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Resumo

A constante evolucéo do virus da Influenza requer o monitoramento
global continuo e a reformulacéo frequente das vacinas. O presente estudo
analisou a dindmica genética da hemaglutinina (HA) dos virus da Influenza
do tipo A, subtipos H1 e H3, e do tipo B, linhagens Yamagata e Victoria,
através de sua caracterizacdo pelo sequenciamento de Sanger e pela
analise filogenética, realizados no periodo de 2013 a 2015, nos estados de
abrangéncia do Instituto Adolfo Lutz (IAL) (S&o Paulo, Goias, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Distrito Federal, Piaui, Rondénia e Tocantins). Os
resultados encontrados mostraram que na analise do segmento 4 do
genoma viral, que codifica a HA, foram identificadas mutacées em sitios
antigénicos nos subtipos H1 e H3 dos virus da Influenza A e nas linhagens
Yamagata e Victoria dos virus da Influenza B, com consequentes alteracdes
das estirpes vacinais. Os virus da Influenza A(HLN1)pdmOQ9 foram incluidos
no grupo genético 6B e permaneceram similares a estirpe da vacina
A/California/7/2009, quando caracterizados antigenicamente com antissoro
de furdo, desde o ano de 2013. A mutacdo D222G, associada a maior
severidade da doenca e ao ébito foi observada duas vezes no estado de Séo
Paulo. Diversos subgrupos genéticos do grupo 3C dos virus da Influenza
A(H3N2) circularam desde o ano de 2013 e houve uma estirpe diferente do
virus vacinal para cada ano, no Hemisfério Sul. A co-circulacdo das
linhagens dos virus da Influenza B ocorreu nos anos de 2014 e 2015, o que
ndo aconteceu no ano de 2013, quando houve divergéncia entre os virus
circulantes e os da estirpe vacinal. As mutacfes em sitios antigénicos
correspondentes ao grupo genético 3 da linhagem Yamagata, as quais
resultaram na alteracdo da estirpe do virus da vacina para o ano de 2015
(B/Phuket/3073/2013), foram observadas a partir do ano de 2014. Diante
disso, mostrou-se a continua evolucdo genética e a necessidade de
vigilancia dos virus da Influenza para melhor conhecimento técnico cientifico,
prevencdo da doenca humana, das epidemias, das pandemias e agregar

conhecimento para a evolugdo das vacinas.



Descritores: Influenza Humana, Hemaglutinina, Vacina contra

Influenza.



Abstract

The constant evolution of the Influenza virus requires continuous
global monitoring and frequent reformulation of vaccines. The present study
analyzed the hemagglutinin (HA) genetic dynamics of Influenza A viruses,
subtypes H1 and H3, and type B, Yamagata and Victoria lineages, through
their characterization by Sanger sequencing and phylogenetic analysis,
performed in the (IAL) (S&o Paulo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Federal District, Piaui, Rond6nia and Tocantins). The results showed that in
the analysis of segment 4 of the viral genome that encodes the HA,
mutations were identified in antigenic sites in the H1 and H3 subtypes of
Influenza A viruses and in the Yamagata and Victoria lineages of Influenza B
viruses, with consequent changes of the vaccine strains. Influenza A (H1IN1)
viruses pdm09 were included in genetic group 6B and remained similar to the
A / California / 7/2009 vaccine strain, when characterized antigenically with
ferret antiserum, since the year 2013. The D222G mutation, associated with
increased disease severity and death was observed twice, in the state of Sdo
Paulo. Several genetic subgroups of the 3C group of Influenza A (H3N2)
viruses have circulated since the year 2013 and there was a different vaccine
strain for each year in the Southern Hemisphere. Co-circulation of Influenza
B lineages occurred in the years of 2014 and 2015, which did not happen in
the year 2013, when there was divergence between circulating viruses and
the vaccine strain. Mutations at antigenic sites corresponding to Yamagata
lineage 3, which resulted in a change of vaccine strain for the year 2015
(B/Phuket/3073/2013), were observed from 2014. In this regard, the
continuous genetic evolution and the need for surveillance of Influenza
viruses for Dbetter scientific technical knowledge, prevention of human
disease, epidemics, pandemics and knowledge for the evolution of vaccines

were shown.
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1. INTRODUCAO

A Influenza (gripe) € considerada uma doenca infecciosa de alta
contagiosidade e causa doenca respiratéria aguda em todos os continentes.
Estima-se um total de 250.000 a 500.000 6bitos/ano mundialmente, durante
a sazonalidade do virus *.

A vacinacdo é o meio mais eficaz para prevenir a infeccdo e os
efeitos graves causados pelos virus da influenza. A evolucdo desses virus
requer o monitoramento global continuo e a reformulacdo frequente das
vacinas °. A natureza fragmentada do genoma do virus e a circulagéo
desses em aves selvagens, aves domeésticas e mamiferos apresenta uma
oportunidade continua para o rearranjo de genes virais e 0 surgimento de

um novo virus °.

1.1 Histoérico

A influenza (gripe) é considerada uma das mais antigas doencas da
humanidade. Relatos de doenca, descrevendo 0s sintomas que acometiam
0s egipcios e que atualmente sao descritos como gripe, foram encontrados
em papiros datados de 1700 a.C. e 1500 a.C. No entanto, a primeira
descricéo cientifica da gripe ocorreu em 412 a.C., na Grécia, pelo relato de
Hipocrates, que definiu a doenca que ha tempos acometia populacbes em
curto periodo de tempo, levando muitos individuos ao 6bito como uma
doenca respiratéria aguda, cuja transmissao se mantinha por algumas
semanas, e em muitos casos com evolucdo fatal .

A informacdo quanto ao comportamento ciclico de sua ocorréncia e
a possibilidade da existéncia de um intervalo constante entre os periodos de
sua maior incidéncia, datam do século XVI. A denominagéo de pandemia foi
utilizada pela primeira vez em 1580, considerando uma doencga originada na
Asia, disseminando-se pela Africa, Europa e, em seguida, disseminando-se

para a América .
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O marco histérico do potencial de disseminacdo e das elevadas
taxas de mortalidade apresentadas pelo virus da Influenza decorreu da
primeira pandemia do século XX — denominada Gripe Espanhola — no
periodo de 1918 — 1920. A época, em plena vigéncia da Primeira Guerra
Mundial, houve a disseminac¢do do virus da Influenza pelo deslocamento de
tropas militares e trabalhadores, assim como por rotas maritimas, atingindo
os diferentes continentes. A humanidade vivenciou o caos globalizado
gerado por uma doenca respiratoria de etiologia desconhecida que
sobrepujou toda e qualquer estratégia terapéutica de tratamento, prevencéo
ou controle. A Espanha era um terreno neutro durante a guerra e por iSso as
autoridades espanholas divulgavam as informac¢Bes quanto a gravidade da
doenca, diferente dos paises em guerra. Dessa forma, elegeu-se o territorio
espanhol como o local de origem da gripe, sendo entdo denominada Gripe
Espanhola °.

Estima-se que cerca de 50 milhdes de pessoas foram a 6bito ao
redor do mundo por causa da Gripe Espanhola. No Brasil, a gripe chegou
com as embarcac0fes oriundas da Europa, as quais atracavam nos portos de
Recife, Salvador e Rio de Janeiro. Estima-se que o virus da Gripe Espanhola
atingiu aproximadamente 65% da populacao brasileira. Foram contabilizados
350 mil ébitos em todo o pais, sendo que o total de 35.240 foi contabilizado
considerando-se as cidades de S&o Paulo e Rio de Janeiro. A Gripe
Espanhola foi responsavel pela morte do diretor do Instituto Adolfo Lutz (&
época Instituto Bacteriolégico), Theodoro Bayma, e do presidente da
repUblica eleito, Rodrigues Alves, que ndo chegou a assumir a presidéncia °.

O agente etiologico da doenca respiratéria aguda, denominado virus
da Influenza do tipo A, foi isolado 15 anos apds a pandemia de 1918, pela
inoculacao de secrec¢des respiratérias de individuos apresentando quadro de
doenca respiratoria aguda, por via nasal, em furdes, durante epidemia de
doenca respiratéria ocorrida na Inglaterra ’. O virus da Influenza do tipo B foi
isolado em furdes no ano de 1940 8 O virus da Influenza do tipo C foi
isolado em ovos embrionados de galinha, em 1947 °.
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No periodo pés-pandémico, surtos de gravidade consideravel de
Influenza foram registrados nos periodos de 1928 — 1929, 1932 — 1933,
1936 — 1937, 1943 — 1944, na Inglaterra e Estados Unidos. A primeira vacina
contra a Influenza data de 1944 e foi composta pelas estirpes
A(PR8)/A(Weiss) e B(Lee), porém em 1947 esta vacina néo foi eficaz na
protecdo a populacdo. A composi¢do antigénica do virus da Influenza A
havia mudado e, em funcao disto, a nova variante foi denominada “A Prime”
1011 A ineficacia da vacina contra a influenza em 1947, a qual conferiu
protecdo nas temporadas (1943-1944) e (1944-1945), acarretou grande
preocupacao quanto a possibilidade de um novo evento semelhante ao de
1918. O temor das autoridades a respeito resultou na Rede Mundial de
Vigilancia do Virus da Influenza (RMVVI) coordenada pela Organizacao
Mundial da Sautde (OMS) *2.

No século XX, a humanidade vivenciou mais duas pandemias pelo
virus da Influenza nos seguintes periodos: 1957 H2N2, 1968 H3N2;
denominadas Gripe Asiatica e Gripe de Hong Kong, respectivamente. Em
ambas o genoma viral tem origem total ou parcialmente em reservatérios
ndo humanos e o gene da hemaglutinina de Influenza aviaria. Em 1977, o
virus da Influenza A H1N1 do inicio da década de 50 reemergiu e até 2009
evoluiu o suficiente para que houvesse oito atualizacdes do componente H1
da vacina **.

Entre 1988-1989, foram detectadas duas variantes antigénicas da
Influenza B por ensaios de inibicdo de hemaglutinacdo. Todos os virus da
Influenza B isolados nos Estados Unidos neste periodo foram
antigenicamente relacionados a variante B/Victoria/2/87, enquanto no Japao
a variante B/Yamagata/16/88 também foi isolada *****°,

Em abril de 2009, a primeira pandemia do século XXI, causada pelo
virus Influenza A (HIN1)pdmOQ9, resultou do seguinte rearranjo génico: NA
(neuraminidase) e M (gene da matriz) da linhagem suina Euroasiatica; HA
(hemaglutinina), NP (nucleoproteina) e NS (gene néo estrutural) da linhagem

suina classica norte-americana; PB2 (polimerase basica 2) e PA (polimerase
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acida) da linhagem aviaria norte-americana; PB1 (polimerase basica 1) da
linhagem sazonal A H3N2 (Figura 1) 7.

No ano de 2016 o virus da Influenza D, o qual afeta principalmente o
gado bovino, foi anunciado pelo International Committee on Taxonomy of

Viruses ICTV &1°

Segmentos Genéticos, Hospedeiros
e Anos de Introdugdo

~1998 ) PB2, PA

PB2, PA

T = R el
f Suina
ra—— -}
14
~1979 " i Suina 2009 A(H1N1)
14 Euroasiatica

Figura 1. Hospedeiros e origens das linhagens para o segmento do gene do virus
da Influenza A (H1IN1)pdmO09: PB2(polimerase basica 2), PB1(polimerase basica 1),
PA(polimerase &cida), HA(hemaglutinina), NP(nucleoproteina), NA(neuraminidase),
M(gene da matriz), NS(gene néo estrutural).

Fonte: Garten et al, 2009."

Rearranjo
Triplo

1.2 Virus da Influenza

1.2.1 Classificacao

Héa quatro tipos de virus da Influenza: A, B, C e D, pertencentes a
familia Orthomyxoviridae. Os tipos A e B contém 8 segmentos de RNA fita
simples, polaridade negativa, enquanto o tipo C contém 7 segmentos, assim
como o novo virus da Influenza D %%, Esta classificacdo é baseada na

constituicio antigénica das duas maiores proteinas estruturais, a
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nucleoproteina (NP) e a proteina da matriz (M), as quais tém somente 20-
30% de homologia entre os diferentes géneros de Influenza e séo os
antigenos utilizados para distingui-los .

Os virus da Influenza do tipo A sao classificados em subtipos os
quais sdo determinados pela variacdo antigénica das glicoproteinas de
superficie HA e NA (H1N1, H3N2, H7N9, H5N1) com base na combinacao
dos 18 tipos de HA e 11 tipos de NA, descritos até a presente data ?*>. Os
virus da Influenza B néo sao divididos em subtipos e sim em duas linhagens:
B/Yamagata e B/Victoria '°. Infecces por Influenza C geralmente causam
uma doenca respiratéria leve'®, no entanto, ha relatos de quadros de
infeccéo respiratéria grave acometendo principalmente criancas 2. Os virus
da Influenza D afetam principalmente o gado bovino, mas também foram
isolados de porcos, ovelhas, cabras, cavalos e camelos 824,

Os virus da Influenza A aviaria podem ser classificados, também,
como Influenza aviaria de alta patogenicidade (HPAI) ou Influenza aviaria de
baixa patogenicidade (LPAI) de acordo com as caracteristicas moleculares
do virus e sua habilidade em causar doenca e mortalidade em aves 2.

O sistema de nomenclatura para os virus da Influenza proposto pela
OMS consiste em descrever o tipo de virus (baseado na especificidade
antigénica da nucleoproteina), o hospedeiro de origem (apenas para
amostras isoladas de hospedeiros ndo humanos), origem geogréafica do
isolamento, nUmero da amostra e ano do isolamento. Para Influenza A, a
descricdo de subtipo de hemaglutinina e neuraminidase segue em
parénteses (ex. A/lHong Kong/1/1968 (H3N2)) 2°.

1.2.2 Estrutura

As particulas virais sdo geralmente esféricas (80 a 120 nm de
didmetro), embora possam apresentar pleomorfismo. Possuem envoltério
lipidico onde se localizam duas glicoproteinas de superficie denominadas
hemaglutinina e neuraminidase, além da proteina M2 (canais de protons)

(Figura 2A). O RNA ¢é encapsidado pela nucleoproteina. Complexos
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contendo as trés polimerases virais (PB1, PB2 e PA) estdo situados nas
extremidades dos nucleocapsideos (Figura 2B) #'.

O genoma viral pode codificar até 16 proteinas 2. A hemaglutinina
codificada pelo fragmento 4 do genoma viral € responsavel pelo
reconhecimento dos receptores celulares que possibilita a entrada do virus
nas células e € o componente viral de reconhecimento imunol6gico; ou seja
anticorpos desenvolvidos contra esta glicoproteina conferem protecdo a
infeccdo; assim sendo € o0 componente utilizado na formulacdo das
vacinas®”?’; enquanto a glicoproteina NA esta envolvida na liberagéo das
particulas virais da superficie das células infectadas e consequente

propagacao do virus ’.

