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RESUMO

Melo S.R. Avaliacdo da susceptibilidade de mutantes de escape do virus sincicial
respiratorio frente ao Palivizumab pelo método de microneutralizacdo “in vitro”.
[dissertacdo (Mestrado em Microbiologia)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2017.

O Virus Sincicial respiratério (HRSV) é um patégeno de grande importancia para
criancas. E o maior causador de infeccdes respiratérias agudas e também um dos
principais causadores de internagdes e mortes de criangcas menores de 5 anos. Cepas
de HRSV com mutacdes no sitio de ligacdo do Palivizumab vém apresentando
resisténcia ao medicamento. Pouco se sabe sobre a prevaléncia destas mutacdes em
amostras clinicas, apesar de sua potencial importancia na patogénese viral. Além
disso, existem poucos dados sobre a evolugdo molecular da proteina F do HRSV,
sobretudo no Brasil. O presente estudo tem como objetivo caracterizar
fenotipicamente através de ensaios de microneutralizacao in vitro, cepas oriundas de
criancas nao tratadas com Palivizumab circulantes em 2013 apresentando mutagcdes
na proteina F, mais especificamente relacionadas a potencial resisténcia nos epitopos
de ligacao do Palivizumab. Como resultado deste trabalho todas as amostras testadas
foram neutralizadas pelo Palivizumab, concluindo-se que as mutacdes encontradas

nao conferem resisténcia ao monoclonal.
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monoclonal humanizado. Infeccao respiratéria aguda.



ABSTRACT

Melo S.R. Evaluation of the susceptibility of respiratory syncytial virus escape mutants
to Palivizumab using “in vitro” microneutralization test. [Masters thesis (Microbiology)].
S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2017.

Respiratory Syncytial Virus (HRSV) is a important pathogen for children. It is the major
cause of acute respiratory infections and one of the main causes of hospitalizations
and deaths in children under 5 years. Strains of HRSV with mutations in the binding
site of Palivizumab have been showing resistance to the drug. Little is known about the
prevalence of these mutations in clinical samples, despite their potential importance in
viral pathology. In addition, there is almost no data on the molecular evolution of HRSV
F protein, especially in Brazil. The aims of the present study is to characterize
phenotypically by in vitro microneutralization assays, strains from children with no
treatment with Palivizumab circulating in 2013 showing mutations in F protein, more
specifically related to potential resistance in the binding epitopes of Palivizumab. As
result of this study all samples tested were neutralized by Palivizumab, concluding that

the mutations found did not confer resistance to the monoclonal.

Keywords: HRSV. Palivizumab. In Vitro Microneutralization test. Humanized
monoclonal antibody. Acute respiratory disease.



1 INTRODUCAO
1.1 Estrutura Viral

O Virus Sincicial Respiratéorio Humano (HRSV) pertence a ordem
Mononegavirales, familia Pneumoviridae, género Pneumovirus (ICTV, 2017).
Segundo Collins P.L., 2001, é um virus pleomorfico, composto de nucloeocapsideo de
simetria helicoidal, envelopado, que possui em seu genoma uma unica fita de RNA de
polaridade negativa. Seu envelope tem origem na membrana citoplasmatica da célula
hospedeira, sendo, portanto, lipoprotéico.

O genoma do HRSV é formado por dez genes, os quais codificam onze proteinas
(Gan et al., 2012). Os primeiros sete genes sao traduzidos em proteinas estruturais:
nucleoproteina (N), fosfoproteina (P) e a RNA-polimerase-RNA-dependente (L), que
encapsulam o RNA viral, formando o complexo ribonucleoprotéico (RNP). O complexo
RNP, protege o material genético do virus e forma uma magquinaria minima,
necessaria para a sua replicacdo. O HRSV possui trés proteinas de membrana:
Glicoproteina (G) de adeséo, proteina (F) de fuséo e a proteina hidrofébica curta (SH),
que forma um canal ibnico (Huang et al., 1985). Também € de responsabilidade de
um desses sete primeiros genes a polimerizagdo da proteina de Matriz (M), uma
proteina associada a membrana. Esta proteina apresenta em ambos os dominios, N-
e C-terminal uma grande area carregada positivamente que € importante para a
ligacdo com a membrana citoplasméatica. Essa grande area de carga positiva, €
complementada por uma regido hidrofébica significativa, a qual provavelmente
interaja com outros componentes virais (Money et al., 2009), Figura 1A.

