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RESUMO

A mais recente pandemia de gripe humana foi causada pelo virus influenza A HIN1 pdm09,
sendo confirmados mais de quatro mil casos no Rio Grande do Sul (RS). O objetivo deste estudo
foi analisar a diversidade da proteina Neuraminidase (NA) dos virus A HIN1pdm09 circulantes no
RS de 2009 a 2012. Foram analisadas 365 amostras de pacientes com A HIN1pdm09 e Sindrome
Respiratoria Aguda Grave. Os resultados mostraram alto grau de identidade viral (97,1% e
100%), mas com alteragdes pontuais de aminoacidos (como V81A, S9SN, V106l, T157A, 1193V,
1188T, 1241V e C285S) em niimero significativo de amostras na compara¢do com a vacina A/
California/07/2009. Além disso, quatro amostras apresentaram modificagdes (H275Y, S247N) de
resisténcia ao medicamento utilizado (oseltamivir).

Palavras-chave: Virus influenza, A HIN1 pdm09, mutagdes, neuraminidase, oseltamivir.

ABSTRACT

The most recent human influenza pandemic was caused by influenza A HIN1pdm09 with more
than four thousand cases in Rio Grande do Sul State (RS). The aim of this study was to analyze the
diversity of Neuraminidase (NA) gene and protein of the influenza virus A HIN1pdm09 circulating
in RS from 2009 to 2012. A total of 365 samples from patients with A HIN1pdm09 and Severe Acute
Respiratory Disease were collected and analyzed by polymerase chain reaction and sequencing. The
results demonstrated a high viral identity (97.1% and 100%), but with some specific amino acid
changes (such as V81A, S95N, V106I, T157A, 1193V, 1188T, 1241V and C285S) in a significant
number of samples when compared to the vaccine A/California/07/2009. In addition, four samples
showed amino acids modifications (H275Y, S247N) associated to oseltamivir viral resistance.

Keywords: Influenza virus, A HIN1pdm09, mutations, neuraminidase, oseltamivir.
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INTRODUCAO

A gripe € uma doenga infecciosa aguda de aves e mamiferos, incluindo o homem. O
agente etiologico ¢ o virus influenza que pertence a familia Orthomyxoviridae (ATMAR, 2007).
Este virus ¢ classificado em trés tipos principais (A, B ¢ C), sendo que o tipo A é o tnico que
possui subtipos ¢ o principal causador das gripes humanas (HAYDEN; PALESE, 2009).

O virus influenza apresenta evolugdo rapida devido a ampla gama de hospedeiros,
altas taxas de mutagdo e rapida replicagdo (SMITH et al., 2009; HOLMES, 2010).
Consequentemente também apresenta uma elevada propensao para escapar da resposta imune
do hospedeiro, devido as variagdes antigénicas das proteinas de superficie hemaglutinina (HA)
e neuraminidase (NA) decorrentes das mutagdes no genoma viral. Atualmente sdo conhecidas
dezesseis variantes antigénicas de HA (identificadas de H1 a H16) e nove de NA (identificadas
de N1 aN9) que ocorrem em variadas combinagdes e infectam os mais diversos animais. Esta
diversidade de tipos e subtipos facilita a ocorréncia de pandemias, normalmente relacionadas
a novos subtipos do tipo A, ou mesmo epidemias anuais recorrentes, causadas por subtipos
que ja estdo a mais tempo circulando e que so ditos sazonais (FERGUSON et al., 2003).

A mais recente pandemia de virus influenza humana foi do tipo A subtipo HIN1 ¢
que se iniciou em margo de 2009, sendo denominada A HIN1pdm09. No primeiro ano da
pandemia foram confirmados 27.850 casos no Brasil, sendo 3.585 no Rio Grande do Sul (RS)
(com 298 6bitos). Em 2010 houve uma grande redugéo da circulagéo do virus influenza A
HIN1pdm09 no mundo todo (inclusive ndo sendo detectado no RS) e foi declarado o fim da
pandemia pela Organizagdo Mundial da Saade (OMS). No entanto, este continuou a circular
na populagdo e voltou a ser detectado no RS nos dois anos seguintes, sendo confirmados
108 casos (13 6bitos) em 2011, ¢ 525 casos (67 obitos) em 2012 (MARX et al., 2013).