L,

(\E‘;‘/X/j///,/// {z

NP

Figura 2. A) Representacdo esquemética da particula do virus da Influenza A,
segmentos genéticos e proteinas. B) RNA viral revestido por nucleoproteina e
ligado ao complexo das polimerases.

Fonte: Schrauwen et al, 2014.%

1.2.3 Hemaglutinina e o ciclo replicativo

A hemaglutinina é uma proteina trimérica com duas regides
estruturalmente diferentes: uma haste e uma cabeca globular posicionada no
topo da haste e que contém o sitio de ligagdo ao receptor de acido sialico na

superficie celular. Durante a replicacédo viral, a hemaglutinina € clivada por
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proteases do hospedeiro em subunidades HA1 e HA2; esta modificacao pos-
traducional € necessaria para a infectividade viral. A porcdo HA2
desencadeia o processo de fusdo entre o envelope viral e a membrana
celular, enquanto que a por¢cdo HA1l contém os sitios antigénicos e de
ligacdo ao receptor (Figura 3) 33,

A hemaglutinina dos virus da Influenza aviaria de baixa
patogenicidade (LPAI) e da Influenza humana é clivada por proteases
presentes apenas no aparelho respiratério humano e aviario, assim como no
intestino de aves, restringindo, dessa forma, a replicagcdo viral a esses
tecidos. Alteragbes na sequéncia do sitio de clivagem da hemaglutinina
podem torna-la suscetivel a diversas proteases, propiciando a replicacdo
sistematica do virus, o qual passa a ser denominado virus da Influenza

aviaria de alta patogenicidade (HPAI) %
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Figura 3. A) Estrutura primaria da HA do virus da Influenza com as subunidades
HAL e HAZ2 ligadas por pontes dissulfidicas. B) Estrutura terciaria da HA do virus da
Influenza, com destaque para o peptideo de fusao.

Fonte: Sriwilaijaroen N, Suzuki, 2012.%
Apés a ligagdo ao receptor celular, as particulas virais séo

endocitadas e o baixo pH no interior do endossomo causa uma mudanca

conformacional na estrutura da hemaglutinina, expondo, dessa forma, o
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peptideo de fusdo. Isto permite a fusdo entre o envelope viral e a membrana
do endossomo com consequente liberagdo das ribonucleoproteinas virais no
citoplasma da célula *>. Uma forma adicional de desnudamento ocorre pela
acidificacdo interna da particula viral através do transporte de ions
hidrogénio do endossomo via canais idnicos M2, presentes na membrana do
virus da Influenza. As ribonucleoproteinas sédo, entdo, dirigidas ao nucleo
celular por meio de sinais de localizacdo nuclear das proteinas virais *°.

No nucleo, ocorrem 0s processos de transcricdo e de replicacdo do
genoma viral comandados pelo complexo das polimerases, formado pelas
proteinas PB2, PB1 e PA, que agem sequencialmente na formacao de RNA
mensageiro (RNAm) e do RNA viral (RNAv) **. Ambos s&o transportados
para o reticulo endoplasmatico rugoso, onde as proteinas virais sao
sintetizadas. Algumas destas proteinas retornam ao nucleo, onde se ligam

ao RNA viral para formar as ribonucleoproteinas 3.

As proteinas de
envelope, hemaglutinina, neuraminidase e canal de protons (M2), seguem
para o aparelho de Golgi, onde a glicosilacdo ocorre e, entdo, sao
transportadas para a membrana celular e nela se ancoram 334,

O conjunto ribonucleoproteinas e proteina matriz (RNP-M1), ja
montado no ndcleo, é encaminhado ao citoplasma através da proteina de
exportacdo nuclear (NEP). A proteina M1 interage, entdo, com os dominios
internos das hemaglutininas, que estdo ancorados na membrana celular *.

Durante o brotamento, as espiculas de hemaglutinina continuam se
ligando aos residuos de acido sialico da superficie celular até que as
particulas virais sejam liberadas pela atividade sialidasica da neuraminidase,

by

a qual leva a clivagem de residuos de acido sialico para que ocorra a
propagacao da infeccdo viral as células vizinhas 333,
O processo de replicacao dos virus da Influenza pode ser observado

na Figura 4.
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Figura 4. Representacédo esquematica do ciclo replicativo do virus da Influenza

Fonte: Sriwilaijaroen N, Suzuki, 2012.%
1.2.4 Receptores da hemaglutinina:

Os 4&cidos sialicos sdo considerados receptores para a
hemaglutinina dos virus da Influenza e geralmente estéo ligados a galactose
(Gal) na superficie celular do hospedeiro em uma configuragao a2-3 ou a2-6
35.

Os virus da Influenza humana preferencialmente ligam-se ao acido
sidlico do tipo 02,6 (SAa2,6Gal), enquanto que a maioria dos virus aviarios
preferencialmente liga-se a SAa2,3Gal *°.

Em humanos, SAa2.3Gal sao prevalentes no trato respiratorio
inferior (bronquiolos e alvéolos). Assim, quando as estirpes aviarias infectam
0o pulmd&o humano, podem desencadear uma pneumonia grave e

rapidamente progressiva *°.
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1.2.5 Glicosilagao

A ligacao de oligossacarideos a residuos de asparagina de proteinas
€ uma modificacdo essencial que acontece no reticulo endoplasmatico e é
finalizada no aparelho de Golgi *'.

Esse processo, chamado de N-glicosilacdo, ocorre na sequéncia
consenso N-X-S/T (onde X é qualquer aminoacido exceto prolina) e na
hemaglutinina é importante para o dobramento e estabilidade da proteina .

A modificacdo pos-traducional, provocada pela N-glicosilagdo na
cabeca globular da hemaglutinina, pode modular a antigenicidade, a
atividade de fusao, a viruléncia, a especificidade de ligacdo ao receptor e a
evasao imune dos virus Influenza, cobrindo sitios antigénicos e inibindo a
ligacdo de anticorpos **%*. Tanto o ganho quanto a perda de sitios de N-
glicosilacdo pode influenciar nestas propriedades *.

1.2.6 Sitios antigénicos da hemaglutinina

As moléculas de hemaglutinina possuem diferentes sitios
antigénicos que sofrem extensas mutacdes. Estes sitios ocorrem em regides
expostas na superficie da hemaglutinina e estdo envolvidos na neutralizacao

do virus 4%

. Para Influenza A H1 sdo denominados 0s seguintes sitios
antigénicos: Sa e Sh, quando contém epitopos predominantemente
especificos, Cal, Ca2 e Ch, quando compostos por epitopos

4 para Influenza A H3 sdo

predominantemente de reacdo cruzada
designados de A, B, C, D e E *. Para Influenza do tipo B, os sitios
antigénicos séo: 120 loop, 150 loop, 160 loop e 190 helix localizados na
subunidade HA1 da hemaglutinina “***. As descricdes dos sitios antigénicos
da Influenza B estdo relacionadas a conformagBes nas estruturas
secundarias da proteina, designadas hélice (helix- estrutura helicoidal) que

sdo ligadas por alcas (loops- regides variaveis) *°.
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1.3 Epidemiologia

O virus da Influenza causa a mais frequente doenca respiratoria
aguda e acomete todas as faixas etarias *°. Na América Latina e regi&o do
Caribe a Influenza sazonal é responsavel por elevadas taxas de morbidade
que desencadeia impacto econdémico nos servicos de saude e na sociedade
47 A vigilancia do virus da Influenza no Brasil no periodo compreendido de
2000 a 2008 revelou que o total de 4.39% a 16.92% das consultas
hospitalares foram decorrentes de pacientes com sindrome gripal “®.

O perfil epidemioldgico dos virus da gripe é influenciado em grande
parte por dois tipos de variacbes antigénicas que ocorrem, principalmente,
nos antigenos hemaglutinina e neuraminidase. Tais variagdes tornam um
individuo suscetivel a novas infecgdes “°.

As constantes mutacgfes nas glicoproteinas de superficie — dos virus
da Influenza do tipo A e B - geram mecanismos de escape do virus,
denominado antigenic drift, que corresponde a muta¢des pontuais nos genes
que codificam a HA e a NA; as mutacOes pontuais sdo consideradas
brandas e responsaveis pelas epidemias anuais de Influenza. O virus da
Influenza A também sofre outro tipo de alteracdo antigénica denominada
antigenic shift, que corresponde a troca completa de um ou mais segmentos
do genoma viral, em funcéo de rearranjo genético entre diferentes espécies
ou através de transmissao direta de uma cepa do virus da Influenza animal
para a populacdo humana; ambos sdo responsaveis pelas pandemias de

Influenza (Figura 5) *®%°.
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Figura 5. Antigenic drift e antigenic shift, responsaveis pelas altera¢des antigénicas
nas duas glicoproteinas de superficie hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA) do
virus da Influenza. Comparacdo com a proteina interna do virus, nucleoproteina
(NP), sem alteragdes antigénicas.

Fonte: Brooks, 2012.%2

Apesar de o virus da Influenza do tipo B ser mais estavel quando
comparado ao virus da Influenza do tipo A, com menos antigenic drift e ndo
sofrendo antigenic shift “%; a co-circulacdo das linhagens B/Yamagata e
B/Victoria, as quais sao antigenicamente distintas, ou seja, ndo conferem
imunidade cruzada **°°*! demonstra a importancia do monitoramento das
linhagens circulantes com vistas a composicdo da vacina trivalente; cuja
formulacédo inclui os componentes (A)H1, A(H3) e B; além de solicitar
estudos quanto a composicdo de vacina quadrivalente, que contempla as
linhagens B/Yamagata e B/Victoria, em sua formulacdo “4°°*%%2, Dados da
literatura revelam que os virus da Influenza do tipo B acometem
preferencialmente, criancas, adolescentes e adultos jovens. Mundialmente, o
virus da Influenza do tipo B representa o total de 20% a 25% das infec¢des

causadas pela Influenza **°3,

A opcdo mais eficiente para o controle da doenca € a prevencéao
utilizando-se a vacina. A composi¢cdo da vacina € revisada anualmente e
depende da vigilancia dos virus circulantes durante a sazonalidade da
doenca.

O Programa Nacional de Imunizagdo define como prioritario para a

vacinacdo 0s seguintes grupos: criancas de 6 meses a menores de 5 anos,
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gestantes, puérperas, trabalhador da area da saude, povos indigenas,
individuos com 60 anos ou mais de idade, os adolescentes e jovens de 12 a
21 anos de idade sob medidas socioeducativas, a populacdo privada de
liberdade e os funcionarios do sistema prisional, pessoas portadoras de
doencas cronicas ndo transmissiveis e outras condi¢des clinicas especiais
(doenca respiratéria crénica, doenca cardiaca crbénica, doenca renal cronica,
doenca hepatica cronica, doenca neurolégica cronica, diabetes,
imunossupressao, obesos, transplantados e portadores de trissomias). No
ano de 2017, foram incluidos para a vacinacdo, os professores das escolas
publicas e privadas .

1.4 Vigilancia dos virus da Influenza

Atualmente, a Rede Mundial de Vigilancia do Virus da Influenza é
composta por 6 Centros Colaboradores de Referéncia da OMS localizados
na Inglaterra, Atlanta, Melbourne, Japéo, China , e um Centro Colaborador
para estudos da ecologia dos virus animais localizado em Memphis; 13
laboratérios de referéncia da OMS para o virus H5; 4 Laboratérios
Regulatérios Essenciais, localizados na Australia, Japédo, Inglaterra e
Estados Unidos da América; e grupos ad hoc criados para abordar questdes
emergentes especificas, além de 143 Centros Nacionais de Influenza, em
113 paises, dos quais 3 localizam-se no Brasil *°.

A Rede Nacional de Vigilancia dos Virus da Influenza foi instituida
no pais no ano de 2000, considerando a existéncia dos trés Centros
Nacionais de Influenza credenciados pela OMS e Ministério da Saude (MS)
na década de 50 - Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo, Instituto Evandro
Chagas em Belém e Instituto Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro - para
subsidiar a implementacdo de ac¢des de vigilancia da Influenza em todos os
estados da federacdo, com vistas a formulagéo da vacina contra a Influenza

para o hemisfério sul >*°°.
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As ac¢les de vigilancia epidemiolégicas dos virus da Influenza no
estado de S&o Paulo s&o coordenadas pelo Centro de Vigilancia
Epidemiolégica (CVE) “Prof. Alexandre Vranjac” da Coordenadoria de
Controle de Doencas (CCD) da Secretaria de Estado da Saude (SES). Em
funcdo de risco de pandemia de gripe aviaria o CVE/CCD/SES/SP elaborou,
em 2005, o primeiro Plano de Preparacdo para Pandemia de Influenza do
estado de S&o Paulo, o qual colaborou para o enfrentamento da pandemia
de 2009 *’,

A vigilancia da Influenza no Brasil € composta pela vigilancia
sentinela de sindrome gripal (SG), de sindrome respiratéria aguda grave em
pacientes internados em unidades de terapia intensiva (SRAG-UTI) e pela
vigilancia universal de SRAG (casos hospitalizados e O6bitos - SRAG
Universal). Na sindrome gripal o individuo apresenta febre de inicio subito,
mesmo que referida, acompanhada de tosse ou dor de garganta e pelo
menos um dos seguintes sintomas: cefaleia, mialgia ou artralgia, na
auséncia de outro diagnéstico especifico. Em criangas com menos de 2 anos
de idade, febre de inicio subito (mesmo que referida) e sintomas
respiratorios (tosse, coriza e obstrucdo nasal), na auséncia de outro
diagnostico especifico, ja caracteriza sindrome gripal. Na sindrome
respiratoria aguda grave, o individuo de qualquer idade, além da sindrome
gripal deve apresentar dispneia. Também podem ser observados os
seguintes sinais: saturacdo de O2 menor que 95% ou desconforto
respiratério ou aumento da frequéncia respiratéria ou exacerbacdo de
doenca preexistente 8.

A identificacdo dos virus da Influenza nas amostras respiratérias de
casos suspeitos de SG ou SRAG é realizada pelas técnicas de RT-qPCR,
isolamento do virus, caracterizacdo antigénica do virus isolado pela reacéo
de inibicdo da hemaglutinacdo (HI), utilizando-se soros imunes especificos
doados pela OMS, além de caracterizacdo molecular pelo sequenciamento
genético viral e estudos filogenéticos. Aliquotas das amostras originais
selecionadas e dos respectivos virus isolados em células de rim de céo

Madin Darby Canine Kidney (MDCK) sdo encaminhados, em quatro
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remessas trimestrais, para o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas
(CDC, Atlanta, EUA), o centro colaborador da OMS das Ameéricas
responsavel pela compilagcdo das caracterizacdes antigénicas e genéticas
das amostras de virus procedentes de todos os NICs das Américas, além de
realizar testes para avaliagdo de resisténcia aos antivirais (Figura 6). Os
resultados dessas analises sdo apresentados em reunido anual junto a OMS
para subsidiar a selecdo das estirpes virais com vistas a composicdo da

vacina °°.