Huang et. al., 1985 relata que no genoma do HRSV, também estdo contidos trés
genes, que codificam duas proteinas ndo estruturais (NS1 e NS2) e M2. NS1 e NS2
sdo antagonistas de Interferon tipo 1. Ja M2 codifica 2 proteinas distintas, M2-1 e M22,
gue tém se mostrado funcionais na transcri¢do e replicacdo do genoma (Kiss et al.,
2014) Figura 1B.



Figura 1 - Estrutura e Organizacédo da Particula Viral do HRSV
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Figura 1 - Estrutura e Organizacdo da Particula Viral do HRSV. (a) Esquema representativo da particula viral
com demonstracdo do complexo RNP composto pela nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), RNA-polimerase-
RNAdependente (L) e as proteinas de membrana que s&o as glicoproteinas de adeséao (G), fusdo (F) e proteina
hidrofébica curta (SH) além da proteina de Matrix (M), que estd associada ao envelope viral; (b) Esquema
representativo da fita simples de RNA de polaridade negativa do HRSV (3’ — 5’) demosntrando todas as proteinas
estruturais e ndo estruturais, suas posi¢cdes no Genoma e o esquema de replicacao viral. Fonte: (Lay et al. 2013)
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1.2 Replicagéo Viral

O HRSV infecta as células epiteliais das vias respiratorias se ligando as
glicosaminoglicanas (GAGs) da superficie celular, através de um dominio que
supostamente se liga a heparina encontrada na proteina G (Lambert, 1988). A proteina
(F) medeia a ligacdo do HRSV com a célula hospedeira, a fusdo do envoltério viral
com a membrana celular e promove a liberacdo do nucleocapsideo diretamente no
citoplasma da célula hospedeira, onde ocorre todo o processo de replicacao do virus
(Collins et. al., 2001). A ligacdo da proteina G a célula hospedeira, permite que a
proteina F se ligue a nucleolina, uma outra proteina presente na superficie da célula
hospedeira, e se incorpore em microdominios lipidicos ricos em colesterol nas
microvilosidades e cilios na superficie apical da célula. Essas interacfes ativam a
reorganizacdo dos filamentos de actina, modificam o citoesqueleto e iniciam a
hemifusdo do envelope viral a membrana plasmatica, permitindo a entrada do
nucleocapsideo do HRSV na célula hospedeira. Apds essa hemifusdo, o complexo
RNP viral se dissocia da matrix e € liberado no citoplasma (Lay et al., 2013) Figura 2
A. No citoplasma, o complexo RNP inicia a transcricdo dos genes virais necessarios
para a replicacdo. H4 um aumento profuso da sintese de mRNA viral no inicio da
infeccdo, particularmente, nos corpos de inclusdo que se relnem nas proteinas do
complexo RNP (Garcia et al., 1993).

Os genes do HRSV séo transcritos na direcao 3’ — 5’ e por seu genoma apresentar
polaridade negativa, os mMRNAs transcritos que codificam as proteinas virais séo
sintetizados diretamente do RNA gendémico no citoplasma da célula hospedeira. No
entanto, para a replicacdo do genoma viral € necessaria a sintese de um antigenoma
intermediario de RNA 5 — 3'. Este antigenoma é sintetizado a partir do genoma viral
pela RNA polimerase. Tanto a transcricdo dos mRNAs quanto a replicacdo do
genoma, sao regulados por um unico promotor, localizado na regido leader, na
extremidade 3’ do genoma viral (Mink et al., 1991). A enzima RNA polimerase RNA
dependente se liga a regido leader do genoma e da inicio a transcricdo do primeiro
nucleotideo (Collins et. al., 2001). Na juncéo entre a regiao leader e o primeiro gene,
o mMRNA transcrito € liberado e a polimerase recomeca a transcricdo (Collins et. al.,
2001). Os genes virais sdo flanqueados por sinais de inicio do gene (GS) e final do
gene (GE), que sé&o reconhecidos pela RNA-polimerase-RNA-dependente, que

adiciona um cap na ponta 5’ (GS) da cadeia nascente e sao poliadenilados e liberados



