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RESUMO

O virus Influenza é o responsavel pela gripe, uma doenca que ocasiona
milhdes de mortes e hospitalizacbes todos os anos. Nas infeccbes severas,
especialmente em pessoas com risco para complicagdes, os antivirais tornam-se 0s
principais meios para o manejo clinico, merecendo especial destaque os inibidores
da neuraminidase (INAs). De fato, na pandemia de 2009 a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) recomendou o uso do oseltamivir para o tratamento dos doentes.
Porém, devido a evolucdo genética viral, surgiram cepas com mutacfes no gene
codificador da neuraminidase (NA) responsaveis por substituicdes aminoacidicas
que levam a resisténcia aos farmacos INAs. Assim, a OMS passou a recomendar a
vigilancia de resisténcia genotipica para os virus Influenza. Este trabalho teve como
objetivos verificar a ocorréncia de mutacdes no gene codificador da NA dos virus
Influenza A (H1N1) pandémico que possam estar relacionadas a resisténcia aos
INAs em cepas circulantes na mesorregidao metropolitana de Belém no periodo de
maio de 2009 a maio de 2012 e analisar, através da modelagem de proteinas, as
substituicdes aminoacidicas da NA que possam estar influenciando na conformacao
protéica. Durante o periodo de estudo, foram recebidas no Laboratério de Virus
Respiratérios 2619 amostras clinicas de pacientes que apresentavam sinais e
sintomas de infeccdo respiratéria aguda com até cinco dias de evolucdo. Para a
deteccdo do genoma viral foi feita a extracdo do RNA viral, seguida de RT-PCR em
tempo real utilizando marcadores especificos para Influenza A HIN1pdm, resultando
em 744 (28,4%) positivas. Parte das amostras positivas foram entéo inoculadas em
células MDCK. Para as amostras isoladas em cultura de células, foi feita uma nova
extracdo do RNA viral seguida de uma RT-PCR e semi-nested (PCR) utilizando
iniciadores especificos para o gene NA, e posterior andlise em sequenciador
automatico ABI Prism 3130xI (Applied Biosystems). A modelagem molecular da NA
foi realizada através dos softwares SWISS-MODEL, MODELLER 9.10, PROCHECK,
VERIFY3D e PYMOL. A andlise parcial das sequéncias da neuraminidase nas
amostras sequenciadas mostrou que ndo houve a circulacdo de cepas de virus
H1N1pdm com a mutacdo H275Y, a principal envolvida na resisténcia ao oseltamivir.
Porém, em duas amostras foi identificada a substituicdo D199N que ja foi relatada
em varios estudos mostrando uma possivel associacdo com o0 aumento da
resisténcia ao oseltamivir. As amostras de 2012 apresentaram duas substituicoes
(V2411 e N369K) que estdo relacionadas com um possivel papel na compensacao
dos efeitos negativos causados pela mutacdo H275Y. A modelagem molecular
mostrou que na mutacdo D199N houve uma alteracdo na estrutura da proteina NA
proxima ao sitio de ligacdo ao antiviral. A analise filogenética revelou que as
amostras de 2012 formaram um cluster isolado, demonstrando uma variacdo muito
mais temporal do que geografica. Este representa o primeiro estudo de resisténcia
dos virus Influenza H1INlpdm na mesorregido metropolitana de Belém,
representando um importante instrumento para que os profissionais de saude
adotem estratégias mais eficazes no manejo da doenca e no desenvolvimento de
novos farmacos anti-influenza.

Palavras-chave: Influenza. Neuraminidase. Resisténcia. Antivirais.



ABSTRACT

Influenza virus is responsible for the flu, a disease that causes millions of
hospitalizations and deaths every year. In severe infections, especially in people at
risk with comorbidities for complications, antiviral become the main means for clinical
management, mainly the neuraminidase inhibitors (INAs). By fact, in the 2009
pandemic episode the World Health Organization (WHO) recommends the use of
Oseltamivir for the treatment of patients. However, due to viral genetic evolution
emerged strains with mutations in the gene coding for the neuraminidase (NA)
responsible for amino acid substitutions that lead to drug resistance INAs. Thus,
WHO began recommending surveillance genotypic resistance to influenza viruses.
Our study aimed to verify the occurrence of mutations in the NA encoding gene of
Influenza virus A (H1N1) pandemic strains that could be related to INAs resistance in
the Belém mesoregion from May 2009 to May 2012 and analyze, through modeling
of proteins, NA amino acid substitutions that may be altering the protein
conformation. During the study period, were received 2619 clinical samples at the
Virus Respiratory Lab in Evandro Chagas Institute in Belém — Brazil, from patients
presenting signs and symptoms of acute respiratory infection with up to five days
from the start of symptoms. For the detection of the viral genome viral RNA extraction
was made followed by real time RT- PCR using specific markers for Influenza A
H1N1pdm, resulting in 744 (28.4%) positive samples. A portion of the positive
samples were then inoculated in MDCK cells and isolated samples were then
submitted to a new viral RNA extraction followed by real time RT-PCR and semi-
nested reaction (PCR) using primers specific for the NA gene. Subsequent analysis
was done in 3130xl ABI Prism automatic sequencer (Applied Biosystems ). Molecular
modeling was performed to the NA gene using SWISS-MODEL software,
MODELLER 9.10, Procheck, VERIFY3D and PYMOL. The analysis of partial
sequences of neuraminidase showed no circulation of the HIN1 pdm with H275Y
mutation, the principal involved in resistance to oseltamivir. However in two samples
were identified the D199N substitution that has been reported in several studies
showing a possible association with increased resistance to oseltamivir. The samples
of 2012 showed two substitutions (V2411 and N369K) which are relate to a possible
role in offsetting the negative effects caused by the H275Y mutation. Molecular
modeling shows that the mutation D199N caused a change in protein structure near
the NA-antiviral binding site. Phylogenetic analysis revealed that 2012 samples
formed an isolated cluster, showing a much more temporal variation than geographic.
This represents the first study of drug resistance of influenza virus in HIN1pdm
metropolitan mesoregion of Belém - Brazil an important tool for health professionals
to adopt more effective strategies for disease management and the development of
new anti-influenza drugs.

Keywords: Influenza. Neuraminidase. Resistance. Antivirals.
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1. INTRODUCAO

A gripe € uma doenca infecciosa aguda de origem viral, que acomete o
trato respiratorio e anualmente atinge cerca de 500 milhées de pessoas em todo o
mundo (GERDIL, 2003). A cada inverno mais de 100 milhdes de pessoas adquirem
a doenca e criancas, idosos e pacientes imunodeprimidos podem desenvolver
complicagcbes mais sérias como broncopneumonia, podendo ser fatal (MONTO,
2002; OXFORD e LAMBKIN, 1998).

Trata-se de uma doenca que causa epidemias anuais e, ocasionalmente,
pandemias, como as que ocorreram no século passado: A espanhola de 1918, a
asiatica em 1957, e em1968, a de Hong Kong (NEUMANN et al., 2009; VELEZ,
2002).

Os agentes responsaveis pela gripe sdo os virus Influenza de tipo A, B e
C. Os virus de tipo A sao os responsaveis por pandemias ou epidemias mais severas
no homem que os virus de tipo B e C. Segundo a espécie molecular das duas
glicoproteinas de superficie viral, a hemaglutinina (H1-H17) e a neuraminidase (N1-
N9), os virus de tipo A séo divididos em subtipos sorologicos (FOUCHIER et al.,
2005; TONG et al., 2012).

A cada ano, cerca de 5 a 15% da populacdo é infectada pelo virus da
gripe. A mortalidade ligada diretamente a infecgdo viral, ou resultante de uma
infeccdo bacteriana secundaria, atinge em média 0,1% dos doentes em periodos
interpandémicos. Nos Estados Unidos, sdo aproximadamente 1.68 milhdo de
hospitalizacdes e 41.400 oObitos por ano (LOWEN et al., 2007).

Em margo/abril de 2009 a emergéncia do virus Influenza A (H1N1) de
origem suina na populacdo humana, no norte do México, colocou 0 mundo todo em
alerta quanto ao risco potencial de pandemia de gripe por esse virus. Esta foi a
primeira pandemia de gripe do século XXl (GATHERER, 2009). No Brasil, foram
confirmados laboratorialmente 46.853 casos e 2.146 6bitos por Influenza pandémico
durante os anos de 2009 e 2010 (BRASIL, 2010a).

Casos mais graves e mortes ocorreram principalmente entre individuos
adultos jovens, a exemplo do que ocorreu durante a pandemia de gripe espanhola
em 1918 (NEUMANN et al., 2009).
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O tratamento etiolégico da gripe baseia-se na utilizagcdo de antivirais
eficazes, inibidores das proteinas virais neuraminidase (NA) e M2. A acdo dos
inibidores da NA é bloquear a liberacdo da particula viral durante o processo de
replicacdo (MANUGUERRA e VAN DER WERF, 1999; 2002). Durante a pandemia
de 2009/2010 foi preconizado o uso dos inibidores da NA (oseltamivir, zanamivir e
peramivir), pois estudos demonstraram que a cepa circulante, Influenza A (H1N1)
pdm, era resistente aos inibidores da proteina M2, amantadina e rimantadina
(DEYDE et al., 2010; MEMOLI et al., 2009).

Véarios estudos com os virus Influenza sazonais e pandémicos
demonstram que alteracdes nos sitios alvos das drogas determinam resisténcia ao
tratamento e cepas com essas alteracdes podem propagar-se rapidamente na
populacdo (DAHRAN et al., 2009; MAURER-STROH et al., 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

O virus Influenza é responsavel por altas taxas de morbidade e
mortalidade na populacdo humana em todo mundo, tanto nos periodos pandémicos
guanto nos interpandémicos. Durante a pandemia de gripe causada pelo virus HIN1
de origem suina em 2009/2010, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
recomendou que o tratamento de infec¢des causadas por esse virus fosse feito com
inibidores da neuraminidase viral, uma glicoproteina de superficie do virus da gripe
gue é responsavel pela liberacdo e disseminacgéo das particulas virais neoformadas.

Por ser uma ferramenta importante no manejo e prevencao da gripe, a
OMS recomenda ainda, a vigilancia para monitoramento de virus resistentes aos
inibidores de neuraminidase, pois varios estudos mostraram que cepas resistentes
podem se propagar e se estabelecer rapidamente na populacédo. Assim, a vigilancia
de mutacbes no gene codificador da neuraminidase dard mais subsidios na
concepcao de estratégias de intervencao terapéutica e de vacinas que poderdo
minimizar a morbidade, ocasional mortalidade e extensos encargos econdmicos
associados a doenca, contribuindo para melhor controle e melhor manejo clinico da
gripe no mundo.

A regido Amazonica apresenta diferente perfil sazonal para a gripe
guando comparada ao resto do Brasil, sendo sempre mais proeminente a circulacéo
viral nos meses mais chuvosos, em comparacdo com as regides sul e sudeste, onde
a circulacao viral € no inverno. Assim tornam-se estratégicos estudos sobre o perfil
de sensibilidade aos antineuraminidase dos virus Influenza circulantes na regido

Amazobnica.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Descrever o perfil de resisténcia genotipica das cepas de virus Influenza A
(HIN1) pdm circulantes na mesorregido metropolitana de Belém, Para, Brasil nos
anos de 2009 a 2012.

3.2. ESPECIFICOS

e Caracterizar 0 gene codificador da neuraminidase do virus Influenza A

(H1IN1) pdm em casos de gripe na populacao estudada;

e Identificar eventuais substituicdes aminoacidicas na neuraminidase que
possam estar relacionadas com a resisténcia do virus Influenza aos

antivirais.

e Analisar, através de modelagem de proteinas, as substituicbes
aminoacidicas da neuraminidase que possam estar influenciando na

conformacao proteica.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. HISTORICO

Historiadores da medicina afirmam que a gripe era conhecida desde a
antiguidade, quando ja se descrevia uma doencga com aspectos muito semelhantes a
doenca que conhecemos hoje como gripe. A primeira descri¢cao clinica foi relatada
por Hipocrates em 412 a.C. Ha relatos historicos de infec¢cdes compativeis com
aquelas causadas pelo virus da Influenza durante a Guerra do Peloponeso, que
atingiu duramente Atenas em 430 a.C., e também durante a Guerra dos Cem Dias
(COUCEIRO E ALBUQUERQUE, 2008; POTTER, 2001; TALAVERA, 1999;
VALDEZ, 2002).

Foram descritos, na Idade Média, numerosos episddios relacionados a
doenca e o primeiro relato no continente Americano ocorreu em Texcoco no México
em 1552 (KOLATA, 1999; VALDEZ, 2002).

O termo Influenza se originou na lItalia no século XV, pois acreditava-se
que os sinais clinicos de febre, tosse e calafrios ocorriam por “influéncia” das
estrelas. O termo foi adotado pelos ingleses no século XVIII, durante 0 mesmo
periodo os franceses denominaram a enfermidade como “La grippe” (COUCEIRO E
ALBUQUERQUE, 2008; TALAVERA, 1999; VELEZ, 2002).

A primeira amostra desse virus foi isolada entre suinos em 1930 (SHOPE,
1931), mas somente em 1933, Smith, Andrews e Laidlaw conseguiram isolar o virus
Influenza de origem humana (do tipo A).

O primeiro registro de uma pandemia de Influenza data de 1580, a qual
originou-se na Asia e, em seguida, espalhou-se para Africa e Europa. Esta
pandemia se destacou pela sua grande difusdo para outros paises e pela sua
viruléncia, pois a mortalidade foi elevada em algumas cidades (POTTER, 2001;
TALAVERA, 1999; VALDEZ, 2002). No decorrer do século outras pandemias
aconteceram. Durante o periodo de 1830 a 1833 teve inicio na China uma pandemia
gue em termos de gravidade foi comparada a pandemia de 1918, onde apresentou
uma taxa de 20 - 25% da populacdo afetada. Em 1889 ocorreu outra grande

pandemia que se iniciou na Russia tendo levado a morte 40 a 50 milhdes de
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pessoas (COUCEIRO E ALBUQUERQUE, 2008; POTTER, 2001; TALAVERA,
1999).

Durante o século XX, ocorreram trés pandemias: as gripes espanhola
(1918), asiatica (1957) e Hong Kong (1968).

4.1.1. Pandemia de 1918 - Gripe Espanhola (H1N1)

A pandemia de 1918/1919 continua sem precedentes de severidade,
matou mais pessoas do que a Primeira Guerra Mundial e reduziu a expectativa de
vida dos Estados Unidos em 10 anos. A maior pandemia do século XX matou cerca
de 50 milhdes de pessoas no mundo inteiro, mais de 500.000 mortes foram
registradas nos Estados Unidos e autoridades estimam 20 milh6es de mortes s6 na
india. A Aids foi responsavel pela morte de 25 milhdes de pessoas nos seus
primeiros 25 anos, a gripe espanhola matou o equivalente em 25 semanas (de
setembro de 1918 a marco de 1919). Acredita-se que um terco da populacéo
mundial (aproximadamente 500 milhdes de pessoas) foi infectada
(TAUBENBERGER et al., 2001).

A pandemia de 1918 percorreu 0 mundo em trés ondas, a primeira leve na
primavera de 1918 que n&do apresentou uma taxa de mortalidade acima do normal.
Uma segunda onda aconteceu de setembro a novembro de 1918 e foi altamente
fatal, resultando em taxas de mortalidade de mais de 2,5%, comparado a menos de
0,1% tipicamente registrado para as epidemias de gripe. Em muitos paises, uma
terceira onda ocorreu no inicio de 1919 com a mesma taxa de mortalidade
(NEUMANN et al., 2009; TALAVERA, 1999; TAUBENBERGER E MORENS, 2006;
WRIGHT et al., 2007).

