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RESUMO
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ELIANE VEIGA DA COSTA

A poliomielite (poliomielite anterior aguda, pasié infantil) € uma doenca infecciosa de carater
agudo que ocorre seguida a uma infeccdo causadanpados trés sorotipos de poliovirus,
denominados poliovirus tipos 1, 2 e 3. Em 1988nduoans poliovirus selvagens eram endémicos
em 125 paises ficou estabelecida durante®addembléia Mundial da Salde, em Genebra, a
meta da erradicagdo da poliomielite até o ano 208(poliovirus selvagens estédo hoje restritos a
apenas quatro paises (Nigéria, Afeganistdo, Paguésindia). Este grande sucesso é atribuido a
utilizacdo sistematica da vacina oral contra aopaiklite (VOP), desenvolvida pelo Dr. Albert
Sabin. Esta vacina, licenciada nos anos de 196@se e/em sendo utilizada por mais de quatro
décadas, consiste de variantes atenuadas de cadi@sunés sorotipos de poliovirus. Por ser uma
vacina constituida por virus vivos atenuados, oblpmas a ela associados estao principalmente
ligados a sua instabilidade genética e a possioiéid do aparecimento de mutacbes e
recombinacBes nas subpopulacBes virais excret@umante a replicagdo do virus vacinal em
humanos, frequentemente ocorre reverséo de algsubasituicdes nucleotidicas que conferem o
fendtipo atenuado. Essa é a principal causa doecipgnto de raros casos de poliomielite
associados a vacina (VAPP), relatados em difergraéses, assim como surtos de poliomielite
paralitica devidos a infeccdo por estes virus wirderivados (PVDV) que possuem
propriedades biologicas semelhantes aos poliovdalgagens. A analise e caracterizagdo de
guatro regibes distintas do genoma viral (5’NC, VBT e 3D), dos poliovirus vacinais isolados
no Laboratério de Enterovirus do Instituto Oswalttaz, a partir de amostras clinicas de casos
de paralisia flacida aguda que ocorreram no Brasilperiodo de 1995 a 2007, constituiram no
principal objetivo do presente trabalho. Um toll¥7 amostras dos trés sorotipos foi analisado
por sequenciamento nucleotidico em todo o gene cpaéica a VP1; 222 amostras foram
analisadas por duplex RT-PCR nas regifes 2C e 8@ntbstras foram analisadas na regiao 5°-
NC e 44 amostras foram analisadas nas 4 regibNE€(5/P1, 2C e 3D). Dois isolados de PV2,
apresentando mais de 1% de mutacdo em VP1, foemtifidados e classificados como PVDV2.
Existem aproximadamente 40 relatos de PVDV relador a pacientes imunodeficientes de
1962 a 2010, globalmente distribuidos, porém nenhlilemtificado no Brasil. Das 68 amostras
sequenciadas na regido 5’'NC visando a avaliacAanda importante posicdo nucleotidica
envolvida na atenuacdo da neuroviruléncia em cadados 3 sorotipos (PMds, PVZg; €
PV3477), 0s seguintes resultados foram encontrados: P8/5%4 mutadas na posicdo 480,
PV2=65% mutadas em 481 e PV3=81% mutadas em 47&niéacdo (em 2C/3D) foi
encontrada em 15 amostras: 1 PV1 (1,3%), 5 PV246e69 PV3 (13,2%). Os trés sorotipos de
poliovirus apresentaram comportamento distinto etaco as analises realizadas, sendo o
sorotipo 3 0 menos estavel em relacdo ao padrdecdenbinacdo e reversdo a neuroviruléncia
seguido pelo sorotipo 2 e o sorotipo 1 foi 0 maiseel. A monitorizacdo do perfil gendmico dos
poliovirus vacinais em circulagcdo é essencial nthgés final de erradicacdo global da
poliomielite.
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Genomic profile of Sabin vaccine-related poliovesigssociated with Acute Flaccid
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ABSTRACT
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Poliomyelitis (acute anterior poliomyelitis, inféet paralysis) is an acute infectious disease
which occurs subsequent to an infection causednlyyod the three serotypes of polioviruses,
designated poliovirus types 1, 2 and 3. In 1988emwivild polioviruses were endemic in 125
countries, the 41st World Health Assembly in Gengstaa goal for poliomyelitis eradication by
the year 2000. Nowadays, poliomyelitis in its entefarm is restricted to only four countries:
Nigeria, Afghanistan, Pakistan, and India. This admable success is attributed to the systematic
use of oral poliomyelitis vaccine (OPV), develofmsdDr. Albert Sabin. This vaccine, which was
licensed in the 1960°s and is in use for over fberades, consists of attenuated variants of each
of the three poliovirus serotypes. Because OPVistmsf live attenuated viruses, the problems
associated with this vaccine are mainly relatedito genetic instability, which favor the
emergence of mutations and recombinations amongexicested viral sub-populations. Also,
during the process of virus replication in humas@ne nucleotide substitutions responsible for
the attenuated phenotype are often reverted. $hheimain cause of the appearance of rare cases
of vaccine-associated paralytic poliomyelitis (VAPRported in several countries as well as
paralytic poliomyelitis outbreaks caused by vacaleeved polioviruses which exhibit biological
properties similar to wild polioviruses. The genorsharacterization in four distinct regions of
the genome (5'NC, VP1, 2C, and 3D) of vaccine-gzlgbolioviruses isolated in our laboratory
from clinical samples of acute flaccid paralysiseswhich occurred in Brazil, from 1995 to 2007
was the main purpose of the present work. A tofal@/ isolates of the three serotypes of
polioviruses were analyzed by nucleotide sequenoimghe entire gene that codifies VP1; 222
isolates were analyzed by duplex PCR in 2C andejibns; 68 isolates were analyzed at the 5°-
NCR while 44 isolates were analyzed in the fouiaeg (5"- NCR, VP1, 2C and 3D)., Two PV2
isolates presenting over 1% of mutations in VPlewdentified and classified as VDPV2. There
are approximately 40 reports of VDPV related to mmwodefficient patients around the world
from 1962 to 2010, but none of those occurred iazidr From the 68 isolates which were
analyzed on the 5’'NC region, in order to evaluategraportant nucleotide position involvea
attenuation of neurovirulence in each of the 3types(PVlis, PV2s: € PV37,). The following
results were found: PV1 = 18.5% mutated at posifif, PV2 = 65% mutated at position 481
and PV3 = 81% mutated at 472. Recombination wasdon 15 isolates: 1 PV1 (1.3%), 5 PV2
(6.6%) e 9 PV3 (13.2%). The three serotypes ofopolises behavior distinctly to the analyses:
type 3 showed to be the the least stable regatdmgecombination and neurovirulence reversion
patterns followed by serotype 2 while serotype & e most stable. The knowledge regarding
the genomic pattern of circulating poliovirusesessential at the final stages of poliomyelitis
eradication.
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1. INTRODUCAO

1.1. A poliomielite

1.1.1. Historia

A poliomielite (poliomielite anterior aguda, pasaéi infantil) € uma doencga infecciosa
de carater agudo que ocorre seguida a uma infezgdsada por um dos trés sorotipos de
poliovirus. Embora existam evidéncias de que aopuélite afligiu a humanidade desde a
antiguidade, como observado em artefatos produzidok8 dinastia (1580 a 1350 a.C.) do
antigo Egito, informacg6es referentes a esta doantgriores ao século XVIII séo dificeis de
serem encontradas. A primeira descrigdo clarangi&s € a narrativa biografica de paralisia
aguda resultando em deficiéncia motora sofridaioWalter Scott em 1772, no segundo
ano de sua vida, no livro “Memoirs of the life of 8Valter Scott, Bart”, escrito por J.G.
Lockhart em 1837, como citado por Modlin (1995)p#meira descricdo médica é reportada
na segunda edicdo de “Treatise on Disease of @hildpublicada em 1789 por Michael
Underwood, um pediatra e obstetra londrino. Quasdeeferiu a doenca, como “debilidade
das extremidades inferiores”, Underwood, cuidadesden descreveu a predilecdo por
criangas entre um e cinco anos e o relacionamentwadueza nos membros inferiores na
doenca aguda. No entanto, Underwood néo fez refiré&os surtos da doenca (Modlin
1995).

Descri¢Oes posteriores independentes foram fetta&@vanni Monteggia em 1813 e
por John Shaw, um cirurgido londrino, em 1823. réahto, a natureza patolégica da
debilidade dos membros inferiores nao foi entendatguela ocasido. O neurologista escocés
Abercrombie foi o primeiro a especular, em 1828, dimer que a lesdo localizada no
segmento anterior da matéria cinzenta da medulatedp Esse postulado foi avancado em
1840 pelo ortopedista e fisioterapeuta alemé&o JsocobHeine. A monografia de Heine, que
pode ter sido a primeira série de casos reportdegmliomielite, cuidadosamente descreve
0s quadros clinicos dessa doenca aguda em crigegagnas e promove 0 manejo clinico
dos pacientes com deficiéncia motora através deiekes e aparelhos ortopédicos (Da Silva
et al 2005).

Durante a segunda metade do século Xl¥esenvolvimento obtido nos campos da
microscopia, patologia e bacteriologia operou prdas mudangas nos conceitos das origens
das doencas humanas que tinham ficado obscuraségoios. O desenvolvimento de

técnicas histologicas permitiu a Cornil, traballmman 1872 no laboratério de Jean-Marie



Charcot, demonstrar que a paralisia residual e@mpanhada pela atrofia da coluna
anterolateral da medula espinhal, confirmandonassipostulado de Abercrombie e Heine.
Charcot, posteriormente, mostrou que a paralisiscaeompanhada pela perda dos neurdnios
motores no corno anterior da medula e esse achadmu go termo da patologia de
“poliomielite” (em grego polios significa cinza eietos medula) (Moore & Morens 1984;
Modlin 1995).

Durante este periodo, varios casos foram reportaaddsoruega, Suécia e Franca. O
primeiro desses, de um total de doze casos em I8b&rradamente classificado como
meningite espinhal. A Bergenholtz foi creditaddescricdo de 13 casos de poliomielite que
ocorreram no norte da Suécia no verdo de 1881, mmbotrabalho fosse liberado
verbalmente e nunca publicado. Posteriormenteap aaurto, ligeiramente maior, ocorreu
proximo a Lyon, na Franga em 1885.