na ponta 3’ (GE) (Collins, Wertz 1985). Nesta etapa, a proteina anti-terminagdo M2-1
previne a liberacdo concomitante da RNA-polimerase-RNA-dependente, que promove
a transcricdo dos mRNAs ao invés da replicacdo do genoma (Hardy, Wertz, 1998).
Além dos mRNAs produzidos, também pode ser encontrada uma pequena quantidade
de grandes mRNAs poliadenilados, que ocorrem devido a transcricdo continua de 2
ou mais genes. Estes fragmentos apresentam tanto a sequéncia dos genes quanto a
sequéncia da regido intergénica. Suspeita-se que a polimerase falha no
reconhecimento de final do gene e continua sintetizando o mRNA até encontrar o
proximo sinal de final do gene (Collins et. al., 2001). Quando os mMRNAs se acumulam
a uma certa quantidade no citoplasma da célula hospedeira, o complexo RNP péara de
transcrever e replicar o mMRNA, de polaridade negativa, e passa a produzir o
antigenoma viral, que consiste em uma fita de RNA de polaridade positiva e que
contém o genoma viral completo, o qual servira de molde para formar o RNA viral de
polaridade negativa (Murray et. al., 2009). Para que a sintese do antigenoma ocorra,
€ necessario que a maquinaria de producdo de RNA entre em modo de “anti-
terminagao” e passe a ignorar todos os sinais de inicio e fim dos genes, inclusive entre
a regido leader e o gene NS1 (Collins et. al. 2001). Segundo Ghildyal et. al. (2005), a
proteina M apresenta uma via de importacdo nuclear. No inicio da infeccado, esta
proteina é transportada para o ndcleo da célula, onde desempenha algum papel,
possivelmente, ligado a algum processo nuclear especifico da célula hospedeira,
como transcricdo ou associacdo de ribossomos. Num periodo mais avancado da
infeccdo, a proteina M se redireciona para o citoplasma. Esse redirecionamento é
necessario para a producao de grandes quantidades de virus e aparenta ser mediado
pela fosforilagdo da proteina M (Ghildyal, et al. 2005).

O primeiro passo para a maturacdo do virus € montagem do nucleocapsideo, que
acontece pela combinacdo da proteina N com o RNA gendmico, seguido da adicao
das proteinas P e L (Collins et. al. 2001). As glicoproteinas de envelope, G e F, sdo
sintetizadas e glicosiladas no reticulo endoplasmatico, posteriormente processadas
no Golgi e transportadas para a membrana citoplasmatica. A proteina F também
recruta outras proteinas virais, como a glicoproteina G para a formagdo de um
complexo na superficie da célula infectada. Ocorre também a interacdo da cauda
citoplasmatica da proteina G com a proteina M, vinculando as proteinas de superficie
F, SH e G com a matrix viral. No interior da particula viral, a proteina M parece se ligar

a proteina M2-1 no complexo RNP, recrutando essa estrutura para a membrana



celular, para que haja a montagem do virus (Li, et al. 2008). A montagem do envelope
se da com as glicoproteinas virais, modificadas por glicosilacdo durante seu transporte
através do reticulo endoplasmatico e complexo de golgi, ocupando o lugar das
proteinas celulares da membrana plasmatica. Em seguida, as proteinas da matriz se
agregam na porcdo interna do envelope nascente. Finalmente, o nucleocapsideo
alcanca a superficie e o brotamento da particula viral ocorre pela superficie apical,
através da via endossomal de reciclagem, sendo este um mecanismo ainda néao
descrito para nenhum virus envelopado de RNA. Este mecanismo de brotamento,
também é independente dos complexos endossomais de distribuicdo requeridos para
transporte (ESCRT), o principal mecanismo de brotamento para virus de RNA de
sentido negativo (Lay et al., 2013). Ao brotar, o virion leva consigo uma porcao da
membrana plasmatica da célula hospedeira, num processo inverso ao da penetracédo
por fusdo (Collins et. al. 2001). Os antigenos virais podem ser detectados 9h apos

infeccdo em cultura celular e o virus infeccioso entre 11 e 13 horas (Ogra, 2004).



