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RESUMO

As doencas do trato respiratdério sdo as principais queixas nos servicos de
atendimento médico, sendo as infec¢cbes respiratérias agudas (IRA) as
manifestagcbes mais comuns, principalmente em criangcas menores de cinco anos de
idade. Em paises em desenvolvimento, as IRA constituem um sério problema de
saude publica. Em todo mundo estima-se que ocorram cerca de 2 milhdes de mortes
devido as IRA a cada ano. Dentre os agentes causais de IRA, destaca-se 0
Metapneumovirus Humano (HMPV), especialmente por causar doenca grave em
criancas menores de 5 anos. Com o objetivo de gerar dados sobre a epidemiologia
molecular deste virus, foram analisadas amostras colhidas de pacientes com IRA no
periodo de Janeiro de 2009 a Dezembro de 2011 oriundas da Regido Norte (Pard,
Amazonas, Acre, Amapa e Roraima). Foi utilizado a técnica de RT-PCR em Tempo
Real (QRT-PCR) para a deteccédo do virus através da amplificacdo do gene N e RT-
PCR para o gene codificador da proteina F, que foi em seguida parcialmente
sequenciado. Dentro do periodo de estudo, foram testadas 2966 amostras, das
quais 129 positivas para HMPV. A faixa etaria de 0-4 anos foi a que concentrou
maior nimero de casos (n=84; 65,89%) em toda a regido Norte. Na identificacao
viral, constatou-se a co-circulacdo dos subgrupos A2 e B2 durante os trés anos do
estudo. Os subgrupos Al e B1 nao circularam na regiao durante o periodo estudado.
Este estudo representa o primeiro relato sobre dados da epidemiologia molecular do

Metapneumovirus Humano na regido Norte do Brasil.

Palavras-chave: Metapneumovirus Humano, IRA, epidemiologia molecular.



ABSTRACT

Diseases of the respiratory tract are the main complaints in health care services, and
acute respiratory infections (ARI) the most common manifestations, especially in
children under five years of age. In developing countries the ARI are a serious public
health problem. Throughout the world is estimated to occur in approximately 2 million
deaths each year by ARI. Among the causative agents of ARI, we highlight the
human metapneumovirus (HMPV), especially by causing severe illness in children
under 5 years. Aiming to generate data on the molecular epidemiology of this virus,
we analyzed samples taken from patients with ARI in the period January 2009 to
December 2011 arising from the Northern Region (Par4, Amazonas, Acre, Amapa
and Roraima). It was used the technique of real time PCR (qRT-PCR) to detect the
virus by the N gene and RT-PCR for the gene encoding the F protein, which was
then partially sequenced. Within the study period, were tested in 2966 samples, 129
of which were positive for HMPV. The age group of 0-4 years was the one that
focused more cases (n = 84, 65.89%) across the North. The identification of viruses
was found to co-circulation of subgroups A2 and B2 during the three years of the
study. Subgroups Al and B1 not circulated in the region during the study period. This
study represents the first report of data on molecular epidemiology of Human

Metapneumovirus in northern Brazil.

Key Words: Human Metapneumovirus, ARI, Molecular Epidemiology.
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1. INTRODUCAO

As doencas infecciosas do trato respiratorio estdo entre as mais frequentes
causadoras de hospitalizagc6es e procura dos servicos médico-ambulatoriais em todo
o mundo, sendo as infec¢des respiratorias agudas (IRA) as maiores causadoras de
morbidade e mortalidade em todas as idades, porém com um foco principal em
criancas menores de cinco anos de idade, idosos e imunocomprometidos
(GARENNE et al., 1992; CAMPBELL, 1995; DUARTE et al., 2000).

Em pacientes menores de cinco anos de idade acometidos por IRA, observa-
Se gue 0s sintomas mais comuns Sao coriza, tosse, obstrucdo nasal, febre, podendo
evoluir para casos graves como bronquiolite severa, exacerbacdo asmatica e
pneumonias tanto de etiologia viral como bacteriana. Diversos estudos associam
esses gquadros graves a imaturidade do sistema imunoldgico de criancas (BOIVIN et
al., 2003; SEMPLE et al., 2005; KAHN, 2006; DULEK & PEEBLES Jr, 2011).

Em criancas, as doencas do trato respiratorio sdo a segunda maior causa de
morte independente da area geogréfica (KAHN, 2006).

As IRA em pacientes idosos e em imunocomprometidos estéo relacionadas a
deplecdo do sistema imunolégico. Os quadros clinicos ndo sdo muito diferentes dos
vistos em criancas, porém nestes grupos observam-se frequentes neutropenias,
infiltrados pulmonares, exacerbacdo de doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC)
e pneumonia atipica, sendo 0s virus, muitas vezes, determinantes para a morbidade
destes individuos (BOIVIN et al.,, 2003; PELLETIER et al.,, 2002; FALSEY et al.,
2003; 2006; HAMELIN et al., 2005; EVASHUK et al., 2008; KAMBOJ et al., 2008;
WALSH et al., 2008; MULLER et al., 2009; OMURA et al., 2011).

Nos paises desenvolvidos, assim como nos paises em desenvolvimento, a

morbidade da IRA é bastante divergente. A mortalidade, entretanto, € claramente



superior nos paises em desenvolvimento, quando comparados aos paises
desenvolvidos, chegando a alcancar picos 30 vezes maiores (WHO 1984; DENNY &
LODA, 1986; DUARTE et al., 2000).

O Brasil apresenta os mesmo agravos e indices de incidéncia de IRA que 0s
demais paises emergentes, onde vale ressaltar que fatores sociais como local de
moradia (meio urbano ou rural), nivel de escolaridade e densidade de moradores no
domicilio tém contribuido para a morbimortalidade da IRA. Estima-se que em zona
urbana, cada crianca apresente de 5-8 casos de IRA/ano nos primeiros cinco anos
de vida e em éareas rurais, de 1-4 episédios de IRA/ano (WALLIA et al., 1988; PAIVA,
1990; BERMAN, 1991; CHABRA et al., 1993; SUTMOLLER et al,. 1995; DUARTE et
al., 2000).

Estudos demonstram a ocorréncia de diversos patdégenos, e destacam o
importante papel dos virus como agentes causadores de tais infeccdes. Neste
contexto investigacdes conduzidas por MELLO et al, 1986 iniciaram na regido, o
estudo sobre os possiveis virus que estavam relacionados com quadros de doencas
respiratérias agudas na regido Amazénica. Dentre os agentes virais causadores de
IRA, vale ressaltar a importancia do Bocavirus Humano (HBoV), Influenza (Flu),
Parainfluenzavirus tipos 1, 2 e 3, Adenovirus (AdV), Virus Respiratério Sincicial
(VRS) e Metapneumovirus humano (HMPV). Sendo estes dois ultimos, os principais
agentes virais associados aos casos de pneumonia e bronquiolite na infancia
(MOURA et al., 2003; CHUNG et al., 2006; HARA et al., 2008; CARNEIRO et al.,

2009).



2. JUSTIFICATIVA

As infec¢des respiratorias sdo uma das principais causas de hospitalizacfes
em criancas menores de dois anos de idade, em idosos e em imunocomprometidos
em todo o mundo e estdo associadas a altas taxas de mortalidade entre estes
individuos. Grande parte dessas infeccfes tem como agente etioldgico os virus.