A escassez de conhecimento sobre a poliomieklt fiem em 1890 com um relato
feito por Karl Oskar Medin no décimo Congresso Médnternacional em Berlim. Medin,
um proeminente pediatra sueco, professor de pediatr Instituto Karolinska, estudou
intensamente as caracteristicas clinicas da pdlgendurante uma epidemia envolvendo 44
casos em Estocolmo, no verdo de 1887. Medin remenhque a doenca comegava com uma
fase sistémica, que geralmente ndo conseguia pliograra as paresias neurologicas e
também desenvolveu uma classificacdo da doencaegternou amplamente usada durante
décadas seguintes (Moore & Morens 1984, Modlin 1995

Varios surtos de pequeno porte ocorreram nos &stddidos no final dos anos 1800s
e inicio dos anos 1900s em vérias cidades comaldfila, West Feliciana, Boston e, com
destaque, o ocorrido em Otter Creek, no estadoedmdht em 1894, onde houve 12 mortes
dos 132 casos. Esses primeiros surtos anunciavapidemias cada vez maiores para século
XX, incluindo uma epidemia por toda a Suécia, coaisnde 1.000 casos em 1905, outra de
1.200 casos na cidade de Nova lorque em 1907 ssamdinacdo da doenca pela Europa e
Estados Unidos. Uma epidemia ainda maior assolowaNorque alguns anos depois, em
1916, levando o departamento de saude desta cidtmhear agdes diferenciadas no combate
de surtos. Medidas de saude publica aplicadas hoenge no combate de epidemias néo
apresentavam resultado no controle da doenca, ammcesperado. Os primeiros casos
surgiram em junho e em 1 més ja estavam confirmados de 700 casos com 170 mortes.
Em meados de agosto o nimero de pessoas paralitetgs/a a 5.500 com 1.500 6bitos. As
autoridades e a populagdo encontravam-se deseapefams, mesmo com todas as agdes
possiveis, a epidemia continuava a aumentar, agsino o nimero de vitimas. Somente em

setembro, o nimero de casos teve um declinio cdeganum total de 9.000 pessoas



paralisadas e 2.400 mortes, em sua maioria degasamenores de 10 anos. Posteriormente,
com a descoberta do poliovirus e de sua patogkcéaam claros os motivos das medidas
iniciais de controle ndo terem sido suficientesapdgter a epidemia (Offit 2005). A seguir
sdo apresentadas algumas conclusdes que foramaoluidante as grandes epidemias da
poliomielite descritas acima:

- Tratava-se de uma doenga contagiosa.

- A doenca afetava criancas, adolescentes, adoltens e também lactantes.

- A doenca ocorria principalmente em classes eca@nente favorecidas e

frequentemente em regibes com baixa densidadeguopnél.

- Frequentemente era possivel identificar uma ¢iodave sem comprometimento do

Sistema Nervoso Central (SNC).
Esse ultimo fato foi de importancia crucial parardendimento da natureza contagiosa da
poliomielite e permitiu a conclusdo de que a doergaria na auséncia de exposi¢cao ao caso
paralitico (Modlin 1995).

1.1.2.A poliomielite no Brasil

Embora seja referida a ocorréncia de casos espogadie poliomielite no Brasil
durante as Ultimas décadas do século XIX, a lilesaindica que a doenca passou a ser
observada com mais frequéncia no inicio do sécagsgdo, no Rio de Janeiro (1909-1911) e
em S&o Paulo (1918) (Schatzmayr et al. 2002).

Surtos de certa magnitude foram registrados apemakecada de 1930, como os de
Porto Alegre (1935), Santos (1937), Sdo Paulo (183Rio de Janeiro (1939). Ha registros
na imprensa de noticias alarmantes que corriamoda bm boca até fora dos limites de
Santos sobre um surto da terrivel moléstia, o quaudoridades de saude tentavam negar
(Campos et al. 2003). Varias capitais brasilefraam igualmente acometidas durante a
década de 1940, podendo-se mencionar: Belém (18#3jandpolis (1943-1947), Recife
(1946) e Porto Alegre (1945) (Schatzmayr et al2200

A partir de 1950, passaram a ser descritos sdegmliomielite em diversas cidades
do interior do pais. Em 1953, ocorreu no Rio deeila, a maior epidemia ja registrada na
cidade, com 746 casos notificados, atingido o cafie de 21,5 casos por 100 mil habitantes
(Rizi 1984, MS 1988).

No Brasil, as atividades de vacinagdo sistematicatra a poliomielite foram

introduzidas em 1961, com a inclusdo da vacinar@abtina dos servicos de saude publica.



As primeiras campanhas com a vacina oral contr@l@npielite ocorreram em projetos
experimentais nas cidades de Petrépolis-RJ e @anthe-SP (MS 2003).

Os programas de imunizagdo nao tiveram, entretaatoabrangéncia e as
continuidades necessarias para o controle da doeegaltando na permanéncia da
poliomielite como um importante e sério problemaadéde publica. Dados nacionais sobre a
incidéncia da doenca, disponiveis a partir de 1@@cavam até 1980, a notificagdo de 1.100
a 3.600 casos anuais. O problema se configurana,apela ocorréncia frequente de surtos
de variavel magnitude, nos mais diversos pontogeddtorio nacional e, pela demanda
significativa aos servicos de fisioterapia, de stapiparaliticas atribuidas a poliomielite (MS
1988).

A partir do inicio da década de 1960, as atividadkesdiagnostico laboratorial da
poliomielite tiveram grande impulso no Brasil, gbggando estudos de maior envergadura.
Os trabalhos realizados, apesar de isolados, mosiyge as caracteristicas basicas da
epidemiologia da poliomielite no Brasil ndo foraign#ficativamente alteradas pelo emprego
da vacina. Observou-se apenas, como seria dgpsmegjue a poliomielite passou a incidir
preferentemente nos grupos socioecondmicos makodajd que a vacinagdo atingia
principalmente as camadas mais altas da socie@uatgmayr et al. 2002, Campos et al.
2003).

Visando controlar enfermidades infecciosas dedganorbimortalidade no pais foi
criado em 1973 o Programa Nacional de Imunizac&®¢l)( Um dos objetivos era de
promover o controle ndo apenas da poliomielite, maasbém do sarampo, tuberculose,
difteria, tétano, coqueluche e manter erradicagariala (MS 2003).

A partir de 1975, as ac¢les de vigilancia epidedgich relativas a poliomielite foram
intensificadas pelo Ministério da Saude, com aesistizacdo dos procedimentos de
investigacdo de casos e surtos, incluindo a coafira laboratorial do diagndstico clinico.
Esses procedimentos proporcionaram um conhecinsatisfatorio sobre as caracteristicas
principais do comportamento epidemiolégico da polaite em nosso meio e foram
essenciais para a formulacdo de um programa efearradicacéo (Risi 1984, MS 1988).

A gravidade da situacdo epidemioldgica da polioiteieho Brasil, em virtude da
insuficiéncia da rede de servigos basicos de spade proceder rotineiramente a vacinacao
sistematica da populacdo suscetivel, levou o Mirnstda Saude, em 1980, a modificar a
estratégia operacional de imunizacdo contra a @o@Risi 1984). A partir deste ano, com a
implantacdo das campanhas de vacinagdo em mass&satla utilizacdo da vacina oral
contra a poliomielite, o Brasil experimentou umadtica redu¢cdo no nidmero de casos de

poliomielite paralitica (Risi 1984, MS 1988). A lieacdo das campanhas nacionais em um



s6 dia, repetidas sistematicamente duas vezesnpgmarmalmente nos meses de junho e

agosto, foi o principal fator responséavel por esthucéo (Figura 1.1).

Figura 1.1:Numero de casos confirmados de poliomielite no Briigle 1975 a 1992.
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Fonte: DNE-SNABS, Ministério da Saude e OPAS

Distribuicdo temporal por més do nimero de casgmtlemielite (por virus selvagem) no Brasil
no periodo de 1975 a 1992. As setas indicam osndie®nais de vacinacdo com a vacina oral
contra a poliomielite realizadas nos meses de jenagosto, anualmente. Os dados evidenciam o
sucesso na reducdo do numero de casos, fato que degliminacdo da poliomielite no pais em
1989, permanecendo até os dias atuais.

De 1980 a 1983, as coberturas vacinais atingiraica.cge 100% da populagéao alvo
(criangas até cinco anos), levando a uma efetivéndicdo do namero de casos, de 2.564 em
1979 para 45 em 1983Estes resultados levaram a Organizagdo Panameritzar@aide
(OPAS) e o Fundo das Nag¢bes Unidas para a infqur&ef) a recomendar a mesma
estratégia para os paises latinoamericanos (MS)2888a reducéo significativa dos casos
gerou, provavelmente, uma falsa impresséo de gloe@aca estava sob controle, o que levou

a uma queda acentuada nos niveis de coberturaaljaziinisando um aumento no numero de



casos da doenca para 142 em 1984, 329 em 1985 er612986, quando houve uma
epidemia em varios estados do nordeste brasilainearia pelo poliovirus do tipo 3 (Figura
1.2). Este fato determinou, em 1987, assim, a ngadaa formulagdo da vacina oral contra a
poliomielite, com o objetivo de aumentar a conagg@o do poliovirus tipo 3. Em 1988 esta
nova formulagcdo da vacina, com uma maior conceidralp sorotipo 3, foi adotada pela
OPAS para os demais paises (WH0O1999, MS 2003)tfssanos, apds a Ultima epidemia
de poliomielite ocorrida no Brasil em 1986, foramnfirmados196, 106 e 35 casos de
poliomielite paralitica no Brasil, respectivaments anos 1987, 1988 e 1989 (Schatzmayr et
al. 2002, MS 2003) (Figura 1.2). A situacdo mamvg, na época, localizava-se nas areas
urbanas com menor condi¢cdo sanitéria, particulaten e regido nordeste do pais (Campos et
al. 2003).

Figura 1.2.Numero de casos confirmados de poliomite e notificados de paralisia flacid:
aguda (PFA). Brasil, 1979 a 2008.
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Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude/Minist@adGalde

Distribuicdo temporal por ano do nimero de casoBFe e dos casos de poliomielite (por virus
selvagem) no Brasil no periodo de 1979 a 2008.vastigacdo de casos de PFA acompanha os
indicadores internacionais de vigilancia epidengaé. A seta indica a eliminacdo dos poliovirus
na Regido das Américas.



Em marco de 1989 foi isolado o ultimo poliovirus atéggem selvagem no Brasil, a
partir de um caso de paralisia ocorrido no municige Souza no estado da Paraiba (MS
2003). Esta cepa do poliovirus selvagem do tipeefresentativa do genoétipo que circulava
no Brasil no periodo, ndo foi mais detectado airpdesta data. Na Regido das Américas,
outros dois gendtipos do sorotipo 1, além do citacima, foram identificados e o gendtipo
que circulava em alguns paises da América Centrab eMéxico foi o primeiro a ser
eliminado, em 1987. O terceiro gendtipo do spmfi foi o responsavel pelo Gltimo registro
de poliovirus selvagem nas Américas em 1991, no, Refjo gendtipo também circulava na
Venezuela, Colombia e Equador (Kew et al. 1995).

O Brasil, em 1994, juntamente com os demais palsefegido das Américas,
recebeu da Comissédo Internacional para a Certficata Erradicacdo da Poliomielite, o
certificado de erradicacdo da circulagdo do palisvi selvagem. No entanto, séo
recomendadas a manuten¢do da vigilancia epidentald imunizacdo, tendo em vista a
existéncia, ainda hoje, em diversos paises, devedéeos de poliovirus selvagens que
poderiam ser reintroduzidos no pais (PAHO 1994, MRI¥994).