Figura 2 - Replicacédo do HRSV.
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Figura 2 - Replicacdo do HRSV. (A) Representacdo esquematica da entrada do HRSV na célula hospedeira. A
proteina de adesao G faz a ligag&o primaria com a superficie celular e permite que ocorra a ligacédo da proteina F
com a proteina nucleolina; (B) Representagdo da transcricao, traducéo e brotamento dos dos virions. Fonte:(Lay
et al. 2013).



1.3 Proteina F

A glicoproteina F é uma proteina integral da membrana viral, altamente conservada
e apresenta peso molecular de aproximadamente 68.000 Kb (Collins, Wertz, 1985). E
responsavel pela fusdo da membrana viral com a membrana da célula hospedeira.
Também é encontrada na superficie de células infectadas, sendo responsavel por sua
fus@o e consequente formagéo de sincicio. Portanto, anticorpos contra esta proteina
podem neutralizar diretamente o virus ou bloquear sua entrada na célula ou ainda
impedir a formacéao de sincicios (Johnson et al., 1997). A proteina F € bem conservada
em todas as variantes do HRSV, sendo assim um alvo importante para o
desenvolvimento de anticorpo monoclonal (Pollack, Groothuis, 2002).

A proteina F é sintetizada como um precursor inativo (FO) composto por 574
aminoécidos (Collins et al., 1984). Monémeros de FO se juntam formando trimeros,
gue ao passar pelo complexo de Golgi vao sendo ativados por proteases do
hospedeiro (Collins, Mottet, 1991). As proteases clivam FO em duas subunidades,
dando origem a F1 e F2, que sao ligadas entre elas covalentemente (Zimmer et al.,
2001a). A subunidade F1 é fundamental para a fusdo das membranas e formacéao de
sincicio (Zimmer et al., 2001b). Dentro da subunidade F1 foram mapeados 5 sitios
antigénicos conhecidos por |, 1I, IV, V e VI, sendo o sitio antigénico Il da proteina F o
que carrega o epitopo de ligagdo do Palivizumab (Zhao et al., 2004).

1.4 Epidemiologia e Patogenia

Em paises em desenvolvimento, as principais causas de morbidade e
mortalidade sdo as infec¢des respiratérias agudas. Nesses paises a severidade,
incidéncia e quantidade de casos fatais também sdo maiores. Umas das principais
causas de infeccao respiratoria aguda sdo os virus respiratorios (Arruda et al.,
1991). Dentre os virus respiratérios, o0 HRSV é um dos principais patégenos
pediatricos e também vem se mostrando de grande importancia em pacientes
idosos e imunocomprometidos (Bates et al., 2014). Em um recente estudo
epidemioldgico global, foi estimado que em 2015 houveram aproximadamente 33,1
milh6ées de casos de infeccao respiratéria aguda por HRSV. Dentre estes casos,
para 3,2 milhdes foram necessarias internacdes hospitalares e 59.600 resultaram

em mortes de criancas internadas menores de 5 anos de idade. Neste mesmo



periodo, para criangcas menores de 6 meses de idade, foi estimado 1,4 milhdes de
internacdes hospitalares, sendo que destas, uma média de 27.300 resultaram na
morte das criancas, com grande numero ocorrendo proximo ao periodo neonatal,
guando o HRSV se apresenta como apneia ou sepse. Este mesmo estudo ainda
relata que devido a fatores como casos nao relatados e amostras ndo testadas
estes numeros podem estar subestimados (Shi et al., 2017).

O HRSV é uma importante causa de internacdo e morte de criancas em todo o
mundo. Seu sintoma clinico e a sua severidade podem variar de acordo com a idade
da crianga. Normalmente a primeira infecgao acontece entre as primeiras 6 semanas
de vida e os 2 anos de idade e raramente s&o assintomaticas. As recidivas durante a
vida sdo comuns, porém tendem a nao ser severas (Ogra, 2004).

A populagdo com maior predisposi¢cao a desenvolver doenga severa resultante da
infeccdo por HRSV sdo os neonatos, lactentes, criancas nascidas prematuras, com
doencas pulmonares cronicas ou cardiopatias congénitas e imunodeficientes (Zhu et
al., 2011).