Cantro Nacional de Infiusnza

Cantro Cotaborador da OM $ de referéncia & pesquisa de Influsnza

Cantro Colaborador da OM S de vigiidncia, epidemioiogia & controle ds Influsnza

Cantro Colaboragor da OM S para estudos de scologia de Influenza animal

% Laboratorio de reguiag2o sssencial da OM S

Laboratorio de refaréncia do subtipo HS da OMS N30 aplicaval

Figura 6. Distribuicio da Rede Mundial de Vigilancia do Virus da Influenza,
coordenada pela OMS, atualizado em 20 de dezembro de 2017.
Fonte: FluNet/ OMS 2

1.5 Sintomas e transmissao

A doenca se caracteriza pela febre de inicio subito, o individuo
infectado pelo virus pode desenvolver tosse seca, dor de garganta, coriza,
febre alta de 38°C a 40°C, calafrios, tremores, cefaleia, foto sensibilidade,
mialgia e anorexia. A pneumonia decorrente de infeccdo primaria pelo virus
€ a complicacao da Influenza que mais frequentemente leva a hospitalizacéo
e a morte; pneumonia secundaria decorrente de complicacbes oriundas de

infecc@o bacteriana, apos infeccdo pelo virus da Influenza, agrava o quadro
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infeccioso podendo, também, levar o individuo ao 6bito. Normalmente, o
periodo da doenca é em torno de uma semana considerada benigna e
autolimitada, no entanto, fatores ligados as condicbes do individuo tais
como: idade, gravidez, uso de tabaco, e individuos portadores de doencas
cronicas poderdo desenvolver um quadro grave da doenca *°. Embora a
maioria das infec¢cdes pelos virus da Influenza apresente evolugéo
autolimitada, a febre podera persistir de 3 a 5 dias, sendo que a tosse e a
fadiga podem se prolongar por duas semanas ou mais 348°%.

Um individuo infectado pelo virus da Influenza transmite a doenca
pela eliminacdo de goticulas das secrecdes respiratérias pela tosse, espirro,
de pessoa a pessoa (transmissdo direta); a transmissdo também ocorre
guando um individuo entra em contato com superficies contaminadas com
as secrecoes respiratorias de doentes (transmisséo indireta). O periodo de
incubacdo é em torno de 1 a 4 dias. A excrecdo do virus de um individuo
infectado para o meio ambiente inicia-se 24 horas antes da manifestacéo
dos sintomas perdurando até 10 dias. Criancas e individuos

imunossuprimidos podem excretar o virus por um periodo superior a 10 dias
59

1.6 Patologia

Os virus invadem o epitélio ciliado da mucosa nasal, traqueia e
brénquios causando destruicdo celular de gravidade variada. Vacuolizacao,
contracdo das células, perda de cilios, picnose e fragmentacdo nuclear séo
seguidos de descamacdo das células superficiais ®°.

Na pneumonia os pulmdes mostram inflamag&o intersticial com

necrose do epitélio brénquico e alveolar .

A resposta inflamatéria,
desencadeada pelo sistema imune do hospedeiro, promove 0 movimento de
células (macrofagos, neutréfilos) para o pulméo, assim como na resposta
adaptativa, células T citotoxicas migram para o local da infeccéo para limitar

a propagacao viral. Devido a destruicdo das células e a geracéo de residuos
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celulares e muco nas vias respiratorias, a fungdo pulmonar fica prejudicada.
A combinacdo dos efeitos dos virus com a resposta do hospedeiro a

infeccéo resulta nos sintomas experimentados pelo individuo infectado .

1.7 Caracterizacdo Genética

A andlise molecular do segmento 4 do genoma viral, que codifica a
hemaglutinina, € uma importante ferramenta diagndstica aliada a vigilancia
das alteracbes genéticas do virus, pois permite identificar mutacdes
envolvidas no mecanismo de evasdo do virus frente a resposta imune e a
protecdo conferida pela vacina, além de permitir identificar marcadores de
viruléncia, como o localizado na posicéo 222 do gene, o qual est4 associado
ao aumento da afinidade de ligagdo aos receptores de acido sialico a2-3,
que sdo prevalentes no trato respiratorio inferior °°4%°€ A hemaglutinina é
o principal antigeno contra o0 qual anticorpos neutralizantes sé&o
direcionados, e sua variabilidade é responsavel pela evolucao continua do
virus e subsequentes epidemias *.

O método de Sanger é o mais utilizado para o sequenciamento
parcial do genoma viral, enquanto as tecnologias mais recentes
(sequenciamento de nova geracdo) sdo mais utilizadas para o
sequenciamento completo do genoma. Através do sequenciamento de
Sanger, a sequéncia de nucleotideos no gene da hemaglutinina dos virus da
Influenza é comparada as sequéncias de outros virus da Influenza de
mesmo tipo e assim sdo identificadas as variacbes entre elas. A
caracterizacdo genética é, entdo, esse processo de comparacdo de
sequéncias, as quais sao submetidas a bancos de dados, tais como
GenBank e Global Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID) °’.

O GenBank é o banco de dados de sequéncias genéticas do NIH
(National Institutes of Health) e faz parte da Colaboracdo Internacional de

Banco de Dados de Sequéncias de Nucleotideos, a qual é constituida
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também pelo Banco de DNA do Japdo e pelo Arquivo de Nucleotideos
Europeu .

O GISAID é uma plataforma criada para compartilhamento de dados
sobre Influenza, contribuindo para uma melhor compreensdo sobre a
circulagédo e evolugdo dos virus da Influenza. Desde 2011, a Alemanha é o
servidor oficial desta plataforma .

1.8 Andlise filogenética

A filogenética é o estudo da relacdo evolutiva entre espécies,
através de dados de sequenciamento genético "**.

A andlise filogenética € uma importante ferramenta em estudos de
epidemiologia molecular, podendo, por exemplo, inferir informagdes mais
detalhadas sobre a origem de uma nova estirpe viral, sua circulacdo e

evolucdo em determinada area geografica '°.

Pode ser representada
graficamente em arvores filogenéticas (cladogramas), as quais sao divididas
em grupos genéticos ou clados (grupos monofiléticos, ou seja, com ancestral
comum) 67,72,73.

Nas arvores filogenéticas dos virus da Influenza, cada sequéncia de
um especifico virus ocupa um ramo (linha horizontal) na arvore, o
comprimento do ramo representa o numero de diferencas de nucleotideos e
quanto mais separados 0s virus estiverem na arvore, maiores serdo as

diferencas genéticas entre eles ©’.

1.9 Vacina

A vacinacédo é a principal medida para prevenir as infecces pelos
virus da Influenza e reduzir seu impacto na satde publica . Devido &
grande capacidade evolutiva dos virus da Influenza, a formulacéo da vacina

é atualizada anualmente "*. Por isso, quanto maior for o entendimento sobre
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a constante evolucdo e a epidemiologia dos virus, melhor serd o processo
de selecdo das estirpes vacinais .

Assim, a rede mundial de laboratérios para vigilancia da Influenza da
OMS fornece informacdes sobre as analises antigénicas, genéticas e
epidemioldgicas dos virus para subsidiar a recomendacdo da composi¢ao
vacinal para os hemisférios norte e sul, em fevereiro e setembro de cada
ano, respectivamente 2 .

Ha trés tipos de vacina contra os virus da Influenza atualmente
licenciadas: vacinas atenuadas para aplicagdo intranasal (LAIV), vacinas
inativadas (TIV) e vacinas recombinantes compostas pela proteina HA,
ambas para injecdo intramuscular. Os trés tipos de vacina contém os
subtipos da Influenza A, HIN1 e H3N2, além da linhagem predominante da
Influenza B na ultima temporada ™'®. Recentemente licenciada, a vacina
contra a Influenza quadrivalente (QIV) inclui as duas linhagens da Influenza
B junto com os dois subtipos da Influenza A °.

A producdo de vacinas contra Influenza baseia-se na propagacéo
viral em ovos embrionados de galinha ou cultura de células. A administracéo
da primeira é contraindicada em casos de reacao alérgica severa a proteina
do ovo ”°.

Estudos recentes propdem a utilizacdo de uma vacina universal, a
qual induziria ampla protecdo contra diversos virus da Influenza e, ainda,
eliminaria a necessidade de atualizacdo anual. Para isso, proteinas virais
conservadas como NP, PA, M1, M2, além da regido da haste da HA,
deverdo ser os alvos para a vacina ‘®’’. Contudo, o desenvolvimento de
uma nova geracao de vacinas contra Influenza ainda é um grande desafio,

pois estes antigenos conservados tém imunogenicidade relativamente fraca
77,78
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2. Justificativa

O Instituto Adolfo Lutz (IAL) e sua regiao de abrangéncia participam
de um sistema de vigilancia composto por uma rede de unidades sentinelas
de sindrome gripal e sindrome respiratéria aguda grave, cujo objetivo &
monitorar a circulagdo dos virus da Influenza. Como centro de referéncia
para a Organizacdo Mundial da Saude e Ministério da Saude, o IAL,
localizado no estado mais populoso do Brasil, € responsavel pelas analises
antigénicas e genéticas de uma area que compreende além de Sao Paulo
(regido sudeste); os estados de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul,
além do Distrito Federal (regido centro-oeste); Piaui (regido nordeste);
Rondbénia e Tocantins (regido Norte).

A grande abrangéncia evidencia o desafio constante em monitorar a
circulagdo dos virus da Influenza, assim como a importancia da
caracterizacdo genética de virus com rapido processo evolutivo, quanto as

estratégias de prevencao e controle.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Analisar o padrao genético do segmento 4 do genoma viral (HA) dos
virus da Influenza do tipo A subtipos H1 e H3 , e das linhagens do virus da
Influenza do tipo B, Yamagata e Victoria, de 2013 a 2015, nas regides de

abrangéncia do Instituto Adolfo Lutz.

3.2 Objetivos especificos

* Monitorar mutagdes nos sitios antigénicos alvos dos anticorpos que
conferem imunidade a infeccéo pela utilizacdo da vacina;

* Identificar a mutagéo D222G, associada a maior severidade da doenga e
Obito nas amostras de Influenza A (HIN1)pdmOQ9;

* Realizar a analise filogenética, correlacionando com as estirpes vacinais e

com os virus que circularam mundialmente.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Modelo de estudo

O modelo de estudo epidemiolégico empregado foi descritivo,
transversal e retrospectivo, da distribuicdo dos virus da Influenza, com

periodos e regides definidas.

4.2 Casuistica

4.2.1 Instituto Adolfo Lutz

O Instituto Adolfo Lutz (IAL) foi fundado em 1940, em decorréncia da
unificagdo dos Institutos Bacteriologicos e de Andlises Quimicas, criados em
1892, para atendimento das novas politicas de saude do estado de Sao
Paulo. Como referéncia nacional de vigilancia do virus da Influenza, junto a
OMS, colaborou com a saude publica do pais pelo isolamento dos tipos de
virus da Influenza responsaveis pelas pandemias de 1957, 1968 e 2009
(Figura 7) "*®. A partir de 2002 tornou-se referéncia macrorregional da rede
nacional de vigilancia do virus da Influenza, coordenada pelo Ministério da
Salde (MS) °°.
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Figura 7. Virus da Influenza A(H1N1)pdmO09 isolados e visualizados por
microscopia eletrdnica , no IAL, durante a pandemia de 2009, vistos com aumento
de 200 mil vezes.

Fonte: Kisiellius J, Ueda M, 2009.%°

4.2.2 Selecdo de amostras

Foram selecionadas amostras para 0 sequenciamento com base em
critérios clinicos e epidemiologicos (diferentes semanas epidemioldgicas,
diferentes faixas etarias, SG e SRAG, casos de surtos, uso de oseltamivir,
vacinados, 6bitos) dos casos positivos para Influenza A HIN1(pdmO09), A
(H3N2) e Influenza B, de janeiro de 2013 a dezembro de 2015,
contemplando os diferentes estados de abrangéncia do IAL quanto a
vigilancia dos virus da Influenza, conforme recomendagéo do Ministério da
Salde para os laboratérios de referéncia °°.

Outro critério utilizado foi a selecao de amostras com Ct<30, ou seja,
com base na quantificacdo do produto da RT-gPCR, na qual a quantidade de
DNA é medida a cada ciclo, através de sinais de fluorescéncia. Quando o
sinal de fluorescéncia emitido ultrapassa o ponto de corte do teste
(treshhold), o nimero do ciclo correspondente a este ponto é denominado Ct
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(treshold cycle). Quanto menor o valor de Ct, maior a concentracdo de
moléculas alvo na amostra %%,

A diferenciacéo entre as linhagens Victoria e Yamagata dos virus da
Influenza B foi realizada pela RT-qPCR, utilizando-se o kit Influenza B

Lineage Genotyping Panel - FIuRUO-05, desenvolvido pelo CDC #,

4.2.3 Aspectos Eticos

A partir do ano de 2000 o Ministério da Saude implantou a Rede
Nacional de Vigilancia do Virus da Influenza. Nesta rede, o Instituto Adolfo
Lutz é responsavel pela vigilancia do virus nos seguintes estados: S&o
Paulo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias, Distrito Federal, Tocantins,
Rondbnia e Piaui (Figura 8). Desde entdo as amostras destes estados séo
enviadas, rotineiramente, ao Nucleo de Doencas Respiratérias do Centro de
Virologia do Instituto Adolfo Lutz, com vistas a identificacdo do virus pela
reacao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR), isolamento viral,
caracteriza¢do antigénica, sequenciamento genético e analise filogenética.

Depois de identificado e apds o consentimento verbal para a coleta
da secrecéo respiratoria, 0 paciente que se enquadre na definicdo de caso
de Sindrome Gripal (SG) é conduzido para uma sala de coleta, onde é
preenchido o protocolo do Ministério da Saude com os dados do individuo
para cadastro no sistema nacional denominado SIVEP-GRIPE. O
consentimento verbal é formalizado no sistema acima informado e no caso
de criancas o consentimento é fornecido pelos pais ou responsaveis 84,
Em se tratando de internacdo ou Obito de Hospitais Sentinelas de SRAG-
UTI, as informagdes séo formalizadas no protocolo SIVEP-SRAG; no caso
de SRAG Universal as amostras sao acompanhadas das fichas de
notificacdo individual do Sinan Web Influenza — Sindrome Respiratoria
Aguda Grave (SRAG) — Internada ou o6bito por SRAG — CID — J11.

A Rede Nacional de Vigilancia do Virus da Influenza contempla a

analise genética do virus de rotina, pois ha necessidade de avaliarmos a
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evolucdo do virus com vistas a selecdo de amostras para composi¢cao da
vacina para o Hemisfério Sul.

O presente estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em seres humanos — CEPIAL do Instituto Adolfo Lutz (parecer
namero 2.051.157) (anexo 9).

Figura 8. Distribuicdo dos estados de abrangéncia no contexto da Rede Nacional
de Vigilancia do virus da Influenza coordenada pelo Ministério da Saude, com
destaque para o Instituto Adolfo Lutz (IAL), laboratério de referéncia macrorregional
no Brasil. As regifes de abrangéncia do IAL estéo realcadas em verde.