A gripe espanhola recebeu esse nome devido ao surgimento de casos de
gripe entre civis na Espanha, pais neutro na Segunda Guerra Mundial, depois de
circular, por algum tempo, entre soldados dos exércitos americano e britanico. A
origem dessa pandemia é controversa, especula-se que a primeira de suas ondas
possa ter sido originada em Fort Riley (Kansas, Estados Unidos), associada a um
quadro respiratério benigno em um soldado que trabalhava na limpeza de chiqueiros
de porcos (COUCEIRO E ALBUQUERQUE, 2008).
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O Padrao de morbidade foi similar ao de outras pandemias, ou seja,
criangas abaixo de 15 anos experimentaram as taxas mais altas de contagio.
Entretanto, o padrdo de mortalidade era incomum com taxas altas em adultos
jovens. A taxa de mortalidade para o grupo de 15 - 35 anos de idade foi 20 vezes
maior na pandemia de 1918 do que em outros anos e pessoas com idade inferior a
65 anos representaram mais de 99% do excesso de O6bitos. Em relacdo aos
sintomas, o inicio era repentino, com febre alta, cefaléia, mialgia, tosse, faringite e
coriza. Achados patolégicos mostraram que a infeccdo foi restrita ao trato
respiratério, sem evidéncias de infec¢cdo sistémica. A maioria dos pacientes morreu
em consequéncia de pneumonia bacteriana, que deve ser atribuida a auséncia de
antibioticos em 1918 - 1919 (NEUMANN et al., 2009; WRIGHT et al., 2007).

Embora o virus da gripe espanhola ndo tenha sido isolado durante a
pandemia, as sequéncias genOmicas desse virus foram posteriormente
determinadas e revelaram um virus similar a um H1N1 aviario da mesma época que
contém uma assinatura de aminoacidos do tipo humana em varias proteinas (figura
1) (NEUMANN et al., 2009; WRIGHT et al., 2007).

4.1.2. Pandemia de 1957 - Gripe Asiatica (H2N2)

Esta pandemia originou-se no sul da China, na provincia de Guizhou em
fevereiro de 1957. Depois se espalhou para Cingapura (marco, 1957), Hong Kong
(abril, 1957), Japao (maio, 1957), Estados Unidos e Reino Unido (outubro, 1957). O
surgimento do virus da gripe asiatica foi detectado pela primeira vez em abril de
1957 e foi isolado em maio no Japao. Uma segunda onda ocorreu em janeiro de
1958 (WRIGHT et al., 2007; TAUBENBERGER E MORENS, 2010).

Pesquisadores conseguiram rastrear sua disseminagdo geografica com
facilidade, o que nao foi possivel na pandemia de 1918. O virus que causou a
pandemia de 1957 foi um descendente direto do virus HIN1 da pandemia de 1918.
A pandemia foi causada por um rearranjo humano/ave que introduziu os genes H2
de HA e N2 de NA de virus aviarios na populacdo humana. Além disso, o virus da
gripe asiatica também possuia um gene PBL1 original de virus aviario (NEUMANN et
al., 2009; TAUBENBERGER E MORENS, 2010).
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O virus da pandemia de 1957 ndo foi altamente patogénico, o aumento da
mortalidade foi atribuido a falta de imunidade pré-existente entre os seres humanos
para as novas glicoproteinas de superficie do virus. Grande parte dos Obitos ocorreu
por pneumonia bacteriana secundaria. A faixa etaria de 5 - 19 anos apresentou alta
taxa de infeccdo, sendo que nos Estados Unidos ocorreram cerca de 80.000 mortes,
chegando a um total de 1 milh&o de mortes, aproximadamente, em todo o mundo
(POTTER, 2001; WRIGHT et al., 2007).

4.1.3. Pandemia de 1968 - Gripe Hong Kong (H3N2)

Em 1968, o virus do subtipo H2N2 foi substituido por outro virus resultante
do rearranjo humano/ave que possuia um gene H3 de HA de origem aviaria, assim
como o gene PB1 que também era procedente de um virus aviario (figura 1). Outros
seis segmentos génicos, incluindo o gene NA, se mantiveram 0s mesmos do virus
Influenza A (H2N2) da pandemia de 1957. Isso poderia explicar o fato de o novo
subtipo H3N2 néo ter causado uma pandemia tdo severa como as anteriores, pois a
populacao ja apresentava uma imunidade parcial contra o novo virus.

Os primeiros sinais da nova pandemia foram observados no verdo de
1968, no sul da Asia, e o virus foi isolado pela primeira vez em Hong Kong, em julho
de 1968 e se espalhou ao redor do mundo nos invernos de 1968 - 1969 e 1969 -
1070. A faixa etaria de 10 - 14 anos foi a que apresentou o maior nimero de
infeccbes. Nos Estados Unidos uma estimativa de 33.800 pessoas morreram da
gripe de Hong Kong. Este virus tornou-se rapidamente endémico, causando surtos e
epidemias sazonais e circula até hoje no mundo todo (NEUMANN et al.,, 2009;
TAUBENBERGER E MORENS, 2010; WRIGHT et al., 2007).

4.1.4. Gripe Russa (H1N1) - 1977

Em maio de 1977, uma epidemia viral de gripe foi relatada em Tianjin, na
China. Criangcas em idade escolar apresentaram taxa de infeccdo maior que 50%,
porém a taxa de morbidade foi limitada, quase que exclusivamente, a adultos jovens,
sugerindo que pessoas mais velhas apresentavam uma imunidade pré-existente.

Esta hipdtese foi comprovada, pois a epidemia foi causada por um virus da gripe do
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subtipo HIN1 que se assemelhava muito aquele que circulou no inicio da década de
50, sugerindo liberacdo acidental desse virus a partir de amostras de laborat6rio. O
ressurgimento do virus HIN1 ndo substituiu o virus H3N2 circulante até o momento,
ambos 0s subtipos estdo em co-circulacdo em humanos até hoje (figura 1)
(NEUMANN et al., 2009; WRIGHT et al., 2007).

H1N1 H2N2 H3N?

PB1
PB1
HA HA

1957
H2N2

Asiatica

Figura 1: Surgimento de virus da gripe pandémicos durante o século XX.
Fonte: Neumann et al., 2009.

4.1.5. Pandemia de 2009 - Gripe Suina (H1N1)

Dados epidemioldgicos indicam que em meados de fevereiro de 2009
uma doenca respiratdria similar a gripe iniciou-se na cidade mexicana de La Gloria.
No periodo de marco a abril foi observado que os casos de sindrome gripal (SG) ndo
reduziram conforme o esperado para os meses de margo a maio e simultaneamente
foram identificados surtos de SG em outras localidades da regido central do México
(Veracruz, Tlaxcala e San Luis Potosi). A ocorréncia de um caso atipico de
pneumonia, em 15 de abril, em uma mulher no estado de Oaxaca, mais ao sul do
pais, aumentou o nivel de alerta. No principio de abril autoridades de saude publica
do México iniciaram uma investigacdo sobre os numeros elevados de doencas
pulmonares e gripais, e informaram a Organizacdo de Saude Pan-Americana
(PAHO), o escritorio regional da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), de uma
possivel epidemia (BRASIL, 2010a; NEUMANN et al., 2009)
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Nos Estados Unidos da América (EUA), no final de marco, foram
identificados dois casos, no sul da Califérnia, com quadro clinico similar e que néo
tinham qualquer vinculo, um dos casos foi de um garoto de 10 anos com asma, que
apresentou no inicio da doenca febre, vomito e tosse, o outro foi de uma menina de
nove anos que apresentou febre e tosse. Ambos os casos foram testados
laboratorialmente e indicavam Influenza A, porém negativos para os subtipos que
circulavam anualmente em humanos (H1 e H3), sem possibilidade de subtipagem
pelos métodos disponiveis, sugerindo uma possivel mutacéo.

No dia 15 de abril o Centro de Prevencdo e Controle de Doencas
(CDC/EUA) recebeu a amostra clinica do garoto de 10 anos e identificou 0 novo
virus Influenza A (H1N1) de origem suina e notificou o Departamento de Saude
Publica da Califérnia. Em 17 de abril o CDC identificou 0 novo virus na amostra da
menina de nove anos e notificou o achado a OMS segundo a aplicacdo do novo
Regulamento Sanitério Internacional de 2005 (RSI 2005). Em 21 de abril o
CDC/EUA solicitou o inicio dos planos de preparacdo para uma pandemia de gripe
por autoridades de saude publica. No dia 23 de abril a Agéncia de Saude Publica do
Canada também detectou o virus HIN1 pandémico em espécimes recebidos do
México. O aumento de casos e a descoberta que os casos do México e da Califérnia
eram causados pelo mesmo virus desencadeou alerta pelo CDC e OMS em 24 de
abril.

Em 25 de abril de 2009, a OMS declarou a Emergéncia de Saude Publica
de Importancia Internacional (ESPII). No dia 27 de abril, diante da propagacao
internacional e dos focos de transmissao de humano para humano, a OMS mudou o
alerta de pandemia da fase 3 para a fase 4, e logo em seguida para a fase 5,
indicando a propagacdo de humano para humano em no minimo dois paises, e
sinais de pandemia iminente. Em 11 de junho de 2009, a OMS declarou a ultima
mudanca para a fase 6, significando que ja havia a disseminacdo da infeccéo entre
humanos, no nivel comunitario, em diferentes regides do mundo (BRASIL, 2010c;
DAWOOD et al.,, 2009; NEUMANN et al.,, 2009; SCHNITZLER E SCHNITZLER,
2009).

No cenario brasileiro, em 24 de abril de 2009, um dia antes da declaracao
publica, a OMS comunicou ao Ministério da Saude (MS) que no dia seguinte iria
declarar a ESPIl. Em 7 de maio, foram divulgados os primeiros resultados

laboratoriais realizados pelos Laboratérios da Fiocruz/RJ e Instituto Adolfo Lutz/SP.
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Eram quatro adultos jovens, dois de S&o Paulo, um do Rio de Janeiro e outro de
Minas Gerais e todos com histérico de viagem recente ao México ou aos EUA, todos
ficaram curados.

No Brasil, a pandemia foi dividida em duas fases epidemiologicas e
operacionais distintas: 1) Fase de contencdo — periodo em que o virus estava se
disseminando no mundo e 0s casos estavam relacionados as viagens internacionais
ou contato com pessoas doentes que tinham realizado viagens internacionais. Nesta
fase, as acles de vigilancia e resposta buscavam reduzir a disseminacdo do virus
no pais, visando proteger a populacgéo e instrumentalizar o Sistema Unico de Saude
(SUS), além de permitir o acimulo de maior conhecimento para o enfrentamento do
evento. As medidas de internacdo com isolamento de casos de sindrome gripal,
tratamento com antivirais, busca ativa e quarentena de contatos tinham como
objetivo reduzir o risco de transmissdo comunitaria. Epidemiologicamente esta fase
compreendeu da semana epidemioldgica (SE) 16, periodo de identificagdo dos
primeiros casos suspeitos, a SE 28, periodo da declaracdo de transmissao
sustentada; 2) Fase de mitigacdo — Essa compreendeu o periodo desde a SE 29,
apos declaracdo de transmisséo sustentada do virus Influenza pandémico em todo o
territério nacional. As acbGes recomendadas para esta fase visavam reduzir a
gravidade e mortalidade pela doenca, por meio do diagnéstico e tratamento dos
casos que apresentavam risco para doenca grave ou Obito, ou que apresentassem
algum sinal de agravamento (BRASIL, 2010a).

Segundo a OMS, do inicio da pandemia ao final do ano epidemioldgico de
2009, em 2 de janeiro de 2010, houve notificacdo de circulacdo do virus pandémico
em 208 paises, territérios ou comunidades. Em 2009, foram notificados 12.799
Obitos confirmados laboratorialmente em todo mundo. No Brasil, na fase de
contengdo, foram registrados 12.919 casos de SG e sindrome respiratoria aguda
grave (SRAG), desses, 4.434 casos foram confirmados por critério laboratorial ou
clinicoepidemiolégico, 35% (1.556) apresentaram quadro clinico de SRAG, definida
por febre, tosse e dispnéia. Destes, 14,5% (227/1.556) evoluiram para 6bito. Se
considerarmos o total de casos confirmados por SG e SRAG, a taxa de letalidade foi
de 5,1% (227/4.434) para o periodo. Na fase de mitigacdo, visando atenuar a
ocorréncia de casos graves e Obitos pela doenca, adotou-se o monitoramento de
casos de SRAG, definidos por febre, tosse e dificuldade respiratoria,
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independentemente da historia de viagem internacional, além dos oObitos. Nessa fase
foram confirmados 44.544 casos (tabela 1) (BRASIL, 2010b).

Tabela 1: DistribuicBo dos casos de Influenza pandémica (H1N1) 2009 por regido
geografica. Brasil, SE 16 a 52/2009.

Obitos

Confirmados ) Taxa de

) N° de Casos Confirmados .

Regiéo . para HIN1 Mortalidade
Notificados para HIN1 )

pdm (200 mil hab.)

pdm

Sudeste 38.052 13.951 973 11
Sul 53.243 32.481 840 3,0
Nordeste 3.844 820 57 0,1
Centro-Oeste 2.734 955 138 1,0
Norte 2.217 771 43 0,3
Brasil 100.090 48.978 2.051 1,1

Fonte: Brasil, Boletim Eletrénico Epidemiolégico, 2010.

No ano de 2010, até 05 de setembro, periodo que compreende as SE de
1 a 35, foram notificados 9.317 casos, destes 773 foram confirmados e 99 foram a
Obito (tabela 2). Em 10 de agosto de 2010, a OMS anunciou o inicio da fase pos-
pandémica da gripe (H1N1) 2009. Isso significa que o virus continua circulando no
mundo, mas junto com outros virus sazonais (da gripe comum) e em intensidade
diferente entre os paises. Essas evidéncias contribuiram para a decisdo de mudar o

nivel de alerta para fase pds-pandémica (figura 2) (BRASIL, 2010b).

Tabela 2: Distribuicdo dos casos de Influenza pandémica (H1N1) 2009 por regido
geogréafica. Brasil, SE 1 a 35/2010.

_ Obitos
Confirmados )
) N° de Casos Confirmados
Regiéo - para HIN1
Notificados para HIN1
pdm
pdm
Sudeste 4.461 91 15
Sul 2.425 307 19
Nordeste 703 103 17
Centro-Oeste 569 16 4
Norte 1.159 256 44
Brasil 9.317 773 99

Fonte: Brasil, Informe Técnico Epidemioldgico, 2010.
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Figura 2: Fases pandémicas.
Fonte: Brasil, Ministério da Saude, 2010.

4.2. O VIRUS INFLUENZA

4.2.1. Classificacéo

Os virus Influenza acometem homens ou animais e estao classificados na
familia Orthomyxoviridae (orthos — original, verdadeiro; myxa — muco) que apresenta
cinco géneros: Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C, Thogovirus e
Isavirus (ICTV- International Committee on Taxonomy of Viruses, 2012). O género
Thogovirus contém duas espécies o virus Dhori o virus Thogoto, que acometem
carrapatos (HAGMAIER et al., 2003), e Isavirus que contém a espécie viral da
anemia infecciosa do salméo (Infectious salmon anemia virus - ISA). Desses,
somente os géneros A, B e C apresentam relevancia clinica em humanos, sendo
gue o virus do tipo A infecta uma grande variedade de hospedeiros, como 0 homem,
mamiferos aquaticos, suinos, equinos e aves domésticas, tendo como seu
reservatério natural as aves aquaticas selvagens.