A infeccdo por HRSV causa doenca do trato respiratorio inferior em criangas,
podendo ocasionar bronquiolite aguda e pneumonia. Os principais sintomas sao
taquipneia e dispneia, tosse severa e chiado respiratério que podem ser tdo fortes a
ponto de se assemelharem a ataques de asma, em casos mais severos pode ocorrer
hipoxia, podendo ser observada cianose ( Ismail, Reisner, 2001; Lay et al., 2013).
Outros sintomas bastante comuns s&o traqueobronquite ou doenca do trato
respiratorio superior, normalmente acompanhadas por febre e otite média (Ismail,
Reisner, 2001).

O HRSV € um virus sazonal, tendo maior incidéncia de infec¢des nas estacbes
frias de climas temperados e em climas tropicais, quando o clima esfria e aumentam

as chuvas (Simoes, 1999).

1.5 Profilaxia e Tratamento

O Palivizumab, a Unica profilaxia aprovada pela FDA (do Inglés - Food and Drug
Administration) contra infec¢cao por HRSV (Shadman, Wald, 2011) é um anticorpo I1gG
monoclonal neutralizante humanizado que se liga no sitio antigénico A, uma regiao
altamente conservada na proteina de fusdo F do HRSV, localizada entre os

aminodcidos 258 e 275 (Zhu et al., 2011a), impedindo, dessa forma que o virus entre



na célula hospedeira, e consequentemente, prevenindo ou reduzindo a severidade da
infeccdo (Murray et al., 2014). De acordo com Collins e Melero, 2011, “Este produto
nao necessariamente previne a infeccdo por HRSV, mas consegue restringir a

replicacao o suficiente para reduzir a doencga”.

O Palivizumab é administrado por via intramuscular, na dose de 15 mg/Kg. A
aplicacéo € realizada mensalmente, durante 5 meses, sendo a primeira feita antes do
inicio da temporada de HRSV. Como a imunidade oferecida pelo medicamento é
apenas parcial, ha a necessidade de reforco mensal, durante todo o periodo de
prevaléncia do HRSV (Robinson et al., 2013).

Assim como a grande maioria dos virus de RNA, o HRSV também é altamente
mutavel, devido a baixa capacidade da RNA-polimerase-RNA-dependente de fazer
reparos. Isso faz com que o HRSV seja bastante adaptavel as pressdes seletivas e
proporcionando assim o aparecimento de quasiespécies (Zhao et al., 2004). As
quasiespécies naturais de virus de RNA permitem a emergéncia rapida de virus
mutantes que escapam da pressao imune do hospedeiro frente a este monoclonal
(Moraes et al., 2015). Trabalhos prévios demonstraram que mutacfes nos
aminoacidos S268l, K272Q, K272E, S275L e N276S ja existem na populacéo e podem
propiciar pacientes com recidivas (Zhu et al., 2011; Papenburg et al., 2012; Tomé et
al.,, 2012; Oliveira et al., 2015). A subunidade F1 é relativamente bem conservada,
sendo sua funcdo comprometida mediante estas delecbes ou substituicbes de

aminoacidos (Collins et al., 2001, Tomé et al., 2012).

No entanto, pouco se sabe sobre a prevaléncia de tais mutagdes em amostras
clinicas no mundo todo. Além disso, apesar do seu papel em estratégias de patogenia,
imunidade e prevencdo do HRSV, poucos dados sobre a evolucdo molecular da
proteina F do HRSV estdo disponiveis, sobretudo no Brasil, porque os estudos
filogenéticos anteriores concentraram-se na glicoproteina G do HRSV.

Portanto, nosso trabalho tem como objetivo, em relacdo ao HRSV, caracterizar
fenotipicamente por microneutralizacdo, amostras de diferentes genotipos circulantes
em 2013, que possuem alguma mutacao na proteina F, porcao parcial F1 (262 "a 276
Aa), particularmente mutacBes de potencial resisténcia nos epitopos de ligagdo do
Palivizumab (N268, K272, S275 para os dois tipos de HRSV e N276 para o HRSV-A
e S276 para o HRSV-B), de cepas oriundas de criangas que né&o fizeram uso do

Palivizumab.