1.1.2.1. Vigilancia Epidemioldgica da poliomielite

A vigilancia epidemioldgica das paralisias flacidegudas(PFA), que tem como
principal objetivo manter erradicada a poliomielite Brasil, encontra-se hoje dentro das
atribuicbes da Coordenagdo de Vigilancia de DoerdmsTransmissdo Respiratoria e
Imunopreveniveis (COVER) na Secretaria de Vigilarein Saude (SVS) do Ministério da
Saude (MS). A suspeita de poliomielite em indivielde qualquer idade, bem como os casos
de PFA em menores de 15 anos, € de notificacagestigacdo obrigatorias imediatas com o
objetivo de monitorar sua ocorréncia. Hantavirogagja humana, célera, febre amarela,
sindrome respiratoria aguda grave e variola esifte as doencas igualmente classificadas
como de notificagdo compulséria para casos suspeito confirmadas (MS 2009). Os
critérios utilizados para definicdo de um caso BA Bao apresentados abaixo e a Figura 1.3

ilustra o fluxo a ser seguido apés o diagnostico.

Caso suspeito de Poliomielite

* Todo caso de deficiéncia motora flacida, de infribito, em pessoas menores de 15 anos,

independente da hipétese diagndstica de poliomielit



* Caso de deficiéncia motora flacida, de inicioisytem individuo de qualquer idade, com

histéria de viagem, nos ultimos 30 dias, a paieesarculacdo de poliovirus selvagem.

Caso de Poliomielite Confirmado

* Poliovirus selvagem — caso de PFA, em que hoanlarmento de poliovirus selvagem na
amostra de fezes do caso, ou de um de seus corntategendente de haver ou ndo sequela,

apos 60 dias do inicio da deficiéncia motora.

* Poliovirus derivado vacinal (PVDV) — caso de RéoAn isolamento de PVDV e sequela, 60
dias apds déficit motor, ou seja, isolamento déopivus que apresentar entre 1 a 15% de

diferenca genética em relacdo ao virus vacinaéspondente.

Poliomielite compativel

» Caso de PFA que nao teve coleta adequada derandestezes e que apresentou sequela

aos 60 dias, ou evoluiu para 6bito, ou teve evaluti@ica ignorada.

Caso Descartado (ndo poliomielite)

» Caso de PFA no qual ndo houve isolamento de\pol® selvagem na amostra adequada de
fezes, ou seja, amostra coletada até 14 dias cio i defici€ncia motora, em quantidade e

temperatura adequadas.

Poliomielite associada a vacina

» Casos de PFA em que ha isolamento de virus \agignamostra de fezes e presenca de
sequela compativel com poliomielite, 60 dias apdsicdo da deficiéncia motora. Ha dois

tipos de poliomielite relacionados com a vacina:

i) Paralisia flacida aguda, que se inicia entre4® @lias apés o recebimento da VOP
e que apresenta sequela neuroldgica, compativel pmimmielite 60 dias apdés o

inicio do déficit motor;



i) Caso de poliomielite associado a vacina ematost PFA que surge apés contato
com crianca que tenha recebido VOP até 40 dias.aAtparalisia surge de 4 a 85
dias apo6s a exposicao ao contato vacinado e ddudivapresenta sequela neurolégica
compativel com poliomielite, 60 dias apds o défiudtor.

Em qualquer das situagBes acima, o isolamento bevizas vacinal nas fezes e a
presenca de sequela neurolégica compativel corarpiiite sdo condigbes imprescindiveis
para que o caso seja considerado como associaona (MS 2009).

A criacdo do Sistema Nacional de Agravos de Netfi® (SINAN) no inicio dos
anos 1990 veio substituir o Sistema de NotificaGampulsoria de Doencas (SNCD) no qual
a poliomielite estava inserida. Esta substituicéio ¥Yentar sanar as dificuldades do SNCD,
tendo em vista o razoavel grau de informatizacatigaonivel no pais. O SINAN é operado
desde sua implantacdo, em 1993, até hoje, a pagiunidades de saude, com a coleta e o
processamento dos dados dos agravos que constéigtande notificagcdo compulséria em
todo o territério nacional, onde, desde o nivehlpea poliomielite, sob a classificagdo CID
10-A80, pode ser notificada (MS 2009).

FIGURA 1.3 Fluxograma de coleta de amostras de fezes para pa&a de enterovirus

Coleta da
Unidade de amostra Secretaria Municipal . .
Sadde |F- de Satide b Regional de Satde |
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Laboratorios de Referéncias

FIOCRUZ (Nacional) “:} LACEN/SES |

Instituto Evandro Chagas (Regional)

Fonte: MS 2009 adaptado por Eliane Costa

1.2. Os Poliovirus

Os poliovirus sédo os membros arquétipos do géfet@rovirus classificados em trés
sorotipos distintos identificados como tipo 1, tipce tipo 3 que se replicam no aparelho
digestivo (Hogle et al. 1985). O poliovirus foi drpeiro enterovirus a ser identificado e,

embora sua caracterizacdo como tal s6 tenha ocobddanos apds a sua descoberta €,



possivelmente, o mais bem conhecido de todos os \de seu género (Wimmer 1993,
Melnick 1996). Ap6s cem anos da sua descoberfaola®virus ainda permanecem sendo um
dos virus mais estudados e o modelo mais bem edtepdra os virologistas moleculares.
Embora tenham sido muito investigados como modetd, \aspectos de sua patogénese nao
foram ainda estudados em profundidade pela defigéra disponibilidade, com excecao de
macacos do velho mundo, de modelos animais. Quekiddamentais como a identificagéo
das células alvo durante a fase de infeccdo oucamemo de disseminacdo ainda ndo estao

completamente esclarecidas (Mueller 2005).

1.2.1. Classificacao

Os Enterovirus, virus pertecentes a familRicornaviridae, classificada na ordem
Picornavirales, causam inumeras doencas em seres humanos e aimi@ases e sS40 assim
denominados porque geralmente infectam o tratoealian e sdo eliminados nas fezes
(Oxman 1999).A ordem Picornavirales, proposta por Gall e colaboradores em 2008, é
composta por cinco familiaBicistroviridade, Iflaviridae, Picornaviridae, Mamaviridae e
Secoviridae A familia Picornaviridae (pico=pequeno; rna=acido ribonucleico) é composta
por 12 géneros. Recentemente, esta classificajésegndo alterada em relagéo aos géneros
gue a compde. Uma nova classificacdo para os mendar@énerdcnterovirushumano foi
proposta, com base no relacionamento genéticodofgrela analise do gene que codifica a
principal proteina do capsideo viral, VP1. O segismmento nucleotidico completo da VP1
possibilitou, além da tipagem de enterovirus camsidbs “ndo tipados”, por métodos
tradicionais, também a descoberta de mais de 3@srsnrotipos d&nterovirus,distribuidos,
inicialmente, em cinco espécies (HEV A-D e Polios)r(Picornavirus Homepage em 05-01-
11). A definicho de espécies dentro da famMeornaviridae se baseia na relagédo
filogénetica entre os sorotipos ou cepas em quealatente compartilham (i) um namero
limitado de hospedeiros e receptores celulargsuffii significante grau de compatibilidade
em processos proteoliticos, replicagdo, encapsdag@&combinacdo genética e (iii) mapas
com identidade gendmid&ing et al. 2000)Devido ao grande relacionamento genético dos
poliovirus e os virus da espécie C (HEV-C), foi gmsto em 2007 ao International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) e aceito 2008 a incorporacdo dos poliovirus
a espécie C (Knowles et al. 2008), sendo atualn®assificado os enterovirus humanos em
guatro espécies como detalhado no Quadro 1.1 @ario 2001, Norder et al. 2003, Bailly et
al. 2004, Oberste et al. 2003, 2004, 2005, Starstagl. 2005, Smura 2007, Picornavirus

Home Page). Com a redugdo significativa dos custlativos ao sequenciamento
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nucleotidico e a maior facilidade da técnica, o exorde investigacbes em sequéncias virais
conhecidas e também desconhecidas aumentou exjim@ame, levando,

consequentemente, a descobertas de novos virugu@ial Fargette 2005).

Quadro 1.1 Classificagdo dos enterovirus humanos baseada eseu relacionamento

filogenético.
Enterovirus Enterovirus Enterovirus Enterovirus
Humano A Humano B Humano C Humano D
(HEV - A) (HEV - B) (HEV - C) (HEV - D)
Coxsackievirus A: Coxsackievirus B1 Poliovirus 1 (PV-1) EV-D68
(CV-A2), CV-A3, (CV-Bl1), CVv-B2, PV-2, PV-3, EV-D70, EVD94 e
CV-A4, CV-A5, CV-B3, CV-B4, EV-D111
CV-A6, CV-A7, CV-B5, CV-B6, Coxsackievirus Al
CV-A8, CV-A10 CV-A9 (CV-Al), CV-A11,
CV-Al12, CV-Al4 CV-A13, CV-Al7,
CV-A1l6, Echovirus 1 (E-1) CV-A18, CV-A19,

E-2, E-3, E-4, E-5, E-6, CV-A20, CV-A21,
Enterovirus 71 E-7, E-9, E-11, E-12, CV-A22, CV-A24,
(EV-AT1), E-13, E-14, E-15, E-16
EV-A76, EV-A89, E-17, E-18, E-19, E-20 EV-C95, EV-C96,
EV-A90, EV-A91, E-21, E-22, E-23, E-24 EV-C99, EV-C102,

EV-Al14, E-25, E-26, E-27, E-29 EV-C104, EV-C105,
E-30, E-31, E-32, E-33 EV-C109, EV-C113 e
Simianvirus-91  EV-B69, EV-B73, EV-C116

(SVv-91), SV-43 EV-B74, EV-B75,

SV-46, A-13 e EV-B77, EV-B78,

EV-A92 EV-B79, EV-B80,
EV-B81, EV-B82,
EV-B83, EV-B84,
EV-B85, EV-B86,
EV-B87, EV-B88,
EV-B93, EV-B97,
EV-B98, EV-B100,
EV-B101, EV-B106,
EV-B107, EV-B110,
SA5

Fonte:Caro et al. 2001, Norder et al. 2003, Bailly e28l04, Oberste et al. 2003, 2004, 2005,
Stanway et al. 2005, Smura 2007, Picornavirus HBage acessada em 05-01 e 26-06-11.
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1.2.2. Estrutura e organizagdo do genoma dos entetious

Os poliovirus, assim como os demais membros dai&éaRicornaviridae possuem
uma estrutura genémica composta por um RNA de umita fita de polaridade positiva, com
um peso molecular em torno de 2,6 ¥ i@ltons (aproximadamente 7.500 nucleotideos), que
€ o proprio RNA mensageiro com uma cauda poliaddailde 70 a 100 residuos na
terminacdo 3’ e que carrega uma pequena proteiRg, Yovalentemente ligada em sua
extremidade 5. S&o virus pequenos, esféricos, gée possuem envelope e tém
aproximadamente 30 nm de diametro (Racaniello 18&f&ckert 1996, Oxman 1999). O
RNA contém uma Unica fase de leitura aberta (ORFjndlés open reading frame) que
codifica uma longa cadeia de polipeptideos, a puna, com peso molecular de
aproximadamente 240 Kda, que é clivada durantedai¢éo do genoma viral. Assim sendo, a
proteina de comprimento total ndo é formada (Hamleal 1985). Estas clivagens séo
determinadas pelas proteinases codificadas peless wir que geram diversos produtos
protéicos com diferentes fungbes, tais como prateido capsideo, proteinases e RNA
polimerases (Wimmer 1993, Rueckert 1996) (Figud. 1A particula é constituida por 60
copias de cada uma das proteinas que constitueapsideo viral e que sdo identificadas
como VP1, VP2, VP3 e VP4. Essas proteinas se @aanicom simetria icosaédrica
contendo o RNA adequadamente acondicionado emntaior (Hogle et al1985).