A vacinagdo ¢ uma forma efetiva de prevencao da gripe. Entretanto nem todas as
pessoas sdo imunizadas anualmente e novos casos surgem constantemenrte (até mesmo
em pessoas vacinadas). Nestas situagdes os antivirais sdo recomendados para o tratamento
da doenca. Atualmente estdo disponiveis quatro medicamentos: dois de primeira geragao
(amantadina e rimantadina), que inibem a replicagao viral pela inativagdo proteina M2
(canal i6nico), e dois de segunda geragao (zanamivir e oseltamivir), que inibem a atividade
da NA (BESSELAAR et al., 2008; GARTEN et al., 2009). A principal restri¢do ao uso
dos antivirais ¢ o desenvolvimento de resisténcia viral apds uso prolongado. Durante o
periodo de 2005/2006, a grande maioria dos virus A H3N2 e 15% dos A HIN1 sazonais
apresentava resisténcia as amantadinas na Asia e nos Estados Unidos (LAPLANTE
et al., 2009; MAURER-STROH et al., 2009). Com rela¢ao aos farmacos de segunda
geragdo, o Centro de Controle de Doengas (CDC,Centers for Disease Control — Atlanta,
Estados Unidos) relatou que mais de 90% dos virus H3N2 e 4% dos virus HIN1
sazonais possuiam mutagdes de resisténcia até 2006 (MAURER-STROH et al., 2009).
Outro estudo demonstrou que cepas sazonais resistentes tém circulado com frequéncia
na Europa (25%), no continente Americano (16%) e nas regides do Pacifico oeste (4%)
(RAMEIX-WELTI et al., 2008). A resisténcia especifica ao oseltamivir envolve uma
substituicdo de aminoacidos bem estabelecida (Histidina para Tirosina) no residuo 275
da cadeia peptidica da NA. Esta substituicdo, denominada H275Y, ¢ bastante comum
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nos virus sazonais (RAMEIX-WELTI et al., 2008; MAURER-STROH et al., 2009). O
virus A HIN1pdm09 normalmente ndo apresenta esta alteragdo e €, portanto, suscetivel
ao oseltamivir, que passou a ser o medicamento de escolha para o tratameno de casos
mais graves. Entretanto diversos casos pontuais de resisténcia ja foram registrados na
atual pandemia, inclusive no RS (WHO?, 2011; MARX et al., 2013).

O objetivo deste estudo foi analisar a variagdo na sequéncia de aminoacidos da NA
dos virus A HIN1pdmO09 que circularam no RS nos anos de 2009 a 2012. Adicionalmente
foi investigada a ocorréncia de casos de resisténcia viral associados aos inibidores da
NA, principalmente o oseltamivir.

MATERIAIS E METODOS

Populacio de estudo

As amostras clinicas (aspirado de nasofaringe ou swab) foram provenientes de
pacientes com sintomas de Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) de diferentes
cidades do RS nos anos de 2009 a 2012. Todas as amostras haviam sido previamente
analisadas e confirmadas para a presenc¢a do virus influenza A HIN1pdm09 pela técnica de
PCR em tempo real no Laboratorio Central do RS (LACEN - RS). Foram selecionadas 140
amostras do ano de 2009, 105 do ano de 2011 e 120 do ano de 2012, totalizando 365.

Procedimentos laboratoriais

As amostras foram submetidas a extragao do RNA pelo método de adsor¢ao em silica
utilizando o kit comercial NewGene (SIMBIOS Biotecnologia, Cachoeirinha, RS, Brasil).
A amplificacdo da regido alvo do gene da NA foi realizada pela técnica de nested RT-PCR
utilizando na primeira reagao os primers NAF 121 (5’- GGG AAT CAA AAT CAG ATT
GAAACA-3")eNAR 970 (5°- CTC CGAAAATCC CAC TGC AT -3”) juntamente com os
demais reagentes (transcriptase reversa, Taqg DNA polimerase, ANTPs e tampao apropriado).
O sistema de reagio do nested PCR foi realizado com os primers NAF 203 (5’- CAT CAG
CAA CAC CAACTT TGC -3”) e NAR 882 (5’- ATC CCT GCA CACACATGT GAT T
-3’) e também os demais reagentes (Taq DNA polimerase, dNTPs e tampao apropriado). As
condi¢des de amplificagio da RT-PCR foram: transcrigao reversa em 37 °C por 30 min, seguida
de desnatura¢do em 95 °C por 3 min e a primeira PCR com 35 ciclos de 95 °C por 20s, 55 °C
por 40s e 72 °C por 60s, extensao final de 72 °C por 5 min. A nested PCR foi realizada com
uma desnaturagao inicial de 95 °C por 3 min seguida de 35 ciclos de 95 °C por 20s, 55 °C por
40s e 72 °C por 60s, e uma extensao final de 72 °C por 5 min. Os amplicons (680 pb) foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio.