2 CONCLUSAO

Nosso trabalho demonstra que no Brasil o uso do Palivizumab ainda € uma opc¢ao
na profilaxia e tratamento de IRA em criangcas com doencas de base e com risco de
morte por infec¢cdo causadas por HRSV, devido ndo haver a ocorréncia de cepas

resistentes fenotipicamente a este monoclonal humanizado até o momento.
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Figura 2 - Replicacdo do HRSV.
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Figura 3 - Replicacdo do HRSV. (A) Representacédo esquematica da entrada do HRSV na célula hospedeira. A
proteina de adesao G faz a ligag&o primaria com a superficie celular e permite que ocorra a ligacédo da proteina F
com a proteina nucleolina; (B) Representagdo da transcricao, traducéo e brotamento dos dos virions. Fonte:(Lay
et al. 2013).

1.6 Proteina F

A glicoproteina F € uma proteina integral da membrana viral, altamente conservada
e apresenta peso molecular de aproximadamente 68.000 Kb (Collins, Wertz, 1985). E
responsavel pela fusdo da membrana viral com a membrana da célula hospedeira.
Também é encontrada na superficie de células infectadas, sendo responsavel por sua
fusdo e consequente formacédo de sincicio. Portanto, anticorpos contra esta proteina
podem neutralizar diretamente o virus ou bloquear sua entrada na célula ou ainda
impedir a formacao de sincicios (Johnson et al., 1997). A proteina F é bem conservada
em todas as variantes do HRSV, sendo assim um alvo importante para o
desenvolvimento de anticorpo monoclonal (Pollack, Groothuis, 2002).

A proteina F é sintetizada como um precursor inativo (FO) composto por 574
aminoacidos (Collins et al., 1984). Mon6meros de FO se juntam formando trimeros,
gue ao passar pelo complexo de Golgi vao sendo ativados por proteases do
hospedeiro (Collins, Mottet, 1991). As proteases clivam FO em duas subunidades,
dando origem a F1 e F2, que sao ligadas entre elas covalentemente (Zimmer et al.,
2001a). A subunidade F1 é fundamental para a fusdo das membranas e formacéao de
sincicio (Zimmer et al., 2001b). Dentro da subunidade F1 foram mapeados 5 sitios



antigénicos conhecidos por |, Il, IV, V e VI, sendo o sitio antigénico Il da proteina F o

gue carrega o epitopo de ligacdo do Palivizumab (Zhao et al., 2004).

1.7 Epidemiologia e Patogenia

Em paises em desenvolvimento, as principais causas de morbidade e mortalidade
sdo as infeccdes respiratérias agudas. Nesses paises a severidade, incidéncia e
guantidade de casos fatais também sdo maiores. Umas das principais causas de
infeccdo respiratéria aguda sdo os virus respiratorios (Arruda et al., 1991). Dentre os
virus respiratorios, o HRSV € um dos principais patdgenos pediatricos e também vem
se mostrando de grande importancia em pacientes idosos e imunocomprometidos
(Bates et al., 2014). Em um recente estudo epidemiologico global, foi estimado que
em 2015 houveram aproximadamente 33,1 milhdes de casos de infec¢do respiratoria
aguda por HRSV. Dentre estes casos, para 3,2 milhdes foram necessérias internacées
hospitalares e 59.600 resultaram em mortes de criancas internadas menores de 5
anos de idade. Neste mesmo periodo, para criancas menores de 6 meses de idade,
foi estimado 1,4 milhdes de internagBes hospitalares, sendo que destas, uma média
de 27.300 resultaram na morte das criangas, com grande numero ocorrendo proximo
ao periodo neonatal, quando o HRSV se apresenta como apneia ou sepse. Este
mesmo estudo ainda relata que devido a fatores como casos néo relatados e amostras
ndo testadas estes numeros podem estar subestimados (Shi et al., 2017).

O HRSV € uma importante causa de internacdo e morte de criangas em todo o
mundo. Seu sintoma clinico e a sua severidade podem variar de acordo com a idade
da criangca. Normalmente a primeira infecgcdo acontece entre as primeiras 6 semanas
de vida e os 2 anos de idade e raramente sdo assintomaticas. As recidivas durante a
vida sdo comuns, porém tendem a néo ser severas (Ogra, 2004).

A populacdo com maior predisposicdo a desenvolver doenca severa resultante da
infeccdo por HRSV sdo 0s neonatos, lactentes, criangcas nascidas prematuras, com
doencas pulmonares cronicas ou cardiopatias congénitas e imunodeficientes (Zhu et
al., 2011).