Neste contexto, o HMPV vem sendo considerado um dos principais agentes
virais causadores de IRA, contribuindo para elevacdo do niumero de hospitalizacdes
e de mortes em diversos paises. No Brasil, ainda sédo restritos os trabalhos
publicados sobre o padrdo de circulacdo deste agente, o que implica na realizacao
de estudos que avaliem a ocorréncia do HMPV em pacientes com IRA, contribuindo
para um melhor conhecimento do perfil sazonal deste patdégeno nos trépicos, bem
como, gerando dados epidemiolégicos Uteis na elaboracdo de medidas preventivas
e de controle desta virose. Em diversas regides do Brasil tem-se relatado a
circulacdo do HMPV, exceto na regido Norte, onde ainda ndo ha registro de estudos
que descrevam a circulacdo deste virus. Assim, este trabalho € pioneiro na
descricdo do HMPV na regidao Norte e tem como objetivo gerar dados sobre a
epidemiologia molecular viral, que contribuirdo para melhor conhecimento e

vigilancia da infec¢éo pelo HMPV.



3.1.

3.2.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

e Detectar geneticamente, através de ferramentas moleculares, a ocorréncia
de HMPV associado a casos de IRA na regido norte do Brasil no periodo
de Janeiro de 2009 a Dezembro de 2011.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever através de técnicas de biologia molecular (PCR e
Sequenciamento) os tipos de HMPV mais prevalentes na regido norte do
Brasil.

e Caracterizar, através do gene codificador da proteina viral F, a relacao
filogenética das cepas detectadas.

e Verificar uma possivel distribuicdo sazonal e epidemiolégica do HMPV



4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. METAPNEUMOVIRUS HUMANO

4.2. A DESCOBERTA DO METAPNEUMOVIRUS HUMANO

O Metapneumovirus Humano foi primeiramente descrito por Van den Hoogen
et al. em 2001 apds a analise de espécimes clinicos oriundos de infantes e criancas
holandesas com sintomatologia sugestiva de IRA (COLLINS & CROWE Jr., 2007,
van den HOOGEN et al., 2001). Desde entdo, estudos comprovam que o HMPV é
um virus cosmopolita, sendo associado principalmente em casos de doencas do
trato respiratério superior e inferior tais como faringite, laringite, bronquiolite e
pneumonia severa, quadros estes semelhantes aos causados por infecces pelo
virus respiratério sincicial (BOIVIN et al., 2003; STOCKTON et al., 2002; BASTIEN et
al., 2004; GALIANO et al.,, 2004; PERET et al, 2004; GRAY et al., 2006;
ALBUQUERQUE et al., 2009; ALI et al., 2010; GIOULA et al., 2010; KIM et al., 2010;

MAZZONCINI Jr et al., 2010; DITT et al., 2011; DULEK & PEEBLES Jr., 2011).



4.3. CLASSIFICACAO E ESTRUTURA VIRAL

Nas subfamilias Paramyxovirinae e Pneumovirinae da familia
Paramyxoviridae encontram-se diversos virus causadores de IRA em humanos
(Figural). A subfamilia Pneumovirinae €é taxonomicamente dividida em dois
géneros, o Pneumovirus que tem como maior representante o Virus Respiratorio
Sincicial (VRS) e o Metapneumovirus, 0 qual se destaca o Metapneumovirus
Humano (van den HOOGEN et al., 2001; 2004; GRAY et al.,, 2006; HUCK et al.,

2006; COLLINS & CROWE Jr., 2007; CARNEIRO et al., 2009; DEBUR et al., 2010).

Ordem: Mononegavirales
Familia: Paramyxviridae
Subfamilia: Paramyxovirinae
Género: Respirovirus
Espécie: Parainfluenza Humana 1 e 3
Género: Rubulavirus
Espécie: Parainfluenza Humana 2 e 4
Subfamilia: Pneumovirinae
Género: Pneumovirus
Espécie: Virus Respiratério Sincicial
Subgrupo: Ae B
Género: Metapneumovirus
Espécie: Metapneumovirus Humano

Subgrupo: Ae B

Subtipos: Al, A2 e B1, B2
- S

Figura 1. Classificagdo taxondmica dos principais virus respiratorios
causadores de IRA em humanos. Fonte: International Committee on Taxonomy of

Viruses



A classificacdo dos dois géneros esta baseada principalmente na sua
composicdo genética; o género Metapneumovirus ndo possui as proteinas nao-
estruturais NS1 e NS2 e a ordem dos genes é diferente dos virus, do género

Pneumovirus (Figura 2) ( van den HOOGEN et al., 2001; KAHN, 2006).

M2-1 | M2-2
Género Metapneumovirus N j
Metapneumovirus Humano RN i
3| NHRPHMHEFU HEM2EUSHKE G H L |¥
// //
/ /
_ / /
Género Pneumovirus / /
Virus Respiratério Sincicial /// ///
3 NSITUNS2y N § P U MUYSHY] G | F QM2 L 5
7 \
/ N
/ :
M2-1 | M2-2

Figura 2: Representacdo esquematica do mapa gendmico de HMPV e do
VRS, mostrando a diferenca na ordem dos genes. O genoma do VRS codifica duas
proteinas nao estruturais NS1 e NS2, que ndo estdo no genoma do HMPV. O gene
M2 de ambos os virus carregam duas ORF’s (M2-1 e M2-2). Fonte: Adaptado de

Kahn, 2006, in Epidemiology of Human Metapneumovirus.



Baseado nas diferencas antigénicas das proteinas de superficie, o0 HMPV é
classificado em dois subgrupos denominados A e B, que por sua vez sao
subdivididos em Al, A2 e B1 e B2, respectivamente (van den HOOGEN et al., 2001;
DEBUR et al, 2010). Quando comparado com seu virus ancestral, o
Metapneumovirus Aviario, o HMPV apresenta uma homologia de 56% a 88% para
as ORFs (Open Reading Frame) dos genes N, P, M, F, M2-1, M2-2 e L (van den
HOOGEN et al., 2002; GRAAF et al., 2008).

Filogeneticamente, o HMPV esta relacionado ao VRS, assim como as
particulas virais quando Vvisualizadas por microscopia eletrbnica apresentam
similaridades entre esses dois virus (FREYMUTH et al., 2003; CUEVAS et al., 2003;
KIM et al., 2010).

As particulas de HMPV sao pleomorficas e quando em forma esférica
possuem diametro de aproximadamente 150 nm. Apresentam-se envelopadas por
dupla camada lipidica originada da membrana plasméatica da célula hospedeira.
Inseridas no envelope, verificam-se projecdes (espiculas) que medem de 13 a 17
nm, as quais representam as glicoproteinas virais transmembranares F, G e SH.
Fazem parte da estrutura viral também as proteinas M, na face interna do envelope,
e no interior do virion estéo inseridas as proteinas P, L e N que formam o complexo
ribonucleoprotéico (van den HOOGEN et al., 2001; BIACCHESI et al., 2003). (Figura

3)



Proteina de Matriz (M) Polimerase (L) \

Glicoproteina G

Complexo
> Ribonucleoprotéico

Nucleoproteina (N)

Figura 3: Representacdo esquematica da particula viral do HMPV mostrando
as principais estruturas e proteinas virais. Fonte:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/01.048.2.htm

4.4. GENOMA VIRAL

O genoma do HMPV é composto por &cido ribonucléico (RNA) de fita simples,
nao segmentada, de polaridade negativa, com tamanho aproximado de 13,3 Kb, que
em associacdo com a proteina viral M forma o nucleocapsideo. Os oito genes
codificam nove proteinas e os RNA mensageiros formados a partir do RNA viral séo
poliadenilados (BIACCHESI et al., 2003; COLLINS & CROWE Jr., 2007).

Cada gene inicia sua regiao de leitura aberta (Open Reading Frame — ORF)
com uma sequéncia altamente conservada, que serve de sinal para o inicio da
transcricdo. Essa conservagdo é ausente somente no gene L, que possui um sinal
de inicio um pouco diferente. Por fim, ao final de cada gene encontra-se uma regiao

com 12 -13 nucleotideos que atuam como sinal de parada para a transcrigdo, esta



regido é dita semiconservada. O tamanho médio dos genes codificantes e suas

proteinas sdo mostrados na imagem abaixo (Figura 4).

