgrupo de hRSVB.

Os isolados GB3BA foram identificados em diferentes localidades geograficas no
mesmo surto epidémico ou ainda em epidemias consecutivas. Houve a circulacéo de BA nas
epidemias de 1999-2004 na Argentina (TRENTO et al., 2006), em 2004 nas cidades de
Campinas (SILVA et a., 2008) e S&o Paulo (dados ndo publicados), em 2001-03 no Quebec
(CAN), na Bélgica (1999-2003), em Nigata (JAP — 2000-03), na india e no Kénia (2003). A
vantagem seletiva dos isolados BA sobre os demais gendtipos de hRSV ainda é desconhecida,
mas a condicdo naive (sem contato prévio com o antigeno) da populacdo humana com
respeito a estes novos virus pode ter contribuido para sua rapida disseminacdo mundial
(TRENTO et al., 2006).

No entanto, a rota seguida pelos isolados BA para os diferentes lugares do mundo é
desconhecida, mas pode ser explicada por efeitos bottlenecks, com um grande impacto na
evolucdo do hRSV. Isso possivelmente contribuiu para a disseminacdo exclusiva de

determinados ramos em areas localmente restritas (TRENTO et a., 2006).
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Os isolados GB3 obtidos em S&o José do Rio Preto formaram um agrupamento
anico e distante filogeneticamente dos demais membros do cluster. Dentre estes isolados, 4
deles apresentaram esta duplicagdo de 60 nucleotideos. 1sso evidencia que esta linhagem viral
primeiramente isolada em Buenos Aires também circula na cidade e estdo sujeitos a pressdes
seletivas especificas desta comunidade.

A dta taxa de mutagdo observada para virus de RNA em gera provavelmente
contribuiu para a variacdo genética observada dentro das seqUéncias dos isolados BA.
Entretanto, ha fortes evidéncias que o acumulo rapido de mudancas ao longo do tempo pode
ser um indicativo de forgas seletivas agindo para acelerar a deriva genética (TRENTO et al.,
2006). Tem-se mencionado que selecdo imunoldgica positiva em determinados sitios do
ectodominio da proteina G do hRSV tem direcionado a evolucdo do virus (MELERO et al.,
1997), o que ndo foi evidenciado neste estudo.

Quando se correlaciona os diferentes gendtipos identificados com as caracteristicas
clinicas e sociais da populacdo de estudo, tem-se observado que 100% das infeccGes por
linhagens de GA2, GA5 e BA — GB3 ocorreram em criangas menores de 2 anos de idade. 1sso
se deve possivelmente a auséncia ou ineficiéncia da memoria imunol égica do hospedeiro em
relacdo a estes gendtipos de hRSV e a possivel introducdo recente destas linhagens em S&o
José do Rio Preto. No entanto, em criangas maiores que 2 anos de idade, a prevaléncia do
gendtipo GA1 pode ser explicada pelo fato das mesmas ja terem sido expostas a infeccOes
prévias pelos gendtipos GA2, GA5, GB3 e GB3BA em anos anteriores, uma vez que tais
linhagens tem sido relatadas circular nas ultimas duas décadas no mundo todo.

A relacdo dos sintomas clinicos com os genétipos de hRSV tem apresentado
resultados contraditérios em estudos prévios. Em alguns casos, infeccOes por hRSVA tem
sido associado a quadro clinico mais severo, enquanto em outros, infeccbes do tipo B

provocam doenca mais grave (MENTEL et al., 2005). N&o houve agrupamento especifico de



sintomas clinicos com os genétipos identificados. No entanto, alguns sintomas mais graves
estiveram presentes em todas as infecgdes por GAS e GB3.