Segundo a espécie molecular das duas glicoproteinas de superficie viral, a
hemaglutinina e a neuraminidase. Os virus de tipo A séo divididos em subtipos
sorologicos (H3N2, H1IN1) (COUCEIRO E ALBUQUERQUE, 2008; PALESE E
SHAW, 2007; TAUBENBERG E MORENS, 2008; VELEZ, 2002; WEBSTER et al.,
1991).
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Atualmente sdo conhecidos 17 tipos de hemaglutinina (H1-H17) e nove
tipos de neuraminidase (N1-N9), os tipos H1 a H16 e todos os tipos de
neuraminidase sdo encontrados em virus aviarios, a H17 foi descrita recentemente
em morcegos. Apenas trés tipos de hemaglutinina (H1, H2 e H3) e dois tipos de
neuraminidase (N1 e N2) estdo adaptadas para infectar seres humanos (TONG et
al., 2012; VELEZ, 2002; ZAMBON, 2001).

Para a nomenclatura do virus da gripe sdo adotadas as normas da OMS
gue inclui o tipo de virus (A, B ou C), o hospedeiro original (exceto para humanos), a
localizacdo geogréafica do primeiro isolamento, o nimero do registro laboratorial, o
ano de isolamento e para, Influenza A, é especificado entre parénteses a descricao
antigénica da hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA) como: A/swine/lowa/15/30
(H1N1) ou A/ Brasil/2/78 (H3N2) (TAUBENBERG E MORENS, 2008).

4.2.2. Estrutura das particulas virais e organizacdo genémica

As particulas virais sdo pleomoérficas, porém, quando adaptadas em
culturas de células, sdo geralmente esféricas com um didametro de 80-120 nm, ou
apresentam caracteristica filamentosa, encontrada principalmente em amostras
clinicas, com comprimento de aproximadamente 300 nm (figura 3). S8o compostas
de 1% de RNA, 5 a 8% de carboidratos, 20% de lipidios e aproximadamente 70% de
proteina. Por sua propria composicdo quimica os virus Influenza séo sensiveis ao
calor (56°C — 30 minutos), pH é&cido (3,0) e solventes lipidicos (COUCEIRO E
ALBUQUERQUE, 2008; PALESE E SHAW, 2007).

Figura 3: Microscopia eletrénica do virus Influenza A (H1IN1) pdm isolados de cultura de célula de rim
de cdes (MDCK). A) Forma aproximadamente esférica. B) Particulas virais com forma filamentosa com
mais de 1 um de comprimento.

Fonte: A) Laboratdrio de Virus Respiratorios e Microcopia Eletrnica, Instituto Evanbro Chagas. B)
Neumann et al., 2009.
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Os virus Influenza A apresentam uma estrutura complexa e possuem uma
bicamada lipidica derivada da célula hospedeira. Nessa camada estéo inseridas as
glicoproteinas de superficie viral: HA (trimérica), NA (tetramérica) e o canal de
prétons M2 que atravessa o0 envelope lipidico (figura 4). A HA e a NA estéao
distribuidas na superficia viral em uma propor¢do de quatro HA para uma NA
(BOUVIER E PALESE, 2008; PALESE E SHAW, 2007).

A proteina de matriz M1 encontra-se logo abaixo da membrana lipidica,
envolvendo o core viral. A proteina M1 envolve a proteina de exportacdo nuclear
(NEP; também conhecida como proteina ndo-estrutural 2, NS2), e o complexo
ribonucleoproteico (RNP), que consiste de segmentos de RNA viral revestidos pela
nucleoproteina NP e complexo composto por duas polimerases virais basicas —
polimerase basica 1 (PB1) e polimerase basica 2 (PB2) — e uma polimerase viral
acida (PA) que estao situadas na extremidade do nucleocapsidio (figura 4). A NS1 é
encontrada somente nas células infectadas. Esta proteina atua na regulacdo da
expressao dos genes virais (BOUVIER E PALESE, 2008; LEWIS, 2006; PALESE E
SHAW, 2007; WEBSTER et al., 1992).
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Figura 4: Representagéo esquematica da particula viral do virus Influenza A.
Fonte: Sullivan et al., 2010.
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Cada particula viral individual empacota os oito segmentos de RNA e
precisa dos oito segmentos para ser infecciosa (NODA et al., 2006; WEBSTER et al.,
1992).

A maior parte dos virus Influenza B é indistinguivel dos virus Influenza A
por microscopia eletrénica. Sua organizacdo genémica é similar ao virus Influenza A,
esses virus apresentam quatro proteinas inseridas no envelope lipidico: HA, NA, NB
e BM2. A proteina M1 e o complexo RNP estédo no interior da particula viral. Ja a
estrutura do virus Influenza C é distinta dos Influenza A e B, eles podem formar, na
superficie das células infectadas, longas estruturas em forma de corddo que medem
aproximadamente 500 pM. Esses virus tém apenas uma glicoproteina de superficie
a hemaglutinina-esterase-fusdo (HEF), que corresponde funcionalmente a HA e NA
dos virus Influenza A e B, essa glicoproteina esta inserida na membrana lipidica
juntamente com a CM2. Os virus Influenza C também possuem um complexo com
as trés polimerases virais e a proteina NP. A proteina M1 desempenha um papel
semelhante aquela dos Influenza A e B (BOUVIER E PALESE, 2008; PALESE E
SHAW, 2007;).

O genoma dos virus Influenza A e B possuem oito segmentos de RNA de
fita simples e polaridade negativa, enquanto que o virus Influenza C possui apenas
sete segmentos.

Os oitos segmentos do Influenza A sédo numerados em ordem decrescente
de comprimento e juntos codificam 11 proteinas. Os trés primeiros segmentos
codificam as polimerases (PB2, PB1, PA, PB1-F2), o quarto, o quinto e 0 sexto
codificam respectivamente para HA, NP e NA. O sétimo segmento codifica para Mle
M2 e o oitavo para as proteinas NS1 e NS2/NEP (figura 5) (BOUVIER E PALESE,
2008; COUCEIRO E ALBUQUERQUE, 2008; PALESE E SHAW, 2007).
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Figura 5: Esquema representativo do genoma do virus Influenza A. Cada um dos retdngulos
representa um segmento de RNA (sentido positivo) e sua proteina codificada. Os tamanhos, em
nucleotidios e em aminoacidos (aa), respectivamente, estdo representados pelos algarismos
localizados nas extremidades.

Fonte: Fildes Virology, capitulo 47, 2007.

No quadro 1 encontram-se descritos todos o0s segmentos do virus
Influenza A com suas fungdes e seus tamanhos em nucleotideos (nt) e aminoacidos

(aa).



QUADRO 1 - Produtos génicos codificados pelos segmentos de RNA do virus Influenza A.

Proteina
codificada

Tamanho

(nt)

Tamanho
(aa)

Funcéo

Segmento

PB2

2341

759

Compde a RNA polimerase viral, importante papel
no inicio da transcri¢éo, pois é responsavel pela
ligacdo cap nas moléculas de RNAm do
hospedeiro. Também esté envolvida na replicagéo.

Segmento

PB1

PB1-F2

2341

757

Compde a RNA polimerase viral, catalisa a adigao
sequencial de nucleotideos durante o alongamento
da cadeia de RNA. E responsavel pela ligacdo nas
extremidades terminais do RNA viral e do RNA
complementar para iniciar a transcrigéo e a
replicacéo. A intera¢@o com o final 3* do RNA viral
ativa a funcéo de endonuclease que gera o primer
com cap requerido para a sintese do RNAm.

87

E encontrada na maioria dos Influenza A, é gerada
devido a um quadro de leitura aberto alternativo
localizado na extremidade 5’ da PB1. Seu papel

nao esta completamente compreendido, mas
parece causar destruigdo de células imunes do
hospedeiro.

Segmento

PA

2233

716

Compde a RNA polimerase viral. Nenhuma funcéo
especifica foi atribuida a essa proteina até o
momento, mas mutacdes que afetam tanto a

transcricdo como a replicagdo tém sido descritas,
indicando que essa proteina possui um papel

nesses processos.

Segmento

HA

1778

550

E responsavel pela ligacdo do virus aos receptores
da célula hospedeira e pela fusdo do envelope viral
com a membrana da célula hospedeira.

Segmento

NP

1565

498

Ligacdo do RNA viral e formagéo do
nucleocapsidio, também atua na transcri¢éo e
replicagéo do genoma viral.

Segmento

NA

1413

454

E responsavel pela clivagem do &cido sialico dos
receptores celulares, previne gue 0s novos virus
formados liguem-se uns aos outros, permitindo que
esses virus infectem novas células.

Segmento

M1

M2

1027

252

Forma um escudo em volta do nucleocapsidio e
tem um papel fundamental na montagem e
brotamento viral.

97

Seu principal papel é conduzir prétons do
endossomo acidificado para o interior do virus para
facilitar a dissocia¢éo do complexo RNP do restante

dos componentes virais, finalizando o processo de
desencapsulamento durante a replicagéo viral.

Segmento

NS1

NS2/NEP

890

230

E abundante em células infectadas, esta associada
ao processo de tradu¢do do RNAm, inibindo a
exportacéo nuclear do RNAm.

121

Estéa envolvida na exportacdo do RNA viral para o
citoplasma.

Fonte: Webster et al., 1992; Palese e Shaw, 2007 e Couceiro e Albuquerque, 2008.

36



37

4.2.3. Replicacgéo viral

Os virus Influenza ligam-se a célula hospedeira através da HA que
reconhece os receptores de acido sialico presentes na superficie da célula. Os
acidos sialicos (N-acetilneuraminico) estdo presentes em muitos tipos de células e
em vérias espécies de animais. A interagdo desses virus com a molécula de &cido
sidlico é limitada, pois as HA, de virus que replicam em diferentes espécies,
mostram especificidade com os acidos sialicos com diferentes ligacdes (BASLER E
AGUIAR, 2008; BOUVIER E PALESE, 2008; PALESE E SHAW, 2007).

Os virus Influenza humanos ligam-se, preferencialmente, aos receptores
onde o &cido sialico (AS) se liga a galactose subjacente através da ligacao a2,6
(ASa2,6Gal), enquanto que os virus Influenza aviarios reconhecem,
preferencialmente, os receptores ASa2,3Gal. A ligacdo ASa2,6Gal predomina nas
células epiteliais da mucosa nasal humana, faringe, traquéia e brénquios. J4 o
epitélio intestinal de aves aquéticas possui essencialmente a ligacdo a2,3. Contudo,
estudos mostraram que receptores do tipo aviario podem estar presentes em células
epiteliais humanas que revestem o0s bronquiolos respiratorios e as paredes
alveolares. O epitélio respiratério de suinos apresenta especificidade para ambos os
receptores. Deve-se observar que essa especificidade ndo é absoluta, virus aviarios
e humanos podem sofrer mutagcOes e se adaptar para ambas as ligagdes (figura 6)
(BASLER E AGUIAR, 2008; BOUVIER E PALESE, 2008; LEWIS, 2006; NEUMANN
E KAWAOKA, 2006).
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FIGURA 6: a) Residuos de acido sidlico ligados a galactose através das ligacbes SAa2,6Gal
e SAa2,3Gal. b) Especificidade de ligacéo entre as espécies.
Fonte: Lewis, 2006.

A ligacdo da HA aos acidos sialicos induz a entrada do virus na célula por
endocitose, formando um endossoma. Os endossomas sofrem acidificagdo no
citoplasma (através da diminui¢cdo do pH, igual a 5.0 ) o que provoca a clivagem da
HA em duas subunidades HAl1 e HA2 (uma exigéncia para a infectividade e
viruléncia viral). Tal clivagem determina uma mudanca conformacional na HA que
expde o peptidio de fusdo da subunidade HA2, propiciando, dessa forma, a fuséo
das membranas viral e endossomal (BOUVIER E PALESE, 2008; LEWIS, 2006).

A acidificacdo do endossoma ativa também o canal de prétons (proteina
M2), que transporta fons H* para o interior da particula viral desestabilizando a
proteina M1, facilitando assim, a liberacdo dos RNPs virais (RNPsv) para o
citoplasma da célula hospedeira. Os segmentos da particula viral séo transportados
para o nucleo da célula onde o RNA viral (RNAv), de sentido negativo, é transcrito
em RNA mensageiro (RNAmM) por um macanismo primer-depedente, com o auxilio
dos cap do RNAmM do hospedeiro, que funciona como um iniciador (primer). Os

RNAmM formados séo transportados para o citoplasma para que ocorra o processo de
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traducdo (BASLER E AGUIAR, 2008; BOUVIER E PALESE, 2008; PALESE E
SHAW, 2007).

Cada segmento viral codifica uma proteina, porém os RNAmM dos
segmentos dois, sete e oito podem sofrer splicing durante a transcricdo e codificar
duas proteinas, PB1 e PB1-F2, M1 e M2, e NS1 e NS2, respectivamente. A traducéo
dos RNAm que codificam as proteinas de membrana (HA, NA e M2) é feita nos
ribossomos do reticulo endoplasmatico (RE) e as mesmas séo glicosiladas no
Complexo de Golgi, os demais sdo traduzidos nos ribossomos citoplasmaticos.

A sintese de RNAv é realizada pelo complexo de polimerases virais
(PB1, PB2, PA e NP) porém, as fungbes distintas de cada subunidade sé&o
empregadas em diferentes passos. Na replicacdo, que também ocorre no nucleo e
nao depende de iniciadores, o RNA viral de sentido negativo serve como molde para
a sintese do RNA complementar de polaridade positiva que, por sua vez, € usado
como molde para a sintese do RNA viral gendmico de fita negativa e, em seguida,
sintese das RNPsv. As RNPsv neoformadas sdo exportadas para o citoplasma com
a ajuda das proteinas M1 e NEP/NS2.

Finalmente, as proteinas de membrana (HA, NA e M2), de matriz (M1) e
as RNPsv (contendo o RNAVv de fita negativa e as proteinas NP, as trés polimerases
e a NEP/NS2) sao transportadas para o local de montagem na membrana
plasmatica, onde as particulas virais sdo construidas e liberadas para o exterior da
célula. O mecanismo de empacotamento ainda ndo estda bem compreendido e a
liberacé@o das particulas virais € facilitada pela NA que remove os acidos sialicos da
superficie da particula viral e da célula hospedeira, evitando que as particulas virais
se agregem (BASLER E AGUIAR, 2008; BOUVIER E PALESE, 2008; PALESE E
SHAW, 2007; ZHANG et al., 2009). A figura 7 ilustra o ciclo de replicacdo dos virus

Influenza.
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FIGURA 7: Representacao do ciclo replicativo do virus Influenza.
Fonte: http://www.websters-online-dictionary.org/definitions/Influenza.

4.2.4. Variacdo antigénica

A epidemiologia dos virus Influenza é definida pela constante variacao
antigénica que estes virus apresentam em suas proteinas de superficie, para
escapar da resposta imunoldgica do hospedeiro. Em contraste com a maioria dos
outros virus respiratérios, os virus Influenza possuem dois mecanismos diferentes
que permitem a reinfeccdo em humanos e a capacidade de causarem epidemias
sazonais e ocasionalmente pandemias: os drift e o shift antigénicos (WRIGHT et al.,
2007).