Fonte: Adaptada de BVS MS .%®

4.3 Amostras clinicas
Secrecfes respiratorias: swabs combinados (nasofaringe e

orofaringe); aspirados da nasofaringe foram colhidos pelas Unidades

Sentinelas de sindrome gripal (SG) e de sindrome respiratoria aguda grave
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(SRAG-UTI) que integram a Rede Nacional de Vigilancia da Influenza, nas
regides de abrangéncia do IAL, além da SRAG-Universal, conforme critérios
estabelecidos pelo Ministério da Saude, por semana epidemiolégica. Para
acondicionamento da amostra utilizou-se tubo conico tipo Falcon com
capacidade de 15 mL contendo 3 mL de soro fisiolégico estéril. As referidas
amostras foram encaminhadas na temperatura entre 2 e 8°C em até 72h ou
em nitrogénio liquido ou gelo seco apds este periodo e armazenadas em
freezer -70°C no Laboratério de Virus Respiratorios/NDR/CV/IAL.

Amostras de tecidos (pulmbes e brénquios): os fragmentos de
tecidos foram acondicionados em frascos estéreis e encaminhados na
temperatura entre 2 e 8°C até 24h ou em nitrogénio liquido ou gelo seco
apos este periodo e armazenadas em freezer -70°C no Laboratério de Virus
Respiratorios/NDR/CV/IAL .

4.4 ExtracOes de acidos nucleicos

SecrecBes respiratérias: O volume de 200uL da secrecao
respiratoria foi submetido a extracdo do RNA total — utilizando-se o kit de
extragcdo VX viral DNA/RNA “QlAxtractor virus reagent” pelo extrator
automatico “QlAxtractor instrument, Qiagen, CA, USA”. O RNA extraido foi
eluido no volume de 60 uL.

Fragmentos de tecidos (pulmbes e bronquios): Para extracdo de
acidos nucléicos em amostras de tecidos foram utilizados de 20 a 30
microgramas de tecido. O micro fragmento foi lisado pela utilizagdo do kit
MagNA Lyser Green Beads e do equipamento Magna Lyser-Roche, pela
adicdo de 600uL do tamp&o RLT com Betamercaptoethanol 1% e para a
extracdo do RNA do produto lisado utilizou-se o kit QlAamp RNA Blood Mini
Kit 50. O RNA extraido foi eluido no volume de 50 uL.
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4.5 Reacao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR)

A investigacao do virus da Influenza na amostra clinica foi realizada
pela RT-gPCR utilizando-se um painel de oligonucleotideos (primers e
probes) com vistas a identificagcdo dos virus da Influenza do tipo A
(HIN1)pdmO09, A (H3N2) e dos virus da Influenza do tipo B. As sequéncias
dos oligonucleotideos foram fornecidas pelo Centro Colaborador da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em Atlanta, Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) ®. Foi utilizado o Protocolo IAL 2009 ¥, uma
otimizacdo do protocolo preconizado pela OMS para os Centros Nacionais
de Influenza (CNI), validado previamente no Laboratério de Virus
Respiratorios do Instituto Adolfo Lutz.

A metodologia utilizou a enzima SuperScript® Ill Platinum® One step
RT-gPCR kit (Life Technologies, Corporation, SP, Brazil) e as plataformas de
RT-gPCR Roche Light Cycler® 480 RT-qPCR systems (Roche Diagnostics,
SP, Brazil)®®® e Applied Biosystems™ 7500 real time PCR systems.

4.6 Sequenciamento e caracterizacao do gene da hemaglutinina

O método de Sanger foi utilizado para o sequenciamento do gene
inteiro da HA (1701 a 1758 nucleotideos) dos virus da Influenza do tipo A
(HIN1)pdmO09, A (H3N2) e virus da Influenza do tipo B, seguindo o protocolo
disponibilizado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Utilizaram-se
sequéncias de oligonucleotideos fornecidas pelo CDC. Os produtos do RT-
gPCR foram sequenciados utilizando-se os reagentes ABI PRISMR BigDye
™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems, CA,
USA) e o sequenciador ABI 3130XL Genetic Analyser (Applied Biosystems,
CA, USA) &. A edicdo das sequéncias obtidas foi realizada pelo programa
Sequencher 4.1.4 (Gene Codes Corporation, MI, USA); quanto ao
alinhamento foi utilizado o programa Bioedit Sequence Alignment Editor
7.2.5 (Copyright 1997-2013 Tom Hall). A analise da filogenia e evolugéo
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molecular foi realizada através do programa MEGA 5.2 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) .

As sequéncias foram submetidas ao banco de dados GISAID e, no
ano de 2013, ao GenBank e ao GISAID. Os numeros de acesso e as
identificacbes das sequéncias de hemaglutinina dos virus da Influenza
incluidos neste estudo estdo representados nos anexos 1, 2 e 3, para 0S
anos de 2013, 2014 e 2015, respectivamente. Foram incluidas ainda, na
analise filogenética, sequéncias similares as do estudo e que circularam
mundialmente, através da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST), disponivel em National Center for Biotechnology Information
(NCBI), sequéncias de referéncia do CDC e sequéncias das vacinas. S&o
utilizados como referéncias, 0s virus com grupos genéticos ja estabelecidos
e caracterizados antigenicamente pelo CDC.

As arvores filogenéticas do gene da HA foram construidas pelo
método de Neighbor-joining e pelo modelo de substituicdo de nucleotideos
Maximum Composite Likelihood, incluidos no software MEGA 5.2. O método
de Neighbor-joining segue o principio da evolugao minima, mostrando uma
topologia com menor valor na soma dos tamanhos de ramos **.

A numeracdo dos aminoacidos foi obtida ap6s a remocédo do sinal
peptidico, localizado no inicio da sequéncia do gene da HA, o qual funciona
como marcador da proteina para o transporte através da membrana, mas
que é clivado posteriormente. Esta numeracdo € iniciada, entdo, na
subunidade HA1 da hemaglutinina %%,

Cada subtipo de HA tem um tamanho diferente de sinal peptidico.
Correspondem a 17 aminoacidos para Influenza A (H1N1)pdmO09, 16

aminoacidos para Influenza A (H3N2) e 15 aminoacidos para Influenza B
31,40,93
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4.7 Composigao da vacina para o Hemisfério Sul

A composicao da vacina trivalente contra os virus da Influenza para
o hemisfério sul, no periodo de 2013 a 2015 %, esta descrita na tabela 1.

Tabela 1. Estirpes virais, recomendadas pela OMS, para a composi¢do da vacina
trivalente contra os virus da Influenza, para o Hemisfério Sul, no periodo de 2013 a
2015.

2013 2014 2015
AlCalifornia/7/2009 AlCalifornia/7/2009 AlCalifornia/7/2009 (H1N1)
(HIN1) (HIN1)

AlVictoria/361/2011 AlTexas/50/2012 (H3N2) A/Switzerland/9715293/2013
(H3N2) (H3N2)

B/Wisconsin/1/2010 B/Massachusetts/2/2012 B/Phuket/3073/2013
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5. Resultados

No periodo de 2013 a 2015, foram recebidas e processadas 37.666
amostras com suspeita de SG e SRAG, no Laboratério de Virus
Respiratorios/NDR/CV/IAL, das quais 5.661 (15%) foram positivas para o
virus da Influenza. No ano de 2013, a positividade para Influenza entre estas
amostras foi de 3.596 (18,1%). Destas, 2.270 (63,1%) foram de Influenza
A(HIN1)pdmO09, 238 (6,6%) de Influenza A(H3N2) e 1.088 (30,3%) de
Influenza B. Em 2014 houve um total de 1.384 amostras positivas para
Influenza (13%), com 284 (20,5%) Influenza A(H1N1)pdmO09, 758 (54,8%)
Influenza A(H3N2) e 342 (24,7%) Influenza B. Em 2015 houve um total de
681 (9,4%) amostras positivas para Influenza, com 56 (8,2%) Influenza
A(H1IN1)pdmO09, 428 (62,8%) Influenza A(H3N2) e 197 (28,9%) Influenza B.

A distribuicdo das amostras positivas esta discriminada na tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo de amostras bioldgicas humanas positivas para os virus da
Influenza, identificadas por RT-gPCR no IAL, no periodo de 2013 a 2015.

Ano Total de amostras A A (H3N2) B Total de
recebidas/processadas (H1N1)pdmO09 positivas
2013 19.820 2.270(63,1%) 238(6,6%) 1.088(30,3%) 3.596
2014 10.631 284(20,5%) 758(54,8%) 342(24,7%) 1.384
2015 7.215 56(8,2%) 428(62,8%) 197(28,9%) 681

Entre estas amostras positivas para Influenza, o total de 475 foi
selecionado para o sequenciamento genético da HA, concomitante ao
isolamento dos virus para 0s envios trimestrais ao CDC, conforme
preconizado pela OMS.

Para a andlise filogenética, foram selecionadas sequéncias
representativas do IAL, de regides e periodos diversos para cada ano, assim
como as sequéncias de referéncia do CDC e as sequéncias dos virus das
vacinas. A escolha das sequéncias representativas incluidas na arvore
filogenética foi realizada atraveés de alinhamento com o Bioedit e pesquisa

das sequéncias com o0 BLAST. Com estas ferramentas, houve a visualizacéo
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da similaridade entre as sequéncias do IAL e consequente escolha das
representativas.
A distribuicio de amostras sequenciadas e analisadas

filogeneticamente esta discriminada na tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo de amostras biolégicas humanas sequenciadas pelo método
de Sanger e incluidas na andlise filogenética no IAL, no periodo de 2013 a 2015.

Ano Tipo de Sequenciadas Incluidas na

Influenza analise

filogenética

2013 A (HIN1)pdmO09 45 15

A (H3N2) 9

B 16 8
2014 A (HIN1)pdmO9 45 26

A (H3N2) 108 61

B 63 27
2015 A (HIN1)pdmO9 18 10

A (H3N2) 112 47

B 59 20

5.1 Caracterizacdo genética (HA) dos virus da Influenza no ano de 2013:

- Influenza A (HIN1)pdmQ9

Os virus caracterizados estéo incluidos no grupo genético 6B (virus
referéncia: A/Bolivia/559/2013), de acordo com a analise filogenética do
gene da hemaglutinina (Figura 9), 0s quais permanecem antigenicamente
similares ao virus da vacina (A/California/7/2009). Este grupo genético
contém as seguintes substituicbes de aminoacidos: D97N, K163Q, S185T,
S203T, A256T, K283E, E374K, S451N e E499K quando comparado com
A/California/7/2009. A substituicdo de aminoacidos D222G no gene da

hemaglutinina, associada a maior severidade da doenca e Obito, foi
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detectada em duas amostras no estado de Sdo Paulo de casos de sindrome
respiratéria aguda grave (SRAG), porém néo houve o6bito.

- Influenza A (H3N2)

Os virus da Influenza A (H3N2) que circularam nas regifes de
abrangéncia do IAL pertencem ao grupo genético 3C (virus referéncia:
AlVictoria/361/2011 e A/Texas/50/2012), os quais apresentam alteracées na
composicdo dos aminoacidos nas seguintes posicoes da molécula da
hemaglutinina: S45N, T48I, K62E, K144N, A198S, T212A, S214l, V223l,
N312S quando comparados com o virus referéncia A/Perth/16/2009.

Em uma subdivisdo do grupo genético 3C, denominado subgrupo
genético 3C.3 (virus referéncia: A/New York/39/2012), encontram-se a
maioria das sequéncias do IAL (Figura 10). Este subgrupo, apesar da
similaridade antigénica, possui as seguintes mutac¢des, quando comparado
com o virus da vacina A/Victoria/361/2011: Q33R, T128A, R142G, N145S,
N278K.

- Influenza B

Todas as sequéncias analisadas estéo incluidas no grupo genético
1A da linhagem Victoria e sdo antigenicamente similares ao virus referéncia:
B/Brisbane/60/2008 (Figura 11).

48



2013

Arvore filogenética Influenza A (HIN1)pdmO9
Hemaglutinina (HA)

Vacina 2013
Hemisfério Sul

Referéncia CDC

IAL (data de coleta):

— A/Rio Grande do Sul/283/2013 Apr

— AJ/Argentina/362/2013 Jun
— A/Sao Paulo/2-16961/2013 Jul
— A/Minas Gerais/1120/2013 Jun
A/Singapore/DMS1316/2013 Jul
A/Sao Paulo/29229/2013 Apr

Mar

Apr

Jun

Jul

Sep

Oct
P83S
D97N
K163Q
$185T
$203T
A256T
K283E
1321V
E374K
S451N
E499K

{ A/Distrito Federal/78502/2013 Oct
D222 A/Mato Grosso/73766/2013 Sep

N\
— A/Sao Paulo/28683/2013 Apr

— A/PERTH/38/2013 Jun

AlCalifornia/24/2013 Aug

— A/Austria/718569/2013 Feb
— A/North Carolina/07/2013 Apr
— A/Bolivia/559/2013 Jun

A/Centre/1179/2013 Mar

A/Norway/2633/2013 Jul
4‘: A/Sao Paulo/55023/2013 Jul
A/Washington/3473/2013 Sep

A/Sao Paulo/6-30177/2013 Sep
—D222G p/5a0 Paulo/6-30359/2013 Oct
A/Sao Paulo/3-25376/2013 Jun

A/Sao Paulo/15835/2013 Mar

— A/Sao Paulo/12-7118/2013 Apr

— A/Porto Alegre/LACENRS-2380/2013 Jul
— A/Sao Paulo/60067/2013 Jul
A/Parana/1294/2013 Aug

— A/Sao Paulo/3-13108/2013 Apr

A/Rio Grande do Sul/301/2013 May

0.002

A/California/07/2009 Apr F

— 6B

Figura 9. Arvore filogenética do gene da hemaglutinina dos virus da Influenza
A(H1IN1)pdmO09 coletados no ano de 2013. As mutacbes estdo relacionadas a

estirpe vacinal.
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Arvore filogenética Influenza A (H3N2)
Hemaglutinina (HA)
2013

Vacina 2013
Hemisfério Sul

Referéncia CDC

IAL (data de coleta): —— A/New York/39/2012 Oct
A/Peru/55/2013 Mar
AlArkansas/04/2013 Jul
A/Sao Paulo/53699/2013 Jun
A/Sao Paulo/53873/2013 Jul
Al/Connecticut/Flu147/2013 Feb
A/Quebec/09/2013 Jan
Dec — A/Ontario/030/2013 Jan
A/Boston/YGA 00062/2013 Feb — 3c3
A/Sao Paulo/13-13137/2013 Jul
{_{; A/Goias/42035/2014 May
Allreland/M19748/2013 Mar
Al/Connecticut/Flu135/2013 Jan
A/Chicago/YGA 04183/2013 Jan
A/California/3413/2013 Apr
\C}f;':G g;ig\s/;b A/Sao Paulo/11-29688/2013 Dec
N278K — = A/American Samoa/4786/2013 Feb <~ 3c2
D489N — A/New Jersey/3204/2013 Jan
A/Chicago/YGA 04164/2013 Jan
A/Wisconsin/52/2013 Jan
— A/Connecticut/01/2013 Feb

— A/Rondonia/50872/2013 Jun

T128NGLY(-) — A/Sao Paulo/11079/2013 Feb
S$198P

Feb

T128A Gly(-)

Jun R142G

Jul

N145S

AlTexas/50/2012 Apr <— 3ca
AlVictoria/361/2011 Oct

A/Perth/16/2009 <— 1

0.002

Figura 10. Arvore filogenética do gene da hemaglutinina dos virus da Influenza
A(H3N2) coletados no ano de 2013. As mutacfes estdo relacionadas a estirpe
vacinal.
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Arvore filogenética Influenza B
Hemaglutinina (HA)

2013
Vacina 2013
Hemisfério Sul
Referéncia CDC - B/New Jersey/07/2013 May I ]
IAL (data de coleta): B/Texas/02/2013 Jan
Apr - B/Sao Paulo/27818/2013 Apr
— B/Sao Paulo/4-21674/2013 Sep
Jul | B/Norway/1908/2013
B/Texas/02/2013
Sep - B/Texas/02/2013 Jan e
— B/Utah/08/2012 Oct

Y3 — Yam (clade 3)
- B/Mato Grosso/31935/2013 Apr

V1A —Vic (clade 1A)

B/ldaho/03/2013

V1B - Vic (clade 1B) - B/Nebraska/3338/2013 _ yia | Linhagem
| Victoria

B/Mato Grosso/64153/2013 Jul
- B/Pennsylvania/06/2012 Sep
— B/Vermont/02/2012 Mar

B/Sao Paulo/72101/2013 Sep
B/Santiago/49517/2013

— B/Beijing-Chaoyang/1943/2012 Apr

.