Tamanho do 1206 909 853 1644 746 627 711 6120
gene (pb)

Tamanho da
Proteina (aa) 394 294 254 539 187/71 179 219 2005

N P M F M2 || SH || G L

Figura 4: Figura esquematica dos segmentos génicos com os seus referidos
nameros de nucleotideos e os numeros de aminoacidos que irdo formar as proteinas
virais. Valores numéricos baseados na cepa CAN 97-83, 13,335 nt. Fonte: Adaptado

de Collins et al., 2010 in Recombinant human metapneumovirus and its use.



4.5. PROTEINAS VIRAIS

O HMPV possui trés glicoproteinas (F, G e SH) do tipo transmembrana de
superficie celular. A proteina F esta envolvida no processo de penetracdo do virus
na célula hospedeira mediando a fusdo entre o envelope viral e a membrana
plasmatica da célula hospedeira. Essa proteina é sintetizada como um precursor
inativo (Fo) contendo somente um simples sitio de clivagem para tornar-se ativa (F1).
In vivo, a clivagem da proteina F depende da secrecdo de proteases presentes no
[limen do trato respiratorio, fato este que é determinante para a restricdo do virus
neste local e para o tropismo no hospedeiro. Estudo conduzido por Schowalter et al.,
(2009) mostrou que ao contrario do que se observa nas proteinas de fusdo (F) de
outros Paramyxovirus, a exposi¢cao ao pH acido faz com que a proteina de fusédo do
HMPV promova o contato do envelope viral-célula proporcionando a entrada do
virus e aumentando a infectividade viral (COLLINS & CROWE Jr., 2007; GRAAF et
al., 2009).

Semelhante a outros Pneumovirus a diversidade genética do gene que
codifica a proteina G é observada também para o HMPV e, embora existam poucos
trabalhos que relatem esta diversidade, considera-se que o gene G é o mais variavel
no HMPV. A proteina G também possui a funcdo de ligagdo do virus a célula, a
forma secretada de G ndo esta muito bem descrita na literatura, porém sabe-se que
a adesdo celular do HMPV é mediada por uma interacdo Glicosaminoglicano-
proteina G (GAG-proteina G) (BAO et al., 2008; THAMMAWAT et al., 2008).

A proteina SH também participa da entrada da particula viral na célula,
formando junto com a F e G a triade protéica responsavel pela penetracdo do virus
na célula do hospedeiro (BASTIEN et al., 2004; COLLINS & CROWE Jr., 2007; BAO

et al., 2008; THAMMAWAT et al., 2008).



A proteina de matriz (M), que se encontra na face interna do envelope viral,
possui duas fungBes principais: restituir o nucleocapsideo inativo ap6s o
empacotamento das nucleoproteinas e mediar associacdo do nucleocapsideo com o
envelope recém-formado (BASTIEN et al., 2003; COLLINS & CROWE Jr., 2007).

Quatro outras proteinas também participam da formacdo do nucleocapsideo:
A nucleoproteina (N), a fosfoproteina (P), a subunidade da polimerase (L) e o fator
de elongacao de transcricdo (M2-1), que anteriormente acreditava-se que seria uma
segunda proteina de matriz. A proteina M2-2 tem funcgéo regulatéria (BASTIEN et al.,
2003; COLLINS & CROWE Jr., 2007). As principais propriedades de cada proteina

estdo simplificadas no Quadro 1.



PROTEINA FUNCAO

= Proteina transmembrana do envelope; medeia a
fus@o/penetracédo viral com as células do hospedeiro.

Proteina transmembrana do envelope; maior proteina

G acessoria (fusé@o); nao é essencial para a replicagdo

viral; Frequentemente observam-se delecdes em seu
gene (nt).

Proteina transmembrana do envelope; funcéo ainda é
SH discutida, porém acredita-se que auxilia na entrada
do virus nas células hospedeiras.

Medeia a associacdo do nucleocapsideo com o
M2-1 (ORF1) envelope; é um fator de elongacao essencial na
transcricao.

i Restitui 0 nucleocapsideo; gerencia o numero de
M2-2 (ORF2) RNA transcrito e traduzido.

N Maior e mais abundante proteina do nucleocapsideo.

Associa-se ao nucleocapsideo; co-fator da
P polimerase (auxilia no processo
replicacéo/transcricdo do RNA viral).

L Associa-se ao nucleocapsideo; Principal componente
do complexo polimerase viral.

Quadro 1: Descricdo das principais funcdes biolégicas de cada proteina do
HMPV. Fonte: Bastien et al., 2003 in Sequence analysis of the N, P, M and F genes

of Canadian human metapneumovirus strains.



4.6. CICLO REPLICATIVO

46.1. Entrada do virus nas células

O ciclo replicativo do HMPV, néo esté totalmente elucidado, mas sabe-se que
inicia quando ocorre a adsorcao do virus na superficie da célula, devido a ligacdo da
proteina G aos glicosaminoglicanos (GAGSs). A entrada do virus se faz por meio da
fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica da célula hospedeira, sendo
esta etapa, mediada pela glicoproteina F. A partir disso, o nucleocapsideo é liberado
e todos os eventos do ciclo replicativo ocorrem no citoplasma da célula hospedeira

(COLLINS & CROWE Jr., 2007; THAMMAWAT et al., 2008).

4.6.2. Transcricdo e Replicacao viral

A partir do RNA viral sdo transcritos RNA mensageiros, que servirdo de molde
para a traducdo das proteinas virais, e também um RNA complementar (RNAc) a

partir do qual seré produzido o RNA viral (Figura 5).
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Figura 5: Representacdo esquematica mostrando as principais etapas do

ciclo replicativo do Metapneumovirus humano; entrada do virus na célula, replicacédo
e transcricao viral. Fonte: (Adaptado de RUUSKANEN & OGRA, 1993 in Currents

Problems in Pediatrics)

A cinética da replicacdo do HMPV se faz de maneira lenta, com um pico de
expressao protéica intracelular ocorrendo por volta de 48 a 72 horas ap0s a infec¢cao

(COLLINS & CROWE Jr., 2007).



4.7. CARACTERISTICAS CLINICAS E EPIDEMIOLOGICAS

A transmissdo de virus respiratorios geralmente se faz pelo contato com
individuos infectados que eliminam particulas virais durante a fala, tosse ou espirro.
E comum também a veiculacéo da infeccéo através do contato direto com secrecées
infecciosas presente nas maos contaminadas, mucosa nhasal (auto-infeccdo) e em
superficies e objetos tais como bancadas, estetoscépios, teclados e mouses de
computadores, macanetas e vestuario (BOIVIN et al., 2002; COLLINS & CROWE Jr.,
2007).

O periodo de incubacdo da doenca varia de 2 a 6 dias ap0s o contato inicial.
E os sinais e sintomas apresentados sdo principalmente tosse, rinorréia e febre,
sendo as complicagcdes mais comumente apresentadas em criancas bronquiolite,
pneumonia, bronquite, e exacerbacdo asmatica (DUARTE, et al., 2000; VIAZOV et
al., 2003; ESPER et al., 2003; FREYMOUTH et al., 2003; WILLIAMS et al., 2004;
CHUNG et al., 2006; DULEK & PEEBLES Jr, 2011; OMURA, et al.,, 2011). Em
adultos o HMPV ocasiona mais comumente doenca moderada caracterizada por
tosse, dor de garganta, rinorréia, rouquidéo e obstrucdo nasal, sendo a febre pouco
relatada (FALSEY et al., 2003; 2010; HAMELIN, et al., 2005; WALSH, et al., 2009).