Cada produto da amplificacao foi purificado, quantificado e aplicado diretamente
em duas reacdes de sequenciamento independentes usando os dois primers internos
(NAF 203 e NAR 882) separadamente e o reagente Big Dye Terminator version 3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos). As condicdes de
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sequenciamento foram: desnaturacao inicial a 95°C por 3 min seguido de 40 ciclos de
95°C por 10s e 60°C por 4min. Os resultados foram avaliados usando o software ABI
3130x ! Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos).

Analise das sequéncias

As duas sequéncias de nucleotideos de cada amostra foram reunidas em uma fita tnica
de DNA (consenso) com o uso do programa SeqMan. As sequéncias consenso de nucleotideos
de cada amostra foram traduzidas para sequéncias de aminoacidos ¢ alinhadas, juntamente com
dados de amostras de referéncia (principalmente a da cepa original e vacinal A/California/07/2009
HINI), para analise comparativa e visualizagdo de alteragdes pontuais de aminoacidos usando
o programa MegAling (Lasergene, DNAStar, Madison, WI, Estados Unidos).

A ocorréncia especifica da principal alteragao de aminoacidos associada a resisténcia
a oseltamivir (H275Y), bem como outras modifica¢des relacionadas (como S79G, V116A,
1117M/V, E119V/G/A/D,H126N, D151G/A/N/V, D199G/E, R222Q), 1223M/V/R, V234M,
S247G/N e H274N) foram analisadas com especial atengao. Alteragdes associadas com
a resisténcia ao Zanamivir (como E119V/G/A/D, H126N, D151G/A/N/V, D199G/E e
G249R e principalmente Q136K) também foram especificamente analisadas (SHEU et
al., 2008; DEYDE et al., 2010; JANIES et al., 2010; HURT et al., 2011).

RESULTADOS

Analise das sequéncias de aminoacidos da NA

A identidade global de aminoacidos entre as sequéncias de NA dos pacientes do
estudo e a da cepa da vacina de referéncia, A/California/07/2009 (HIN1), variou de 96,7%
a 100%. Todas as sequéncias de NA do estudo, independentemente do ano, diferiram da
sequéncia de NA da cepa vacinal por pelo menos duas mudangas de aminoacidos. A analise
dos residuos de aminoacidos das sequéncias da NA das amostras do ano de 2009 demonstrou
que os virus apresentaram uma elevada identidade entre si (99,5% a 100%). Em relagdo a
cepa A/California/07/2009, todas as 140 sequéncias apresentaram duas alteragoes (V1061
e 1241V). Além disso, foram observados oito pacientes com mais modificagdes: VEOM (3),
V&3M (1), S196T (1), 1216V (1), R257K (1) e H275Y (1) (Tabela 1).

Na analise das amostras do ano de 2011, a identidade de aminoacidos foi um
pouco abaixo da observada em 2009 (variou entre 97,1% a 100%). Foram observadas 21
alteragdes pontuais em comparagao com a sequéncia de referéncia A/California/07/2009:
A76S (1), V81A (16), V83A (1), K84T (1), S95N (39), S101G (1), S10IN (1), V106l
(104), D142E (1), T157A (30), A181S (1), 1193V (39), 1195V (1), R220G (1),A232T (1),
V2341 (1), T240S (1), 1241V (7), S247N (1), D248N (2) e S266T (1). Diferentemente do
ano de 2009, a mutacao V106l ndo foi observadas em todas as amostras (ocorreu em 104
das 105) e principalmente a alteragdo 1241V ndo apareceu de forma significativa (foram
observados apenas sete casos) (Tabela 1).

Revista de Iniciagdo Cientifica da Ulbra N° 12/2014 69



No ano de 2012 verificou-se que as sequéncias da NA apresentaram 98,1% a 100%
de identidade entre si. Na comparac@o com a cepa A/Califoérnia/07/2009 constataram-se 25
diferentes alteragoes de aminoacidos: V81A (1), S82P (3), A86T (3), SIOIN (1), SI05R
(1), V106I (120), P126L (1), P154S (1), S182C (1), [188T (22), I212M (1), T215S (1),
T2408S (1), M2421 (1), D244E (1), S252A (1), F256L (2), R2571 (1), 1258F (1), E259K
(2), V2641 (1), N270K (2), H275Y (2), C281S (1) e C285S (70). A mutagdo 1241V nao
voltou ocorrer nas amostras de 2012, porém a mutagdo V106l disseminou-se em todas
as sequéncias deste ano, reproduzindo o que ocorreu nos anos anteriores (Tabela 1).