Os drifts antigénicos (mudancas menores) resultam de mutacfes pontuais
(principalmente substituicbes aminoacidicas) nos virus Influenza A e B. Referem-se
a uma mudanca menor e gradual nas proteinas HA e NA permitindo, muitas vezes, o
escape viral aos anticorpos neutralizantes (figura 8). O drift antigénico tem sido
observado em aves aquaticas, porém, em menor grau do que em humanos.
Variacbes genéticas significativas ocorrem, em meédia, de 2 a 5 anos, causando
epidemias anuais (LEWIS, 2006; SULLIVAN et al., 2010; WRIGHT et al., 2007).
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Os shifts antigénicos (mudancas maiores) séo facilitados pela natureza
segmentada desses virus. Trata-se de variacdes geradas pelo rearranjo entre os
diversos segmentos do genoma viral quando duas ou mais cepas, de diferentes
espécies, infectam a mesma célula. Esse mecanismo pode facilitar o surgimento de
novos  virus contendo glicoproteinas diferentes, sendo, portanto,
imunogeneticamente diferentes das cepas circulantes (figura 8). Dessa forma, a
maioria da populacdo ndo tem imunidade para esses novos virus e a doenca
dissemina-se rapidamente causando pandemias (MC-HARDY E ADAMS,
2009 ; SULLIVAN et al., 2010; WRIGHT et al., 2007).

Durante o século passado, trés shifts antigénicos ocorreram causando as
trés pandemias: em 1918, com o aparecimento do virus HIN1 que causou a gripe
espanhola; em 1957, quando o subtipo HIN1 foi substituido pelo virus H2N2
causando a gripe asiatica, e em 1968, quando o virus H3N2 substituiu o subtipo
H2N2 causando a gripe de Hong Kong. Outro mecanismo relacionado ao surgimento
de uma nova linhagem pandémica € a transmisséo direta de virus Influenza aviario
ou suino para o homem, como ocorreu com a gripe espanhola e com o virus
(HIN1)pdm em 2009 (WRIGHT et al., 2007).
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FIGURA 8: Mutacdes e rearranjos gerados por drifts e shifts antigénicos.
Fonte: Turner et al., 2010.
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4.2.5. Influenza em aves e suinos

O reservatoério natural dos virus Influenza A é da ordem dos Anseriformes
(pato, ganso e cisne) e Charadriiformes (gaivotas, andorinhas, aves aquaticas e
macaricos). O virus Influenza A também tem sido isolado de espécies domeésticas
como peru, galinha e pato. Os sinais da infeccédo por virus Influenza em aves variam
de acordo com a cepa, a maioria causa infeccdo assintomatica, no entanto, algumas
podem causar infeccdo sistémica e levar a morte em uma semana. A natureza nao
virulenta do virus da gripe nas aves pode ser resultado de uma 6tima adaptacao do
virus nesses hospedeiros (WRIGHT et al., 2007).

Em patos selvagens os virus da gripe se replicam, preferencialmente, nas
células que revestem a mucosa intestinal, onde estdo presentes receptores (acidos
sialicos) do tipo a2,3, e sdo excretados em altas concentracfes nas fezes. A
contaminacdo da &gua pelas aves aquaticas migratorias € uma das principais
causas da eficiente transmissdo do virus entre essas espécies, criando um
reservatério que garante a perpetuacdo do virus. O drift antigénico € limitado em
aves aquaticas, porém, ocorre com mais freqiéncia em aves domésticas, como
aconteceu com o virus H5N1 na Asia que foi transmitido para humanos (WEBSTER
et al., 1992; WRIGHT et al., 2007).

O papel dos suinos na epidemiologia do virus Influenza tem sido bem
descrito. Os sintomas da gripe nesses animais sdo semelhantes aos que ocorrem
em humanos, com febre, tosse e coriza. Uma série de achados sugere que o0s
suinos tém um papel importante na emergéncia de pandemias pelo virus Influenza:
suinos podem ser naturalmente e experimentalmente infectados por virus aviarios e
expressarem, nas células epiteliais da traquéia, tanto receptores para virus Influenza
de origem aviaria (a2,3) como para virus de origem humana (02,6). Assim, in natura
0s suinos podem favorecer a replicagcdo de virus aviario. Isso pode facilitar o
surgimento de variantes que reconhecam receptores do tipo humano, apoiando o
conceito de que em suinos h& grande probabilidade de “mistura” entre os segmentos
genéticos de virus humano e aviario (BROOKES et al., 2010; WRIGHT et al., 2007;
YU et al., 2009).

Ao longo dos anos, linhagens exclusivamente suinas se estabeleceram
em alguns continentes. O virus HIN1 suino cladssico dominou por aproximadamente

seis décadas em populagcdes suinas na Ameérica do Norte. Contudo, em 1997-1998,
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o virus H3N2 de rearranjo triplo humano/aviario/suino surgiu com ampla propagacao
em populagbes de porcos na Ameérica do Norte e foi um dos progenitores do virus
Influenza A (HIN1) pdm (NEUMANN et al., 2009).

4.2.6. Neuraminidase

A neuraminidase (NA) é a segunda glicoproteina de superficie mais
abundante dos virus Influenza A e B. E um tetrAmero, com formato de cogumelo,
codificada pelo sexto segmento do RNA viral. A NA é uma proteina de membrana
integral do tipo Il, com a por¢éo N-terminal voltada para o interior do virus. A NA dos
virus Influenza A tem uma curta cauda citoplasmatica altamente conservada e uma
regido transmembranica hibrofébica que fornece a ancora para a cauda e 0s
dominios da cabeca. Os residuos de acucar estdo ligados a quatro dos cincos sitios
potenciais de glicosilacdo da cabeca. O sitio ativo encontra-se em uma grande
depressdo na superficie da cabeca e € altamente conservado (figura 9), o que
permite uma atividade de amplo espectro dos inibidores da NA (GUBAREVA et al.,
2000; PALESE E SHAW, 2007).

Sitio ativo da NA

FIGURA 9: Representacao da estrutura da neuraminidase do virus Influenza A.
Fonte: A) Gubareva, 2000 e B) Protein data Bank, 2009.

A existéncia de uma atividade enzimatica da NA foi descoberta por
George Hirst em 1942, ele incubou células infectadas e observou a reacdo de
hemaglutinagéo, depois de algum tempo verificou que a reacdo era inibida. Entao
Hirst concluiu que uma das glicoproteinas de superficie (a HA) se ligava a célula
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através do acido sialico e que a outra glicoproteina (a NA) clivava o &cido sialico
liberando o virus (COLMAN, 1994).

A NA é responsavel pela clivagem do acido sidlico dos receptores
celulares e das particulas virais recém-formadas, sendo de extrema importancia para
a infeccao viral, pois permite que os novos virus formados consigam infectar novas
células, prevenindo que estes virus liguem-se uns aos outros. Tal processo
assegura que as particulas virais neoformadas ndo se agreguem e fiqguem
imobilizadas na superficie das células infectadas (figura 10). A NA também cliva o
acido sialico da camada de muco, o que provavelmente permite que o virus chegue
a superficie das células epiteliais. A NA pode desempenhar um papel no inicio da
infeccdo facilitando a entrada do virus (GUBAREVA et al., 2000; NEUMANN E
KAWAOKA, 2006; PALESE E SHAW, 2007).

Assim como a HA tem preferéncia por determinado tipo de ligagcéao (a2,3
ou a2,6) para ligar-se aos receptores celulares dos diferentes tipos de hospedeiros,
a NA também tém preferéncia para clivar a ligagdo ASa2,3Gal em virus aviario e
ASa2,6Gal em virus humano. Para que a NA possa agir efetivamente, a mesma
deve compartilhar a especificidade da HA. A especificidade da NA para clivar a
ligacBes de acido sialico pode ser influenciada por substituicbes aminoacidicas em
torno do seu sitio ativo. Como a HA, as moléculas de NA sao antigénicas, e
variantes sdo selecionadas na natureza. Junto com a HA, sao importantes
imundgenos, sendo que a protecdo contra o virus Influenza estd intimamente
relacionada aos niveis de anticorpos anti-HA e anti-NA (PALESE E SHAW, 2007,
WRIGHT et al., 2007; ZAMBON, 2001).
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FIGURA 10: Microscopia eletrénica de células MDCK infectadas com o virus Influenza. A)
Brotamento normal de novos virus na auséncia de inibidores da NA. B) Agregacao de particulas
virais recém formadas na presenca de inibidor da NA.

Fonte: Gubareva, 2000.

4.3. O VIRUS INFLUENZA A (H1N1) PANDEMICO

4.3.1. A origem geneética

O virus Influenza A (H1N1) pdm possui uma combinagcdo de segmentos
nunca descrita anteriormente. Este virus foi gerado por um rearranjo genético
multiplo, em que cada um dos seus segmentos ja circulava entre suinos nos ultimos
10 anos (GARTEN et al., 2009; VIJAYKRISHNA et al., 2010).

Dados sobre a composi¢ao genética do virus tornaram-se disponiveis logo
apos o isolamento viral dos primeiros casos. O virus HIN1 de origem suina resultou
do rearranjo entre os virus H3N2 humano, H1N1 suino classico norte americano e

H1N1 aviario norte americano (ou seja, rearranjo triplo aviario/suino/humano) com
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virus suinos similares aos aviarios da Eurasia. Como resultado, esses virus
possuem genes PB2 e PA originais de virus aviarios da América do Norte; gene PB1
do H3N2 humano; genes HA (H1), NP e NS de virus suinos classicos norte
americano; e genes NA (N1) e M originais de virus suinos similares aos da Eurasia
(figura 11). Contudo, os genes PB1 (tipo humano), PB2 e PA (tipo aviario) tém
circulado em suinos desde 1997-1998, quando um virus suino de rearranjo triplo foi
isolado pela primeira vez (NEUMANN et al., 2009; SCHNITZLER E SCHNITZLER,
2009; SMITH et al., 2009).
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FIGURA 11: Origem genética do virus Influenza A (HIN1) pdm 2009.
Fonte: Adaptado de Schnitzler e Schnitzler, 2009.
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4.3.2. Transmissao e sintomatologia

A transmisséo do virus Influenza é inter-humana e o modo de transmissao
pode ser direto — mais comum — de pessoa a pessoa, por inalagdo de goticulas de
aerossol eliminadas pelo individuo infectado ao tossir, espirrar e falar; e indireto,
pelo contato — especialmente pelas médos — com as secrec¢des infectadas. O periodo
de incubacdo varia de 1 a 4 dias, e um unico individuo contaminado pode
potencialmente transmitir o virus para um grande numero de pessoas. Os adultos
comecam a transmitir o virus 24 horas antes do inicio dos sintomas, até sete dias
apos. As criancas podem transmitir o virus por um periodo mais prolongado, de 1 a
2 dias antes, até 14 dias ap0s o inicio da sintomatologia. O virus pode continuar a
ser eliminado com potencial de infectividade por semanas em pessoas
imunodeprimidas (BRASIL, 2009; SULLIVAN et al., 2009).

A eficiéncia da transmissdo do virus Influenza A (H1N1) pdm difere da
gripe sazonal, pois o fator chave para a difuséo rapida e global do virus em 2009 foi
a grande quantidade de individuos suscetiveis, ou seja, a maioria da populagédo
humana tinha pouca ou nenhuma imunidade pré-existente ao virus. Dessa forma, a
pandemia afetou principalmente criancas e adultos jovens, sendo que pessoas mais
velhas poderiam apresentar uma possivel imunidade (MOSSAD, 2009; TURNER et
al., 2010).

Os sintomas mais frequentes da gripe séo caracterizados por febre (38° a
40°C), cefaléia, dor de garganta, mialgia, congestdo nasal, tosse, calafrios, mal-estar
e fadiga. Durante a pandemia de 2009 a maioria dos casos foi classificada como
leve com sintomas semelhantes aos da gripe sazonal. Alguns pacientes
apresentaram sintomas gastrintestinais pouco comuns nos surtos sazonais de gripe
como nauseas, dor abdominal e diarreia. Muitos pacientes foram hospitalizados, e
doentes que apresentavam comorbidades eram mais propensos a internacdo. Os
casos mais graves eram encaminhados a unidade de terapia intensiva (UTI) e
apresentavam sindrome respiratéria aguda grave (SRAG) caracterizada pela
presenca de febre acima de 38°C, tosse e dispnéia com comprometimento das vias
aéreas inferiores e acompanhados de outras complicagdes como, doeng¢a pulmonar
obstrutiva crénica, insuficiéncia respiratoria, infeccdo bacteriana secundaria, sepse,

insuficiéncia renal, disfuncdo de mudltiplos oOrgaos, miocardite, encefalite e
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agravamento de doencgas crbnicas subjacentes, como doengas pulmonares ou
cardiacas (BRASIL, 2009; MOSSAD, 2009; SULLIVAN et al., 2009).

Os fatores de risco que poderiam contribuir para o agravamento da
infeccdo pelo virus Influenza A (HIN1) pdm estavam associados aos seguintes
grupos: pessoas que apresentavam condi¢des clinicas como imunodepressao, por
exemplo, individuos transplantados, pacientes com cancer, com Aids ou em uso de
medicacdo imunossupressora; condicbes cronicas como, hemoglobinopatias,
problemas cardiovasculares, pneumopatias, insuficiéncia hepatica, doencas renais
cronicas, doencas neurolbgicas, doencas metabdlicas (diabetes mellitus e obesidade
grau lll), doenca genética (Sindrome de Down), gravidas, independente do periodo
gestacional e pessoas com idade inferior a dois anos ou superior a 60 anos
(BRASIL, 2010).

4.3.3. Diagndstico

Doencas com sintomatologia clinica semelhante a gripe podem ser
causadas por uma variedade de patdgenos virais e nado virais dificultando, dessa
forma, o diagndstico clinico especifico em todas as faixas etarias. A confirmacao
laboratorial de Influenza e o diagndéstico precoce sdo muito importantes para o
controle da propagacao da doenca e para a otimizag¢ao do tratamento, permitindo o
uso de uma terapia antiviral especifica.

Os materiais de escolha sdo as amostras de secrecdo nasofaringea,
obtidas através do swab combinado (nasal e oral) e aspirado nasal, e devem ser
coletadas na fase aguda da doenca, nos cinco primeiros dias apds o inicio das
manifestagdes clinicas apresentadas pelo paciente. As amostras clinicas podem ser
submetidas a uma variedade de métodos laboratoriais como técnicas rapidas de
diagnéstico através de ensaios de imunofluorescéncia (IF), imunoenzimaticos
(ELISA), deteccéo de acidos nucleicos através da reacdo em cadeia mediada pela
polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-PCR), reacao de hemaglutinagao
(HA) e inibicdo de hemaglutinacdo (HI). Testes de diagndstico rapido para Influenza
estdo comercialmente disponiveis em varios paises e podem fornecer resultados
dentro de 15 a 30 minutos, porém esses testes possuem baixa sensibilidade e a

precisao do seu resultado esta intimamente associada a qualidade da amostra, mas
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podem ser Uteis em casos de surtos localizados ou em regides de dificil acesso
quando ndo se tem um teste mais sensivel que forneca um resultado mais rapido
(COUCEIRO E ALBUQUERQUE, 2008; SULLIVAN et al., 2009).

Os materiais clinicos suspeitos para Influenza também podem ser
inoculados em ovos embrionados ou em culturas de células, principalmente MDCK
(células Madin Darby de rim de cé&o), a deteccdo do virus no liquido alantéico ou
aminidtico de ovos embrionados e em cultura de células é feita através do teste de
hemaglutinagdo (COUCEIRO E ALBUQUERQUE, 2008; WRIGHT et al., 2007).