O HMPV vem sendo apontado como um dos principais agentes virais
associados a infec¢bes do trato respiratorio inferior em todo o mundo (van den
HOOGEN et al., 2001; VIAZOV et al., 2003; FREYMOUTH et al., 2003; WILLIAMS et
al., 2004; SEMPLE, et al., 2005; CHUNG et al., 2006; ARABPOUR et al, 2008;
OMURA, et al., 2011). Estudos também relatam a ocorréncia do HMPV como agente
etiolégico de infecgdes do trato respiratorio superior (WILLIAMS et al., 2004; KAHN,

2006).



Assim como em infec¢des causadas por outros virus respiratorios, o risco de
complicacbes e hospitalizacbes devido a infeccdo por HMPV eleva-se entre
pacientes menores de dois anos de idade e individuos considerados de alto risco
tais como, pacientes com doencas cardiacas e pulmonares cronicas e
imunodeprimidos (PELLETIER et al., 2002; BOIVIN et al., 2002; FALSEY et al.,

2003; VICENTE et al., 2004; ROHDE et al., 2005; KAMBOJ, et al., 2008).

4.8. EPIDEMIOLOGIA

Desde o seu descobrimento na Holanda em 2001, a deteccdo de HMPV vem
sendo relatada em diversos paises, com taxas de incidéncia que variam de 2 a 54%
(van den HOOGEN et al., 2001; VIAZOV et al., 2003; FREYMOUTH et al., 2003;
ESPER et al.,2003; LUCHSINGER et al., 2005; GRAY et al., 2006; CHUNG et al.,
2006; LOO et al.,, 2007; ARABPOUR et al.,2008; GIOULA, et al., 2010; LU, et al.,
2011).

Na América do Sul investigacbes ja foram conduzidas na Argentina, Chile
Peru e Uruguai demonstrando a importancia do HMPV como patégeno associado
aos casos de infeccdo respiratoria, principalmente em criancas (GALLIANO et al.,
2004; MIRAZO et al.,, 2005; LUCHSINGER et al.,, 2005; GRAY et al., 2006;
ESCOBAR, et al., 2009).

Os estudos feitos no Brasil envolveram criancas menores de cinco anos de
idade nas regifes Nordeste e Sudeste onde as taxas de incidéncia foram de 17% e
11,4%, respectivamente (CUEVAS et al., 2003; OLIVEIRA et al.,, 2009). Na regiéo
Nordeste o estudo foi conduzido em Sergipe e avaliou a ocorréncia de HMPV em

criangas com idade entre 1 e 30 meses, atendidas ambulatorialmente em unidades



de saude e hospitais (CUEVAS et al.,, 2003). Em Sao Paulo (regido Sudeste) a
investigacdo envolveu criancas de até cinco anos de idade hospitalizadas
(THOMAZELLI et al., 2007).

Estudos conduzidos por Debur et al., (2010), mostrou que na regiao sul ha
circulacdo dos quatro subtipos do HMPV (Al, A2 e B1, B2) acometendo adultos
jovens, idosos e principalmente criancas menores de cinco anos de idade.

Nos diversos estudos conduzidos em todo o mundo o HMPV tem mostrado
uma variacdo sazonal, com ocorréncia de epidemias esporadicas. Em paises de
clima temperado a circulacdo de HMPV ocorre com picos de atividade nos meses de
inverno. A maior atividade também tem sido vista na primavera em investigacdes
conduzidas na Argentina, Chile e Coréia do Sul (GALIANO et al., 2004
LUCHSINGER et al., 2005; CHUNG et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009).

No Brasil a atividade do HMPV esteve associada a primavera na regiao
Sudeste. E nas regides Nordeste e Sul, semelhante ao que é visto para o VRS, o
periodo de maior incidéncia coincidiu com o inverno nestas regidées (CUEVAS et al.,
2003; THOMAZELLI et al., 2007; DEBUR, et al., 2010).

Até o momento ndo existem dados disponiveis na literatura sobre os padrbes
de circulacdo de HMPV na regido Amazbnica, porém investigacfes feitas em
diversos Estados desta regido demonstram a forte associacdo que ha entre os casos
de IRA e outros agentes virais como o Virus Respiratorio Sincicial (VRS) e Bocavirus
Humano (HBoV) (MELLO et al.,, 1986; 1992; SANTOS et al, 2006; SILVA et al.,

2009).



4.9. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico do HMPV é realizado por diversas técnicas como ensaios
sorologicos, isolamento viral e deteccdo de antigenos ou acidos nucléicos. Este
virus tem um melhor crescimento em células tMK ou LLC-MK2, porém, devido seu
crescimento lento o processo de cultura em células é dispendioso e demanda muito
tempo até o isolamento viral, além de necessitar de suplementacéo de tripsina para
sua propagacao (van den HOOGEN et al., 2001; MAHONY, J.B., 2008). Ebihara, et
al, (2004) detectou por RT-PCR, 57 amostras positivas para HMPV de um total de
637 (8,9%) espécimes clinicos coletados por Aspirado Nasofaringe (ANF) e/ou Swab
Combinado (SC), comparado com apenas 7 cepas isoladas em cultura de células a
partir de 268 amostras (2,6%). Em um estudo conduzido na Italia foi avaliada a
sensibilidade (73,9%), especificidade (94,1%) e valores preditivos positivos (94,4%)
e negativos (72,7%) de um teste de Imunofluorescéncia Direta contra anticorpos de
HMPV, tendo sido validado como um teste que pode ser usado para a deteccao e
diagnéstico rapido do referido virus (PERCIVALLE et al., 2005; MAHONY, J.B.,
2008).

Os testes moleculares sdo os mais sensiveis para a deteccdo de HMPV, com
varios genes que servem de alvo para amplificagdo de seu material genético como
os genes L, M, F e N, os mais utilizados para este fim. Alguns estudos mostraram
que o gene G é o mais variavel do genoma viral, 0 que restringe sua utilizagdo para
fins diagnésticos através da RT-PCR (LUDEWICK et al., 2005; AGRAWAL et al.,

2011; GAUNT et al., 2011).



5. METODOLOGIA

5.1. MATERIAL

5.1.1. Tipo de Estudo

O estudo caracteriza-se como descritivo, parte retrospectivo, parte

prospectivo, do tipo transversal.

5.1.2. Populacao de Estudo

Foram eleitos para o estudo, todos os espécimes clinicos (secrecdes
respiratérias — ANF e SC) provenientes de pacientes com sinais e sintomas de IRA
proveniente dos estados do Para, Amazonas, Amapda, Roraima, Rondbnia e Acre na
regido Norte do Brasil, selecionados pelo Sistema Nacional de Vigilancia da Gripe
(SIVEP-GRIPE/MS), o qual o Laboratorio de Virus Respiratérios do Instituto Evandro

Chagas atua como Laborat6rio de referéncia.



5.1.3. Amostras

Foram utilizadas amostras de secrecfes respiratorias obtidas através de
Aspirado Nasofaringeo (ANF) ou swab Combinado Nasal/Oral (SC), os quais séo
rotineiramente colhidas de pacientes que apresentam quadro clinico de IRA com até
cinco dias de evolucao, atendidos em nivel ambulatorial e hospitalar.

Foi realizado o teste de impacto populacional (PIN-ER-t) para saber a parcela
da populacdo acometida pelo HMPV durante o periodo estudado. O teste foi

realizado utilizando o programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007).

51.4. Critérios de Inclusao

Foram eleitas para o estudo todas as amostra clinicas provenientes de
pacientes de ambos os sexos, e todas as idades com até cinco dias de doenca,
durante o periodo de Janeiro de 2009 a Dezembro de 2011, que tiveram resultado

negativo por PCR ou RT-PCR para outros virus respiratorios.

5.1.5. Critério de Excluséao

Amostras provenientes de pacientes com IRA com mais de cinco dias de
evolucgao.
Amostras positivas para outros virus respiratorios (Flu, VRS, AdV, HBoV e

entre outros).