Tabela 1. Substituigdes pontuais de aminoacidos encontradas nas sequéncias da Neuraminidase (NA) dos
virus A H1N1pdm09 que circularam no Estado do Rio Grande do Sul nos anos de 2009 a 2012.

Ano Numero de isolados Posicéo da mutac&o (Total)
V80M (3)

V83M (1)

V1061 (140)

S196T (1)

1216V (1)

1241V (140)

R257K (1)

H275Y (1)

AT76S (1)

V81A (16)

V83A (1)

K84T (1)

S95N (39)

S$101G (1)

S101N (1)

V1061 (104)

D142E (1)

T157A (30)

A181S (1)

1193V (39)

1195V (1)

R220G (1)

A232T (1)

V2341 (1)

T240S (1)

1241V (7)

S247N (1)

D248N (2)

S266T (1)

V81A (1)

S82P (3)

A86T (3)

S101N (1)

S105R (1)

V106l (120)

P126L (1)

P154S (1)

$182C (1)

1188T (22)

1212M (1)

T215S (1)
T240S (1)
M242I (1)
D244E (1)
S252A (1)
F256L (2)
R2571 (1)
1258F (1)
E259K (2)
V2641 (1)
N270K (2)
H275Y (2)
C281S (1)
C285S (70)

2009 140

2011 1056

2012 120
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Analise da resisténcia aos inibidores de neuraminidase.

Foram identificadas trés amostras com a alteragdo H275Y ¢ uma com S247N. As
demais modificagdes que conferem resisténcia total ou parcial ao oseltamivir (S79G,
V116A,1117M/V, E119V/G/A/D, H126N, D151G/A/N/V, D199G/E, R222Q, 1223M/V/R,
V234M e H274N) ndo foram detectadas. Também ndo foram detectadas alteragdes de
aminoacidos que poderiam conferir resisténcia ao zanamivir (E119V/G/A/D, H126N,
Q136K, D151G/A/N/V, D199G/E e G249R).

Os dois primeiros casos de resisténcia a oseltamivir foram devido as alteragdes
H275Y e S247N e ocorreram em pacientes infectados nos anos de 2009 e 2011,
respectivamente. O primeiro paciente era do sexo masculino, tinha 26 anos de idade,
residia em Gravatai, possuia imunodepressdo, ndo havia sido vacinado e veio a 6bito
um meés ap6s os sintomas iniciais. O segundo paciente era um menino de trés meses de
idade, residente em Guaiba, tinha Sindrome de Down, fez uso de oseltamivir um dia apos
o inicio dos sintomas e também veio a 6bito.

Os outros dois casos de resisténcia foram devido a modificagdo H275Y e ocorreram
em pacientes do sexo masculino que evoluiram para a cura no ano de 2012. O primeiro
paciente tinha 28 anos, era residente em Cruz Alta, apresentava problemas cardiacos e
respiratorios e fez tratamento com oseltamivir trés dias apos o inicio dos sintomas. O
segundo caso era um paciente com 34 anos, residente em Alvorada, sem comorbidades,
ndo havia tomado vacina e realizou tratamento com oseltamivir trés dias ap6s o inicio
dos sintomas.

DISCUSSAO

As populagdes de virus de influenza circulantes variam geneticamente (e
consequentemente antigenicamente) conforme a regido geografica e também com o
passar dos anos. A OMS realiza anualmente uma vigilancia nas populagdes humanas
de diversos locais do mundo, caracterizando o tipo/subtipo viral, a severidade das
respectivas infecgdes, susceptibilidade aos medicamentos e recomendagdo de cepas
vacinais. Esta avaliag@o tem se tornado mais sofisticada com a inclusdo das analises
moleculares, possibilitando a obtencdo de informagdes mais precisas quanto a
disseminacio e identificagdo de linhagens virais (ANTON et al., 2012).