Em uma sequéncia de reagfes proteoliticas, o segm&nprecursor das proteinas do
capsideo, é clivado em trés polipeptideos: VPO, ¥ F®1 que permanecem associados sob a
forma de “protdmeros”, cada um com uma massa mialeda 90.000 a 100.000 daltons, mas
que rapidamente se agregam para formar pentam@®6,lVP3,VP13]. Os pentameros, a
seguir, se agregam para formar o procapsideo [XFR)VP1}]:2. . O empacotamento do
RNA leva a uma quebra espontanea de maturacdajataa /PO € clivado em VP4 e VP2.
Os polipeptideos VP1, VP2 e VP3 estao expostosiparicie do virion, enquanto que VP4

fica internalizado no cerne do RNA (Hogle et al83p
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FIGURA 1.4: Estrutura Gendmica dos Enterovirus
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Representacdo esquematica do genoma do poliowirasica fase de leitura aberta (ORF) esta
indicada pelo retangulo, flanqueada pelas regiGeg B'NC; uma pequena proteina VPg
(codificada pelo intervalo da sequéncia) que estzalentemente ligada a regido 5'NC e
representada por um circulo na terminacédo 5'.l@efnal Ribosome entry site{local da
entrada do ribossomapa regido 5’NC é mostrado no retangulo violeta lgat@deos nas
posicdes 130 a 600). Imagem produzida por EliarmeCé&onteHogle et al 1985; Kew et al.
2005

O RNA purificado de enterovirus tem a capacidadeirdciar a sintese de virions
infecciosos completas vitro em extratos sem células, obtidos a partir de &glslisceptiveis
(Molla et al. 1991). A analise da estrutura tridimional revelou que cada uma das trés
grandes proteinas do capsideo VP1, VP2 e VP3 (pekxular médio de 30 kd) forma uma
barreira beta antiparalela de oito fitas (Hogle #€mBn 1989). Esse padrdo de dobra é
extremamente conservado nas proteinas do capsdégoud RNA eucarioticos icosaédricos.
As 60 copias da pequena proteina do capsideo, M%b (molecular de 7 kd), por sua vez,
delimitam a superficie interna do capsideo (Paal.€t987).

As fitas beta das proteinas do capsideo, que forraanbarreiras beta, estdo

conectadas por alcas de aminoécidos, que sdoerdstcas para cada uma das trés proteinas
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do capsideo e que “decoram” a superficie externaiiton (Hogler & Filman 1989). Na
resposta imune ao virus, anticorpos capazes deralieat a infectividade viral sdo
normalmente produzidos contra essas sequénciaasguque sdo, portanto os componentes
mais importantes dos sitios antigénicos de neméigdio (N-Ags). Os poliovirus possuem
quatro N-Ags (Minor 1990). Interessantemente,terisapenas trés conjuntos Unicos desses
quatro sitios, e, deste modo, apenas trés sorotipogoliovirus, sorotipos 1, 2 e 3, séo
observados na natureza. Os anticorpos produzidaisaco sorotipo 1 ndo sdo capazes de
neutralizar significativamente a infectividade dosotipos 2 ou 3. Até o final dos anos 1980s
nao se tinha evidenciado a ocorréncia de recom@indgs poliovirus nas proteinas capsidais,
mas no inicio do século XXI, estudos indicaram ssfilidade deste tipo de recombinacgao
ocorrer de forma natural (Savolainen-Kopra et 28109). Mudangas antigénicas, com 0
surgimento de novos sorotipos, ndo tém sido obdasvaos poliovirus e, assim, novos
sorotipos de poliovirus, até o momento atual, @o sido identificados. Levando-se em
conta a plasticidade dos genomas virais constgujgor RNA, a estabilidade genética
observada nos trés sorotipos de poliovirus é semgente e ndo é bem compreendida
(Wimmer et al. 1993).

1.2.3. Ciclo de Replicacéo

Os estudos iniciais sobre replicacdo viral elegevgoliovirus como o0 modelo para a
analise da replicacédo de virus RNA. O trabalho akirBore (Baltimore 1969), em patrticular,
forneceu uma detalhada descricdo do genoma dovfrabp do mecanismo de replicacdo do
RNA, do processo proteolitico posterior a tradudaopoliproteina e da morfogénese do
virion icosaédrico, o que serviu como um model@ e picornavirus em geral. A infeccdo
por um picornavirus é iniciada pela adsor¢do agral@ acoplamento da particula viral na
parte N terminal no dominio V do receptor CD155nkém chamado hPVR, localizado na
superficie da molécula da familia das imunoglatadi(Solecki 1999). Os trés sorotipos de
poliovirus reconhecem o mesmo receptor celular 85p{He et al. 2000). Os humanos séo
0s Unicos hospedeiros para os poliovirus, mas, n@an®, macacos podem ser
experimentalmente infectados, pois expressam reeephomaologos ao hPVR (Solecki et al.
1997). Apés a adsorcéo, ocorre a penetracdo e mgerdapsideo ja no interior da célula
hospedeira. O material gendmico € liberado e tiddugob o controle do IRES, um sitio
localizado na regido 5’NC (na posi¢éo entre oseutfdeos 130 e 600) que possuem uma
estrutura altamente conservada (Kew et al. 2009)ofeina VPg é removida do RNA viral

pelas enzimas celulares. O RNA, agindo como RNAmnaduzido sem interrupgdo em uma
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Gnica poliproteina, autocataliticamente clivada rintermediarios P1, P2 e P3. O
intermediario P1 é entéo clivado para produzirighicente VPO, VP1 e VP3 e finalmente as
guatro proteinas estruturais VP1, VP2, VP3 e VRdgufa 1.5). A regido P2 codifica as trés
proteinas ndo estruturais, sendo uma delas condates de protease (2A), enquanto a
regido P3 codifica para quatro proteinas, incluiraloRNA-polimerase, que é RNA-
dependente e necesséria para a replicagdo do RAlAn{Bre & Girard M 1966, Baltimore
1969).

A sintese do RNA viral tem lugar em uma sequéneiavikntos onde tomam parte as
moléculas molde de RNA viral e as RNA polimerasadificadas pelos virus, além de outras
proteinas virais e celulares (Rueckert 1996). Tedte processo ocorre no interior do
citoplasma da célula infectada, fortemente assocéadstrutura do reticulo endoplasmatico
liso. A primeira etapa na replicacdo do RNA viralopiar o RNA gendmico para formar uma
fita complementar de polaridade negativa, a qualirsede molde para a sintese de novas
fitas de polaridade positiva. A sintese da fita plementar é iniciada na extremidade 3'NCR
do genoma viral com a utilizacdo da proteina VRyaentemente ligada a residuos de
uridina (VPg-UUU) como “primer” (iniciador). A ptr de uma fita complementar de
polaridade negativa, varias fitas nascentes de Rigf polaridade positiva, sdo transcritas
simultaneamente pela RNA polimerase viral, formaadhamado intermediario replicativo
(Rueckert 1996, Racaniello 2001).

Durante o inicio da replicagdo, parte do RNA pesitietorna ao citoplasma para a
traducdo de mais proteinas, enquanto outra pameapece no reticulo endoplasmatico liso
para a formacdo de mais centros de replicagdo tdepfisitiva. Posteriormente, as fitas
positivas de RNA sdo acumuladas até serem empasotadinterior dos capsideos virais. As
particulas completas sdo liberadas pela desint&grda célula hospedeira (Watson et al.
1987, Rueckert 1996) (Figura 1.5).

O tempo necessario para um ciclo de replicacdo mpdesde a infecgdo até a
completa montagem do virus, quando ocorre o ef#ibpatico (ECP), varia, geralmente, de
5 a 10 horas, dependendo de algumas variaveis,:qafhaemperatura, sorotipo do virus,
célula hospedeira, estado nutricional da célulan@rero de particulas que a infectaram. Em
condigBes 6timas, pode ocorrer a biossintese @@% 100.000 particulas virais por célula,

mas somente 0,1% a 10% destas séo infecciosas€Modiorens 1984).
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FIGURA 1.5:Ciclo de replicagéo dos picornavirus
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Adaptado de Rueckert 1996 e produ por Eliane Cos

1.2.4. Patogenia

O trato respiratorio superior, particularmente afaminge, é a porta de entrada para a
maioria dos enterovirus. A replicacdo na faringevedemia podem ocorrer durante o periodo
de incubacéo, isto €, antes do desenvolvimentmdagd. Os poliovirus podem ser isolados
da faringe durante a primeira semana da doencas dedas até 4 a 6 semanas, apds o
aparecimento da doenga. A infeccao do trato alianentferior ocorre porque os enterovirus
podem sobreviver ao meio &cido e proteolitico déreago e ao meio alcalino do duodeno
(Moore & Morens 1984).

A viremia primaria resulta em uma disseminacdo @asvem diferentes tecidos.
Existem evidéncias de que a replicacdo pode ocemercélulas do sistema do reticulo
endotelial (SRE) e no endotélio vascular (Racami#B88). Na maior parte das vezes, a
infeccdo limita-se apenas a multiplicacao viraltabo digestivo e a invasdo dos ganglios
regionais, ndo ocorrendo, consequentemente, a igirersta proliferagdo €, no entanto,
suficiente para conferir ao infectado, titulos daicarpos protetores para a vida toda

(Diament & Kok 1991).
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A chamada etapa neuroldgica ocorre em um a cadandifiduos susceptiveis
infectados pelos poliovirus. A invasdo do SNC poderrer pela via neural ou pela via
hematogénica. No caso de cepas particularmenteotni@picas, Bodian foi capaz de
demonstrar a invasdo do SNC pela via neural, emb®racredite que, na maior parte das
vezes, o poliovirus atinge o sistema nervoso derari&se de viremia que ocorre em torno do
sétimo dia de infec¢éo, com uma duracgéo de tréxa dias (Da Silva et al 2005).