A infeccdo por HRSV causa doenca do trato respiratorio inferior em criancas,
podendo ocasionar bronquiolite aguda e pneumonia. Os principais sintomas sao
taquipneia e dispneia, tosse severa e chiado respiratorio que podem ser téo fortes a

ponto de se assemelharem a ataques de asma, em casos mais severos pode ocorrer



hipoxia, podendo ser observada cianose ( Ismail, Reisner, 2001; Lay et al., 2013).
Outros sintomas bastante comuns sdo traqueobronquite ou doenca do trato
respiratorio superior, normalmente acompanhadas por febre e otite média (Ismalil,
Reisner, 2001).

O HRSV é um virus sazonal, tendo maior incidéncia de infec¢des nas estacoes
frias de climas temperados e em climas tropicais, quando o clima esfria e

aumentam as chuvas (Simoes, 1999).

1.8 Profilaxia e Tratamento

O Palivizumab, a Unica profilaxia aprovada pela FDA (do Inglés - Food and Drug
Administration) contra infeccdo por HRSV (Shadman, Wald, 2011) é um anticorpo 1gG
monoclonal neutralizante humanizado que se liga no sitio antigénico A, uma regido
altamente conservada na proteina de fusdo F do HRSV, localizada entre os
aminodacidos 258 e 275 (Zhu et al., 2011a), impedindo, dessa forma que o virus entre
na célula hospedeira, e consequentemente, prevenindo ou reduzindo a severidade da
infecgdo (Murray et al., 2014). De acordo com Collins e Melero, 2011, “Este produto
nao necessariamente previne a infeccdo por HRSV, mas consegue restringir a

replicacao o suficiente para reduzir a doencga”.

O Palivizumab é administrado por via intramuscular, na dose de 15 mg/Kg. A
aplicacéo € realizada mensalmente, durante 5 meses, sendo a primeira feita antes do
inicio da temporada de HRSV. Como a imunidade oferecida pelo medicamento é
apenas parcial, h4 a necessidade de reforco mensal, durante todo o periodo de
prevaléncia do HRSV (Robinson et al., 2013).

Assim como a grande maioria dos virus de RNA, o HRSV também é altamente
mutavel, devido a baixa capacidade da RNA-polimerase-RNA-dependente de fazer
reparos. Isso faz com que o HRSV seja bastante adaptavel as pressdes seletivas e
proporcionando assim o aparecimento de quasiespécies (Zhao et al., 2004). As
guasiespécies naturais de virus de RNA permitem a emergéncia rapida de virus
mutantes que escapam da pressao imune do hospedeiro frente a este monoclonal
(Moraes et al.,, 2015). Trabalhos prévios demonstraram que mutacdes nos
aminoacidos S268l, K272Q, K272E, S275L e N276S j4 existem na populacao e podem

propiciar pacientes com recidivas (Zhu et al., 2011; Papenburg et al., 2012; Tomé et



al., 2012; Oliveira et al., 2015). A subunidade F1 é relativamente bem conservada,
sendo sua funcdo comprometida mediante estas delecdes ou substituicbes de

aminoacidos (Collins et al., 2001, Tome et al., 2012).

No entanto, pouco se sabe sobre a prevaléncia de tais mutacées em amostras
clinicas no mundo todo. Além disso, apesar do seu papel em estratégias de patogenia,
imunidade e prevencdo do HRSV, poucos dados sobre a evolugdo molecular da
proteina F do HRSV estdo disponiveis, sobretudo no Brasil, porque os estudos
filogenéticos anteriores concentraram-se na glicoproteina G do HRSV.

Portanto, nosso trabalho tem como objetivo, em relagédo ao HRSV, caracterizar
fenotipicamente por microneutralizacdo, amostras de diferentes genotipos circulantes
em 2013, que possuem alguma mutacado na proteina F, porcéo parcial F1 (262 "a 276
Aa), particularmente mutagBes de potencial resisténcia nos epitopos de ligacdo do
Palivizumab (N268, K272, S275 para os dois tipos de HRSV e N276 para o HRSV-A
e S276 para o HRSV-B), de cepas oriundas de criancas que nado fizeram uso do

Palivizumab.