5.2. METODOS

5.2.1. Colheita de espécimes clinicos

Aspirado Nasofaringeo: A coleta de ANF é um processo indolor podendo
apenas provocar lacrimejamento reflexo. Coletores de muco descartaveis ou equipo
de soro acoplado a uma sonda séo preferencialmente recomendados para obtencao
de espécime. A sonda preconizada € a uretral n°® 6 com apenas um orificio ha ponta.
O calibre da sonda é variavel segundo o fabricante, devendo ser dada a preferéncia
a de maior flexibilidade. A aspiracdo pode ser realizada com bomba aspiradora
portatil a vacuo acoplada a um tubo coletor contendo meio de transporte (Hanks e
gelatina a 0,5%), ou vacuo de parede do hospital. Ndo se deve utilizar uma pressao
de vacuo muito forte. Durante a coleta, a sonda é inserida através da narina até
atingir a regido da nasofaringe quando entdo o vacuo é aplicado aspirando a
secrecdo para o interior do coletor ou equipo. O vacuo deve ser acionado apés a
sonda se localizar na nasofaringe, uma vez que, se no momento da introducédo da
sonda houver vacuo, podera ocorrer lesdo da mucosa. Este procedimento deve ser
realizado em ambas as narinas, mantendo movimentacdo da sonda para evitar que
haja pressdo diretamente sobre a mucosa o0 que provocaria sangramento. Deve-se
alternar a coleta nas duas fossas nasais até obter um volume suficiente, de
aproximadamente 1 ml.

Swab Combinado (Sc): O swab nasal complementa o material aspirado.
Utiliza-se uma haste de madeira ou de plastico, que tem a extremidade revestida de
algodao umedecida em solucéo salina tamponada (PBS) estéril. Esta € introduzida a
1,5 cm da narina, proxima a regiao das coanas do paciente, com movimento circular,

delicado e firme, mantendo leve pressdo sobre a mucosa nasal por alguns



segundos. ApoOs a retirada da haste, esta € quebrada, sendo a parte distal mantida
em PBS estéril. Para a coleta do swab oral deve ser introduzida na regido da
orofaringe do paciente uma haste que contenha algoddo em uma de suas
extremidades, até proximamente a regido do palato mole, e com movimentos
circulares deve-se friccionar a mucosa oral por alguns segundos. Apos a retirada da

haste, esta € quebrada, sendo a parte distal mantida em PBS estéril. (Figura 6).

Aspirado

Swab Nasal Swab Oral Nasofaringe -ANF

Figura 6: Figura esquematica mostrando a coleta por Swab combinado
(Nasal e Oral) e por aspirado Nasofaringe — ANF. Fonte: Adaptado de
http://virus.med.puc.cl/virus_respiratorios/influenza/diagnostico.htm, acesso em
23/02/2011.

Todas as hastes coletoras sdo colocadas em um tubo contendo meio de
transporte, devidamente rotulado com o nome do paciente e a data de colheita. Ap6s
a coleta, os espécimes sdo encaminhados, sob refrigeracéo (4°C), ao laboratorio de

Virus Respiratérios do Instituto Evandro Chagas (IEC) para processamento.



5.2.2. Processamento das amostras

As amostras sdo oriundas de demanda espontanea em nivel ambulatorial e
hospitalar, da rede sentinela, onde a maioria das amostras (cerca de 80%) sdo
provenientes do periodo da pandemia de Influenza A H1N1 de 2009 - 2010.

No laboratério de Virus Respiratério, as amostras foram inicialmente
homogeneizadas e transferidas para um tubo conico de polipropileno de 15 ml,
devidamente identificadas com o registro do paciente. As amostras foram entéo
centrifugadas a 1300 rpm por 10 minutos, a 4°C. Apods centrifugacdo, o
sobrenadante foi dividido em duas aliquotas e estocado a — 70°C até seu
processamento. O sedimento celular resultante da centrifugacdo foi utilizado na
preparacdo de laminas para deteccdo de antigenos virais de diferentes virus
respiratorios através da técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IFl). O seu

sobrenadante foi utilizado para deteccdo de HMPV por meio de técnicas de Biologia

Molecular.
5.2.3. Deteccdo e caracterizacdo genética do HMPV
5.2.3.1. Extracdo do RNA viral

O RNA viral foi extraido a partir da secrecdo respiratoria, utilizando-se o kit
comercial — PureLink™ (Invitrogen Life Technologies) — seguindo as orientacdes do
fabricante, onde resumidamente, consiste em quatro etapas principais: Lise, ligacéo,

lavagem e eluigéo.



5.2.3.2. Deteccédo do RNA viral via Reagcdo em Cadeia mediada pela

Polimerase precedida de Transcricdo Reversa em Tempo Real (QRT-PCR)

A deteccao de HMPV foi baseada na amplificacdo do gene N por meio de
Reacdo em Cadeia mediada pela Polimerase em tempo real (QRT-PCR) por meio do
sistema TagMan. A técnica de qRT-PCR foi realizada utilizando-se o kit comercial
SuperScript™  One-step gRT-PCR with Platinum Taq™ (Invitrogen Life
Technologies) junto aos oligonucleotideos e sondas especificados no quadro 2. As
reacoes de gRT-PCR foram feitas para um volume final de 25uL contendo 5uL de
RNA viral, 5,1uL de H,O, 12.5 uL de 2X Reaction Mix (contendo 0,4mM de cada
dNTP, 2,4mM de MySQO,), 0.3uM de cada primer (50 pmol/uL) e 0.25uM (20 pmol/pL)
da sonda para HMPV especificos, 0,5uL de Rox e 0,5uL de SSIIRT/Tag mix. As
condicbes para amplificacdo do gene podem ser visualizadas no quadro 3. As
amostras foram testadas em agrupamentos, composto por cinco espécimes clinicos
diferentes. Quando um agrupamento foi positivo para HMPV, as amostras que
compdem a mistura foram testadas individualmente, a fim de se identificar qual o
espécime positivo. Cada conjunto de amostras submetido a amplificacdo foi
acompanhado de um controle negativo, composto por todos os reagentes da mistura

e agua livre de DNAse e RNAse e um controle positivo (cepa CAN 97-83).



TAMANHO

DO
IDENTIFICACAO SEQUENCIA (5°>3’) AMPLICON
HMPV/+/540 CAAGTGYGACATTGCTGACCTGAA
59 pb
HMPV/-/598 ACTGCCGCACAACATTTAGAAA
HMPV1 FAMTGGCYGTYAGCTTCAGTCAATTCAACAGATAMRA --
Quadro 2: Oligonucleotideos e sonda utilizados no qRT-PCR.
NUMERO DE
TEMPERATURA (°C) MINUTOS
CICLOS
48 30
1
95 10
95 0,25*
45
60 1

* 0,25 minutos é equivalente a 15 segundos

Quadro 3: Condi¢cbes para amplificacdo do gene N de HMPV pela técnica do

gRT-PCR




5.2.3.3. Amplificacéo do gene F por RT-PCR

A amplificacdo de segmentos dos genes F foi feita por RT-PCR em um uUnico
tubo utilizando o kit comercial SuperScriptT” One-step RT-PCR with Platinum Tag™
(Invitrogen Life Technologies), com oligonucleotideos iniciadores especificos para o
gene F, mostrado no quadro 4. As reacfes de RT-PCR foram feitas para um volume
final de 25uL contendo, 5 pL de RNAv, 6,5 uL de H,0, 12.5 pyL de 2X Reaction Mix,
0,2uL de cada Oligonucleotideo iniciador especifico para o gene F do
Metapneumovirus Humano (50 pmol/uL) e 0,5uL de mix RT/Taq (SuperScript™

RT/Platinum Tag).