No presente estudo, a analise das sequéncias de aminoacidos da NA dos virus A
HINIpdm09 que circularam no RS durante um periodo de quatro anos (2009 a 2012)
demonstrou uma elevada identidade em cada ano (acima de 97%). Conforme o esperado
para a evolugao da circulagdo do virus na populagao, a identidade foi maior no primeiro
ano em comparagdo com os demais, refletindo um processo de deriva antigénica com
crescente numero de alteragcdes de aminoacidos na NA: oito em 2009, 21 em 2011 e 25
em 2012. Resultados similares foram observados em outros estudos, tanto com cepas
classicas sazonais como com o virus desta tltima pandemia (BUSH et al., 1999; PIRALLA
etal., 2013).
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Apesar do indice elevado, foram observadas algumas modificacdes
pontuais, caracteristicas da maioria (se ndo todas) amostras analisadas. Duas
mudancas de aminoacidos foram fixadas (V1061 e 1241V) em todas as amostras
do primeiro ano da nova epidemia (2009) em relacdo a cepa original (e vacinal) A/
California/07/2009 (HIN1). Nos anos seguintes da epidemia no RS (2011 ¢ 2012),
praticamente todas as amostras apresentaram a alteracdo V106l (a tinica excecao foi
uma amostra de 2011), enquanto que a grande maioria ndo apresentou a alteragao
1241V (foram apenas sete em 2011 e nenhuma em 2012). A tendéncia de todas as
amostras que disseminaram mais amplamente apresentar a Isoleucina na posi¢ao
106, bem como a predominancia de Valina na posicao 241 da NA, ja tinha sido
demonstrada em estudos realizados em outros locais do mundo no periodo de 2010
a 2012, apesar da divergéncia em relagdo as estagdes do ano (KHANDAKER et
al., 2013; PIRALLA et al., 2013; TAKASHITA et al., 2014).

As drogas de segunda gerag@o recomendadas no tratamento ¢ profilaxia da
influenza A e B sdo os inibidores de neuraminidase oseltamivir e zanamivir. Devido
a utilizacdo prévia destas medicagdes, algumas linhagens de virus resistentes a
estas drogas foram selecionadas por pressdo de selecdo desde 2003 (LEE et al.,
2010). A taxa de resisténcia para os inibidores da NA nos virus influenza sazonais
era bastante baixa (0,5%) (SHEU et al., 2008). Mas a partir de 2008, observou-se
o aumento nas frequéncias de resisténcia em todos os Continentes (RAMEIX-
WELTI et al., 2008). Além disto, verificou-se uma disseminagdo consistente de
virus resistentes em varios paises, mesmo em locais com pouca tradi¢do de uso
do oseltamivir. Isto indica a adaptagdo de uma linhagem viral com capacidade de
disseminagdo tdo eficiente quanto as linhagens selvagens (HAUGE et al., 2009;
DEYDE et al., 2010).

O cenario acima foi alterado na pandemia de 2009, pois o virus A HIN1pdmO09
apresentou sensibilidade a estes firmacos em um primeiro momento. As terapias
baseadas nos inibidores da NA (principalmente oseltamivir) passaram a ser
as principais opg¢des de tratamento. Como conseqiiéncia, linhagens do virus A
HIN1pdmO9 oseltamivir resistentes foram detectadas ja durante o primeiro ano da
pandemia (2009) em paises como Japdo, Dinamarca e Hong Kong (WHO!, 2009;
CHEN et al., 2009). Até agosto de 2011 haviam sido descritos e caracterizados
570 casos de virus resistentes a oseltamivir. A mutagao mais frequente nestes casos
foi a substituigdo H275Y. A mutagao S247N descrita primeiramente em pacientes
com imunodepressdo comegou a ser detectada em pacientes imunocompetentes
no primeiro trimestre de 201 1(WHO?, 2011).

O presente estudo demonstrou a ocorréncia das alteragdes de resisténcia
(H275Y e S247N) em amostras de pacientes comprovadamente infectados com
o virus influenza A HINIpdm09 no RS. Apesar da resisténcia, dois pacientes
evoluiram para cura. Estudos recentes demonstram que esta situacgdo clinica ndo ¢
inesperada, pois o uso de oseltamivir ndo altera de forma significativa a progressao
da doenca em cada paciente (JEFFERSON et al., 2014). Mas o fato inequivoco
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¢ que as alteragdes de resisténcia corresponderam a frequéncias crescentes com
a evolucdo da epidemia (0,6% do total de casos em 2009, 0,9% em 2011 e 2,1%
em 2012), demonstrando uma tendéncia a adaptagdo viral com o uso intensivo
da medicagdo (previamente observado com os tipos sazonais). Novos estudos
devem ser realizados para monitoria da disseminacdo destes virus resistentes as
medicagoes.

CONCLUSOES

Ocorreram diversas alteragdes pontuais nas sequéncias de aminoacidos dos virus
A HIN1pdm09 que circularam no RS nos anos de 2009 a 2012. Foram observadas duas
modificagdes (H275Y e S247N) que conferem resisténcia ao oseltamivir (principal
farmaco utilizado no tratamento do virus A HIN1pdm09), mas estas ocorreram em baixa
frequéncia (1,1% do total).
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