Embora Sabin (1956) tenha demonstrado que o vaderfa alcancar o SNC pela via
neural, experimentos posteriores (Jubelt et al0jl@@monstraram que o SNC é acometido
pela via neural apés o poliovirus ter alcancad®dl@ Pela viremia. Além do mais, a presenca
de anticorpos circulantes que neutralizam e previaeocorréncia da poliomielite paralitica,
claramente suporta a importancia da viremia comodé disseminacao viral para o SNC.
Controversamente, outros estudos tém sugerido gjy®l@virus possam penetrar nas areas
do SNC através dos nervos periféricos ou crani@Pallansch & Roos 2001). Assim, diante
do exposto, fica claro que a maneira pela quabtis\prus ganham acesso ao SNC é ainda é
uma matéria controversa.

Durante a etapa neurologica ocorre proliferaciorameural dos virus e,
consequentemente, o quadro clinico depende do nlmeemeurbnios motores agredidos. Os
primeiros sinais de paresia surgem somente quaaddektruicdo de cerca de 60% dos
neurdnios correspondentes a um determinado grugameniscular. A funcdo desse
agrupamento, permitindo a elevagéo contra a foacgravidade, € mantida com apenas 20%
dos motoneurdnios integros. A proliferacdo virainbida pela resposta imunologica do
individuo infectado e alguns neurbnios, inicialneenagredidos, podem recuperar
paulatinamente suas fungdes, o0 que explicariarass@io de algumas paresias, observada na
fase pos-febril imediata e até seis meses ap&eafpida (Diament & Kok 1991).

O poliovirus apresenta elevada ubiquidade e, damae®rma que o virus do
sarampo, infecta 100 % dos individuos suscetiveé g encontram em seu raio de acao
(Diament & Kok 1991). Quando um individuo suscdtézexposto a um poliovirus selvagem,
a resposta pode ser:

1) Infeccdo inaparente (>90 - 95% dos casos) — 0ss \padem ser encontrados na
garganta e/ou fezes, mas o paciente € assintoméatico

2) “Doenca abortiva”’(4% - 8%) - também conhecida como “doenca ménquode
incluir febre, nauseas, vomitos e infeccdo regmilatsemelhante a gripe, em varias

combinacdes. Esses sintomas ndo sdo usualmentiadssoa pleocitose do liquor e

ndo ha envolvimento do SNC;
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3) Meningite asséptica ou poliomielite ndo paralitidd& - 2%)— o paciente pode
apresentar sinais prodrdmicos compativeis com agdo@bortiva como descrito
acima, seguido por invasao viral do SNC, o que aaleenca similar a meningite
asséptica. Esta forma inclui varias manifestac@esiabnca menor porém mais
grave, associada com dor e rigidez de nuca, doresufares, sinais de Kernig e
Brudzinski. Estes sinais, hiperertesias e parestaadicam o envolvimento dos
neurdnios antes da paralisia. O liquor durante fasewmostra um aumento de até 500
células por milimetro cubico com predominanciaialinente de polimorfonucleares
e depois linfécitos. As proteinas no liquor estéomais ou levemente aumentadas no
inicio e aumentam quando os polimorfonuclearespdesaem.

4) Poliomielite paraliticg0,1% - 2%) - A doencga consiste normalmente deosias
prodromicos (semelhante a forma abortiva) que Eedeifasica (especialmente em
criangas), com irritagdo das meninges e eventualeapnento de paralisia flacida
assimétrica, envolvendo todos os musculos, ou ipatesnvolvendo apenas alguns
grupos musculares, devido ao dano espinhal e/@abuohusado pelo virus (Moore &
Morens 1984, White & Fenner 1994).

A paralisia pode ser espinhal, bulbar ou bulbodedimos casos graves. NMama
espinhal a paralisia pode ser assimétrica envolvendo quaisgrupos musculares inervados
pelos neurbnios motores das pernas, abdome, cogtspstais, diafragma, bragos, ombros
e pescoco. Geralmente na paralisia das pernasedeonbém paralisia transitéria da bexiga
obrigando a sondagem vesical. A paralisia do aigifia € dos masculos intercostais é grave
porque dificulta a respiracdo podendo acarretaxiasfento. A paralisia pode ser localizada
acometendo apenas um membro (monoplegia), dois memn(paraplegia) ou os quatro
membros (quadriplegia). Narma bulbar os musculos inervados pelos nervos cranianos sao
afetados e assim, podem ocorrer distarbios daregsim e da circulacdo sanguinea, em
decorréncia do acometimento dos centros respiostéi vasomotores com consequente
parada cardiorrespiratoria (Da Silva et al 2005).

Em mais de 90% dos pacientes que sobrevivem as$ogmaves, a doenca torna-se
estacionaria durante dias a semanas apds a teorpesst normalizar. Melhoras podem
ocorrer dentro de um ano a dois anos, particulaleneom tratamento fisioterapicos
adequados. Quando extensas paralisias ocorremfar&ia, ha parada no crescimento dos
membros e deformidades do dorso, térax e muscuesothbros. Entre as complicagbes

destacam-se a obstrucéo das vias areas, atelgniémi@nar e pneumonias. As imobiliza¢des
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longas podem levar a descalcificagdo dos 0ssos, elewada concentragdo de calcio no

sangue e urina e formacao de calculos renais (Modderens 1984).

1.2.4.1 Sindrome pés-poliomielite

Uma condi¢do apresentada por muitos individuos spleeviveram a um episodio
anterior de poliomielite é chamada sindrome pompuotlitica (SPP). Esta sindrome ocorre
geralmente entre 10 a 40 anos apds o estabeleoimemuadro inicial de poliomielite, sendo
caracterizada por fraqueza acentuada daquele geampammuscular previamente
comprometido pela acdo do poliovirus. Ao contr&f@odoenca inicial, o quadro ndo é de
desenvolvimento subito. E estimado que 40 a 80%irttigiduos com historia anterior de
poliomielite desenvolverdo SPP 15 a 40 anos apépisndio inicial (Oliveira & Quadros
2008). O principal sintoma € uma “nova” fraqueza muscujae gradualmente vai se
tornando mais acentuada. Esta fraqueza é muitas wepmpanhada por diminuicdo da forca
muscular durante as atividades fisicas, dores rfarssue articulares e fadiga.

A explicagdo mais aceita para esta sindrome égu@ntomas resultam do estresse
colocado sobre os neurdnios motores nao danificatiomlmente, pela acdo viral. Durante o
ataque inicial pelo poliovirus, muitas das céluteervosas medulares (neurénios) sao
danificadas ou destruidas. A auséncia de impulsaados destes neurdnios faz com que o
grupamento muscular correspondente deixe de fuacGioentretanto 0s neurdnios
“sobreviventes” passam a executar a funcdo de é@oneas terminagfes nervosas. Apoés
alguns anos estas células comegam a ser naturaltanbém destruidas o que resulta em
fraqueza muscular (Orsini et al. 2010, Oliveira &a@ros 2008).

A gravidade da SPP parece estar diretamenteorbtd com a intensidade do quadro
inicial de poliomielite. Assim, pacientes que apréam manifestacbes de envolvimento
neuronal consideradas leves, se evoluirem com &R®&,sera também discreta. Por outro
lado, aqueles pacientes que necessitam hospi@iza¢que tenham mais do que dez anos de
idade ou ainda aqueles que apresentam paraligiali@m mais de um membro ou que
requerem assisténcia respiratéria ttm uma chana® oha desenvolver um quadro de SPP
mais grave (Halstea 1998, Jubelt & Agre 2000, @tiv& Quadros 2008).

1.2.5 - Resisténcia a agentes fisicos e quimicos

O virion maduro € uma particula extraordinariamestavel e resistente a detergentes
fortes tal como dodecil sulfato de sodio (SDS),naireas proteoliticas e a pH acido. Os

enterovirus possuem uma densidade de 1,34 g/ml.r&atvamente sensiveis ao calor
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(exceto se estabilizados com cloreto de magnésisistentes ao pH acido (pH 3 a 5, de uma
a trés horas), as enzimas proteoliticas e tambéndesinfetantes comumente utilizados nos
laboratorios, tais como alcool a 70 %, Lysol 5 %er.édeoxicolato e outros solventes
lipidicos, que sao capazes de destruir outros Maisscomo arbovirus, ortomixovirus ou
paramixovirus. A capacidade do virus de estabiBeaem presenca do MgCI2 levou ao largo
uso deste composto como estabilizante da vacinaenaoliovirus (Melnick 1996, Moore &
Morens 1984, Oxman 1999). Os enterovirus podenestecados por anos a 27 e, por
extenso periodo, a -2C apresentando pequena ou nenhuma perda de sotvidézle.
Embora ndo seja garantido, os enterovirus em solpodlem se manter infectivos por
semanas quando estocados’aC4e por dias em temperatura ambiente (Moore & Kiwre
1984, Melnick 1996, WHO 2004b).

Os poliovirus possuem uma relativa estabilidadacipalmente em presenca de
material organico (WHO 2004b). O uso de agua detedratada na agricultura, assim como
de agua reciclada pode, portanto, contaminar aoseatos e suprimentos de &gua. Os
enterovirus sdo frequentemente detectados em amodé aguas utilizadas para lazer,
consideradas aceitdveis com base na contagemittgroek fecais. Isto pode ocorrer devido
ao tratamento de esgoto, que, embora seja capdestieir os coliformes fecais (usadas para
avaliar a qualidade sanitaria da agua), € inadegnadocante ao potencial de transmissao de
enterovirus. Taxas de inativagdo do poliovirus ataneza sdo fortemente influenciadas pelo
meio ambiente. A infectividade dos poliovirus, sespntes no solo, esta estimada em uma
gueda de 90% em 20 dias no inverno e de 36 horaemm. A temperatura ambiente, a
reducdo da infectividade é de 90% em esgoto apalia®6 de cinco dias e meio, em agua
fresca e de dois dias e meio, em 4gua salgada (\2003@b, Dowdle & Birmingham ME
1997).

1.2.6.Estabilidade genémica dos poliovirus

Um grande numero de agentes virais de importanéidiaa, incluindo os poliovirus,
virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), virus dapkiite C (HCV) e influenza possui
RNA como material genémico. Estes virus se replieaihindo taxas extremamente altas de
mutacgdo e por isso exibem uma grande diversidadétiga e evolutiva quando comparado
aos virus com genoma DNA (Drake 1993).

Mutagéo e recombinagcdo sdo mecanismos alterngias@sa evolucao dos poliovirus
e demais enterovirus. Os enterovirus apresentam altaataxa de mutacdo durante a

replicagé@o no trato gastrointestinal humano, eveste que pode determinar o aparecimento
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de “variantes antigénicas”, bem como de cepas e ¢bm tropismo e viruléncia alterados.
Este padrdo de comportamento genético caracteritigenomas “quasiespécie” justifica o
acompanhamento da evolugdo gendmica desses agbetescomo estudos que visem a
obtencdo de um melhor conhecimento acerca da eilbgia molecular com conseqiente
prevencao das doencas por eles causadas (Agolleos).