IDENTIFICACAO SEQUENCIA (5'— 3’) TAMANHO DO
AMPLICON

HMPV F1 /+/3069 ATGTCTTGGAAAGTGGTG
775 pb

HMPV F1 /-/ 3844 | CCATGTAAATTACGGAGCT

Quadro 4: Oligonucleotideos utilizados na RT-PCR e reamplificacdo da PCR.

5.2.3.4. Eletroforese em gel de agarose

Ao término da amplificagdo, os amplicons foram analisados por eletroforese
em gel de agarose a 1,5% corado por GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium
Inc.) com tampéo tris-acetato-EDTA (1x TAE), inicialmente por 5 minutos 80 volts
(V), seguido de 25 minutos a 110V. O marcador de peso molecular - 200 lines
SmartLadder (EUROGENTEC) foi aplicado em cada gel e a visualizagdo dos

amplicons impregnados pelo GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain foi realizada em



transilumidor com luz UV e fotografado com auxilio do sistema de fotodocumentacéo

Vilber Loumart.

5.2.3.5. Purificacédo e quantificagdo dos produtos da RT-PCR

Nas amostras que apresentaram a banda de interesse foi realizada a
purificacdo do produto da RT-PCR, utilizando o kit comercial MEGAquick-spin PCR
& AGAROSE GEL DNA EXTRACTION (Bioeasy), seguindo as instrucées do
fabricante. Depois de purificadas as amostras foram armazenadas a -20°C. A
qguantificacdo do DNA para a determinacéo da concentragdo do mesmo foi realizada
seguindo instrucdes do fabricante do marcador de peso molecular Low Mass Ladder
(Invitrogen). Resumidamente, consistira em eletroforese em gel de agarose 2% das
amostras previamente purificadas, que serdo visualizados em transilumidor com luz
UV e fotografadas com auxilio do sistema de fotodocumentacdo Vilber Loumart. A
concentragcdo de cada amostra sera determinada comparando-se a intensidade das
bandas do marcador com as bandas das amostras, sendo o resultado expresso em

nanogramas (ng).

5.2.3.6. Reacao de sequenciamento

A reacao de sequenciamento foi realizada utilizando-se o kit comercial Big
Dye Terminator (Applied Biosystem), conforme especificacdes do fabricante e

utilizando os mesmos iniciadores usados na geracéo do amplicon.



5.2.3.7. Purificacdo do produto da reacdo de sequenciamento

A purificacdo foi feita pelo método de precipitacdo em isopropanol/etanol
(65%/70% respectivamente), com finalidade de retirar 0 excesso de
didesoxirribonucleotideos (ADNTP) néo incorporados na reacdo de sequenciamento.
Este método consiste em 3 etapas: precipitacdo, lavagem e eluicdo. Em seguida os

produtos foram armazenados a - 20° C.

5.2.3.8. Eletroforese em sequenciador automatico

Esta etapa foi realizada em sequenciador automético ABIPrism 3130xl
(Applied Biosystem), e consiste no emprego do método de terminacédo de cadeia por
didesoxirribonucleotideos marcados com substancias fluorescentes, que ao contato
com raios laser, emitem fluorescéncia de diferentes comprimentos de ondas
correspondentes a cada um dos quatro nucleotideos que compdem basicamente a

molécula de DNA (A,C,T,G) localizados na extremidade 3’ (SANGER et. al., 1977).

5.2.3.9. Andlise das sequéncias

As sequéncias nucleotidicas obtidas para o gene F foram analisadas,
editadas e alinhadas utilizando-se o programa BioEdit v 7.1.1, e comparadas com
sequéncias de outros virus isolados e disponiveis no banco de dados do Genbank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) utilizando o programa Clustal W (Kumar et al., 2000) e
MEGA 5.0. A arvore filogenética foi construida usando o método de neighbor joining

(NJ), implementados no programa Mega 5.0. A analise de bootstrap usando 2000



replicons foi utilizada para gerar maior confidéncia aos valores dos grupamentos
(FELSENSTEIN, 1985).

5.3. ASPECTOS ETICOS E DE BIOSSEGURANGA

Quanto aos aspectos éticos, 0 projeto seguiu todas as orientacdes contidas
na resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP),
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto Evandro
Chagas CEP/IEC e tendo parecer favoravel a sua realizacdo. Quanto aos aspectos
de biosseguranca, foram utilizados equipamentos de protecao individual pertinentes.
Todo o material potencialmente contaminado foi manipulado em laboratério de

seguranca NB2, dentro de cabine de contencao biologica nivel 2.



6. RESULTADOS

Para garantir maior credibilidade em nossos resultados e mensurar a parcela
da populacéo da regido Norte acometida pelo HMPV, utilizamos o calculo estatistico
chamado de teste de impacto populacional (PIN-ER-t). N&o foi necessario calcular o
namero amostral, pois testamos todas as amostras referentes ao periodo do estudo.

O teste de impacto populacional relaciona o fator de risco, tais como o Risco
Relativo, e indica a intensidade da associacdo entre exposicdo e a doencga, nao
esclarecem, todavia, os beneficios que poderiam advir para a populacdo se a
exposicao ao fator de risco fosse modificada ou eliminada. O PIN-ER-t proporciona
essa quantificacdo populacional, denominada de Niumero de Impacto Populacional.

Este teste varia de acordo com o numero de amostras testadas, o numero de
amostras positivas e o nhumero populacional. Para efetuar tal calculo, obtivemos o

namero populacional de cada estado da regido (Quadro 5).



Estado Nume.ro A Populacao Impacto do HMPV na
Populacional | Incidéncia acometida ooulacao
(Ano de 2010) populag
Acre 733. 559 9,14% 25.142 3,42%
Amapa 669.526 3,35% 8.410 1,25%
Amazonas 3.483.985 0,78% 10.190 0,29%
Para 7.581.051 3,89% 110.588 1,45%

Quadro 5: Numero de habitantes dos estados da regido Norte, com suas
respectivas populacdes acometidas e os impactos do HMPV na mesma, o Estado de
Roraima nao entrou no quadro devido ndo computar nenhuma amostra positiva.

Para o célculo da incidéncia foi feito uma regra de trés simples, utilizando o
namero de amostras que deram entrada no Laboratério de Virus Respiratorios e o

namero de amostras positivas (Quadro 6).

ORIGEM AFII\EAg'I'S;g:SS /;'\égﬂ\%g’ INCIDENCIA (%)
ACRE 164 15 9,14
AMAPA 149 5 3,35
AMAZONAS 763 6 0,78
RORAIMA 47 0 0
PARA 2643 103 3,89
TOTAL 2966 129
Quadro 6: Descricdo sucinta da incidéncia de HMPV por estados da regido

Norte.



Entre os anos de 2009 a 2011, foram analisadas 2966 amostras de secrecao
respiratorias de pacientes com IRA, provenientes da regido Norte do Brasil (Acre,
Amazonas, Amapa, Roraima e Para); todas negativas para Influenza A (Flu A) e
Virus Respiratorio Sincicial Humano (HVRS). Desse total, foi possivel detectar

através da gRT-PCR, o RNA do HMPV em 129 (4,34%) amostras (Figura 7).

Positivas; 129;
4%

Negativas 2837;
\ 96%

Figura 7: Deteccdo do RNA do HMPV por gRT-PCR.



A distribuicdo anual dos casos positivos evidenciou uma circulacéo variada do
HMPV na regido Norte. No Amazonas, Amapa e Par4, a circulacdo viral nos anos de
2009 e 2010 foi semelhante, com maior nimero de casos em 2009 nos meses de
Julho a Dezembro e, para 2010, nos meses de Fevereiro a Maio (Figura 8).

No estado do Acre s6 foram observados casos positivos para HMPV no ano
de 2011, distribuidos entre os meses de Abril a Dezembro. Neste mesmo ano, para

os demais estados a circulacao viral foi muito variada (Figura 8).
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Figura 8: Distribuicdo anual dos casos positivos de infeccdo pelo HMPV,

durante os anos de 2009, 2010 e 2011 na regido norte do Brasil.