A técnica de diagnéstico preconizada pela OMS durante a pandemia foi a
reacdo em cadeia mediada pela polimerase precedida de transcricdo reversa em
tempo real (QRT-PCR), pois esse método proporciona um resultado rapido e muito
sensivel, o que era extremamente necessario durante a pandemia tendo em vista a
urgéncia dos exames. No Brasil, esse diagndstico foi realizado pela Rede Nacional
de Vigilancia de Influenza, coordenada pelo Ministério da Saude, que é composta
por trés Centros Nacionais de Referéncia credenciados pela OMS: o Instituto
Evandro Chagas (IEC), no Para (referéncia regional); o Instituto Adolfo Lutz (IAL),
em S&o Paulo (referéncia regional) e o Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), no Rio de
Janeiro (referéncia nacional). O Laboratério de Virus Respiratorios do Instituto
Evandro Chagas € responsavel por 10 estados das regifes norte e nordeste: Acre,
Amazonas, Roraima, Amapd, Para, Maranhdo, Ceara, Rio Grande do Norte,

Paraiba, Pernambuco, e pelo estado do Mato Grosso do Sul, totalizando 11 estados.

4.3.4. Tratamento e profilaxia

Para prevencédo e controle das infec¢cdes pelos virus da gripe, tanto as
vacinas quanto as drogas antivirais estédo disponiveis. Com base nos dados colhidos
em todo mundo, pela rede de vigilancia mundial, um comité reline-se anualmente
para formalizar as recomenda¢bes das cepas dos virus Influenza que seréo
incluidas na composicao vacinal da proxima temporada de gripe. A vacinagao ainda
€ uma das melhores formas de profilaxia para amenizar os impactos das epidemias
de Influenza, mas as cepas vacinais precisam ser revisadas todos os anos para
acompanhar as mutacdes nas proteinas HA e NA dos virus circulantes. Atualmente,

a vacina contra gripe inclui duas cepas do virus Influenza A humano (H1N1pdm e
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H3N2) e uma cepa do virus Influenza B (COUCEIRO E ALBUQUERQUE, 2008;
NEUMANN et al., 2009). Além da vacinacao, as drogas antivirais proporcionam uma
alternativa para o tratamento e/ou profilaxia das infec¢cdes causadas pelo virus

Influenza.

4.3.4.1. Antivirais desenvolvidos para o tratamento da gripe

O possivel papel dos antivirais e sua viabilidade na utilizacdo como parte
da resposta contra uma pandemia de gripe dependera de varios fatores: o potencial
do agente a ser tratado, a disponibilidade para a populacao (producao, distribuicao,
armazenamento e custo), o modo de administragcdo nas unidades de saude, a
eficiéncia na profilaxia e/ou tratamento e a tolerancia em pessoas saudaveis ou de
alto risco. A possivel emergéncia de variantes resistentes aos antivirais, assim como
a patogenicidade e transmissibilidade dessas variantes também devem ser
consideradas (HAYDEN, 1997).

Para que uma droga com potencial antiviral seja liberada para uso em
seres humanos, ha a necessidade de varios anos de estudos. As pesquisas para a
liberacdo passam por varias etapas que sdo avaliadas antes que o antiviral receba a
licenca para ser utilizado comercialmente. No Brasil, a Agéncia Nacional de Saude
(Anvisa); nos Estados Unidos, a Food and Drug Administration (FDA); na Europa, a
European Medicines Agency (EMEA), além de outros 6rgdos em cada pais,
concedem a licenca para qgue um medicamento seja utilizados em seres humanos
apos a analise dos testes. Vale ressaltar que, até 0 momento, os antivirais ndo sao
capazes de curar o paciente da virose, essas drogas atuam diminuindo os sintomas,
reduzindo a duracdo da doenca ou melhorando a qualidade de vida dos pacientes.
(WIGG, 2008).

A terapia antiviral desempenha um papel de extrema importancia no
tratamento e profilaxia durante epidemias e pandemias de gripe. Atualmente duas
classes de antivirais estdo aprovadas para o uso clinico contra o virus da gripe: os
classicos, os inibidores dos canais ibnicos da proteina M2, adamantanos
(amantadina e rimantadina) e os da segunda geracao, inibidores da neuraminidase
(oseltamivir e zanamivir) (HAYDEN E PAVIA, 2006; MOSCANA, 2005; PIZZORNO et
al., 2011; WEINSTOCK E ZUCCOTTI, 2009).
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Os adamantanos foram desenvolvidos nos anos de 1960-1970, sé&o
especificos para o virus Influenza A e estdo associados ao rapido desenvolvimento
de resisténcia viral e a reacdes adversas no sistema nervoso central e no trato
gastrintestinal. A amantadina (Symmetrel®) é uma amina primaria que pode ser
eficaz quando administrada profilaticamente e pode ser Gtil para diminuir a gravidade
e a duracdo dos sintomas da doenca quando administrada dentro de 48 horas apdés
o inicio dos sintomas em doses de 50-200 mg por dia. Seu efeito adverso é o
aparecimento de alteracbes no sistema nervoso central, como, nhervosismo,
irritabilidade, insbnia e tonturas além de anorexia, nduseas e vOmitos que cessam
com a descontinuidade da medicacdo. A rimantadina (Flumadine®) é um composto
muito similar a amantadina, porém apresenta um componente que a torna mais
potente, além de apresentar menos efeitos toxicos. A profilaxia € recomendada
somente para grupos de risco: idosos acima de 60 anos e imunocomprometidos
(HAYDEN, 1997; HAYDEN E PAVIA, 2006; HEDLUND et al., 2010; MOSCANA,
2005; NAFFAKH, 2008; WIGG, 2008).

Os adamantanos atuam na fase inicial da replicacdo, ligam-se aos canais
de protons formados pela proteina M2 do virus Influenza A, bloqueando esses
canais i6nicos. Sem a concentracéo ideal de fons H* no interior do virus a proteina
M1 ndo se dissocia do nucleocapsideo, impedindo que o virus migre para ndcleo da
célula, havendo o blogueio da transcri¢ao e replicacéo viral (NEUMANN et al., 2009;
WIGG, 2008).

Nos ultimos anos, o virus Influenza vem mostrando resisténcia aos
adamantanos no mundo todo. A resisténcia ocorre devido a mutagdes pontuais no
gene M que corresponde a uma unica substituicdo aminoacidica no dominio
transmembrana da proteina M2, substituicdo de uma serina por uma asparagina na
posicdo 31 (S31N). Essa mutacao confere resisténcia, mas ndo afeta a viruléncia. A
taxa de resisténcia comecou a aumentar em 2003 principalmente com as cepas
H3N2, atingindo uma taxa de 90% em 2006. As cepas HI1IN1 sazonais
desenvolveram resisténcia aos adamantanos em propor¢do menor que H3N2.
Atualmente cerca de 98% das cepas A (H3N2) séo resistentes. Algumas cepas do
virus H5N1 também sdo resistentes e o virus Influenza (H1N1) pdm adquiriu a
resisténcia durante o seu rearranjo genético. As cepas resistentes possuem uma
transmissdo eficaz e patogenicidade semelhante as cepas sensiveis. Por esses

motivos, ndo esta sendo recomendado o uso dessas drogas nas recentes epidemias
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e na ultima pandemia de Influenza (HAYDEN, 1997; HEDLUND et al.,, 2010;
NAFFAKH, 2008; SCHNITZLER E SCHNITZLER, 2009; WEINSTOCK E ZUCCOTTI,
2009).

Os inibidores da neuraminidase sédo analogos do acido sialico e, portanto,
atuam na etapa de liberacdo das particulas virais inibindo a atividade sialidase da
NA (figura 12). Sdo especificos para os virus Influenza A e B e sdo 100 vezes mais
ativos do que a amantadina. Iniciando o tratamento dentro de um ou dois dias apés
o inicio dos sintomas, essas drogas podem reduzir a gravidade e diminuir o tempo
de doenca. Alguns estudos sugerem que elas possam também prevenir
complicagbes como pneumonia bacteriana ou viral, ou a exacerbagdo de doencas
cronicas. Se tomados apds 48 horas do aparecimento dos sintomas, esses antivirais
nao tém efetividade (WIGG, 2008).

Atividade da Neuraminidase
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FIGURA 12: Mecanismo de a¢&o dos inibidores da neuraminidase.
Fonte: Adaptado de Moscana, 2005.

Duas drogas inibidoras da NA estdo no mercado: O zanamivir (Relenza®;

GlaxoSmith-Kline) foi aprovado pela FDA para profilaxia e tratamento em julho de
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1999 e o oseltamivir (Tamiflu®; Roche) foi aprovado em outubro do mesmo ano
(MOSS et al., 2010).

O fosfato de oseltamivir esta disponivel em cépsula ou em pd para
suspensio liquida. E um pré-farmaco que apos a administracéo oral é absorvido no
trato gastrintestinal. No figado € hidrolisado por esterases hepéticas e convertido em
sua forma ativa, carboxilato de oseltamivir, em seguida é distribuido para todo o
corpo incluindo o trato respiratorio inferior e superior (CHIN E CHIN, 2010;
DOUCCETTE E AOKI, 2001). O metabolismo do oseltamivir ndo € comprometido em
pacientes com insuficiéncia hepética e a dosagem néo precisa ser ajustada (SNELL
et al., 2005). A biodisponibilidade da forma ativa administrada por via oral € de 80%
e atinge a sua concentracdo maxima apos 3 a 4 horas com meia-vida de 6 a 10
horas. O farmaco é excretado principalmente através dos rins, assim, a dosagem
deve ser modificada em pacientes com insuficiéncia renal (HE, et al., 1999;
MOSCANA, 2005).

O zanamivir € um pé seco administrado por inalacdo, através de um
aparelho (Diskhaler) fornecido junto com a medicacao, atingindo diretamente o trato
respiratorio, dessa forma, quando ocorre infeccdo sistémica pelo virus Influenza,
como ja foi relatado em alguns casos de H5N1, esse medicamento ndo é adequado,
pois apresenta absorcdo sistémica baixa (DE JONG et al.,, 2005). Estudos
demonstraram que depois de inalado 10-20% do zanamivir alcanca os pulmdes, o
resto fica depositado na orofaringe e atinge a sua concentracdo maxima dentro de 1
a 2 horas, cerca de 5-15% do total da dose é absorvida e excretada na urina.
Estima-se que a concentracdo do farmaco no trato respiratério € 1000 vezes mais
elevada que a concentragcdo minima necessaria para inibir a atividade viral, o efeito
inibitério comeca dentro de 10 segundos (CASS et al., 1999; MOSCANA, 2005).

O uso dessas medicacdes como profilaxia ndo € um substituto para a
vacinacdo, mas um auxiliar para prevenir e controlar a gripe. Estudos indicaram que
essas drogas sado eficientes para prevenir a infeccdo com eficacia de 70 a 90%,
principalmente em pacientes de alto risco ou profissionais de saude, o uso profilatico
nao é recomendado em individuos saudaveis (CHIN E CHIN, 2010; MOSCANA,
2005; WIGG, 2008).

Ao contrario dos adamantanos, os inibidores da NA estdo associados
uma taxa menor de efeitos colaterais. O oseltamivir apresenta como efeito colateral

problemas gratrointestinais como nauseas, vomitos e dor abdominal em 10% dos
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pacientes. Estudos no Japdo descreveram efeitos neuropsiquicos, principalmente
em criancas. O zanamivir pode provocar broncoespasmos e tosse especialmente em
pacientes com asma ou doenca cronica obstrutiva dos pulmdes. Portanto, o uso
desse antiviral é contraindicado em pessoas com doencas respiratorias graves
(HEDLUND et al., 2010; MOSS et al., 2010; WIGG, 2008) .

Durante a ultima pandemia, o CDC recomendou que o tratamento da
gripe fosse feito com os inibidores da NA. Foi preconizado pelo Ministério da Saude
gue o oseltamivir deve ser utilizado em pacientes com Sindrome Respiratoria Aguda
Grave (SRAG), cujo inicio dos sintomas tenha ocorrido no periodo de 48 horas.
Também, a critério médico, esta indicado o tratamento de pacientes com Sindrome
Gripal (SG) que sejam portadores de fatores de risco. O oseltamivir deve ser
utilizado durante a gravidez somente se o beneficio justificar o risco potencial para o
feto, sendo considerado risco de classe C (BRASIL, 2010c; CDC, 2009; SULLIVAN,
2010).

Durante a pandemia, a FDA emitiu uma autorizacdo de uso emergencial
do oseltamivir em pacientes com menos de um ano de idade e o zanamivir para
pacientes a partir dos sete anos de idade. O inicio do tratamento ndo deve ser feito
apenas ap6s a confirmacdo laboratorial, deve ser iniciado com base na anélise
clinica do médico (CDC, 2009; MOSS et al., 2010).

As dosagens recomendadas para o oseltamivir estdo no quadro 2:

Quadro 2 - Dosagem de oseltamivir por peso e frequéncia diaria.

Peso Dose Frequéncia
Menos de 15 Kg 30 mg 2x ao dia por 5 dias
De 15 a 23 Kg 45 mg 2x ao dia por 5 dias
De 23 a 40 Kg 60 mg 2x ao dia por 5 dias
Acima de 40 Kg 75 mg 2x ao dia por 5 dias

Fonte: CDC, 2009.

Para criangas com menos de um ano de idade é recomendado o uso de 3
mg/Kg duas vezes ao dia durante cinco dias (CDC, 2009).
Pacientes que ndo apresentarem resposta ao oseltamivir, quando este for

introduzido até 48 horas do inicio dos sintomas, que estejam em unidade hospitalar,
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e pacientes imunocomprometidos que n&o apresentarem resposta ao oseltamivir,
devem usar o zanamivir da seguinte forma: adultos e criancas com idade igual ou
superior a sete anos utilizar 10mg duas vezes por dias durante cinco dias (BRASIL,
2010).

O tratamento dos casos leves e moderados que ndo apresentarem sinais
de alerta nem fatores de risco deve ser semelhante ao tratamento de qualquer
sindrome gripal aguda, tendo atencéo para a possibilidade de complicacéo. Logo,
devem ser utilizados medicamentos sintomaticos para dor e febre, além de orientar a
alimentacao e de manter a hidratacao do paciente (BRASIL, 2010c).

O nucleosideo sintético, ribavirina, apresenta atividade para muitos virus
qguer sejam de DNA ou RNA. Foi licenciada pela FDA em 1986 para tratamento de
infeccdes pelo virus respiratorio sincicial (VRS) e também apresenta atividade contra
os virus Influenza A e B. E administrada na forma de aerossol e estudos
demonstraram que quando administrada por via oral ou intravenosa pode ser Util
para o tratamento de pneumonia causada pelo virus Influenza (HAYDEN, 1997;
WIGG, 2008).

4.3.4.2. Resisténcia aos inibidores da neuraminidase

A resisténcia viral resulta de substituicdes aminoacidicas em sitios
conservados no sitio ativo da proteina NA. A diferenca na geometria de interacao
dos diferentes antivirais com os residuos aminoacidicos da NA poderia explicar
porque algumas cepas adquirem resisténcia a certos antivirais e a outros nao, ou
seja, os marcadores moleculares de resisténcia sdo especificos para os subtipos de
Influenza e para os antivirais. Variantes resistentes replicam eficientemente em
culturas de células, mas a maioria mostra reduzida infecciosidade e viruléncia em
modelos animais. Pacientes imunocomprometidos s&o mais suscetiveis a gerar
cepas resistentes por apresentarem periodos mais prolongados de infeccéo viral
(DEYDE et al., 2010; GUBAREVA et al., 2000).