B/Brisbane/60/2008 Aug 4
L58P

B/SYDNEY/508/2010 Oct <~ y1g

—— B/Ohio/01/2005 Feb -

B/Wisconsin/01/2010 <— Linhagem
Yamagata

0.01

Figura 11. Arvore filogenética do gene da hemaglutinina dos virus da Influenza B
coletados no ano de 2013. As mutagBes na linhagem Victoria estéo relacionadas a
estirpe vacinal B/Ohio/01/2005, anterior a B/Brisbane/60/2008.
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5.2 Caracterizacao genética dos virus da Influenza no ano de 2014

- Influenza A (HIN1)pdmQ9

Todos os virus caracterizados estao incluidos no grupo genético 6B,
de acordo com a andlise filogenética do gene da hemaglutinina (Figura 12),
0S quais permanecem antigenicamente similares ao virus da vacina
A/California/7/2009. A substituicho D222G no gene da hemaglutinina,

associada a maior severidade da doenca e 0Obito, ndo foi detectada.

- Influenza A H3N2

Os virus da Influenza A (H3N2) que circularam em 2014 pertencem
ao subgrupo genético 3C.3, predominantemente. No entanto, também ha
sequéncias do IAL incluidas no subgrupo genético 3C.2a (virus referéncia:
A/Nebraska/04/2014), o qual contém as seguintes substituicbes de
aminoéacidos, quando comparado com o virus da vacina (A/Texas/50/2012) e
com o virus de referéncia (A/Victoria/361/2011): L3I, K160T, Q311H, D489N
(Figura 13).

- Influenza B

Entre os virus da Influenza B caracterizados, incluem-se sequéncias
das linhagens Victoria e Yamagata (Figura 14). Todos os virus incluidos na
linhagem Yamagata pertencem ao grupo genético 3 (virus referéncia:
B/Wisconsin/01/2010).

Os virus pertencentes a linhagem Victoria estdo incluidos no grupo

genético 1A.

52



Hemaglutinina (HA)
2014

Arvore filogenética Influenza A (H1IN1)pdmO9

Vacina 2014
Hemisfério Sul

Referéncia CDC
IAL (data de coleta):

A/Wlsconsm/09/2014 Apr
A/Sao Paulo/45706/20

Al
A/New Jersey/06/201 Apr
A/Kentucky/04/2014 Feb
A/Vlrglnla/09/2014 Apr
—_ A/Puerto Rico/02/2014
AlSao Paulo/13-13027/. 014 Oct

A/Paris/1823/2014 Jun
A/Goias/82128/2014 Sep
A/Sao Paulo/81635/2014 Oct
A/Poland/2174/2014 Mar
A/Pennsylvania/29/2014
AlMato Grosso/21 80/2014 Mal
A/Mato Grosso/48256/2014 May
A/Mato Grosso/19061/2014 Mar
nimr A/B elglum/146050012014 Apr
niid A/Tottori/1/2014 8
niid A/Kumamoto/70/2014 Apr
AlGoias/52980/2014 Jun

A/Oklahoma/3641/2013 Dec

| A/Louisiana/3593/2014 Jan
AlPiaui/48262/2014 May

AlConnecticut/05/2014 Jan

A/New Hampshire/05/2014 Jan
AlTocantins/6241/2014 Jan
A/Distrito Federal/16117/2014 Feb

AIIL%?SSUns/lQMS/ZOM Mar
——{ A/Wisconsin, Aug
A/Wisconsin/12/2013°Aug e
A/Santia 0/80550/2013 Dec
A/British Columbia/06/20:
A/Distrito Federal/50604/2014 May
A/District Of Columbia/02/2014 May
A/Florida/18/2014 Apr
A/M: assachusetts/07/2014 Mar

A/Sao Paulo/888/2014 Jan
AJEngland/5/2014 Jan

A/Missouri/06/2014 Apr
A/Massachusetts/15/2013 Nov e
A/Washington/3700/2013 Dec
A/Massachusetts/15/2013 Nov

AlDistrito Federal/52935/2014 May
A/GO|as/42063/2014 May
A/Utah/3691/2014
A/NEWCASTLE/5/2014 Jan
A/Wisconsin/08/2014
— _____ A/Distrito Federal/ 4956/2014 Mar
_l A/Distrito Federal/19128/2
AlDistrito Federal/12526/2014 Feb
A/Distrito Federal/10376/2014 Feb
A/Distrito Federal/2648/2014 Jan

AH onlgn Kong/5008/2013 Sep

barovsk/05/2014 Apr
A/St Petersburg/5912014 Apr
A/Peru/199/2013 O

A/Argentlna/362/2013 Jun
AlGoias/16071/2014 Feb
A/Sao Paulo/29229/2013 A| r
A/South Australia/17/2013 e
A/Dlsmto Federa\/l 114/2014 Feb

awaulO7/2014 ay
A/ArlzonajOZ/ZO
niid A/leoshlmal57l2 ;J

/ 0|a3/511 2/2014 May

AIT exas/07lA2/014

French GU|ana1106512014 A;.v
r'1:|mrAtl1TéenC|rg/20020l§/0214 Apr
—{ A/French Guian. ar
l _— AJFrench GU|ana/413812014 Apr
swe A/Malmoe/2/2014 Apr
swe A/Stockholm/16/2014 Apr
nimr A/Slovenia/1263/2014 Apr
nimr A/Stockholm/15/2013 Mar

_| A/India/2192/2012 Dec
A/Dominican Republic/7293/2013 May

Jan/Fev
Mar/Apr
May/Jun
Sep/Oct
K163Q/A256T
K283E/E499K
D97N
5185T 1 RA/anesota/0312011F
V249L
A/B:
A197T I—AINonthabun/78/2
S$143G

A/Pennsylvania/07/2013 Oct

A/Rhode Island/02/2012 eb
AlVictoria/523/2012 J

ABangladesh/2021/2012 Jul e } 6A
an Ia esh/2021/2012 Jul

St Petersbur /100/2011 Mar e

Brisbane/70/2011 eb e
A/Washmgton/24/2012 Jun e
A/Washington/24/2012 Jun 7

AlCaliornia/07/2009 Apr
A/Caliornia/07/2009 Apr e

—_—
0.002

A/Minnesota/06/2012 Mar

Jul
A/Mato Grosso do Sul/90356/2014 Sep

— 6B

Figura 12. Arvore filogenética do gene da hemaglutinina dos virus da Influenza
A(H1IN1)pdmO09 coletados no ano de 2014. As mutacbes estdo relacionadas a

estirpe vacinal.
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Hemaglutinina (HA)
2014

Arvore filogenética Influenza A (H3N2)

_:A/Sao Paulo/7-6864/2014 Jun
A/Mato Grosso do Sul/69756/2014 Jul
AlGoias/42119/2014 May
A/Sao Paulo/54274/2014 Jun
. |~ A/NIIGATA/1199/2013 Dec
Vacina 2014 [~ A/Sao Paulo/23630/2014 Mar
. P A/Sao Paulo/53072/2014 Jun
Hemlsferlo Sul [ A/Goias/57975/2014 Jun
A/Sao Paulo/5129/2014 Jan
AlSao Paulo/6-11780/2014 Jul
A H AlGoias/53024/2014 May
ReferenCIa CDC [ A/Sao Paulo/3-26596/2014 May
A/SOUTH AUSTRALIA/79/2013 Sep
A/Sao Paulo/44541/2014 May
|AL (data de Coleta): — A/Sao Paulo/3-24386/2014 May
A/Sao Paulo/2-25786/2014 Nov
._|——A/&30P'MZ3/2014 Jun
Ja n/Fe b A/Bolivia/751/2014 Jun
A/Santa Cruz/694835/2014 Jul
Mar/Apr
. A/Sao Paulo/10898/2014 Feb
AJArgentina/120/2014 Jul
M ay/_l un A/Sao Paulo/6-10465/2014 Jun
A/Mato Grosso do Sul/66636/2014 Jul
AlSao Paulo/34233/2014 Apr
A/Sao Paulo/48734/2014 May
Jul / Aug L{ = A/Sao Paulo/13-10842/2014 Jul
Allowa/04/2014
I A/Sao Paulo/6-11670/2014 Jul
AlSao Paulo/23803/2014 Mar
[ A/Sao Paulo/11-10263/2014 May
I A/Sao Paulo/56468/2014 Jun
[~ A/Sao Paulo/3-26852/2014 Jun
NOV/DEC [ A/Mato Grosso do Sul/69755/2014 Jun
A/Sao Paulo/5-1113/2014 Jun
A/Sao Paulo/53998/2014 Jun
A/Distritoederal/75551/2014 Aug
125V A/Sao Paulo/11-13826/2014 Jun
Q75H A/Sao Paulo/95739/2014 Dec
A/Sao Paulo/3-24357/2014 May
D489N A/Sao Paulo/6-10266/2014 Jun
K503R A/Serbia/NS-669/2014
A/Goias/16075/2014 Feb
A/Norway/507/2014
A/Sao Paulo/3-24388/2014 May
—5@ Paulo/11199/2014 Feb
A/Sao Paulo/52831/2014 Jun
A/Mato Grosso do Sul/41977/2014 Apr
A/Goias/16069/2014 Feb
A/Distritoederal/21817/2014 Mar
AlGoias/51166/2014 May
V347M A/Alabama/3719/2014 Mar
N [ A/Sao Paulo/11194/2014 Feb
[ A/Sao Paulo/44383/2014 May
A/Sao Paulo/35816/2014 Apr
I A/Mato Grosso do Sul/48293/2014 May
[ A/Sao Paulo/54146/2014 Jun
A/Sao Paulo/12-8700/2014 May
A/Sao Paulo/12-11047/2014 Jun
AlSao Paulo/24361/2014 Mar
A/Goias/3910/2014 Jan
Al/Sao Paulo/10767/2014 Feb
A/Sao Paulo/10774/2014 Feb
] AlGoias/57978/2014 Jun
A/Goias/42035/2014 May
A/Sao Paulo/3-29553/2014 Jul
A/Massachusetts/11/2013 Jul
A/New York/39/2012 Oct e
A138S AlSwitzerland/9715293/2013 Dec 3C.3a
Q33R F1595 AlCalifornia/02/2014 Jan LR g _J
A/Palau/6759/2014 Mar 3C.2b
V186G K326R L3l [ AlLouisiana/39/2013 Dec <————— .
N278K K160T Gly(+) A/Vermont/04/2014 Mar
A/Nebraska/04/2014 Mar
Q311H ANorth Carolina/29/2014 Nov 3C.2a
D489N A/G0ias/67636/2014 Jul
AJCosta Rica/2303/2014 Jul

AlTexas/50/2012 Apr

<— 3c1

AlVictoria/361/2011 Oct

0.001

Figura 13. Arvore filogenética do gene da hemaglutinina dos virus da Influenza

A(H3N2) coletados no ano de 2014. As mutacbes estao relacionadas a estirpe

vacinal A/Victoria/361/2011.
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Arvore filogenética Influenza B

Hemaglutinina (HA)
2014

Vacina 2014 Hemisfério
Sul

Referéncia CDC

IAL (data de coleta):
Jan/Feb/Apr
May/Jun

Jul/Aug

Nov/Dec

Y2 — Yam (clade 2)
Y3 — Yam (clade 3)
V1A —Vic (clade 1A)
V1B - Vic (clade 1B)

N116K
K299E
E313K

K48R

A108P
$1501

N166Y
A182T
N203S
G230D

B/Sao Paulo/49235/2014 May
B/Sao Paulo/62265/2014 Jul
B/Sao Paulo/47044/2014 May

B/Sao Paulo/61679/2014 Jul

B/Sao Paulo/71073/2014 Aug
I B/Sao Paulo/96303/2014 Dec
B/Norway/3035/2014 Nov

B/Sao Paulo/71075/2014 Aug

{

B/Bangladesh/7172/2014 Mar
B/New Jersey/01/2014 Mar

{B/Washington/09/2014 Sep

{ B/Sao Paulo/6-15904/2014 Nov
{ B/Sao Paulo/94180/2014 Dec

[ B/New York/04/2013 May
f B/Colorado/01/2014 Mar
B/PHUKET/3073/2013 Nov

B/Wisconsin/01/2010

 B/Sao Paulo/6-16593/2014 Nov

— Y3

B/Massachusetts/02/2012 Mar €<——

V146]

N75K
N165K
S172p

A

0.01

_* B/Sao Paulo/6-9739/2014 Jun

B/Paris/958/2013

B/Boston/YGB 01008/2013

{ B/Mato Grosso/35137/2014 Apr

B/Mato Grosso/35132/2014 Apr

" B/New Jersey/07/2013 May

[ B/Rondonia/12920/2014 Feb
B/Mexico/1703/2013

B/Florida/07/2013
B/Goias/42189/2014 Apr
{{B/Sao Paulo/92844/2013
B/Goias/7141/2014 Jan

B/Sao Paulo/97623/2014 Dec

B/Sao Paulo/69693/2014 Aug

B/Pennsylvania/06/2012 Sep
— aus B/South Australia/36/2012 Sep

B/Vermont/02/2012 Mar

B/New Jersey/01/2012 Apr
B/Brisbane/60/2008 Aug
B/SYDNEY/508/2010 Oct <~ V1B

B/Ohio/01/2005 Feb

Y2

~ V1A

| Linhagem
Yamagata

L Linhagem
Victoria

Figura 14. Arvore filogenética do gene da hemaglutinina dos virus da Influenza B

coletados no ano de 2014. As mutac¢des na linhagem Yamagata estao relacionadas

a estirpe vacinal B/Massachusetts/02/2012. As mutacdes na linhagem Victoria

estao relacionadas a estirpe vacinal B/Ohio/01/2005.