Em relacéo a faixa etaria, o0 maior nimero de casos positivos foi detectado em

individuos entre zero a quatro anos de idade (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo por faixa etaria de amostras positivas para HMPV nos

estados da regido norte do Brasil, entre os anos de 2009 a 2011.

NUmero de espécimes positivos para HMPV

Faixa
Etaria 2009 2010 2011 Total
(Anos)
0-4 31 37 17 85(65,8%)
5-14 9 04 06 19(14,7%)
15-24 02 02 03 07(5,4%)
25-59 03 05 01 09(6,9%)
>60 1 05 03 09(6,9%)
Total 46 53 30 129
(%) (7,74) (6,26) (4,24) (100)

Das 129 amostras positivas pelo método de gRT-PCR, 26 amostras foram
parcialmente sequenciadas para 0 gene codificador da proteina F, assim
distribuidas: 14 detectadas no ano de 2009, sete em 2010 e cinco em 2011.

Para a andlise filogenética das amostras sequenciadas, utilizou-se
sequencias representativas de cada subtipo viral (A1/2 e B1/2), obtidas do banco de
dados GenBank. A arvore filogenética construida a partir dessas analises evidenciou
que as cepas circulantes dos grupos A e B pertenciam, exclusivamente, aos

subgrupos A2 e B2, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9: Arvore Filogenética construida a partir da sequéncia parcial do gene
codificador da proteina F do HMPV. A arvore foi gerada pelo método de neighbor-
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Na regido Norte, fazendo a subdivisdo por anos, pode-se observar que quatro
amostras referentes ao ano de 2009 pertenciam ao subgrupo A2 e 10 amostras
pertenciam ao subgrupo B2. Durante todo o ano de 2010 circularam na regidao Norte
0s subtipos A2 (trés amostras) e B2 (quatro amostras). Ja no ano de 2011 (A2 [trés
amostras] e B2 [duas amostras]) o padrdo de circulagcdo se manteve, ndo sendo

observado, durante este estudo, a circulacdo dos subtipos Al e B1 na regidao Norte

(Quadro 7).

Estados 2009 2010 2011
Amazonas B2 B2 A2

Acre Sem deteccéo viral Sem deteccéo viral A2

Amapéa B2 Sem deteccéo viral Sem deteccéo viral
Para A2/B2 A2/B2 B2

Quadro 7: Distribuicdo dos subtipos de HMPV por estado e ano.



Analisando os dados da tabela 2, construida com as amostras detectadas
neste estudo, observa-se que houve variabilidade nucleotidica significativa entre os
subtipos de HMPV detectados, divergéncias estas que variam em até 40%. No
entanto, em relacdo a obtencdo das sequéncias aminoacidicas observam-se poucas
divergéncias, concluindo que as mudancas nos nucleotideos atuam de forma
silenciosa.

Tabela 2: Variabilidade nucleotidica do HMPV entre as amostras

sequenciadas em relacdo as cepas prototipos.

SUBTIPO A2 SUBTIPO B2

Cepas de referéncia: Cepas de referéncia:
AF371337, EF397627 AY304362, AY145289

Amostra 2009 2010 2011 2009 2010 2011

PA/103998/09 100% - - - - i,
PA/104340/09 64% - - - - i,
PA/105398/09 - - 79% - - ;
PA/106703/09 100% - - - - ;
PA/109373/10 - 100% - - - -
PA/109558/10 - 100% - - - -
PA/109662/10 - 100% - - - -
AC/114946/11 - - 79% - - -
AC/117393/11 - - 60% - - -
AM/117201/11 - - 60% - - -
PA/105050/09 - - - 65% - -
PA/105899/09 - - - 65% - -
PA/106209/09 - - - 65% - -
PA/106222/09 - - - 65% - -
PA/106228/09 - - - 65% - -
PA/106317/09 - - - 65% - -
PA/106369/09 - - - 65% - -
PA/106415/09 - - - 65% - -
PA/109980/10 - - - - 65% -
PA/110358/10 - - - - 65% -
PA/109471/10 - - - - 98% -
PA/109615/10 - - - - 98% -
PA/114117/11 ] ] ] ) ] 65%
PA/115828/11 - - - - - 65%
AM/105025/09 - - - 65% - -
AP/105742/09 - - - 65% - -




O alinhamento das sequéncias genéticas traduzidas fol confeccionadO para
verificar a significancia da variabilidade nucleotidica observada. Analisando a figura
10 com as sequéncias aminoacidicas parciais do gene F, verifica-se que a maior
variabilidade entre as sequencias € observada entre os subgrupos A e B e que entre
cada genotipo ha forte relacédo de conservacéo.

Ao longo de toda a proteina F € possivel que um namero maior de
divergéncia venha a compor a diferenca antigénica entre as cepas A e B. Entretanto,
os dados de sequenciamento parcial do gene F obtidos mostram que somente sete
aminoacidos sugerem forte indicio de assinatura genética, responsavel pela
formacéo dos subgrupos.

De fato, as substituicdes 166V, N79T, G83N, E111D, S119R, A129D, N167T,

foram encontradas em todas as cepas de subgrupo A2.
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da proteina F do HMPV. O

alinhamento foi realizado com o auxilio do software Bioedit Version 7.1.1 mostrando

Figura 10: Alinhamento aminoacidico parcial

as diferencas encontradas nas sequéncias parciais do gene F do subtipo A2 e B2 do

HMPV.



7. DISCUSSAO

Uma vez obtido os nimeros populacionais, e as incidéncias do HMPV em
cada estado, foi realizado o teste de PIN-ER-t. O teste nos mostrou que 25.142
habitantes (3.42%) da populacdo do Acre, de um total de 733.559 habitantes, foi
acometida pelo HMPV, durante os anos de 2009 a 2011, onde apenas uma
epidemia no ano de 2011 foi responsavel por estes resultados. Para o estado do
Amapa, 8.410 habitantes (1,25%) entraram em contato com o HMPV. Neste estado
o HMPV teve um baixo impacto devido o padréo de circulacdo do virus ser baixo no
mesmo. No Amazonas, o teste mostrou que 10.190 habitantes (0,29%) foram
acometidos pelo referido virus. O percentual baixo neste estado explica-se pelo fato
de se ter uma baixa positividade nas amostras testadas. E por fim, no estado do
Pard, evidenciou-se que 110.588 habitantes (1,45%) entraram em contato, pelo ao
menos, uma vez com o HMPV durante os trés anos de estudo. O baixo impacto
populacional, deve-se ao fato de serem testadas uma quantidade de amostras
extremamente superior ao numero de amostras positivas.

Entre janeiro de 2009 a Dezembro de 2011, foram diagnosticados 129 casos
de infeccdo respiratoria aguda associada ao Metapneumovirus Humano, na regido
Norte. As infeccbes respiratérias agudas continuam sendo um sério problema de
saude publica em paises em desenvolvimento, afetando principalmente criangas
menores de cinco anos de idade. Nesta populacdo o HMPV é um dos patdgenos
mais comumente associados a esta infecgao.

Na América latina dados da OPAS/OMS referentes a incidéncia e prevaléncia
das IRA demonstram ser essa a causa principal de consultas ambulatoriais
pediatricas, chegando a representar 40 a 60% dos motivos de consultas neste grupo

(OPAS, 2007).



Em nosso estudo a faixa etaria de 0-4 anos de idade foi a que concentrou a
maioria dos casos (65,89%), em concordancia com a literatura. Esta concentracao
do numero de casos em menores de quatro anos pode ser explicada pela
imaturidade imunologica desses individuos (MOURA et al, 2003; COLLINS et al.,
2001; TREGONING & SCHWARZE, 2010; AKINLOYE, et al., 2011; HAJJAR, et al.,
2011; REGEV et al., 2012). De fato, estudos recentes tém demonstrado que a
doenca causada pelo HMPV acomete igualmente adultos, embora com menor
gravidade (ZAKI et al., 2009; TREGONING & SCHWAZE, 2010; JARTTI, et al., 2011;
REGEV, et al.,2012; LIAO, et al, 2012).