Nos anos de 2007-2008 cepas resistentes do virus HIN1 sazonal
emergiram e propagaram-se rapidamente, inclusive em paises que ndo prescreviam
oseltamivir regularmente. J4 em 2008-2009 mais de 99% dessas cepas

apresentavam a mutagao H275Y (substituicAo de uma histidina por uma tirosina na
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posicdo 275) que € equivalente a mutacdo H274Y na N2 que confere alta resisténcia
ao oseltamivir. De acordo com o CDC, a frequéncia de resisténcia ao oseltamivir de
cepas HIN1 sazonais nos Estados Unidos cresceu de menos de 0,5% em 2006-
2007, para 13% em 2007-2008 e para 99% em 2008-2009 (TRIANA-BALTZER et al.,
2009a). Essa mutacdo também foi encontrada em pacientes tratados que estavam
infectados pelo virus H5N1.

Véarios estudos relatam o aparecimento de outras substituicbes que
conferem resisténcia aos diferentes antivirais. Recentemente, verificou-se que a
mudanca aminoacidica N294S (substituicdo de uma asparagina por uma serina na
posicéo 294) confere resisténcia ao oseltamivir para o subtipos H3N2, HIN1 e H5N1
(PIZZORNO et al., 2011). O virus Influenza B com as substituicbes R152K e D198N
sao resistentes ao zanamivir e oseltamivir, respectivamente (GHEDIN et al., 2011).
Aeron Hurt e colaboradores (2009) identificaram a substituicdo Q136K (substituticéo
de uma glutamina por uma lisina na posicdo 136) que reduz a sensibilidade ao
zanamivir para os subtipos H3N2 e HIN1 (HURT et al., 2009).

Estudos recentes tém demonstrado que substituicdes em outros residuos
localizados na NA e em torno do seu sitio ativo podem alterar a susceptibilidade dos
virus Influenza para os inibidores da NA. Por exemplo, alteracdes nos residuos
V116, 1117, K150, D151 e 1223 foram associados com susceptibilidade reduzida aos
inibidores NA (DEYDE et al., 2010).

Em relacdo ao virus HIN1pdm, a OMS publicou em 2010 uma taxa de
1%-1,5% de cepas resistentes. A transmissdo do virus HIN1 pandémico resistente
tem sido relatada em ambientes fechados ou em contato muito préximo com
pessoas infectadas. Um estudo feito na Australia identificou transmissédo comunitaria
sustentada com cepas do virus HIN1 pdm resistentes ao oseltamivir. Neste estudo
foram analisados 182 pacientes positivos para HIN1 pdm entre maio e agosto de
2011; um total de 29 amostras (16%) apresentaram a substituicdo H275Y (HURT et
al., 2011). Novas alteragbes aminoacidicas estdo sendo associadas a uma possivel
resisténcia antiviral em cepas H1Nlpdm como 1223R, E119V, 1117V e D199N
(ESHAGHI et al, 2011; ESPINOLA, 2012; HURT et al., 2012; PIZZORNO et al.,
2011).

A ligacdo da neuraminidase ao oseltamivir envolve uma alteragao
conformacional na cadeia lateral do residuo de &cido glutdmico na posicdo 276

(E276) da NA. Nessa conformacdo, o acido glutamico “gira” e se liga ao aminoacido



57

arginina na posicao 224 (R224), dando estabilidade para a ligagdo do oseltamivir. A
presenca de uma mutagcdo pode inibir essa rotagdo. Além disso, quando ocorre a
substituicdo H274Y, a presenca de uma tirosina, que é mais volumosa que a
histidina, na posicdo 274, empurra o grupo carboxilo da posicdo E276 mais para
dentro do sitio de ligagéo, dificultando a ligagdo do oseltamivir (figura 13).

O grupo 1 da NA (N1, N4, N5, N8) tem outra tirosina abaixo do local do
sitio ativo, na posicao 252. A combinacao de duas tirosinas (Y252 e Y274) altera o
espaco que normalmente acomoda o oseltamivir. Em contrapartida, o grupo 2 da NA
(N2, N3, N6, N7, N9) tem uma treonina na posicao 252 e, com isso, consegue
acomodar o oseltamivir com mais facilidade na presenca da mutacdo (AOKI et al.,
2007; WEINSTOCK E ZUCCOTTI, 2009).
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Figura 13: Alteracdo conformacional da neuraminidase (NA) na presenca da substituicdo H274Y. A)
acido sialico ligado ao sitio ativo da NA. B) oseltamivir no sitio ativo da NA. C) NA apresentando a
substituicdo aminoacidica na posicao 274.

Fonte: Adaptado de Protein data Bank, 2009.

Acreditava-se que a substituicdo H274Y diminuia a atividade viral. No
entanto, devido a facilidade de transmissdo e signifivativa patogenicidade em
pacientes de alto risco, admitiu-se que cepas com essa mutacdo podem ter o

mesmo grau de viruléncia de outras cepas (DAHRAN, 2009).
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No quadro 3 estdo descritas as principais substituicbes aminoacidicas

identificadas na NA e relacionadas a resisténcia ao antiviral:

Quadro 3 - Principais substituicbes aminoacidicas na neuraminidase encontradas nos virus

Influenza A e B, relacionadas a resisténcia antiviral.

_ Antivirais _
Mutacdo NA | Subtipo Referéncia
Oseltamivir Zanamivir Peramivir
E119G B RS RS R Jackson et al,
2005.
D198N B R RS S Gubareva, 2004.
R152K B R R R Gubareva, 2004.
E119D Jackson et al,
B R R R 2005.
E119A Jackson et al,
B R R R 2005.
E1l19V H3N2 R S S Gubareva, 2004.
H274Y Gubareva et al,
H3N2 R S R 2001.
R292K H3N2 R RS RS Carr et al, 2002.
Q136K H3N2 S RS S Hurt et al, 2009.
Pizzorno et al,
N294S H3N2 R R RS 2011
Yen et al, 2006;
R224K H3N2 R R S Lackenby et al,
2008.
1222V H3N2 RS RS S Dayde et al, 2010.
E119D H3N2 S R S Zurcher et al, 2006.
H1N1 Gubareva et al,
H275Y sazonal/pdm R S R 2001.
Q136K HIN1 pdm RS ? Hurt et al, 2009.
H1N1 Pizzorno et al,
AEEE sazonal R R S 2011
1223V HIN1 RS RS S Dayde et al, 2010.
sazonal
1117V HIN1 pdm RS S S Hurt et al, 2012.

R= resistente; S= sensivel; RS= reducao da sensibilidade.

4.3.4.3. Antivirais em desenvolvimento para o tratamento da gripe

O desenvolvimento de novos agentes antivirais se imp0e para a obtencao

de drogas que tenham um espectro de acdo maior em relacdo aos tratamentos
atuais (BOLTZ et al., 2010; HEDLUND et al., 2010).
O peramivir (BioCryst) € um potente inibidor da NA viral com atividade

contra os virus Influenza A e B. Similar ao zanamivir, 0 peramivir demonstrou ter
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uma biodisponibilidade oral baixa, portanto foi desenvolvido para administracao
intravenosa. Estudos mostraram que a administracdo intravenosa diminuiu
significativamente o tempo necessario para alcancar a estabilidade clinica em
pacientes hospitalizados e ndo demonstrou nenhuma inferioridade ao oseltamivir em
relagdo ao tempo para o alivio dos sintomas. No entanto, verificou-se que cepas
contendo a mutacdo H274Y, que confere resisténcia ao oseltamivir, S840 menos
suscetiveis ao peramivir. Estudos para a administracdo intramuscular também estéo
sendo realizados e apresentam resultados positivos (HEDLUND et al., 2010; MOSS
et al., 2010).

Comparado ao zanamivir, 0 peramivir demonstrou que a atividade
inibitéria contra as cepas H3N2 e HIN1 aumentou de 3 a 4 vezes (CHIN E CHIN,
2010). Em 23 de outubro de 2009 a FDA liberou o uso do peramivir com
administracdo intravenosa em pacientes hospitalizados, incluindo pacientes
pediatricos, com suspeita ou confirmacao para o virus Influenza A (H1N1) pdm. Em
2010, o peramivir também foi aprovado para comercializagcdo no Japao (MOSS et
al., 2010).

O laninamivir (R-125489) é um antiviral muito promissor de agéo
prolongada com estrutura semelhante ao zanamivir atuando como inibidor da NA.
Seu pré-farmaco, laninamivir octanoato (CS-8958) € administrado através da
inalacdo e o desenvolvimento estd sendo realizado pela Biota Holdings da Australia
e Daiichi-Sankyo e Pharmaceuticals do Japéo. Esta em fase Il de teste e os estudos
vém demonstrando que uma Unica inalacdo apresentou padrdes de eficacia
semelhantes ao oseltamivir com atividade in vivo e in vitro contra o virus A (H1N1)
pdm. Possui eficiente capacidade para inibir cepas resistentes ao oseltamivir.
Semelhante ao oseltamivir que é processado para sua forma ativa no figado, o
laninamivir octanoato € processado para laninamivir no pulmédo. Em setembro de
2010 seu uso foi aprovado no Japao (CHIN E CHIN, 2010; CHRISTOPHER et al.,
2011; HEDLUND et al., 2010; MOSS et al., 2010).

O T-705, conhecido como favipiravir, possui uma atividade inibitéria
potente contra os virus Influenza A, B e C e outros virus de RNA. E um inibidor da
polimerase viral que age como um analogo de nucleosideo e interfere na atividade
da polimerase viral impedindo o processo de replicagcdo com acdo similar a
ribavirina. Segundo Kiso et al., a droga protegeu camundongos contra infecgéo pelo

virus H5N1 altamente patogénico, sendo que estudos revelaram que o oseltamivir
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apresenta eficacia limitada contra virus HSN1 em modelos animais. Atualmente esta
em fase Il de estudos no Japao (HEDLUND et al., 2010; KISO et al., 2010).

Atualmente esta sendo desenvolvida uma nova droga que tem como alvo
a célula do hospedeiro. A DAS181 (Fludase®) é uma proteina de fuséo recombinante
que contém um dominio catalitico de sialidase. E o primeiro antiviral que tem como
alvo os receptores de acido sidlicos da célula hospedeira. A atividade sialidase
dessa droga cliva e inativa tais receptores (ASa2,3Gal e ASa2,6Gal) impedindo a
ligacdo e a entrada do virus na célula hospedeira. Em modelos animais mostrou
eficacia profilatica e terapéutica contra os virus Influenza A e B e parainfluenza, que
também utilizam os mesmos receptores (HEDLUND et al., 2010; MOSS et al., 2010;
TRIANA-BALTZER et al., 2010). DAS181 foi desenvolvido para funcionar
topicamente na superficie das vias aéreas, € um po seco administrado por inalacéo
com dose de 5-20 mg por dia durante 5 dias (LARSON et al., 2011; TRIANA-
BALTZER et al., 2010). Estudos revelaram que o DAS181 foi eficaz contra cepas
com a mutacdo H274Y (TRIANA-BALTZER et al., 2009a). DAS181 também mostrou
atividade in vivo e in vitro contra cepas do virus HIN1 pdm (TRIANA-BALTZER et
al., 2009b). Foi observada uma boa tolerancia dos efeitos adversos na fase | de
estudos clinicos. Atualmente os estudos encontram-se na fase Il (HEDLUND et al.,
2010).

No quadro 4 encontram-se 0s principais antivirais desenvolvidos
atualmente:

Quadro 4 - Antivirais em desenvolvimento para o tratamento da gripe.

: Mecanismo Modo de Fase de Desenvolvido
Candidatos ~ o ~ )
de acao administracdo | desenvolvimento por
Inibicéo da . . . —
Laninamivir (CS-8958) liberacao das Inalagéo Fase Il (Jap&o) Biota/Daiichi
. L Sankyo
particulas virais
Inibicdo da BioCrvst
Peramivir liberagdo das Intravenosa Fase Ill yst
: - Pharmaceuticals
particulas virais
Toyama Chemical
Inibigéio da Co.,
Favipiravir (T-705) 10ICa0 02 Oral Fase Il Ltd (a subsidiary of
replicacao viral Fuji
Holdings)
Inibicdo da
ligacdo ao .
Fludase (DAS181) receptor da Inalagéo Fase Il NexBio Inc.
célula
hospedeira

Fonte: Adaptado de Hedlund et al., 2010.
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A figura abaixo ilustra todos os antivirais citados no texto nas diferentes
fases do ciclo replicativo:

H Ligacédo
R
— — NA
X
—aC M2
4

| DAS181 |

Migracéo do virus para
o nucleo da célula

I Adamantanos I

1.705 Transcricdo

Liberacgéo viral

| Inibidores da NA

Membrana basal Epitélio

Figura 14: Antivirais agindo nos diferentes estagios do ciclo replicativo do virus Influenza.
Fonte: Adaptado de Hedlund et al., 2010.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. TIPO DE ESTUDO

Estudo transversal de carater descritivo.

5.2. POPULACAO DE ESTUDO

A populacéo investigada foi constituida de individuos de ambos os sexos
e diferentes faixas etérias, triados pela Rede de Vigilancia da Gripe, no periodo de
maio de 2009 a maio de 2012 procedentes da mesorregido metropolitana de Belém.
As mesorregides foram instituidas pela Resolucéo da Presidéncia do IBGE n°. 11, de
5 de junho de 1990. Desse modo a mesorregidao metropolitana de Belém é composta
pela microrregido de Belém (Ananindeua, Barcarena, Belém, Benevides, Marituba e
Santa Barbara do Para) e microrregidao de Castanhal (Bujaru, Castanhal, Inhangapi,
Santa Isabel e Santo Antonio do Taud).

A amostra foi constituida por pacientes com gripe A (HIN1) pdm
confirmados laboratorialmente, provenientes de ambulatérios ou internacées

hospitalares.

5.3. AMOSTRAS

Os espécimes clinicos utilizados na investigacdo foram de aspirado
nasofaringeo (ANF) ou swab combinado (narina/garganta), obtidos a partir de
pacientes que apresentavam sinais e sintomas de gripe com até cinco dias de
evolucédo, atendidos em unidades de saude da mesorregidao metropolitana de Belém.

A unidade de saude primeiramente notificava 0s casos suspeitos e
informava a Secretaria Estadual de salude (SESPA), que por sua fez acionava o0s
técnicos do Laboratério Central de Saude Publica do Estado do Para (LACEN-PA)
para a realizacdo da coleta de secrecdo respiratoria e encaminhamento das

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

5.4. CRITERIOS DE INCLUSAO

Amostras clinicas de pacientes com diagnéstico laboratorial de infeccao
pelo virus Influenza A (HIN1) pdm pertencentes a ambos os sexos e diferentes
faixas etarias, atendidos em unidades de saude com quadro clinico de sindrome
respiratoria aguda grave (SRAG) caracterizada pela presenca de febre, tosse e
dispnéia, acompanhada ou ndo de outros sintomas como: calafrios, dor de garganta,
mialgia ou artralgia, e pacientes que nao apresentavam algum tipo de comorbidade.

5.5. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo pacientes que ndo apresentavam sindrome

respiratoria aguda grave (SRAG).

5.6. TAMANHO AMOSTRAL

Para calculo do tamanho amostral foi utilizado o nivel de confianca de
95%, a um erro amostral de 2,5% e proporcdo conhecida da mutacédo na populacao
de 1,5%. Foram obtidas 739 amostras positivas para HIN1 pdm na mesorregido

metropolitana de Belém no periodo de maio de 2009 a dezembro de 2010, das
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quais, utilizando os critérios de excluséo, foram selecionadas 336, cujo resultado do
calculo amostral foi de 72 amostras. Em seguida, através do software Bio Estat 5.0
(AYRES et al., 2007), foi calculada a amostragem estratificada, no qual foi sugerido
0 n amostral para os anos de 2009 e 2010. No ano de 2011 nao foi identificado
nenhuma amostra positiva para HIN1 pdm, no ano de 2012, as cinco amostras
positivas foram incluidas na pesquisa e os 28 0Obitos positivos obtidos (todos dos

anos de 2009 e 2010) foram testados.