5.3 Caracterizacao genética dos virus da Influenza no ano de 2015

- Influenza A (HIN1)pdmQ9

Todos os virus caracterizados estao incluidos no grupo genético 6B,
de acordo com a andlise filogenética do gene da hemaglutinina (Figura 15),
0S quais permanecem antigenicamente similares ao virus da vacina
(A/California/7/2009). Este grupo genético contém as seguintes substituicoes
de aminoacidos: P83S, D97N, K163Q, S185T, S203T, A256T, K283E,
E374K, S451N e E499K quando comparados com A/California/7/2009.
Outras muta¢cOes podem ser observadas, tais como: N129D, E491G, E506D,
510V, incluindo R205K, a qual ocorre em um sitio antigénico. A substituicdo
D222G no gene da hemaglutinina, associada a maior severidade da doenca

e Obito, nao foi detectada.

- Influenza A (H3N2)

Baseado na caracterizacao genética da hemaglutinina no periodo de
2015, os virus da Influenza A (H3N2) pertencem a quatro subgrupos
genéticos: 3C.3, 3C.2a, 3C.3a e 3C.3b (Figura 16).

Os virus pertencentes ao subgrupo genético 3C.3a (virus referéncia:
A/Switzerland/9715293/2013) foram coletados em S&ao Paulo. Este subgrupo
genético contém as seguintes mutacdes, quando comparado com o virus de
referéncia A/Victoria/361/2011: T128A, A138S, N145S.

No subgrupo genético 3C.3b, had apenas uma sequéncia, do Distrito
Federal. As seguintes substituicbes de aminoacidos sdo observadas neste
subgrupo: E62K, K83R, N122D, N128A, R142G, N145S, L157S, P198S,
R261Q, V347K. Os virus incluidos neste subgrupo sédo antigenicamente
similares ao virus de referéncia (A/Texas/50/2012), assim como 0S Vvirus
incluidos no subgrupo genético 3C.3.

No subgrupo genético 3C.2a, as seguintes substituicbes de
aminoacidos sao observadas: L3I, F159Y, K160T, Q311H,D489N. A maioria
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dos virus pertencentes a este subgrupo genético é similar antigenicamente
ao virus da vacina (A/Switzerland/9715293/2013).

- Influenza B

Entre os virus Influenza B, a linhagem Yamagata predominou. De
acordo com as alteragbes de aminoécidos no gene da hemaglutinina, todos
pertencem ao grupo genético 3 (Figura 17). Sdo, portanto, antigenicamente
similares a B/Phuket/3073/2013, o atual componente da vacina para o

Hemisfério Sul.

Os virus pertencentes a linhagem Victoria estdo incluidos no grupo

genético 1A.
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2015

Arvore filogenética Influenza A (H1IN1)pdmO9
Hemaglutinina (HA)

Vacina 2015
Hemisfério Sul

Referéncia CDC
IAL (data de coleta):

E491G

A/Florida/67/2015 Sep

— A/Mexico/12/2015 Dec
A/Florida/88/2015 Oct

A/Sao Paulo/9-10746/2015 Dec
— A/Sao Paulo/69221/2015 Sep
A/Sao Paulo/72880/2015 Sep
1510V || A/Sao Paulo/126/2015 Dec

ES06D /Sao Paulo/88376/2015 Dec
— A/Colombia/6863/2015 Nov
A/Santiago/37244/2015 May
N129D

A/Sao Paulo/12-2085/2015 Feb

nimr A/Belgium/14G0500/2014 Apr

R205K —_|

<L A/England/2/2015 Jan
Al/Sao Paulo/3453/2015 Jan

—— A/Sao Paulo/22462/2015 Mar

i A/Paris/318/2015 Jan
nimr A/Slovenia/1263/2014 Apr

nimr A/Stockholm/15/2013 Mar

A/Pennsylvania/07/2013 Oct F

A/California/07/2009 Apr F

Jan
Feb
Mar
Sep
Dec
K163Q/A256T
K283E/E499K
D97N
P83S
S185T — A/Minnesota/03/2011 Feb
AL97T  —— A/Nonthaburi/78/2011 Jun
$143G
—

0.002

A/St Petersburg/100/2011 Mar e
A/Washington/24/2012 Jun ORES F
A/Brisbane/70/2011 Feb e } 7

{ A/Sao Paulo/9-10830/2015 Dec
A

— 6B

Figura 15. . Arvore filogenética do gene da hemaglutinina dos virus da Influenza

A(HIN1)pdmO09 coletados no ano de 2015. As mutacdes estdo relacionadas a
estirpe vacinal A/California/07/2009.
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Hemaglutinina (HA)
2015

Arvore filogenética Influenza A (H3N2)

Vacina 2015
Hemisfério Sul

Referéncia CDC

IAL (data de coleta):
Jan

Fev

Mar

4,7

A/Netherlands/1415/2015 Feb

%

—

A/Massachusetts/09/2015 Feb

AINew Jersey/14/2015 Mar

A/Switzerland/785/2015 Jan
A/Mato grosso do Sul/29492/2015 Mar
A/Kansas/08/2015 Feb
A/Minnesota/03/2015 Jan
[ A/Sao Paulo/19850/2015 Mar
A/Costa Rica/2303/2014 Jul

[ A/Goias/67636/2014 Jul
A/North Carolina/29/2014 Nov
A/Sao Paulo/3-18529/2015 Mar
A/Sao Paulo/20768/2015 Mar
AlTennessee/10/2015 Jan

A/Hawaii/47/2014 Jul
Al/Maryland/19/2014 May
AlTocantins/4622/2015 Jan
A/Sao Paulo/2-1030/2015 Jan
A/Nebraska/04/2014 Mar

F159Y

L3I A/Sao Paulo/28438/2015 Mar
A/Sao Paulo/24295/2015 Mar
K160T Gly(+) [ ATocantins/24996/2015 Mar
s A NSa0 Paulof21665/2015 M
D48ON ao Paulo 5/2015 Mar

N145S

Q33R A/]
V186G T128,

N278K | Gly(-)

L1578

L |A/Texas/50/12012

AlTexas/50/2012
A‘A/Victorial361/2011 Oct
AlVictoria/361/2011 octe

0.002

Figura 16. Arvore filogenética do gene da hemaglutinina dos virus da Influenza
A(H3N2) coletados no ano de 2015. As mutacdes estéo relacionadas a estirpe

vacinal A/Victoria/361/2011.

A/Sao Paulo/6-6304/2015 Mar
| A/Sao Paulo/9-1220/2015 Jan
A/Vermont/04/2014 Mar
A/Sao Paulo/20448/2015 Mar
A/Sao Paulo/28596/2015 Mar

A/Sao Paulo/9-1757/2015 Feb

A/Sao Paulo/29139/2015 Mar

— AllLouisiana/39/2013 Dec

A/Extremadura/731/2015 Feb
A/Switzerland/9715293/2013 Dec 3C.3a
AlCalifornia/02/2014 Jan LR
A/Palau/6759/2014 Mar e
A/Palau/6759/2014 Mar

A/New York/39/2012 Oct e

A/Rondonia/5266/2015 Jan
A/Rondonia/9097/2015 Feb
A/Rondonia/18925/2015 Mar
AlTocantins/29517/2015 Mar
AlTocantins/18288/2015 Mar

A/Goias/32286/2015 Mar
A/Goias/6394/2015 Jan
A/Buenos Aires/1108887/2014 Jul
A/Bolivia/751/2014 Jun

AlTocantins/37342/2015 Mar
AlTocantins/16261/2015 Feb

N122D Gly(- —

AJEngland/166/2015 Feb
Apr e
Apr } 3C.1

A/Perth/16/2009 e
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Arvore filogenética Influenza B
Hemaglutinina (HA)

2015
Vacina 2015 Hemisfério Sul r B/Rondonia/15893/2015 Feb 1
.. " B/Sao Paulo/6600/2015 Feb
Referéncia CDC B/Norway/3035/2014 Nov
B/Sao Paulo/6730/2015 Feb
AL (data de coleta): [ B/Distrito Federal/32366/2015 Mar
B/Sweden/7/2015 Feb
I B/Washington/09/2014 Sep
Feb B/lIstanbul/1141/2015 Mar
‘I.[ B/Sao Paulo/73089/2015 Sep
Mar B/Singapore/GP1241/2015 Jun
" B/Florida/26/2014 Jul
Aug [ B/California/03/2015 Mar
Sep B/Goias/21789/2015 Mar
B/Goias/32283/2015 Mar L vy3 | Linhagem
Oct Yamagata
B/Tocantins/29515/2015 Mar -
Dec KA48R H"B/Sao Paulo/67676/2015 Aug
B/Quebec/25/2015 Mar
Y1 - Yam (clade 1) A108P  N116K| | B)F|01ida/60/2014 Dec
$1501  K299E( \— /530 Paulo/24988/2015 Mar
Y2 —Yam (clade 2) N166Y E313K| 'B/Rio Grande Do Norte/134586-IEC/2015 Mar
A182T r
Y3 - Yam (clade 3) N203s - B/Sweden/2/2015 Feb
V1A - Vic (clade 1A) G230D - B/Tocantins/16260/2015 Feb

B/New York/04/2013 May
HB/PHUKET/3073/2013 Nov

B/Utah/03/2014 Mar

§230G B/Wisconsin/01/2010
—— B/Massachusetts/02/2012 Mar <— Y2
_GZS.QS_[ B/Florida/04/2006 Nov e }
B/Pennsylvania/07/2007 Mar e vi

B/Hungary/121/2016 Mar 1
B/Sao Paulo/70230/2015 Sep
B/Uruguay/102/2015 Aug
B/Japan/5038/2016 Feb
B/New York/23/2016 Mar
B/Sao Paulo/9-10819/2015 Dec
B/Ontario/007/2016 Feb
B/Guangzhou/73/2016 Apr
B/Goias/85943/2015 Oct
B/Distrito Federal/83320/2015 Oct

V1B - Vic (clade 1B)

V1461

V1A |Llinhagem
| Victoria

K48E B/Sao Paulo/78778/2015 Oct

N75K B/Florida/13/2015 Apr

ESOR B/Sao Paulo/88965/2015 Dec

N165K B/Talca/80905/2015 Nov

S172P B/ldaho/31/2016 Mar

1555V B/Utah/08/2012 Oct
I_58I'3)/Brisbane/60/2008 Aug J
_| B/Hong Kong/259/2010 Mar

B/SYDNEY/508/2010 Oct } vie
B/Ohio/01/2005 Feb J
—_
0.01

Figura 17. Arvore filogenética do gene da hemaglutinina dos virus da Influenza B
coletados no ano de 2015. As mutac¢des na linhagem Yamagata estéo relacionadas
a estirpe vacinal B/Massachusetts/02/2012. As mutacdes na linhagem Victoria

estao relacionadas a estirpe vacinal B/Ohio/01/2005.
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5.4 Arvores filogenéticas dos virus da Influenza A(HIN1)pdmO09, A(H3N2) e

dos virus da Influenza B, no periodo de 2013 a 2015

Arvore filogenética Influenza A (HIN1)pdmO09
Hemaglutinina (HA)
2013/2014/2015

Vacina 1
2013/2014/2015

1510V A/Mexico/12/2015 Dec
. 7 e AlFlorida/88/2015 Oct
HemISferlo su' E506D A/Colombia/6863/2015 Nov

A/Santiago/37244/2015 May
a .
Referéncia CDC E491G |A/Paris/1823/2014 Jun
A/Sao Paulo/81635/2014 Oct
1AL (a no) . A/Mato Grosso do Sul/90356/2014 Sep
20 1 3 A/England/2/2015 Jan
4t'/\:/sao Paulo/3453/2015 Jan

20 14 A/Paris/318/2015 Jan

A/Bolivia/559/2013 Jun
AlOklahoma/3641/2013 Dec
—| AlLouisiana/3593/2014 Jan
AlPiaui/48262/2014 May
AlSao Paulo/6-30177/2013 Sep
[— A/Porto Alegre/LACENRS-2380/2013 Jul

A/Rio Grande do Sul/301/2013 May
Al/Sao Paulo/15835/2013 Mar

A/Sao Paulo/3-13108/2013 Apr
AlSao Paulo/6-30359/2013 Oct
Al/South Australia/17/2013 May e

A/Distrito Federal/16114/2014 Feb

__|_7 AlGoias/51172/2014 May
AlTexas/07/2014 Jan

A/Peru/199/2013 Oct
A/Norway/2633/2013 Jul

K163Q AlSao Paulo/55023/2013 Jul
A256T A/Washington/3473/2013 Sep
,——A/Dlsmlo Federal/78502/2013 Oct
K283E A/Mato Grosso/73766/2013 Sep
E499K  |——— A/sao Paulo/28683/2013 Apr
A/Argentina/362/2013 Jun

AlSao Paulo/29229/2013 Apr

[— A/Sao Paulo/2-16961/2013 Jul
I— A/Minas Gerais/1120/2013 Jun
A/Singapore/DMS1316/2013 Jul

AlGoias/16071/2014 Feb
P83S A/Sao Paulo/888/2014 Jan
5185T D97N A/England/5/2014 Jan
S203T A/Wisconsin/08/2014 Apr
K283E A/Utah/3691/2014 Jan
A/NEW CASTLE/5/2014 Jan
E374K

_LA/'DV;(HH) Federal/52935/2014 May
5451N AlGoias/42063/2014 May
38 _r AlDistrito Federal/24956/2014 Mar

AlDistrito Federal/2648/2014 Jan

V249L |: A/Rhode Island/02/2012 eb } A

A/Bangladesh/2021/2012 Jul

A/Washington/24/2012 Jun ——> 7
AlCalifornia/07/2009 Apr F

0.002

Figura 18. Arvore filogenética do gene da hemaglutinina dos virus da Influenza
A(HIN1)pdmO09 coletados no periodo de 2013 a 2015. As mutagbes estdo
relacionadas a estirpe vacinal A/California/07/2009.
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Hemaglutinina (HA)
2013/2014/2015

Arvore filogenética Influenza A (H3N2)