O rearranjo genémico por recombinacdo durantelicagdo viral € um mecanismo
comum de variabilidade genética e evolugdo em sarius RNA. A primeira evidéncia de
recombinacdo genética de virus RNA foi obtida codtiopirus selvagem. Evidéncias
bioquimicas de recombinac&o intermolecular forapomadas de estudos de poliovirus, do
virus responsavel pela febre aftosa (FMDV) e outiass da familiaPicomaviridae.Virus
pertencentes a esta familia, em particular os yiolis, continuam sendo modelos de estudo
sobre trocas genéticas em virus RNA (Agol et e89)9

Estudos avangados em genética basica envolvemdocesso de atenuagédo da cepa
Sabin levaram a um interesse renovado no desemamo de cepas vacinas (VOP) com a
estabilidade genética (Kew et al. 2005). As ceasatina Sabin estdo sujeitas a variagao
genética durante a replicacdo em humanos. Na ve@ads a adminisragdo em humanos, as
particulas virais mutantes, com substituicbes mticlEeas especificas, algumas relacionadas
a amostra parental selvagem, sao rapidamente aspladovavelmente por pressao seletiva
exercida por fatores tais como temperatura, céldb® no hospedeiro, anticorpos
neutralizantes e outros fatores desconhecidos (Mi982).

Quando poliovirus sao inoculados e se replicamdtaras celulares, geralmente, em
condi¢cdes controladas, o equilibrio das quasiespééi mantido e pequena variagdo é
observada com passagens seriadas. Em contrasta aiteacdo € o que ocorre com 0S
poliovirus durante a replicagdo em humanos quarmtpalacdo de virus excretada é bastante
heterogénea, considerando que existem difererntas tke evolucdo para diferentes intervalos

genéticos (Nottay et al. 1981).

1.3. Vacinas

O poliovirus € o Unico enterovirus contra o quaktexvacina disponivel (Melnick
1996). Embora boas condi¢des sanitarias e denleigipidem a limitar a disseminacao dos
poliovirus, a Unica prevencao especifica para empalite € a imunizacdo pela vacina oral
atenuada para pdlio (VOP) e/ou a vacina de pééitvada (VIP). Ambas as vacinas possuem
o0s trés sorotipos de poliovirus uma vez que a idade relativa a um sorotipo nédo é capaz de
proteger contra os demais sorotipos (WHO 1997)d@s tipos de vacinas sao efetivos na

prevencdo da poliomielite, embora a doenca ainga eedémica em alguns paises em
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desenvolvimento, principalmente em areas tropi@ais,que a cobertura vacinal ndo atinge
completamente a populacéo susceptivel. Mesmo @uiggbes cuja cobertura vacinal é alta,
pequenos nucleos de criangas ndo vacinadas, pamiente aquelas muito jovens, sao
potencialmente susceptiveis. Para paises tropipaiscipalmente aqueles que possuem
casos de importacdo de poliovirus selvagem, oseesagl primérios de vacinagdo precisam
nao apenas ser iniciados bem cedo, como completedpameira infancia (Melnick 1996).
Para os dois tipos de vacina (VIP e VOP) séo reodadas trés doses e um reforco até o
primeiro ano de vida (WHO 1997%). Brasil adota na vacinacao contra a poliomieliteQ#,
tanto no esquema de rotina pelo calendario de ag&m como no “Dia Nacional de
Vacinagao”.

O Ministério da Saude ha pouco mais de uma déaadadrtvestido na aquisicao de
produtos imunobioldgicos de moderna tecnologiat@ @lsto, disponibilizados nos Centros
de Referéncia de Imunobiologicos Especiais (CRIEQbjetivo é beneficiar uma parcela da
populacdo brasileira que necessita desses imuggios por apresentar suscetibilidade
aumentada as doencas contra as quais eles pro&gamisco aumentado de complicagbes
para si ou para outros. Estas circunstancias podecorrer de (i) motivos bioldgicos
(imunodepressao, asplenia, transplante e aid¥)cdiitato com pessoas imunodeprimidas
(como profissionais de saude e conviventes de iopramidos); (iii) intolerdncia aos
imunobiolégicos comuns (alergia ou evento adverswe) ou (iv) exposi¢ao inadvertida a
agentes infecciosos (acidente profissional ou wimé contra a pessoa). A vacina VIP é
distribuida em casos especificos nestes centro2(d8).

As principais caracteristicas e diferengas entr@cina inativada (VIP) e a vacina oral

atenuada (VOP) sdo mostradas no Quadro 1.2.
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Quadro 1.2Comparacéo entre as principais caracteristicas daacina oral contra

a poliomielite (VOP) e a vacina inativada contra goliomielite (VIP).

Tipo de Vacina contra a poliomielite

Caracteristicas VOP VIP

Poliovirus Atenuado Inativado

Trivalente (PV1,PV2,PV3)
Apresentacéo Bivalente (PV1,PV3) Trivalente (PV1,PV2,PV3)
Monovalente

Imunidade Humoral e de mucosa Humoral

Custo por dose US$ 0.8 centavos > US$ 0.40 centav
Administracao Oral Injetavel

(facilidade) (voluntarios podem administrar) (Exige pessoal especializadQ)
Uso em imunodeficientes Contra indicada Recomendada
Vacinacdo secundaria dPSim N0

contatos

Caso associado a vacina Muito raro N&o

(evento adverso) (1:0,7 a 1:2,4 milhdes né dose)

Uso em palses endemlcoﬁ1dicada N&o recomendada
para poliovirus

Era p6s erradicacao Uso interrompido Indicacawqwel

Fonte: Melnick 1996, WHO 1997, MS 2008, MS 2009, @/B009, WHO 2010c.

1.3.1. Vacina VOP

A VOP atenuada monovalente foi licenciada paranssootina em 1961 e 1962 nos
Estados Unidos. Durante o periodo de 1960-64, aHH[F, uma das produtoras da vacina
Sabin, utilizou mais de 1.200 macacos das espbtaeaca mulattgrhesus) €ercopithecus
aeothipsna fabricacdo na VOP nos Estados Unidos (Bitllal.e1962). Em 1964, foi entdo
introduzida a vacina trivalente que permaneceu ceemmlo a Unica formulagédo disponivel
nos programas da erradicagédo da poliomielite da @M2005, quando foi reintroduzida a
formulacdo monovalente para ser usada em casastds 8, mais recentemente, em 2009 foi
liberada a formulagéo bivalente (WHO 2009). Pardoamulacdo trivalente, a mais

longamente usada e responsavel pelo sucesso daan&tlucdo do nimero de casos, a
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concentracdo minima estabelecida para cada unodgsomentes da vacina é d€,10%°e
10°? TCIDsp para poliovirus tipos 1, 2 e 3, respectivamentis concentracdes diferentes
para cada tipo dentro da mesma vacina trivalergeesentam um balango na formulacdo
levando-se em conta a replicagdo mais eficienfgotlovirus vivo atenuado do tipo 2 no trato
gastrointestinal, no qual, se o virus do tipo 2dado na mesma concentragdo dos tipos 1 e 3
a replicacdo destes dois ultimos sorotipos sofreedferéncia (Modlin 1995, WHO 1999).
Desde o inicio do programa para erradicacdo dampalite a OMS recomenda que
criangas recebam quatro doses da VOP antes de etangoh um ano de idade. Em paises
endémicos, a primeira dose deve ser dada no nagcirog o mais proximo do momento do
nascimento. Esta dose € chamada de “dose do nacinoe “dose zero”. As demais doses
devem ser dadas com um intervalo minimo de quamesas e normalmente junto com a
DPT. Caso a dose zero nao for fornecida, a quarte dla VOP devera ser dada com
intervalo minimo de um més apods a terceira dose @\1997). No Brasil, o calendario
basico do MS para criangas estabelece a aplicazd@i@sl doses (dois, quatro e seis meses)

com o reforgo aos 15 meses (MS 2001).

1.3.1.1. Poliomielite associada & vacina (VAPP)

As vacinas, como todo produto farmacéutico, ndois&tas de efeitos colaterais ou
eventos adversos. Com uma grande propor¢cdo dagpdausendo vacinada a cada ano, pode
ocorrer certo nimero de eventos adversos apO0s magado — tanto eventos apenas
coincidentes, como também eventos com relacéo Icaugacina (MS 2009). O principal
evento adverso associado com a VOP é a paralisi¥gminal, tanto no vacinado como no
contactante (MS 2008).

Os problemas associados com a VOP estdo relaciosmadwipalmente ao fato da
vacina ser constituida de virus vivos e, por estéiviy, passiveis de sofrerem mutagoes.
Algumas cepas excretadas pelas pessoas vacinadtasylprmente as dos sorotipos 2 e 3,
podem sofrer mutagdes as quais podem originar pulgogdes virais com viruléncia alterada
em relacdo a vacina administrada. Apesar de nmaitg individuos vacinados, e mais raro
ainda, seus contatos mais préximos, podem desanrvalpoliomielite paralitica associada a
administracdo da vacina (Melnick 1996, Moore & Mwe 984). O Quadro 1.3 apresenta a

classificacé@o, de forma resumida, dos efeitos adegnos-vacinagcdo com VOP (MS 2009).
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Quadro 1.3Eventos adversos pos-vacinagdo com VOP

_— T S
Evento adverso Descricao . e[npo Frequencia Conduta
Aplicacao/evento

Doenca aguda Notificar

febril, com e investigar. Fezes: colher

déficit motor Por dose Tratamento 1 amostra

flacido de Vacinado: administrada de suporte. nos primeiros
Poliomielite intensidade ~ 4-40 dias geral: 1/2,4a  gncaminhar 1 14 4125 apos
associada variavel, Comunicante de 1/1 3 milhoes a0s Centros o m.l'C_lf’ d.a
ERERDE ¢ el vz vacinado: 4-85 dias  Na 12 dose: de Referéncia deficiéncia

assimétri.co, apos a vacinacao.  1/0,7a1/2,4  para continua motora.

e que deixa milhoes avacinagao  Eletroneuro-

sgq_ﬂela neuro- com vacina miografia.

G Je, inativada.

Fonte MS 200

Essas informacdes indicam que, de um modo geratisoss de casos associados
continuam constantes. Existe a possibilidade dereiem eventos adversos decorrentes de
depressao imunolégica em pacientes com defici@imuimologica priméaria. Este risco de
complicagdo ocorre quando sdo utilizadas vacineasvcomo a VOP, contra o virus do
sarampo e outras. No caso das vacinas nao vivascmé da resposta imunolégica nao se
processar adequadamente e o receptor da vacinawamnsuscetivel as doencas contra as
guais se vacinou. As deficiéncias imunolégicas, gpdem ter diversos graus de gravidade e
acarretar desde insignificantes a importantes siacoreceptor, devem ser consideradas, apos
a aplicacao de vacinas vivas. No entanto, em mdiasas situacdes justifica-se utiliza-las,
pois o risco da doenca é maior do que o da vaEimaoutras situacdes, pode-se substituir a
vacina viva por uma néo viva, como no caso da gaoimtra a poliomielite de VOP para VIP
(MS 2008).