5.7. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

No laboratorio de virus respiratérios do Instituto Evandro Chagas, as
amostras foram homogeneizadas e fragmentadas em duas aliquotas devidamente
rotuladas com o numero do registro, natureza do espécime clinico (SC ou SNF) e

data da colheita. Todas as aliquotas foram mantidas a - 70°C.

5.8. EXTRACAO DO RNA VIRAL (RNAV)

O RNAV foi extraido a partir do espécime clinico utilizando-se o QIAamp®
Viral RNA Mini Kit (Qiagen), seguindo as orientacdes do fabricante. Resumidamente,
0 método consiste em trés etapas principais: lise, lavagem e eluicdo. O RNA eluido

foi estocado a -70°C ou imediatamente submetido a RT-PCR.

5.9. DETECCAO DO GENOMA VIRAL POR REACAO EM CADEIA MEDIADA PELA
POLIMERASE PRECEDIDA DE TRANSCRICAO REVERSA (RT-PCR) EM TEMPO
REAL

Para deteccdo do genoma viral foi utilizada a Reacdo em Cadeia mediada
pela Polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-PCR) em tempo real de
acordo com protocolo preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude.

Nesta etapa foram utilizados detectores (primer e sonda) especificos para

genes do virus Influenza A (H1N1) pdm: InfA, Suino universal (swFIluA), Suinos H1
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(swH1) e RNaseP (RP), demonstrados no quadro 6. O primer e sonda da RNaseP
tem como fungdo detectar RNase P de gene humano e, portanto, serve como
controle interno positivo para acido nucléico humano, fornecendo um controle
secundario que valida o procedimento de extracdo dos acidos nucléicos e

integridade dos reagentes. Os controles positivos e negativos foram incluidos em

™
cada reacdo. A reacao foi realizada com o Kit comercial SuperScript [l One-step

®
gRT-PCR with Platinum Taq - (Invitrogen Life Technologies) para um volume final de
25ul, contendo 20ul de mix onde a quantidade de cada reagente adicionado para

cada primer e sonda estao descritos no quadro abaixo:

QUADRO 5 - Descrigcéao do volume de cada reagente que deve constituir a mix por reacao.
* N = nimero de amostras + controle positivo e negativo

Reagentes Volume por reagdo
Agua livre de nuclease (Water free DNase/ RNase) N x 5.5 pl
Iniciador Forward N x 0.5 pl
Iniciador Reverse N x 0.5 pl
Sonda N x 0.5 pl
SuperScript™ [ll RT/Platinum® Taqg Mix N x 0.5 pl
Master Mix PCR 2X N x12.5 ul
Volume total N X 20.0 pl

A reacdo de amplificacdo foi conduzida inicialmente por uma transcri¢cao
reversa a 50°C por 30 minutos, seguida da ativacéo da Taq polimerase a 95°C por 2
minutos e da amplificacéo pela reacdo em cadeia da polimerase de 45 ciclos a 95°C
por 15 segundos e 55°C por 30 segundos.

As sequéncias de primers e sondas estao especificadas no quadro 6.
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QUADRO 6 - Sequéncia de primers e sondas utilizadas na RT-PCR em tempo real.

Primers e A ~
!> t
Sonda Sequéncia (5'>3’) Concentracéo
InfA Forward GAC CRATCCTGT CACCTCTGAC 40 uM
INfA Reverse AGG GCATTY TGG ACA AAK CGT CTA 40 uM
InfA Probe’ TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG 10 uM
SW InfA Forward | GCA CGG TCA GCA CTT ATY CTR AG 40 uM
SW IniA GTGRGCTGG GTTTTCATTTGG TC 40 uM
Reverse
2 | CYACTG CAA GCC CA"T" ACA CAC AAG
SW InfA Probe CAG GCA 10 uM
SW H1 Forward | GTG CTA TAA ACA CCA GCCTYC CA 40 uM
SW H1 Reverse | CGG GAT ATT CCT TAATCC TGT RGC 40 uM
2 | CA GAA TAT ACA “T"CC RGT CAC AAT
SW H1 Probe TGGARA A 10 uM
RnaseP Forward | AGATTT GGA CCT GCG AGC G 40 uM
RnaseP Reverse | GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT 40 uM
RnaseP Probe’ | TTC TGA CCT GAA GGC TCT GCG CG 10 uM

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

Sondas TagMan® marcadas na regido 5'-terminal com FAM e na regido terminal 3' ha internamente
um residuo “T” modificado com BHQ1 para evitar a extensdo da sonda pela Taq polimerase.

PCR em tempo real esta descrita no quadro abaixo:

A interpretacdo dos resultados para deteccédo do genoma viral pela RT-

QUADRO 7 - Interpretagdo dos resultados da RT-PCR em tempo real de acordo com os

guatro marcadores utilizados para a detec¢cdo do genoma viral.

A ASw H1Sw RNaseP Resultados
Influenza
Amostra + + + + e
Amostra + - ; + Influenza A
Sazonal
Amostra ) } - + Negativo
Amostra - - . ) Amostra

Inadequada
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5.10. ISOLAMENTO VIRAL

O isolamento viral foi realizado a partir dos espécimes considerados
positivos pela Reacdo em Cadeia mediada pela Polimerase precedida de transcricao
reversa (RT-PCR) em tempo real. Essas amostras positivas foram inoculadas
diretamente em placas e/ou garrafas de cultivos celulares da linhagem continua de
células de rim de cachorro (MDCK - Madin Darbin Canine Kidney), sensiveis ao
crescimento do virus Influenza.

Os cultivos foram mantidos em garrafas plasticas contendo Meio
Dulbecco modificado de Eagle (DMEM) acrescido de bicarbonato de sédio na
concentracédo de 1,5¢/L, soro bovino fetal 10%, L-glutamina 4mM, HEPES 10mM,
penicilina 100u/ml e estreptomicina 100pug/ml. Para a inoculacdo dos espécimes
foram preparadas placas, as quais, apos a inoculacédo, foram mantidas em estufa de
diéxido de carbono (CO;) a 37C° com o meio de manutencdo (menor concentracao
de soro bovino comparado ao meio de crescimento e acréscimo de anfotericina B)
adicionado de tripsina cristalina 1 pug/mil.

As culturas foram observadas diariamente ao microscopio éptico invertido,
na procura de evidéncias do crescimento de viral. Adicionalmente, a cada quatro
dias uma amostra do fluido da cultura foi testada quanto a presenca de atividade
hemaglutinante (HA) indicativa de proliferacdo viral. As amostras com resultados

positivos foram entéo selecionadas e estocadas a —70°C para testes posteriores.

5.11. CARACTERIZACAO GENETICA

As amostras que foram positivas para A (HLN1) pdm e isoladas em cultivo
celular, foram submetidas a caracterizagdo genética do gene NA utilizando-se 3
etapas principais: a) extracdo do RNAv; b) amplificacdo do RNAv pela técnica de
Reagcdo em Cadeia da Polimerase precedida de Transcrigdo Reversa (RT-PCR)

seguida de semi-nested (PCR); ¢) sequenciamento do gene de interesse.
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5.11.1. Extracdo do RNA viral

A extracdo do RNA viral para a caracterizacdo genética foi realizada a
partir do cultivo celular infectado seguindo as orientacbes do fabricante do
PureLink™ Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen Life Technologies). Resumidamente, o
método consiste em trés etapas principais: lise, lavagem e eluicdo. O RNA eluido foi

estocado a -70°C ou imediatamente submetido a RT-PCR.

5.11.2. Reacédo em Cadeia da Polimerase precedida de Transcricdo Reversa
(RT-PCR) seguida de semi-nested (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase precedida de transcricdo reversa

(RT-PCR) em um unico tubo foi realizada utilizando-se Kit comercial SuperScript I

™ ®
One-step gRT-PCR with Platinum Taqg - (Invitrogen Life Technologies) e primers

especifico para o gene da neuraminidase do virus A (H1N1) pdm para um volume
final de 25ul, contendo, 5uL de RNAv, 0.2uL de cada oligonucleotideo iniciador (50
pmol/uL) (quadro 7), 12.5uL de tampéo de reacdo 2X (contendo 0.4mM de cada
dNTP, 2.4mM de MgSO,), 0.12uL de inibidor de ribonuclease 40U/uL (RNAsine
Inhibitor, Promega), 0.5uL de mix RT/Taq (SuperScript™ RT/Platinum Taq), e 6.5l
de agua livre de nuclease (Water free DNase/ RNase). Em seguida, a mistura foi
submetida a transcricédo reversa a 42C°/45', 55C°/15’ e 95C°/5’ e PCR com 30 ciclos
de 94C°/45”, 60C°45” e 72C°/2'.

Posteriormente, foi realizada a etapa de semi-nested (PCR) para um
volume final de 50ul, contendo, 2uL do produto da RT-PCR, 0.5uL de cada
oligonucleotideo iniciador (50 pmol/uL) (quadro 8), 5uL de tampdo 10x, 2uL de
dNTP, 1.45uL de cloreto de magnésio (MgCl,), 0.25uL de Taq DNA polimerase
(Invitrogen Life Technologies) e 38.3ul de agua livre de nuclease (Water free DNase/
RNase). Em seguida, a mistura foi submetida a reacédo de amplificacdo com ativagao
da Taq polimerase a 95°C por 5' e 30 ciclos de 94C°/45”, 60C°/45” e 72C°/2’. Cada
conjunto de amostras submetido a amplificacdo foi acompanhado de um controle

positivo e um negativo.
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QUADRO 8 - Sequéncia de primers utilizados na RT-PCR e semi-nested (PCR).

o Tamanh
Identificacdo Sequéncias (5’-3’) amanho do
Amplicon
AGCAAAAGCAGGAGT TTAAAA
NS /+/1 1449 pb (RT-PCR)
N1S [/ 1450 CAAGGAGTTTTTTGAACAAATTAC
NS /+/ 299 TGTTAGTGGATGGGCTATATACA 1151 pb (sem-
NLS /7 1450 CAAGGAGTTTTTTGAACAAATTAC nested)

Ao término da amplificacdo, as amostras positivas foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado por SYBR® Safe DNA gel stain
(Invitrogen Life Technologies), com tampao 1X tris-acetato-EDTA (TAE). O marcador
de peso molecular SmartLadder® (Eurogentec) foi aplicado em cada gel. A
visualizacdo dos amplicons impregnados pelo SYBR® Safe foi realizada em
transilumidor com luz ultravioleta (UV) e fotografado com auxilio do sistema de foto-

documentacéo Vilber Loumart.

5.11.3. Purificacao e quantificacado do produto do semi-nested (PCR)

Em seguida, nas amostras que apresentaram a banda de interesse, foi
realizada a purificacdo do produto do semi-nested, utilizando o kit comercial
MEGAquick-spin PCR & AGAROSE GEL DNA EXTRACTION (Bioeasy). O produto
eluido foi entdo quantificado seguindo instrucdes do fabricante do marcador de peso
molecular Low Mass Ladder (Invitrogen Life Technologies). A concentracdo de cada
amostra foi determinada comparando-se a intensidade das bandas do marcador com

a banda das amostras, sendo o resultado expresso em nanogramas (ng).
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5.12. SEQUENCIAMENTO DO GENE DA NEURAMINIDASE

5.12.1. Método de Sanger

O método de bloqueio de cadeia descrito por SANGER et al. (1977) tem
como fundamento o emprego de dideoxinucleotideos marcados com diferentes
fluoroforos.

A reacdo de sequenciamento pelo método de sanger foi feita com o Kit
Big Dye® terminator Cycle Sequencing v 3.1 (Applied Biosystem) e foi composta
pela mistura de DNA viral amplificado (40-50 ng), Big Dye contendo o0s
dideoxinucleotideos fluorescentes ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP, tampdo de
reacao, iniciadores especificos senso e reverso (2.5 pmol/uL) (quadro 9) e se
necessario agua para volume final de 10ul. A mistura foi submetida a 25 ciclos, cada
um composto por etapas de desnaturagdo a 96°C por 20 segundos, hibridizacdo dos

iniciadores a 50°C por 15 segundos e sintese a 60°C por quatro minutos.

QUADRO 9 - Sequéncia de primers utilizados na reagdo de sequenciamento do gene NA.

Identificacéo Sequéncias (5-3’)
N1S/+/299 TGTTAGTGGATGGGCTATATACA
N1S/+/638 CAGACACTATCAAGAGTTGGA
N1S/+/953 GCAGTGGGATTTTCGGACACAA
N1S/./749 | GGT CAT TAC AGT AAA GCA AGA AC
N1S/-/1450 CAAGGAGTTTTTTGAACAAATTAC

5.12.2. Precipitacdo da Reac&o de Sequenciamento

A precipitacdo da reacao de sequenciamento foi realizada pela adicéo de
40ul de isopropanol a 65% diluido em &gua livre de RNase, sendo incubados por 15
minutos a temperatura ambiente e em seguida centrifugados a 4.000 rpm durante 45
minutos a temperatura de 20°C. Posteriormente, o isopropanol foi cuidadosamente

removido e o volume de 200ul de etanol a 70% foi adicionado a placa. A nova etapa
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de centrifugacdo foi realizada durante 20 minutos a 4.000 rpm, objetivando a
precipitacdo do DNA contendo os dideoxinucleotideos marcados. Finalmente, o
etanol foi removido, e a placa submetida a 95°C durante cinco minutos para

completa evaporacado do etanol.

5.12.3. Eletroforese em sequenciador automéatico

O DNA precipitado foi reconstituido em 15uL formamida high dye (pH
7,0). Apos ser submetido a etapa de choque térmico a 95°C por dois minutos,
objetivando a quebra de estruturas secundéarias que possam impedir a correta
separacédo dos fragmentos de DNA marcados; a placa com o DNA reconstituido em
formamida foi submetida a eletroforese em capilar de 36 cm. Para cada 16
amostras, a eletroforese em sequenciador automéatico foi realizada durante
aproximadamente uma hora e meia, quando entédo os fragmentos de DNA marcados
foram separados de acordo com seus tamanhos (diferenca de um nucleotideo entre
cada fragmento), detectados por emissdo de fluorescéncia em diferentes
comprimentos de onda, e interpretados pelo sistema computacional do equipamento
segundo codigos de cores (azul, vermelho, verde e amarelo) ao passarem pela
regido de leitura ética do sequenciador.

5.12.4. Alinhamento, edi¢cdo das sequéncias e construcdo da arvore filogenética.

Para a analise das sequéncias obtidas pelo método de Sanger et al. (1977),
inicialmente as mesmas foram avaliadas em qualidade pela observacdo do sinal
expresso em cores obtido para cada nucleotidica sequenciada, onde as cores azul,
verde, amarelo e vermelho correspondem as qualidades 6tima, boa, duvidosa e
péssima, respectivamente. Sequéncias de qualidade Otima deverdo apresentar
indices percentuais superiores a 95% quando combinadas as qualidades, 6tima e
boa. As demais sequéncias tiveram o0 processo de sequenciamento repetido.
Posteriormente, as sequéncias foram alinhadas e editadas utilizando o programa
BioEdit v 7.0 e comparadas com seqiéncias de outros virus isolados e disponiveis

no banco de dados do Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando os
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programas Clustal W v 1.7 (Thompson et al., 1994) e MEGA 5.05 (TAMURA et al.,
2011). Em seguida, foram avaliadas quanto a presenca de mutacdes e substituicoes
aminoacidicas relacionadas a resisténcia aos antivirais.