E62K
K83R \
. N122D Gly(-
Vacinas R261Q v AJEngland/166/2015 Feb } e
2013/2014/2015 V347K _*A/Sao Paulo/53072/2014 Jun
Hemisfério Sul I% 1 A/SOUTH AUSTRALIA/79/2013 Sep
. L1575 —L .
ReferenCIa CDC Allreland/M19748/2013 Mar
A/Goias/42035/2014 May
IAL (ano): B AlGoias/57978/2014 Jun
2013 AlSao Paulo/10767/2014 Feb
20 14 A/Goias/3910/2014 Jan
A/Sao Paulo/13-13137/2013 Jul
V347M AlCalifornia/3413/2013 Apr
tA/SaO Paulo/11-29688/2013 Dec
A/Sao Paulo/61715/2013 Aug
AlSao Paulo/53699/2013 Jun
T128A 4(_‘7AIArkansa5/04/2013 Jul
R142G AlPeru/55/2013 Mar
A/New York/39/2012 Oct
A138S
ITZSZQSSD A/Switzerland/9715293/2013 Dec 3C.3a
N145S = i A/California/02/2014 Jan LR
K326R A/Palau/6759/2014 Mar
A/American Samoa/4786/2013 Febh <—— 3C.2
A/Rondonia/50872/2013 Jun
D489N A/Sao Paulo/11079/2013 Feb
A/Wisconsin/52/2013 Jan
A/Connecticut/01/2013 Feb
131 Moo3N AllLouisiana/39/2013 Dec <—— 3C.2b
Q33R N144S A/Sao Paulo/12-15454/2014 Oct
Q156H K160T
V186G N225D ANVermont/04/2014 Mar
Y2195 Q311H F159y AlNebraska/04/2014 Mar
N278K -
A/Kansas/08/2015 Feb
AlCosta Rica/2303/2014 Jul
A/North Carolina/29/2014 Nov
A/Minnesota/03/2015 Jan
— A/Goias/67636/2014 Jul
A/Massachusetts/09/2015 Feb
T128NGly(-) ANetherlands/1415/2015 Feb
ﬂNTexas/SO/ZOlZ Apr €—— 3c1
AlVictoria/361/2011 Oct
—
0.001

3C3

Figura 19. Arvore filogenética do gene da hemaglutinina dos virus da Influenza

A(H3N2) coletados no periodo de 2013 a 2015. As mutagdes estdo relacionadas a

estirpe vacinal A/Victoria/361/2011.
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Arvore filogenética Influenza B
Hemaglutinina (HA)
2013/2014/2015

Vacina 2013/2014/2015

Hemisfério Sul
Referéncia CDC
IAL (ano):

2013

2014

Y2 — Yam (clade 2)
Y3 — Yam (clade 3)
V1A — Vic (clade 1A)
V1B - Vic (clade 1B)

K48R
A108P
$150I
N166Y
A182T
N203S

K129D |

viael

K48E
N75K
ES8OR

0.01

G230D

[ B/Sweden/7/2015 Feb

B/New Jersey/01/2014 Mar
B/Bangladesh/7172/2014 Mar
- B/Sao Paulo/96303/2014 Dec

|_B/Norway/3035/2014 Nov
— B/Sao Paulo/84600/2014 Oct
-I—B/Washington/09/2014 Sep

B/Sao Paulo/10-35605/2014 Sep
+BlFIoridalGO/2014 Dec

N116K B/Quebec/25/2015 Mar

K299E B/PHUKET/3073/2013 Nov
E313K B/New York/04/2013 May

'— B/Sao Paulo/6-15904/2014 Nov

[,»B/Goas/85153/2014 Sep
B/Sweden/2/2015 Feb
B/Wisconsin/01/2010
B/Massachusetts/02/2012 Mar €<— Y2

G230S [B/Pennsylvania/07/2007 Mar e vi
B/Florida/04/2006 Nov e

B/Mexico/1703/2013
B/Rondonia/12920/2014
B/Florida/07/2013
B/Goias/42189/2014
B/Paris/958/2013
‘I__ B/Talca/80905/2015 Nov

B/Uruguay/102/2015 Aug

B/Japan/5038/2016 Feb

_+7 | |Biontario/007/2016 Feb

I- B/Pennsylvania/06/2012 Sep
B/Mato Grosso/31935/2013 Apr
B/Sao Paulo/97623/2014 Dec
B/Nebraska/3338/2013
B/ldaho/03/2013
I- B/Beijing-Chaoyang/1943/2012 Apr
‘,__ B/Sao Paulo/2-22035/2013 Aug
B/Distrito Federal/67407/2013 Aug
B/Brisbane/60/2008 Aug 4
B/SYDNEY/508/2010 Oct €«——— V1B

B/Ohio/01/2005 Feb

Y3

V1A

Linhagem
Yamagata

Linhagem
Victoria

Figura 20. Arvore filogenética do gene da hemaglutinina dos virus da Influenza B
coletados no periodo de 2013 a 2015. As mutagBes na linhagem Yamagata estéo

relacionadas a estirpe vacinal B/Massachusetts/02/2012. As muta¢fes na linhagem

Victoria estéo relacionadas a estirpe vacinal B/Ohio/01/2005.
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5.5 Mutag6es em sitios antigénicos

Na tabela 4 estdo destacadas as mutacdes em sitios antigénicos, as

quais podem impactar na eficacia da vacina.

Tabela 4. Substituicbes de aminoacidos na HA dos virus da Influenza
A(HIN1)pdm09, A(H3N2), B(linhagem Victoria) e B(linhagem Yamagata),
analisados filogeneticamente, na regido de abrangéncia do IAL, no periodo de 2013
a 2015, comparados com a estirpe vacinal A/California/7/2009, A/Victoria/361/2011,
B/Ohio/01/2005 e B/Massachusetts/02/2012, respectivamente, empregadas no
mesmo periodo.

Substituicdes de aminoacidos na HA

A(H1IN1)pdmO09 A(H3N2) B (Linhagem B ( Linhagem
Victoria) Yamagata)
P83S L3I K48E K48R
D97N Q33R N75K Al108P
K163Q Sa T128A A E8OR N116K 120-loop
S185T Sb R142G A 1117V 120-loop S1501 150-loop
S203T Cal N144S A K129D/N 120-loop N166Y 160-loop
D222G N145S A V146l 150-loop L173Q
A256T F159Y B N165K 160-loop Al182T
D274N K160T B S172P N203S
K283E N225D D 1555V G230D
1321V N278K K299E
E374K Q311H E313K
S451N V347M/IK
E499K D489N
D493N

Somente as substituicbes de aminoacidos encontradas em duas ou mais sequéncias estdo
apresentadas nesta tabela.

SubstituicBes em sitios antigénicos estdo destacadas em cinza; sitios antigénicos estao identificados
em negrito.
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6. Discussao

Os estudos filogenéticos do virus da Influenza contribuem para o
conhecimento do padréo de circulagdo dos virus mundialmente, bem como
para o estudo da génese e disseminagao das variantes virais. As mutagdes
genéticas em sitios antigénicos da hemaglutinina podem impactar na
eficacia da vacina anual e gerar mecanismo de evasao do virus frente a
resposta imune %,

No periodo de 2013 a 2015, as analises filogenéticas da
hemaglutinina dos virus da Influenza identificadas nos estados de
abrangéncia do Instituto Adolfo Lutz (IAL), evidenciaram a evolucéo
constante destes virus.

Os virus da Influenza A (H1N1)pdmQ9, circulantes nos anos de
2013, 2014 e 2015, permaneceram similares ao virus da vacina
(A/California/7/2009), quando caracterizados antigenicamente com antissoro
de furdo, porém com diversas mutacdes genéticas, entre as quais a mutacao
K163Q. Esta mutagcdo no principal sitio antigénico da HA (Sa) ocorreu em
estirpes epidémicas, as quais apresentavam resisténcia a anticorpos
neutralizantes humanos que reconhecem esta regigo *°*%. Apés o ano de
2013, os virus da Influenza A (H1N1)pdm09 que foram classificados no
grupo genético (clado) 6B continham, entdo, a mutacdo K163Q, responsavel
por drift antigénico °*°. Em outro sitio antigénico da HA (Sb), foi observada a
mutacdo S185T, a partir de 2013. Trata-se de uma substituicdo localizada
préxima ao sitio de ligacdo a receptores celulares *'**. A substituicdo
D222G, associada a maior severidade da doenca e Obito, foi detectada
somente em 2013, em casos de sindrome respiratoria aguda grave (SRAG),
porém sem ocorréncia de o6bito.

Os virus da Influenza A (H3N2), desde 2013, apresentaram
mutacdes responsaveis por sua inclusdo em diferentes subgrupos do grupo
genético 3C. As mutagBes R142G e N145S, observadas em 2013, localizam-
se no sitio antigénico A. A mutacdo K160T localiza-se no sitio antigénico B,

resulta no ganho de um sitio de glicosilacéo e foi observada a partir de 2014,
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ano em que também ocorreu a mutagdo F159Y, no sitio antigénico B. A
mutacdo na posicdo 159, compartilhada pelos subgrupos genéticos 3C.2a
(F159Y) e 3C.3a (F159S) foi associada a diminuicdo na resposta a
anticorpos produzidos pela vacina (A/Texas/50/2012) %°. Houve uma estirpe
vacinal diferente para cada ano, no Hemisfério Sul. Em 2013 e 2015 os virus
circulantes foram antigenicamente similares a vacina anual. No entanto, em
2014, os virus que circularam nas regides de abrangéncia do IAL
corresponderam a grupos genéticos diferentes da vacina (A/Texas/50/2012).

A co-circulacdo das linhagens B/Yamagata e B/Victoria, as quais séo
antigenicamente distintas, ocorreu em 2014 e 2015, embora os virus
predominantes em ambos os periodos correspondessem a linhagem vacinal.
Ao contrario do observado em 2013, quando os virus circulantes (linhagem
Victoria) ndo apresentaram similaridade com o virus da vacina (linhagem
Yamagata)'®.

Como observado por Langat et al.(2017)*°, ha divergéncias
genéticas claras entre os grupos genéticos (clados) da HA dos virus da
Influenza B da linhagem Victoria, embora eles sejam antigenicamente
semelhantes. Por outro lado, os grupos genéticos da HA da linhagem
Yamagata sao divergentes genética e antigenicamente. Isto pbéde ser
observado no periodo estudado, quando ocorreram diversas mutacdes no
grupo genético 3 da linhagem Yamagata, resultando em drift antigénico e
selecao de nova estirpe vacinal em 2015.

Desde 2014 as seguintes mutacdes, correspondentes ao grupo
genético 3 (clado 3), foram observadas: N116K (no sitio antigénico 120
loop), S150I (no sitio antigénico 150 loop) e N166Y (no sitio antigénico 160
loop). Tanto em 2014 quanto em 2015, o grupo genético 3 predominou na
linhagem Yamagata e incluiu a nova estirpe vacinal B/Phuket/3073/2013, no
ano de 2015.

Os virus da Influenza A (H1IN1)pdmO09 foram o subtipo mundialmente
predominante em 2013, seguidos por Influenza A (H3N2) e Influenza B

(anexo 4) 1%,
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No Brasil, no ano de 2013, houve maior circulagdo dos virus
Influenza A (H1IN1)pdmQ9, embora com aumento na circulagdo dos virus
Influenza B e Influenza A (H3N2) a partir da SE (semana epidemiologica) 20
(12/05 a 18/05) (anexo 5). A regido sudeste registrou 0 maior nimero de
casos de SRAG confirmados por Influenza, representando 58,7%
(3.482/5.935) do total de casos notificados no pais, com destaque para o
estado de Sdo Paulo, onde predominaram os casos de Influenza A
(HIN1)pdm09 (anexo 6)}°!' os quais contihham a mutacdo K163Q,
quando caracterizados geneticamente. Ainda em S&o Paulo, a partir da SE
17 (21/04 a 27/04), uma semana apoés o inicio da campanha de vacinagao,
observou-se um aumento na circulacdo dos virus da Influenza B, cuja estirpe
vacinal era de linhagem diferente (Yamagata) (anexo 6) *°.

Em 2014, os virus da Influenza A (H3N2) predominaram
mundialmente, com aumento de circulagcéo no final deste ano no hemisfério

norte (anexo 4)1,

A maioria dos virus da Influenza A (H3N2) foi
caracterizada antigenicamente diferente dos virus da vacina para o
hemisfério norte 2014-2015 (A/Texas/50/2012)'%*. Esta alteracéo antigénica,
relacionada a mutacbes no gene da hemaglutinina foi associada a reducao
na eficacia da vacina %.

A regido sudeste do Brasil, em 2014, registrou o0 maior nimero de
casos e obitos por Influenza, com predominio do virus da Influenza A (H3N2)
(anexos 5 e 7) e destaque para o estado de Sao Paulo (644/849 casos de
SRAG confirmados por Influenza) *°>. Também houve grande nimero de
notificacdes na regido sul, principalmente de SRAG por virus da Influenza A
(H3N2)°.

No ano de 2015, continuou o predominio da circulacao dos virus da
Influenza A (H3N2) no hemisfério norte (anexo 4), com divergéncia entre os
virus circulantes e os virus contemplados na vacina da temporada 2014-15
no hemisfério norte (A/Texas/50/2012)%°°. Entretanto, no hemisfério sul, a
composicdo da vacina em 2015 (A/Switzerland/9715293/2013) ja
correspondia a maioria dos recentes virus da Influenza A (H3N2) circulantes,

os quais foram classificados nos grupos genéticos 3C.2a e 3C.3a *’.
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Para os virus da influenza B, a linhagem Yamagata predominou
mundialmente em 2015 e a composi¢do da vacina também foi alterada para
o hemisfério sul (B/Phuket/3073/2013) neste ano. Desta forma, os virus da
vacina, assim como os virus da Influenza B prevalentes estavam incluidos
no grupo genético 3 17,

Na maior parte do Brasil predominou os virus da Influenza A (H3N2)
no ano de 2015 (anexos 5 e 8), assim como no ano anterior, com destaque
para as regides Sul e Sudeste. O estado com o maior niumero de 6bitos por
Influenza foi S&o Paulo, totalizando 37,1% (65/175) do pais. Apos a SE 22
(31/05 a 06/06), houve aumento da circulacdo dos virus da Influenza B e
Influenza A (HIN1)pdmO09 . Nos tltimos meses deste ano observou-se um
aumento na circulacdo da linhagem Victoria dos virus da Influenza B
circulantes nas regides de abrangéncia do IAL, 0s quais passaram a co-

circular com a linhagem predominante, Yamagata *°.
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7. Concluséao

Diante da diversidade genética dos virus da Influenza e de sua
evolucdo temporal, cujo presente estudo péde demonstrar, 0 monitoramento
constante faz-se necessario para deteccdo de novas estirpes virais, para
atualizacdo da vacina anual e para deteccdo de marcadores de viruléncia e
transmissibilidade viral.

Em um periodo de 3 anos (2013 a 2015) a variabilidade genética da
hemaglutinina foi observada para os dois subtipos de Influenza A e para as
duas linhagens de Influenza B.

Os virus da Influenza A(HLIN1)pdm09 permaneceram similares ao
virus da vacina  (A/California/7/2009), guando  caracterizados
antigenicamente com antissoro de furdo, porém, desde 2013, ja continham
mutacdes responsaveis por drift antigénico e incluiam-se no grupo genético
6B. A mutacdo D222G, associada a maior severidade da doenca e 0bito foi
observada 2 vezes em 2013, no estado de S&o Paulo. Foi o subtipo
predominante mundialmente em 2013.

Diversos subgrupos genéticos do grupo 3C dos virus da Influenza
A(H3N2) circularam desde 2013, com substituicbes de aminoacidos em
sitios antigénicos e consequente alteracfes de estirpe vacinal. O hemisfério
sul teve uma estirpe de vacina para Influenza A(H3N2) diferente para cada
ano. Houve predominio deste subtipo nos anos de 2014 e 2015 nos dois
hemisférios.