Dados epidemiolégicos, durante o periodo de 198M%4 nos Estados Unidos,
indicam a meédia anual de oito casos associadosmaniattacdo da VOP. Baseado na
distribuicao estimada de 303 milhdes de doses dB W@ante este periodo, o risco geral
para casos paraliticos associados a vacina duemsie periodo foi de um caso por 2,4
milhdes de doses distribuidas; se avaliarmos emgdela crianga recebendo a primeira dose
de VOP, a taxa encontrada foi de um caso para @B@@ancas vacinadas (MMWR 1997a).
Nos imunocomprometidos, esse risco € mais elevagloa de 3.200 vezes maior que em
imunocompetentes. Estudo colaborativo conduzida @ebanizacdo Mundial da Saude em

13 paises mostrou uma taxa de um caso de pamdsigiada a vacina para cada 3,2 milhdes
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de doses distribuidas, tanto em vacinados como @mactantes (MS 2008). No Brasil, a
incidéncia da poliomielite associada a vacina tao baixa. Entre 1989 e 2003 (15 anos),
foram registrados 40 casos confirmados de poligmiaksociada a vacina oral, basicamente
em criangas, com predominio na primeira e segunda (Carvalho & Weckx 2006] risco
estimado nos estudos, para a primeira dose vagound caso para 1,2 milhdes a um caso
para 2,4 milhdes de doses aplicadas. Ja para ssla@eses, variou de um caso para 3,6
milhdes um caso para 13 milhdes de doses aplic&sabora como citado acima exista a
possibilidade de ocorrem riscos de complicagbesegr&ausadas pelas VOP e outras do
calendario de imunizacdes, eles sdo muito menaresie os das doencgas contra as quais elas
protegem como no caso de sequelas provocadas peliovipus selvagem em

aproximadamente 1/250 infec¢des (MS 2008).

1.3.2. Vacina VIP

A vacina Salk constituida por virus inativados (WfBi a primeira vacina contra a
poliomielite a ser licenciada, em 1955. Seu dedegimento levou a varios avangos na
virologia: (i) cultivo do poliovirus em célula deéigem néo neural, (ii) a identificagdo dos trés
sorotipos de poliovirus, (iii) a descoberta de queiremia antecedia a paralisia e (iv) a
demonstracdo que imunoglobulinas protegiam contiarmlisia causada pelo pélio. A
preparacdo da VIP é obtida pela inativacdo dassaegarovirulentas de referéncia Mahoney,
MEF-1 e Saukett para os sorotipos 1, 2 e 3 resentinte, por meio de formaldeido. Uma
cepa menos virulenta para o sorotipo 1, identiicadmo Brunenders, é utilizada para a
producéo da vacina inativada na Suécia e Dinanfiea et al. 2005).

Indicada a partir dos dois meses de idade, gerédn®mnisada por via intramuscular
(IM), podendo ser aplicada também por via subcagB€). Ndo ha limite de idade para a
sua aplicagdo. Além dos virus, contém 2-fenoxidtandormaldeido, além de tracos de
neomicina, estreptomicina e polimixina B. No Brasiba utilizacdo nos CRIEs esta
relacionada a pacientes imunodeprimidos e conwgedée imunodeprimidos. Esta indicada
para criangas menores de cinco anos que convivem paxientes com a Sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, para adultos pos-tremgp de medula 0ssea, por exemplo, e
pacientes que tiveram efeito adverso da VOP (M$R00

Quando preparada e administrada adequadamenteina &alk pode induzir a niveis
adequados de anticorpos séricos, conferindo imdeitlamoral. Esse tipo de vacina oferece
a possibilidade de ser combinada com outros tiposvatinas injetaveis, necessarias a

infancia tal como a DPT (difteria-tétano-pertussisjncorporada dentro do esquema de
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vacinagao para bebés e criangas pequenas. Elai possntagem, de néo introduzir na
comunidade qualquer virus vivo que poderia serlieaga de forma ndo controlada para
outras pessoas nao aptas a recebé-la. Em paisesteé@uropeu em que a vacina inativada é
regularmente administrada existe uma limitada &gao de poliovirus (da Silva et al. 2005).

A vacina inativada ndo induz a uma alta imunidaoiell (intestinal) e por esse
motivo, o poliovirus selvagem consegue ainda sdiptiohr no trato intestinal de pessoas
vacinadas. Embora essas pessoas vacinadas possu@morpos protetores, elas sao
infectadas e, mesmo ndo desenvolvendo a doencéitiparaos virus que sdo por elas
excretados podem ser uma fonte de infecgdo parasopessoas. Além do mais, um outro
problema associado ao uso da vacina inativadae@ alto custo, principalmente para paises
em desenvolvimento onde um grande numero de csamgeessita receber multiplas doses
da vacina sob a forma injetavel (Moore & Morens4,98odlin 1995, Melnick 1996).

Em maio de 2008 na 8Assembléia Mundial da Sadde houve a concordarasa d
participantesde que a VIP devera ser a uUnica opgdo para paisegesejarem manter
imunizagdo contra a polio por vacinacéo apoés arigedo da VOP (GPEI 2010). Este fato
devera ocorrer aproximadamente trés anos apoés fancagéo da interrupcao global da
transmissdo do poliovirus e a contencdo de materaitendo o poliovirus selvagem (WHO
2006b). E uma preocupacio da Assembléia Muddiglatde a adequacio e intensificacio
do trabalho do GPEI para desenvolvimento de opadessiveis para o uso da VIP na rotina
usados em paises com recursos reduzidos e proassm®ducdo da vacina com maior
seguranca para facilitar a fabricacdo em areaxaisgGPEI 2010).

Atualmente existem cerca de 50 paises ao redorumonque j4 utilizam a vacina
inativada associada, nas formas trivalente (DTIR¥)avalente (DTPIPV), pentavalente
(DTPHepBIPV e DTPHIibIPV) e hexavalente (DTPHibH&pB) (WHO 2010b). Estudos
com fracionamento de doses aplicadas intradermicenatravés de equipamentos especiais
gue nao utilizam agulhas, estdo sendo testado®mparacdo com doses sem fracionamento
pela via intramuscular visando a facilitacdo e aspeel redugdo no custo para o uso em
grande escala (Mohamed et al. 2010).

Nos Estados Unidos a VOP feubstituida desde 2000 pela VIP (MMWR 2000b). A
utilizacdo nos primeiros anos foi na formulacaaviaiial (ndo combinada) e desde 2008 é
utilizada na apresentacdo combinada. Atualmentgeswitrés formulacdes licenciadas pelo
FDA gque sdo DTaP-HepB-IPV (2002), DTaP-IPV e DTBRYHib ambas licenciadas em
2008 e que devem ser administradas apenas peftdgraimuscular (MMWR 2011).

O Brasil esta realizando estudos para iniciar uquema de vacinacdo combinada

entre os dois tipos de vacinas contra a polioreietit VIP e a VOP (comunicacao verbal da
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COVER).

1.3.3. Distribuic&o global do uso das vacinas contra a poimielite

A VOP é a adotada pela OMS visando a erradicagdbablda poliomielite, em
decorréncia das caracteristicas ja abordadas@merte. Ainda hoje, a VOP continua sendo
a opcéo indicada. Os esquemas de vacinacao utibzavOP podem variar de acordo com a
decisdo de cada pais. A recomendacdo da OMS é cpienga receba o esquema completo
de vacinacdo contra a poliomielite até o primeiro de vida. Até 2002 menos de 10% dos
paises adotavam a vacina inativada (VIP) e hojgponto mais de 20% a utilizam tanto de
forma individual como combinada com outros micramigmos (Figuras 1.6 e 1.7) (WHO
2010Db).

FIGURA 1.6:Distribuicdo geogréfica dos tipos de vacina contra poliomielite utlizadas

no inicio dos anos 2000 a 2008

O vop
[ VIP associada

H vip

Ml viP/VOP

B VIP associada / VOP

Distribuicdo geografica, por pais, dos tipos deinsacontra a poliomielite utilizados no inicio dos
anos 2000 (2003). O tipo de vacina utilizada edgétificado por diferentes cores. Os paises na cor
verde utilizavam a vacina atenuada Sabin na forivalénte (t-VOP) em esquema completo. A cor
laranja esta associada a utilizagdo da vacinavaddicontra a poliomielite associada a outros agent
imunizantes em esquema completo. A cor azul esticsla a utilizagdo da vacina inativada contra a
poliomielite (VIP) em esquema completo. A cor vialesti associada ao uso combinado entre a VIP
e VOP em um esquema de primeira dose de VIP emgislde VOP e a cor vermelha esta associada
ao mesmo esquema da cor violeta exceto que a WIPada na primeira dose, apresenta outros
agentes imunizantes além do poliovirus inativdltapa produzido por Eliane Costa a partir dos
dados da OMS (WHO 2006a).
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FIGURA 1.7 Distribuicdo geogréafica dos tipos de vacina cond&r a poliomielite utlizadas
apos 2008
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Distribuicdo geogréfica por pais dos tipos de v&ciontra a poliomielite utlizadas apés 2008 (2010).
O tipo de vacina utilizada estéa identificado pdedintes cores. Os paises ha cor verde utilizavam a
vacina atenuada Sabin na forma trivalente (t-V®Rglente (b-VOP) ou monovalente (m-VOP) em
esquema completo e/ou combinados entre as apreSestda VOP. A cor laranja est4 associada a
utilizacdo da VIP associada a outros agentes irantes em esquema completo. A cor azul esta
associada a utilizacdo da VIP em esquema completor violeta estd associada ao uso combinado
entre VIP e a VOP em um esquema de primeira dosé4Rle as demais de VORlapa produzido

por Eliane Costa a partir dos dados da OMS (WH®@EP1

1.4. Programa de Erradicacao

Como descrito no item 1.1, a poliomielite paraditie conhecida no mundo ha, pelo
menos, 3.500 anos (Paul 1971). Hoje a poliomidgditdoenca rara em todos os paises
desenvolvidos e na quase totalidade dos paisessemwblvimento. A incidéncia global da
poliomielite em 2009 foi de 1.604 casos, com 80% dasos confirmados em paises ainda
endémicos como a Nigéria (388), india (741), P4§ai$89) e Afeganistio (38). Ja em 2010,
de um total de 1.294 casos confirmados de polidjedpenas 18% foram descritos nos
paises considerados endémicos, com a maioria dos (82%) nos paises onde ocorreram a
reintroducdo dos poliovirus selvagens (GPEI homejeag 25-03-11). Em relacdo ao numero
de casos nos paises endémicos, este nimero represendecliniosignificativo quando
comparado com mais de 400.000 casos que costumaearer nos anos imediatamente

anteriores a 1985. Este dramatico sucesso € atoibai utilizacdo sistematica da VOP,

29



desenvolvida pelo Dr. Albert Sabin, dentro do Paog de Erradicacdo da Poliomielite, parte
do Programa Ampliado de Imuniza¢des (PAI) da OM$oOA 0 Ultimo caso de variola
ocorrida em 1978, a OMS estabeleceu o PAI, nod®di se aumentar as coberturas globais
de imunizacgédo para seis doencas infecciosas idurpoliomielite e o sarampo (Kew et al.
1993).