A construcdo da arvore filogenética foi efetuada com a aplicacdo do
meétodo de neighbor joining (NJ) (SAITOU e NEI, 1987) implementado no programa
MEGA 5.05. Foi aplicado também, o teste de bootstrap conjuntamente aos métodos
de NJ fixando-se 1000 réplicas para proporcionar maior confiabilidade aos valores
dos grupamentos. A matriz de distancia no método de NJ foi calculada a partir das
sequéncias alinhadas usando o modelo de dois parametros de Kimura (Kimura,
1980).

5.13. MODELAGEM MOLECULAR DE PROTEINAS

5.13.1. Alinhamento do modelo estrutural (template/alvo)

A sequéncia primaria de uma proteina determina sua estrutura
tridimensional. Contudo, o algoritmo que permite, com precisdo absoluta, determinar
a estrutura tridimensional de uma proteina partindo-se de sua sequéncia ainda esta
por ser determinado. A modelagem molecular comparativa tem o potencial de gerar
modelos confiaveis. A condicdo necesséria refere-se a existéncia de semelhancas
entre a sequéncia designada e as estruturas do modelo e que o alinhamento correto
entre elas possa ser construido. Esta aproximacéo para a modelagem da estrutura é
possivel porque uma pequena mudanca na sequéncia de uma proteina normalmente
resulta em pequenas mudancas em sua estrutura tridimensional (LESK et al., 2001).

Primeiramente foi necessaria a busca de templates em um banco de
dados de estrutura de proteinas. A busca dos moldes tridimensionais foi realizada
utilizando-se o programa BLASTp do Web Server SWISS-MODEL
(swissmodel.expasy.org) que seleciona as estruturas cristalograficas depositadas
no banco de dados de estruturas de proteinas (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb). A
estrutura molde (template) selecionada foi a 3Tl4, utilizando o programa MODELLER
9.10 (SALI E BLUNDELL, 1993) para executar o alinhamento das sequéncias do
template/alvo, sendo escolhido os moldes mais apropriados para a construgdo dos

modelos.
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5.13.2. Construcdes do Modelo

Uma vez realizado o alinhamento entre as sequéncias do alvo e do
template, os modelos 3D foram construidos utilizando-se a modelagem molecular
comparativa por satisfacdo das restricdbes espaciais implementadas no programa
MODELLER 9.10 (SALI E BLUNDELL, 1993). Escolhemos os modelos pela
otimizacdo da funcao objetivo no espaco cartesiano, e este teve a menor energia,

assim garantindo sua maior integridade.

5.13.3. Avaliacdo dos Modelos

Os modelos foram avaliados como um todo, bem como em regides
individuais com base na similaridade entre as sequéncias do template e do alvo,
observando a presenca de residuos importantes em regiées da proteina. Utilizamos
o programa PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993) para a validacdo da qualidade
estereoquimica global dos modelos 3D, comprimento de ligagdo, angulo de ligacéo,
ligacdo peptidica e planaridade de anéis da cadeia lateral, quiralidade, angulos de
torcdo da cadeia principal e cadeia lateral, bem como choques entre pares de
atomos nao ligados. Além do programa VERIFY3D (LUTHY et al.,1992) que foi
empregado para a avaliagdo da compatibilidade da estrutura tridimensional com a
sua sequéncia aminoacidica. Os modelos foram visualizados através do programa

Pymol 1.5 (http://www.pymol.org/).

5.14. AVALIACAO ETICA DA PESQUISA

Este projeto foi elaborado obedecendo as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos, resolucdo n° 196 de
10 de outubro de 1996. O presente estudo pertence a um projeto maior intitulado
como “PROJETO FLU A HIN1: Fatores genéticos, imunologicos e viroldgicos
relacionados a gravidade da gripe causada pelo virus A HIN1 pandémico” que
obteve o parecer de aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa do Nucleo de

Medicina Tropical/UFPA com o protocolo n° 016/2010 (anexo).
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6. FONTES FINANCIADORAS

O projeto em questdo teve apoio financeiro da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado do Para (FAPESPA) e Instituto Evandro Chagas.

7. RESULTADOS

No periodo de maio de 2009 a maio de 2012 foram recebidas no
Laboratorio de Virus Respiratérios 2619 amostras de secrecdes respiratérias de
pacientes que apresentavam sinais e sintomas de infeccao respiratéria aguda (IRA)
com até cinco dias de evolucdo. Desse total, 744 (28,4%) foram positivas para

Influenza A HIN1 pdm através do RT-PCR em tempo real (tabela 3).

Tabela 3: NUumero de amostras recebidas e positivas para HLN1 pdm no periodo de estudo.

ANoO Amostras Amostras
recebidas positivas
2009 1186 485 (40,8%)
2010 1037 254 (24,4%)
2011 162 0 (0%)
2012 234 5 (2,1%)
Total 2619 744

Foi feita a amplificagdo para o gene da neuraminidase em 98 amostras
distribuidas na regido e periodo de estudo, sendo 46 amostras do ano de 2009, 48
de 2010 e quatro de 2012. Adultos jovens (n=54) e o sexo feminino (n=57) foram os

mais prevalentes no estudo (tabela 4).
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Tabela 4: Distribuicdo por faixa etaria e sexo das amostras sequenciadas.

Ano Faixa Etéaria Sexo

0-4 5-14 15-24 25-59 >60 Feminino Masculino
2009 4 20 13 8 1 25 (43,8%) 21 (51,2%)
2010 8 11 13 16 0 29 (50,8%) 19 (46,3%)
2012 0 0 2 2 0 3 (5,2%) 1 (2,4%)
Total 12 31 28 26 1 57 (100%) 41 (100%)

Durante o periodo pandémico observamos a ocorréncia de duas ondas da
doenca na regido norte do Brasil, principalmente no estado do Para. A primeira
onda, que ocorreu durante os meses de agosto, setembro e outubro de 2009, atingiu
todo o Brasil; a segunda onda que ocorreu nos meses de fevereiro, marco e abril de

2010, predominantemente na regiao norte (figuras 15).
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Figura 15: Ocorréncia sazonal de todas as amostras positivas para HIN1pdm e das sequenciadas
para o gene NA nos anos de 2009 e 2010.
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O sequenciamento parcial do gene NA evidenciou que duas amostras de
2010 apresentaram a substituicdo aminoacidica D199N, que ja foi relatada em véarios
estudos, mostrando uma possivel associacdo com o aumento da resisténcia ao
oseltamivir (figura 16). Estas cepas foram isoladas nas cidades de Castanhal e
Belém, um dos pacientes que apresentou essa substituicdo estava internado e fazia
uso do oseltamivir, 0 outro paciente ndo estava utilizando o medicamento, ambos
eram adultos jovens.

As quatro amostras sequenciadas de 2012 apresentaram duas
substituicdes aminoacidicas (V2411 e N369K) (figural6) que ndo estdo relacionadas
a resisténcia e nao estdo nos sitios antigénicos, mas séo citadas em varios trabalhos

apresentando importancia filogenética e demonstrando a evolucgéo viral desde 2009

através do surgimento e acumulo de determinadas substituicdes aminoacidicas.

A substituicdo H275Y, que confere alta resisténcia ao oseltamivir e

peramivir, ndo foi identificada neste estudo.
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Figura 16: Alinhamento de aminoacidos da NA do virus Influenza H1IN1pdm. Em destaque as

substituicdes identificadas.
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A modelagem proteica por homologia demonstrou que os moldes do PDB
utilizados pelo MODELLER geraram estruturas de boa qualidade estereoquimica,
bem como boa compatibilidade da estrutura 3D com a 1D, estes modelos foram
validados através do softwares PROCHECK e VERIFY 3D (figura 17 e 18).

Na figura 17C, observa-se uma alteragao na estrutura conformacional da
proteina que resultou em uma mudanca na estrutura do sitio ativo que é o local de
ligacdo do oseltamivir, o0 que poderia estar relacionado com a maior ou melhor

afinidade de ligacdo da NA com o oseltamivir.

Figura 17: A) Modelo 3D da NA selvagem (D199); B) Modelo 3D da NA mutante (N199); C)
Alinhamento dos Modelos 3D D199 (verde) e N199 (azul claro).
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Na figura 18 observamos a modelagem das substituicdes V2411 e N369K.

Figura 18: A) Alinhamento dos Modelos 3D V241 (verde) e 1241 (azul claro); B) Alinhamento dos
Modelos 3D N369 (verde) e K369 (azul claro).

Das 98 amostras sequenciadas, 40 foram utilizadas na analise
filogenética. A neuraminidase é uma proteina bastante conservada, por isso
algumas amostras foram retiradas da arvore, pois ndo apresentavam diferencas
entre uma e outra e entre as amostras externas. Nao foram observados clusters bem
definidos, por essa caracteristica da NA de ser bem conservada e haver pouca
diferencga entre as sequéncias utilizadas. Porém, verificou-se que as quatro amostras
de 2012 formaram um grupo com uma amostra do Rio Grande do Sul e uma da
Australia, evidenciando a evolucao viral e o surgimento e acumulo de substituicbes
aminoacidicas que o virus HIN1pdm vem adquirindo durante esses trés anos de

circulagdo entre humanos (figura 19).
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Figura 19: Arvore Filogenética da sequéncia parcial em nucleotideos do gene codificador
da proteina NA. A cepa EF584339/A/Brasil/199/1997(H1N1) foi utilizada como grupo
externo. Valores de Bootstrap (X1000) foram dados para os nds selecionados. A
construcao da arvore filogenética foi efetuada com a aplicacdo do método de neighbor

joining (NJ).
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8. DISCUSSAO

O perfil de resisténcia dos virus Influenza A aos farmacos antivirais €
variavel, dependendo da classe antiviral considerada e dos subtipos moleculares
virais. Estudos recentes sugerem que alguns casos de resisténcia podem surgir na
dependéncia da idade ou estado imunoldgico do individuo, além do tempo de uso do
medicamento (BAZ et al., 2006; ESHAGHI et al, 2011).

A vigilancia da resisténcia dos virus Influenza A (H1N1) pdm aos
antivirais, sobretudo aos inibidores da neuraminidase, € de suma importancia, haja
vista que estes virus jA sdo naturalmente resistentes as adamantinas. Os virus
Influenza A H1N1 sazonais circulantes atualmente selecionaram a substituicao
aminoacidica H275Y, a qual confere resisténcia total ao oseltamivir. Desde 2009,
guando o virus Influenza A (H1N1) pdm surgiu, ja havia descricdo de raras mutacées
de resisténcia aos antineuraminidases, especialmente ao oseltamivir (VRIES et al.,
2010; WHO, 2011).

Nos ultimos anos, vem aumentando a notificacdo de casos de gripe
causada por cepas resistentes aos antineuraminidases. No ano de 2011, a
Organizacdo Mundial da Saude relatou 605 casos de virus resistentes ao oseltamivir
devido a substituicdo H275Y na NA (WHO, 2011).

Este estudo ndo evidenciou até 0 momento, a circulacdo de cepas com a
substituicdo H275Y. Porém, no Laboratério de Virus Respiratérios do Instituto
Evandro Chagas foram identificadas trés amostras, coletadas em 2012, com a
mutacdo H275Y, que eram provenientes dos estados do Amazonas, Ceara e Rio
Grande do Norte (dados ndo publicados).

Estudos in vitro e in vivo tém associado outras substituicbes responsaveis
por resisténcia aos antivirais ou pela diminuicdo da sensibilidade, sobretudo ao
oseltamivir (ESHAGHI et al, 2011; GHEDIN et al., 2011; HURT et al., 2012).

De fato, a substituicdo D199N em cepas do virus HIN1 pdm tem sido
relatada em varios estudos e tem despertado o interesse de varios grupos de
pesquisa. Essa mutacdo ja estd associada com um aumento na resisténcia ao
oseltamivir tanto em cepas do virus HIN1 sazonal como em cepas do virus H5N1 e
a substituicdo D198N esta associada a elevada resisténcia ao oseltamivir no virus
Influenza B (GHEDIN et al., 2011). Em um estudo desenvolvido por Espinola, 2012,
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utilizando 1273 sequéncias de NA, foram identificadas quatro amostras com essa
mutacdo (DAYDE et al., 2010; ESHAGH] et al, 2011; ESPINOLA, 2012).

A relevancia de novas mutacdes como a D199N ainda n&o foi muito bem
estabelecida para o HIN1 pdm, necessitando de mais investigacdes, principalmente
estudos fenotipicos de resisténcia aos inibidores da NA complementando o
sequenciamento convencional ou pirosequenciamento (DAYDE et al., 2010;
GHEDIN et al., 2011).

Desde o surgimento do virus Influenza A H1IN1pdm, algumas mutacdes
tém sido descritas e, em alguns casos, tornaram-se fixas em cepas circulantes
globalmente. E o caso das mutacdes V241l e N369K que surgiram
aproximadamente em 2010 e agora estdo presentes em cerca de 80% das cepas
circulantes do H1IN1pdm e estdo sendo identificadas em nossas amostras a partir de
2012.

Em um recente estudo, Hurt et al. (2012), investigou o papel dessas
mutacdes (V241l e N369K) como responsaveis para compensar os efeitos negativos
causados pela substituicio H275Y. Hurt verificou que essas mutacbes podem
recuperar, aproximadamente, 50% da estabilidade da proteina que se perdeu como
resultado da mutagdo H275Y. Variantes com essas mutacdes tém sido relatadas na
América do Norte e no Japao (HURT et al., 2012).

Até o momento, foram relatados casos de resisténcia do virus HIN1pdm
para 0 oseltamivir e peramivir, esses virus permanecem sensiveis ao zanamivir
(PIZZORNO et al., 2011).

Neste estudo foi identificada uma mutagéo que determinou substituicbes
aminoacidicas no HIN1pdm em uma posi¢cdo que esta relacionada com alteracdes
no sitio ativo da NA, o que poderia interferir na interagdo com os antivirais. O
impacto que a pandemia de gripe causou na populacdo mundial em 2009 ressaltou,
ainda mais, a importancia de monitorar os virus Influenza através da vigilancia das
cepas circulantes e das mutagcdes no genoma viral que podem associar-se a
resisténcia aos antivirais.

Dessa forma destacamos a importancia de um monitoramento continuo
de resisténcia antiviral e da evolugdo viral em amostras clinicas, bem como a
necessidade de desenvolver novas drogas e estratégias para o controle e manejo
clinico da gripe no mundo, principalmente em mutagBes recém-descobertas. O

conhecimento desses dados faz com que os profissionais de salude possam adotar
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estratégias mais eficazes no manejo da doenca, em surtos epidémicos, em
eventuais pandemias e no desenvolvimento de novos farmacos anti-influenza, haja
vista que a modelagem in silico da NA contribui para desvendar os pormenores do
funcionamento da enzima, ja que a estrutura tridimensional pode elucidar o seu

funcionamento na presenca do substrato/ farmaco.

9. CONCLUSAO

v" No presente estudo ndo identificamos a circulacdo de cepas H1N1pdm na
mesorregido de Belém com a classica mutacdo H275Y, que confere alta
resisténcia aos antivirais. Foram identificadas em duas amostras a mutacao
D199N, a qual tem sido associada a resisténcia ao oseltamivir

v' A presenca da substituicdo D199N parece alterar a estrutura da proteina NA,
0 que poderia interferir na ligacdo do antiviral ao sitio ativo da proteina.

v" Outras substituicdes foram encontradas (V241l e N369K) e estas tornaram-se
fixas em cepas H1N1pdm circulantes no mundo todo.

v A analise filogenética mostrou que as amostras de 2012 formaram um clade
isolado, demonstrando uma variacdo muito mais temporal do que geogréfica

das cepas de H1IN1pdm.
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