A composicdo da vacina para Influenza B também foi diferente para
cada um dos 3 anos, porém com a mesma linhagem, Yamagata. A co-
circulacao das linhagens Victoria e Yamagata ocorreu em 2014 e 2015 e em
2013 houve divergéncia entre a linhagem dos virus circulantes e a linhagem
da vacina. Substituicbes de aminoacidos em sitios antigénicos
correspondentes ao grupo genético 3 da linhagem Yamagata, resultou em
alteracdo na estirpe da vacina para o ano de 2015, embora os virus da

Influenza B circulantes em 2014 ja pertencessem a este grupo,
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antigenicamente diferente do grupo genético da vacina
B/Massachusetts/02/2012 (grupo 2).

Dessa forma, compreender o processo evolutivo dos virus da
Influenza A e B por meio da caracterizacdo genética e da analise filogenética
da hemaglutinina demonstra-se necessario, pois agrega informacgdes
importantes a vigilancia destes virus, a prevencdo da doenca humana, as

epidemias, as pandemias e a reformulacédo anual das vacinas.
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Anexos

Anexo 1. Numeros de acesso das sequéncias genéticas da HA dos virus da
Influenza, submetidas aos bancos de dados pelo IAL e incluidas nas arvores

filogenéticas, ano de 2013.

Tipo de Identificacdo da amostra N®de Banco de
Influenza acesso dados

A (HIN1)pdm09 A/Sao Paulo/15835/2013 KF142475  GenBank
A (HIN1)pdm09 A/Sao Paulo/3-13108/2013 KF151218 GenBank
A (HIN1)pdm09 A/Sao Paulo/28683/2013 KF151219 GenBank
A (HIN1)pdmQ9 A/Sao Paulo/29229/2013 KF151220 GenBank
A (HIN1)pdm09 A/Sao Paulo/12-7118/2013 KF151221 GenBank
A (HIN1)pdm09 A/S&o Paulo/55023/2013 EPI475776  GISAID
A (HIN1)pdmQ9 A/S&o Paulo/60067/2013 EPI476714 GISAID
A (HIN1)pdm09 A/Séo Paulo/3-25376/2013 EP1484738 GISAID
A (HIN1)pdm09 A/Séo Paulo/2-16961/2013 EP1484740 GISAID
A (HIN1)pdm09 A/S&o Paulo/28500/2013 EP1484744  GISAID
A (HIN1)pdm09 A/Séo Paulo/5-25179/2013 EP1484745 GISAID
A (HIN1)pdm09 A/Distrito Federal/78502/2013 EPI484747 GISAID
A (HIN1)pdmO09  A/S&o Paulo/6-30177/2013 EP1484748 GISAID
A (HIN1)pdm09 A/Séo Paulo/6-30359/2013 EP1484749 GISAID
A (HIN1)pdm09 A/Mato Grosso/73766/2013 EP1484750 GISAID
A (H3N2) A/Sao Paulo/11079/2013 AGO002698 GenBank
A (H3N2) A/S&o Paulo/53699/2013 EPI1476983 GISAID
A (H3N2) A/Rondonia/50872/2013 EPI476986 GISAID
A (H3N2) A/Séo Paulo/13-13137/2013 EPI1476947 GISAID
A (H3N2) A/S&o Paulo/53873/2013 EPI476971 GISAID
A (H3N2) A/S&o Paulo/61715/2013 EPI476984 GISAID
A (H3N2) A/Séo Paulo/11-29688/2013 EPI500269 GISAID
B B/Mato Grosso/31935/2013 EPI476989 GISAID




B/Séao Paulo/2-22035/2013 EPI476991 GISAID
B/S&o Paulo/4-21674/2013 EPI1476992 GISAID
B/Séao Paulo/27818/2013 EPI1476993 GISAID
B/Mato Grosso/64153/2013 EPI477000 GISAID
B/Mato Grosso/64122/2013 EPI477001 GISAID
B/Distrito Federal/67407/2013 EPI477052 GISAID

o W W W W W

B/Sé&o Paulo/72101/2013 EPI477053 GISAID

Anexo 2. Numeros de acesso das sequéncias genéticas da HA dos virus da
Influenza, submetidas aos bancos de dados pelo IAL e incluidas nas arvores

filogenéticas, ano de 2014.

Tipo de Influenza Identificagcdo da amostra N° de acesso
A (HIN1)pdmO09 A/S&o Paulo/888/2014 EPI1508728
A (HIN1)pdmO09 A/Distrito Federal/2648/2014 EP1508729
A (HIN1)pdmO09 AlTocantins/6241/2014 EPI1508730
A (HIN1)pdmO09 A/Distrito Federal/10376/2014 EP1510620
A (HIN1)pdmO09 A/Distrito Federal/12526/2014 EP1510936
A (HIN1)pdmO09 A/Goias/16071/2014 EPI516476
A (HIN1)pdmO09 A/Distrito Federal/16114/2014 EPI1516478
A (HIN1)pdmO09 A/Distrito Federal/16117/2014 EPI1516479
A (HIN1)pdmO09 AlTocantins/19048/2014 EP1516480
A (HIN1)pdmO09 A/Mato Grosso/19061/2014 EPI1516481
A (HIN1)pdmO09 A/Distrito Federal/19128/2014 EP1516485
A (HIN1)pdm09 A/Mato Grosso/21780/2014 EPI1516486
A (HIN1)pdmO09 A/Distrito Federal/24956/2014 EPI1531127
A (HIN1)pdmO09 A/Goias/42063/2014 EPI1531128

A (HIN1)pdmO09 A/S&o0 Paulo/45706/2014 EPI532803




A (HIN1)pdmO09
A (HIN1)pdmO09
A (HIN1)pdmO09
A (HIN1)pdmO09
A (HIN1)pdmO09
A (HIN1)pdmO09
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A (HIN1)pdmO09
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A (H3N2)
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A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)

A (H3N2)

A/Mato Grosso/48256/2014
A/Piaui/48262/2014
A/Goias/51172/2014
A/Distrito Federal/50604/2014
Al/Goias/52980/2014
A/Distrito Federal/52935/2014
A/Sao Paulo/13-10705/2014
A/S&o Paulo/13-13027/2014
A/Sao Paulo/81635/2014
A/Goias/82128/2014

A/Mato Grosso do Sul/90356/2014
A/S&o Paulo/5129/2014
A/Goias/3910/2014

A/S&o Paulo/10767/2014
A/S&o Paulo/10774/2014
A/Séo Paulo/11199/2014
A/S&o Paulo/11194/2014
A/S&o Paulo/10898/2014
A/Goias/16069/2014
A/Goias/16075/2014
A/Distrito Federal/21817/2014
A/Sao Paulo/23630/2014
A/Mato Grosso do Sul/41977/2014
A/Goias/42035/2014
A/Goias/42119/2014

A/Sao Paulo/23803/2014

A/Séao Paulo/24361/2014

EPI532804

EPI532805

EPI532849

EPI532884

EPI533625

EP1533628

EPI539394

EPI551155

EP1551165

EP1551169

EPI551171

EPI508868

EP1508870

EP1510941

EPI510944

EPI510946

EP1510968

EP1510973

EP1516491

EP1516492

EP1516562

EP1531129

EPI1531131

EP1531132

EP1531133

EPI1531178

EPI1531179




A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)
A (H3N2)

A (H3N2)

A/S&o Paulo/34233/2014
A/Sao Paulo/44383/2014
A/Sao Paulo/11-10263/2014
A/S&o Paulo/12-8700/2014
A/Séo Paulo/48734/2014
A/Goias/51166/2014

A/Sao Paulo/3-24386/2014
A/Mato Grosso do Sul/48293/2014
A/Sao Paulo/3-26596/2014
A/Sao Paulo/52831/2014
A/Goias/53024/2014

A/Séo Paulo/35816/2014
A/Sao Paulo/44541/2014
A/Sao Paulo/53072/2014
A/Sao Paulo/53998/2014
A/Sao Paulo/3-26852/2014
A/Sao Paulo/5-1113/2014
A/Sao Paulo/11-13826/2014
A/Sao Paulo/6-10465/2014
A/Sao Paulo/54146/2014
A/Goias/57978/2014

A/Sao Paulo/6-10266/2014
A/Goias/57975/2014

A/Sao Paulo/54274/2014
A/Sao Paulo/56468/2014
A/Mato Grosso do Sul/66636/2014

A/Sao Paulo/6-11670/2014

EPI531182

EP1532886

EPI532887

EPI532888

EPI532889

EP1532890

EP1532893

EPI532894

EP1533630

EP1533671

EPI533675

EPI536200

EP1536201

EP1536203

EPI536205

EPI536206

EP1536207

EP1537486

EPI537488

EP1537492
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Anexo 3. NUmeros de acesso das sequéncias genéticas da HA dos virus da
Influenza, submetidas aos bancos de dados pelo IAL e incluidas nas arvores
filogenéticas, ano de 2015.

Tipo de Influenza Identificacdo da amostra N° de acesso
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Anexo 4. Distribuicdo de casos positivos para Influenza, segundo subtipo e semana
epidemiolégica, global, no periodo de 2013 a 2015.
Fonte: FluNet/OMS %
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Anexo 5. Distribuicdo de casos positivos para Influenza, segundo subtipo e semana
epidemiolégica, no Brasil, no periodo de 2013 a 2015.
Fonte: FluNet/OMS %2
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Anexo 6. Distribuicdo de casos positivos para Influenza, segundo subtipo e semana
epidemiolégica, das amostras identificadas no IAL, no ano de 2013.
Fonte: FluNet/OMS %
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Anexo 7. Distribuicdo de casos positivos para Influenza, segundo subtipo e semana
epidemiolégica, das amostras identificadas no 1AL, no ano de 2014.
Fonte: FluNet/OMS %
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Anexo 8. Distribuicdo de casos positivos para Influenza, segundo subtipo e semana
epidemiolégica, das amostras identificadas no IAL, no ano de 2015.
Fonte: FluNet/OMS **
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Consideracdes sobre os Termos de apresentacédo obrigatoria:

Conforme documentos apresentados pela pesquisadora o primeiro projeto teve inicio
em 1995 isto é antes da Resolucdo 196/96 que trata da Etica na pesquisa com seres
humanos. A CONEP em seu parecer 135/2002 coloca que a pesquisa foi aprovada
pelo CEP do ICB-USP em 9 de agosto de 2001 sendo considerado "ndo haver
necessidade do termo de consentimento dado que a pesquisa estar em andamento ha
muitos anos" e a pesquisadora utilizaria na época dados ja coletados e que a mesma
apresentaria riscos minimos por utilizar dados secundarios.

A pesquisadora informou que a partir de 2000 o Ministério da Saude implantou uma
Rede Nacional de Vigilancia do Virus da Influenza em todo o territério Nacional e
desde entdo todas as amostras sdo encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz (IAL)
para o sequenciamento genético. O Ministério da Saude apdés identificar o paciente
com Sindrome gripal cadastra no SIVEP-GRIPE os dados do paciente, apds
consentimento verbal e que o presente projeto utilizard amostras recebidas no periodo
de 2013 a 2015 dos estados de abrangéncia do IAL com o objetivo de analisar o
padrdo genético do segmento gendmico que codifica a hemaglutinina (HA) dos virus
da influenza do tipo A subtipos H1 e H3, e das linhagens do virus da influenza do tipo
B: Yamagata e Vitéria. A analise molecular do segmento 4 (HA) do RNA viral € uma
ferramenta aliada & vigilancia das alteragdes genéticas, no dominio HA1, durante a
sazonalidade do virus, uma vez que permite revelar as muta¢des envolvidas nos
sitios antigénicos que conferem protecdo a infeccdo, com implicacdes na formulacdo
de vacinas. As constantes mutac¢des do virus da influenza requer o acompanhamento
continuo de sua evolucao e circulacdo com vistas & composicao anual da vacina para
0 Hemisfério Sul.

As amostras estéo retidas no Centro de Virologia do IAL.

A pesquisadora informou que serdo utilizados dados secundarios e esclareceu que a
informacao do 6bto é formalizado no SIVEP-SRAG CID J11.

Foram apresentados conforme solicitado:

- Normas de biorrepositério ou equivalente.

- Autorizacdo do Centro de Virologia para uso das amostras armazenadas.

- Ciéncia da Portaria DG/IAL 16/2010 sobre Normas de temporalidade das
mostras bioldgicas e dos produtos armazenados no IAL.

- Anuéncia da equipe, cronograma e documentos complementares.
Recomendac¢des: Nada a recomendar
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Pelo exposto, considera-se as pendéncias esclarecidas e o projeto aprovado sob o
ponto de vista ético a luz da Resolucao 466/12.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O protocolo de pesquisa foi analisado em reunido ordinaria de 16 de marco de 2017,
com situacao do parecer "Aprovado”.

Em conformidade com a Resolugdo CNS 466 de 12/12/2012, o pesquisador
responsavel devera cumprir o item transcrito integralmente a seguir.

IX - Do pesquisador responsavel

XI.1 - A responsabilidade do pesquisador é indelegavel e indeclinavel e compreende
0s aspectos éticos e legais.

XI.2 - Cabe ao pesquisador:

a) apresentar o protocolo devidamente instruido ao CEP ou & CONEP, aguardando a
decisdo de aprovacdo ética, antes de iniciar a pesquisa;

b) elaborar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;

c) desenvolver o projeto conforme delineado;

d) elaborar e apresentar os relatérios parciais e final;

e) apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento;

f) manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa;

g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicacdo, com os devidos créditos
aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e

h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrup¢éo do projeto
ou a ndo publicagcdo dos resultados.

Os relatérios deverao ser adicionados ao protocolo de pesquisa na Plataforma Brasil
para analise do CEPIAL a cada seis meses a partir do inicio da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Arquivo Postagem Autor Situagéo
Documento
Informagées [ PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 13/03/2017 Aceito
Bésicas ROJETO_820915.pdf 18:28:36
do Projeto
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Justificativa de Paiva
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14:56:33 | Maria de
Paiva
Outros Anuencia_Equipe.pdf 07/03/2017 |Terezinha [Aceito
11:53:59 | Maria de
Paiva
Declaracéo de Declaracao_Biorrepositorio.pdf| 06/03/2017 | Terezinha [Aceito
Manuseio Material 18:50:44 | Maria de
Biologico / Paiva
Biorepositorio /
Biobanco
Outros Autorizacao_06032017.pdf 06/03/2017 | Terezinha |Aceito
18:47:30 [ Maria de
Paiva
Outros Aprovacao_CTC_Katia.pdf 16/12/2016 | Deolinda  |Aceito
12:29:36 | Valéria
Martins
Pereira
Projeto Detalhado / | Katia_Brasil_13 12 2016.docx| 14/12/2016 |Terezinha JAceito
Brochura 13:53:40 [ Maria de
Investigador Paiva
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13:49:08 [ Maria de
Paiva
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