Esta € mais uma evidéncia de que as caracteristicas clinicas e epidemiol gicas das
infeccbes por hRSV sdo basicamente determinadas por fatores locais, da comunidade, que

atuam com diferentes pressoes sel etivas sobre a evolugdo do virus.
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6. Conclusdes

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que:
1. Asduas variantes antigéncias de hRSV (A e B) foram identificadas.
2. Houve prevaléncia de infecgdes por hRSVA GA1, tanto no grupo composto por criangas de
creche quanto naquele composto por criangas hospitalizadas.
3. Detectou-se co-circulacdo de estirpes virais de hRSV GA1l com GA2, GA5, GB3 e
GB3BA.
4. Andlises evolutivas das estirpes virais identificadas mostraram uma selecéo negativa fraca
atuando sobre os isolados de hRSVA; no entanto, nas andlises apenas para os isolados de
hRSVA GAL1, houve deteccdo de selecdo negativa forte.
5. N&o foi observado nenhum agrupamento especifico dos sintomas nem de diagndstico
clinico com as estirpes identificadas.
6. As andlises dos diagnosticos com a presenca de hRSV mostraram preva éncia de sintomas
mais severos e de linhagens mais recentes nas infecgbes respiratdrias agudas em criancas

hospitalizadas menores que 2 anos de idade.
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ANEXO | —PARECER DO COMITE DE ETICA
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ANEXO Il -TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO DO ViRUS SINCICIAL RESPIRATORIO COMO CAUSA DE INFECCOES
RESPIRATORIASEM CRECHE E HOSPITAL DE SAO JOSE DO RIO PRETO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,
responsavel pelo menor
estou sendo informado(a) e esclarecido(a) sobre a importancia dos micrébios que causam
resfriados, gripes, infecgdo pulmonar e dificuldade respiratéria nas criangas.

Esses micrébios podem ser bactérias ou virus, que causam uma doenga muito parecida, so que
o tratamento € diferente. Para diferenciar estes 2 microbios, alguns exames ajudam, como 0
RX detérax e o exame de sangue.

Um dos virus mais freglentes em criancas pequenas chama-se virus sincicia
respiratério.

Neste estudo, queremos saber se 0 virus respiratorio sincicial é freqliente e grave nas
criancas menores de 6 anos de idade problemas respiratorios.

Para pesquisar se a crianga tem o virus, colheremos secrecdo do nariz, procedimento
realizado pelo médico responsavel ou enfermeira capacitada, sem risco para a crianga. Estou
ciente de que se meu filho(a) ndo participar deste estudo ele (@) recebera toda a assisténcia
gue for necessaria para seu tratamento e, caso eu consinta com a participacdo no estudo, posso
solicitar e obter informagbes sobre a natureza do estudo, posso retirar 0 consentimento a
gualquer momento e isto ndo irainterferir no tratamento oferecido ao meu filho.

Concordo que as informagdes obtidas neste estudo sejam divulgadas, desde que a
identidade da crianca ndo sgjarevelada.

ApoGs ter sido suficientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me
foi explicado, consinto de livre e espontanea vontade em participar deste estudo.

S30 José do Rio Preto, de de

Assinatura do responsavel legal Assinatura do pesquisador
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ANEXO 1l —HISTORICO DO PACIENTE: DADOS GERAIS

PROTOCOLO RSV — QUADRO GERAL
N° da Ficha Epidemiol6gica/ Estudo: /

N° do Prontuario / Creche / Hospital:

1- Identificacéo

Nome:
Data de Nascimento: | / / |Sexo: [Fem () [Masc( )
2- Histéria de | nfeccdes Respiratoérias
Tem gripe/ resfriado todo més? | Sim () Néo ( )
Jafez uso deinaagdo?| Sim () Nao ()

Caso (SIM), Local: | Pronto Socorro ()  |Farmécia( ) |Casa( )

3- Presenca de Chiado

Quantos episddiosno Ultimoano ?| <3 ( ) | >3()

Idade de Inicio: anos

Desencadeantes: | ( ) IVAS () Fumaga de Cigarro
( ) Poeira( ) Mudangade Tempo Outros ( ):

4- Internagdes Anteriores (por infeccado respiratoria)

InternagBes anteriores: | Sim () Néo ()

Quantasvezes?:| <1 ano: > 1 ano:

QuantasvezesnaUTI 7

5- Antecedentes Pessoais e Familiares

Rendafamiliar: <lsadario() la3sdérios() 3alOsaéios() masdel0 ()

Tipo de Parto: () normal ( ) cesérea Peso ao nascer:
Prematuro: ( ) Néo ()Sm: semanas
Leite materno— sim ( ): meses nd@ () |( )Exdusvo: meses
Freguienta Creche?| Sim () qual: |Na&o( )
FrequentaUBS?|Sim () qual: N&o ()
N° de pessoas em casa: N° de irméos:
Quantos dormem no mesmo quarto? | N° de fumantes na casa: fuma dentro de
casa? Sim( ) N&o()
Antecedentes familiares: |( ) Asma ( ) Rinite ( ) Eczema ( ) Outras alergias
Antecedentes pessoais. | ( ) Cardiopatia ( ) Displasia Broncopulmonar
()F.Cistica () Imunodeficiéncias ( ) Oz neonata
()Asma ( )Rinite ()Eczema () DRGE
Data da Coleta das Informacoes: / /
Data da Entrevista na Creche: / /
Data da Saida da Creche: / /
Nome:
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ANEXO IV —HISTORICO DO PACIENTE: DADOS REFERENTES A
INFECCAO RESPIRATORIA AGUDA ATUAL

PROTOCOLO RSV —FICHA COLETA —QUADRO ATUAL

Data da colheita / /
Local dacolheita: Creche/ Hospital
N° do Protocolo: /

1) Identificagdo
Nome:
Data da Admiss&o: / / DatadaAlta / / (Hospital)
2)Diagnéstico I nter nacdo/Atendimento UBS:
Local deInternacéo: () Enfermaria ()UTI ( ) Bercério
Diagnéstico Alta: (Hospital)

3) Histéria Atual: Datado inicio dos sintomas da doenca atual : / /

Sintomas - Dados de evolugdo clinica durante ainternacéo Tempo de EYO| a

(horasg/dias)

Febre Sim () Néo ()

Tosse Sim () Né&o ()

Coriza Sim () Né&o ()

Obstrucdo nasa Sim () N3o ()

Espirros Sim () Né&o ()

Chiado no Peito Sm () Néo ()

Faltade Ar Sim () Néo ()

Estridor Sm () N&o ()

Apnéia Sim () N&o ()

Prurido Nasal Sim () Né&o ()

Olhos Vermelhos Sim () Néo ()

Data do inicio dos sintomas na creche: / /
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Data do final dos sintomas na creche;

4) Medicacdo (para o quadro atual) em uso antes desta Internagdo/ no momento da

coletanaCreche: ( ) Sim ( ) Né&o

Caso “Sim” , quais ?

/

/

5) Medicacdo prescrita durante esta I nter nacao:

Anti-térmicos Sim () |Néo ()
Antibidticos Sm () |Néo ()
Xaropes para tosse Sim () Néo ()
Anti-inflamatério Sm () |[Néo ()
Broncodilatador Sim () N&o ()
Uso de O, Sm () |Nao ()
B, inalatorio Sm () |Néo ()
Brometo ipatropium Sim () Né&o ()
Corticoides Sm () |Néo ()
Antibi6ticos Sm () [Nao ()
Aminofilina Sim () |[Né&o ()
Drogas anti DRGE Sim () Néo ()

6) Dados da consulta— Exame Fisico: Do momento da coleta

Estado Geral Bom( ) Regular ( ) Ruim ( )

Peso: Estatura: FR: Temperatura:
FC: Nutricio: Norma () DPCI () DPCII( )
Retragdbes. Sim () N&o ( ) |Local:

Sibiloss Sim () Né&o ( ) Local:

Estertoress Sim () Né&o ( ) |Loca:

Cianose: Sm ( ) Né& ( ) |Locd:

Anotar resultados de exames laboratoriai s colhidos no momento da internagéo:

Hemograma:

Proteina C reativa:

Hemocultura:

Rx de Térax:
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