Quanto a distribuicdo dos subgrupos dentro de cada periodo epidémico, foi
investigada através da caracterizacdo genética por RT-PCR. Estes testes revelaram
a co-circulacdo dos subgrupos A e B nos anos de 2009, 2010 e 2011, com
predominéancia do subgrupo B2 nos anos de 2009 e 2010. Somente no ano de 2011
a circulacdo do subgrupo A2 foi superior a circulacdo do subgrupo B2.

Diversos estudos relatam a co-circulacdo dos subgrupos A e B com
predominéncia de um, sendo, contudo, 0 subgrupo A reconhecido como
predominante na maioria dos casos (MAERTZDOREF, et al., 2004; SKIADOPOULOS,
et al., 2004; SLOOTS, et al., 2006; LOO, et al., 2007; OLIVEIRA, et al., 2009;
PRESTI, et al., 2011; AGRAWAL, et al., 2011).

No Brasil, poucos estudos sobre a variabilidade genética do HMPV foram
descritos, porém verifica-se a circulacdo de todos eles, quer seja em apenas um
periodo epidémico ou em periodos epidémicos consecutivos (OLIVEIRA, et al.,

2009; CARNEIRO et al., 2009; DEBUR, et al., 2010; PILGER, et al., 2011).



Os virus identificados na cidade de Belém mostraram-se formando clusters
semelhantes aos demais virus de outras partes do mundo, que estdo geneticamente
relacionadas, por exemplo, as cepas da Holanda.

A co-circulacdo de gendtipos diferentes dentro de um mesmo periodo
epidémico tem sido relatada em estudos realizados em todos os continentes, como o
Europeu, Oceania, Asiatico, Africano e Americano (van den HOOGEN, et al., 2004;
SLOOTS, et al., 2006; AGRAWAL, et al., 2011; PALACIOS, et al., 2011; REGEV, et
al., 2012).

A populacdo do Acre foi a mais impactada pela circulacdo do HMPV (3,42%),
0s outros estados tiveram indices menores, devido 0 nimero amostral ser muito
maior do que a quantidade de amostras positivas ( Para e Amazonas). O estado do
Amapa obteve um baixo impacto pela circulacdo do HMPV devido o referido virus
guase nao circular no periodo estudado.

No Para, observou-se que ha circulagdo primeiro de um subgrupo (B2) no
primeiro semestre e uma segunda circulagcdo do subtipo A2 no segundo semestre.
Circulando assim de maneira independente.

A caracterizacao genética do virus por meio de seqiienciamento genético foi
realizado diretamente da amostra clinica. Este tipo de sequenciamento apresenta a
vantagem de demonstrar a sequencia real do genoma do virus infectante humano,
pois evita mudancas aminoacidicas devido a adaptacao das proteinas da superficie
viral as células da cultura celular ocorridas durante o processo de replicagdo in vitro
semelhantes aos trabalhos de KONIG et al., 2004 e LUDEWICK et al., 2005.

Para a subtipagem utilizou-se a proteina F por dar origem a uma proteina de

superficie viral e pelo fato de apresentar uma por¢cao altamente conservada, e por



poder ser usado como referencia em estudos de variabilidade genética e
genotipagem viral.

A arvore filogenética foi construida com uma regido em comum de todas as
sequencias obtidas e desta maneira a arvore para o gene F foi construida com 700
nucleotideos. Estudos prévios demonstraram que os padrdes filogenéticos
produzidos por um fragmento deste gene sdo semelhantes aos produzidos pelo
sequenciamento completo do gene (HUCK et al., 2006; CHUNG et al., 2008).

De um modo geral, a subtipagem do HMPV e realizada pela analise
nucleotidica, pois poucas diferencas aminoacidicas discriminam os genaétipos A e B,
e variacdes polimorficas tendem a agrupar discretamente os subtipos (YANG et al.,
2009).

A analise da arvore filogenética construida com as sequencias nucleotidicas
parciais do gene F mostraram a presenca de 2 grupos principais (A e B) que podem
ser subdivididos em subgrupos (YANG et al., 2009).

Van den Hoogen et al. (2004a) e Yang et al. (2009) realizaram estudos
filogenéticos com sequencias parciais e completas do gene F e tanto o valor do
bootstrap quanto a topologia da arvore foram semelhantes com a obtida neste
estudo. Adicionalmente, os subtipos detectados pelo sequenciamento parcial do
gene F foram suportados também pela analise de identidade/similaridade entre as
sequéncias obtidas e as sequéncias de referéncia.

A composicado nucleotidica das sequencias obtidas para o gene F revelou
83,2-88,2% e 85,4-88,2% de similaridade entre os genotipos A e B do HMPV
detectados e uma identidade de 93,7-95,6% e 97,5% entre os subtipos do gendtipo
A e 95,9-98,4% e 95,6% entre os subtipos do gendétipo B, respectivamente. Deste

modo, as sequéncias mostraram maior diversidade nucleotidica e aminoacidicas



entre os genotipos A e B (MACKAY et al., 2004; GAUNT et al., 2009). Huck et al.
(2006) analisaram sequéncias parciais do gene F do HMPV (506 nucleotideos) e
determinaram que a identidade nucleotidica entre os subgrupos A e B foi de 84-87%
enquanto que entre os subtipos Al-A2 e B1-B2 foi de 92-94% e 94- 96%,
respectivamente.

No nosso estudo evidenciamos 112 variacdes nucleotidicas. Tais mudancas
nao representam grandes mudancas na sintese de aminoacidos, observa-se essa
caracteristica quando ha a conversao dos aminoacidos em proteinas, observando-se
o seguinte. De um total de 112 nucleotideos divergentes no sequenciamento
genético, somente 8 aminoacidos sao diferentes entre as cepas A e B, mostrando
claramente que apenas poucas divergéncias de aminoacidos podem causar a
formacéo de subgrupos, obtendo assim uma assinatura genética entre as cepas. As
manifestacdes clinicas dos individuos infectados pelo HMPV do subtipo A2 E B2 sao
bastante semelhantes, o que nos leva a acreditar que imunologicamente as
diferencas de subgrupo ndo sdo determinantes na intensidade e na variedade dos

sintomas apresentados pelos pacientes.



8. CONCLUSOES

A faixa etaria de 0-4 anos de idade foi a que concentrou a maioria de casos

de infeccéo respiratdria aguda associada ao HMPV (n=85; 65,89%).

Houve co-circulacdo dos subgrupos A e B nos anos de 2009, 2010 e 2011

com predominancia do subgrupo B em todos os anos.

Dentro do grupo A, foi observada a circulacédo do subtipo A2.

Dentro do grupo B, foi observada a circulacdo do subtipo B2.

N&o houve circulacéo dos subtipos Al e B1 no periodo do estudo.

A similaridade de sequéncia nucleotidica do gene codificador da proteina F,

obteve em média, 94% de valor bootstrap entre as amostras do subgrupo A2 quando

comparadas com a cepa prototipo.

Dentro do subgrupo B a similaridade desta proteina variou em 98% de

bootstrap entre as amostras do subgrupo B2.

As substituicdes 166V, N79T, G83N, E111D, S119R, A129D, N167T, foram

caracteristicas de cepas do subgrupo A2.

Aparentemente ndo ha diferenca nas manifestacdes clinicas em individuos

infectados pelos subtipos A2 e B2.
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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISAS - CEP/IEC
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CAAE: D001.0.072.000-11

Ananindeua/PA, 07 de abril de 2011,
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Projeto:
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