Durante a década de 1980, os niveis de cobertainabacom o uso da vacina oral
Sabin atingiram uma taxa mundial ao redor de 85p@sAr dessa melhora, a circulacdo dos
poliovirus selvagens continuou em muitas regide©OPAS lancou entdo o seu Programa
Regional de Imunizacdes em 1985, no qual a metedaradicacdo de todos os poliovirus
selvagens autéctones da regido das Américas até deal990 tem sido estabelecida (PAHO
1985, MS 2003), o que serviu de base para o Pre@g@lobal de Erradicacdo da Organizacdo
Mundial da Saude. Ainda com base no sucesso desieama na Regido das Américas, a 412
Assembléia Mundial da Saude, com mais de 125 paissidos em Genebra na
Organizacdo Mundial da Saude, estabeleceu, em ¥088eta da erradicacdo global da
poliomielite até o ano 2000 (WHA 1988), mais taedéendida para o ano de 2005. Esta meta
foi recentemente prorrogada para o0 ano de 2012 |(&3B, WHO 2010a). A partir de 1988,
estratégias apropriadas foram desenvolvidas e adiagis progressos no sentido da
implementacdo dessas estratégias foram determin@destabelecimento de um sistema de
vigilancia, preparado para detectar casos clinicéeneompativeis com poliomielite, bem
como a vigilancia laboratorial da circulacdo dofiguirus e de outros virus causadores de
deficiéncia motora sado de importancia critica paf@ograma e podem fornecer dados que
permitam a certificacdo da erradicagdo da poliateigMMWR 1994). Em 1999 foi
registrado na india o ultimo caso de paralisia di@v@o poliovirus selvagem do tipo 2
(MMWR 2001a).

A erradicagdo da poliomielite depende da vigilanefiativa global, cuja principal
funcdo é nortear as estratégias de imunizacéo, am@rificacdo dos seus resultados e a
certificacdo do sucesso das metas estabelecidasigiincia consiste na detecgéo,
informacéo e investigacdo de todos os casos dedpirpacientes com idade inferior a 15
anos e de todos os casos suspeitos de poliomaglitpacientes de qualquer idade, com a
coleta de amostras fecais de cada paciente paligeateboratorial seguido pelo imediato
encaminhamento dos achados viroldgicos aos sergigaaude publica (WHO 1997, 2003a,
2004). Em relagdo a vigilancia, mais especificamerit sensibilidade da notificacéo,
preconiza-se a utilizagéo de indicadores intermaes) com a expectativa de identificacao de,

no minimo, um caso de PFA para cada 100.000 ingdgidnenores que 15 anos assim como
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a coleta de amostras de fezes em condi¢cdes adegpada > 80% dos individuos com
diagnostico de PFA (MMWR 2001b).

Particularmente comprometido com as ac¢0es ligadasiaizacdo global, existe um
grupo de especialistas em acdes estratégicas dezagies (SAGE) na OMS que se reune
anualmente em Genebra, na Suica. Em sua ultimadoguem novembro de 2010, foram
avaliados os aspectos de controle dos surtos d@pelite na Asia e Africa por importacéo
desta virose de paises endémicos e/ou de paisessfaieeleceram a circulagédo do poliovirus
selvagem. O grupo apoiou fortemente a criacdo @rgude monitoramento independente
criado em outubro 2010 para acompanhar o progdEsetano estratégico para a erradicagao
da poliomielite. O monitoramento é realizado juatms Ministérios da Saude dos paises
visando agdes corretivas e implementacdes de resteatégias assim como novas agdes em
servi¢cos de imunizagdes (WHO 2011).

A vigilancia ambiental tem sido usada de formassatidria na circulagéo e avaliagéo
da duracao da circulacéo do poliovirus em uma éeda populacdo. Em varios paises, 0s
poliovirus selvagens tém sido detectados no ambient auséncia de casos de PFA. A
vigilancia ambiental € também uma ferramenta pa@épara o monitoramento da circulacéo
dos poliovirus derivados da vacina (PVDV) e umamirde avaliar a imunidade da
populacdo vacinada com a VIP (WHO 2003b). Na FuoliEinem 2010, foram detectados
véarios PVDV com divergéncia nucleotidica > 10%,i¢gaddo a replicacdo em humanos por

mais de 10 anos (Roivainen et al. 2010).

1.4.1. Vigilancia laboratorial

A principal funcdo do laboratério na vigilancia dBaBAs estd na confirmacédo da
presenca do poliovirus pelo isolamento viral. En8Q190 LEV passou a atuar como
laboratorio central para enteroviroses por deteag@in do Ministério da Saude e
posteriormente pelas OPAS (Schatzmayr et al. 2002)MS em colaboracdo com varias
instituicBes criou a rede global de laboratorios geossibilitar o diagnostico da poliomielite,
apos 1988. A rede atualmente é composta por 148dtdvios classificados em quatro niveis
e distribuidos nos cinco continentes (MMWR 200@)LEV esté classificado como de
Referéncia Regional das Américas (Figura 1.8). Esta possibilitou e possibilita a obtencao
de informacdes viroloégicas que podem ser usada&tadiente na localizacdo de fontes e
objetivos ligados & erradicagdo, a verificagdo deos importados e a dispersdo dos
poliovirus selvagens. Em paises em que a circuladgd@® poliovirus selvagens foi

interrompida, como no Brasil, a fungéo principahe=m identificar possiveis importagfes de
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paises ainda endémicos e monitorar a circulacdui®/ (WHO 2004a). O isolamento e a
identificagdo dos poliovirus nas fezes é o melhétoaio para confirmar o diagnéstico e vem
sendo utilizado até o momento por todos os laboost@ue prestam este servico a OMS
(WHO 1997).

FIGURA 1.8:Rede laboratorial da OMS para a poliomielite

% Laboratério de Referéncia epecializado (7) J%

A Laboratério de Referéncia Regional (16) & ®
© Laboratério de Referéncia National (82) o O

O Labortério Sub-National (41) o ©

Localizagdo geografica dos laboratorios da redbajlda OMS para poliomielite. Os quatro niveis
de classificacao dos laboratorios possuem funcéslmriicoes diferentes sendo os especializados
0s que assumem técnicas de maior complexidade stitogcionais os de menor. Fonte;: WHO
2000a, 2010dMapa produzido por Eliane Costa a partir dos dazo©MS (WHO 2000a,
2010d)

O papel da rede de laboratérios tornou-se de irApod ainda maior durante a
certificacao da erradicacdo da poliomielite. EA3om a verificacdo de que a erradicacéo
ndo seria completada, como programado, em 200@snmetodologias nos laboratorios da
rede de poliomielite foram introduzidas pela OMSmc o objetivo de aumentar a
investigacdo e agilizar a liberagédo dos resultagssciado ao encaminhamento imediato dos

poliovirus isolados para os laboratorios de ref@eémegional e/ou especializados para a
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caracterizagdo intratipica e sequenciamento nudleot (MMWR 2000a). As técnicas
moleculares atuais séo capazes de caracterizaiggnente os poliovirus. A manutencgédo de
um banco de referéncia de estruturas molecularesirde ja caracterizados permite o
rastreamento de novos virus isolados em relac@ia @rsggem geografica (WHO 1997). Os
laboratérios da rede sdoonitorados anualmente desde 1994 quanto aos aspieigestao
da qualidade com a utilizagdo de painéis de pésfda para técnicas classicas de isolamento
viral e também para técnicas moleculares da reagécadeia da polimerase (PCR). A OMS
mantém, para os laboratérios credenciados na redgidiancia da poliomielite, ursistema
de avaliacdo permanente no qual a cada dois anasip@nvisor designado pela prépria OMS
realiza uma auditoria, com base em parametrosnetenais, de todas as atividades
relacionadas a referéncia realizadas no laboratério

A rede laboratorial das Américas monitorou a elagéo de oito genétipos diferentes
de poliovirus selvagens autdctones desta regiditir®o virus selvagem detectado na regiao
das Américas foi de um paciente peruano com PFé poljovirus foi isolado, identificado e
caracterizado por PCR no laboratério da FIOCRUZ, 181, assim como o ultimo caso
brasileiro em 1989 (MMWR 1997b, Kew et al. 1995).

A Regido das Américas recebeu o certificado dade@gdo da poliomielite em
29/09/1994, apdés um periodo de trés anos moniterathnto através da vigilancia
epidemioldgica como no nivel laboratorial, sem gaahum virus selvagem fosse detectado
(MMWR 1994). A experiéncia adquirida com a rede ldboratério de poliovirus veio
contribuir em muitos paises e em regides, como loquea a vigilancia de outras doencas
infecciosas de importancia para a Saude Publicadamno rubéola e sarampo (MMWR
2000a).

Embora desde o momento da eliminagdo dos poliowehsagens das Américas, 0
diagnostico laboratorial tenha permanecido basiotene mesmo, técnicas moleculares mais
modernas, tais como sequenciamento nucleotidico m®virus isolados, tém sido
introduzidas com uma consequente reducao nos pdezliseracao dos resultados de 28 dias
para 14 dias (WHO 2004a).

Atualmente, considerando todo o0 sucesso da exp&i@uquirida com a rede de
laboratério de poliovirus, existe uma imensa prpacéo, dentro do programa global de
erradicacdo, quanto a contencdo dos polioviruggehs isolados em diferentes laboratorios

ou dos poliovirus potencialmente presentes em aasolsiolégicas (WHO 2004b
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1.5. Poliovirus Derivado Vacinal (PVDV)

Um problema n&o conhecido na época do desenvoltiméa vacina VOP diz
respeito a plasticidade do genoma dos polioviras) bomo de outros virus RNA. Analises
gendmicas detalhadas evidenciaram que o procesatedeacdo das amostras de poliovirus
selvagens foi devido a um pequeno nimero de mwagde ocorreram ao longo do genoma
desses virus (Minor 1993).

Como citado anteriormente, ap0s administrados @mtiey os poliovirus vacinais
replicam-se no intestino humano e, durante esteepsw, podem sofrer muta¢cdes. Como
consequéncia, subpopulacdes virais contendo maddes fenotipicas emergem, as quais
podem possuir caracteristicas de neuroviruléncimeb®mntes as apresentadas pelos
poliovirus selvagens. Estas amostras, excretadasepoa de 30% dos individuos vacinados,
podem infectar individuos ndo vacinados que engentontato com os primovacinados.

Algumas amostras mais divergentes apresentam mdi%odde diferenca nucleotidica
em relagdo a amostra Sabin correspondente, o oukcéativo de prolongada replicacdo dos
virus vacinais. Estas amostras sdo denominadais),ads poliovirus derivados vacinais
(PVDV) (Kew et al. 2002). No inicio dos anos 198Ipttay e colaboradores realizaram
estudos avaliando a taxa de mutacéo dos poliomaugtureza. Diversos fatores combinados
determinam a taxa de evolugdo do virus. Essesfatocluem a taxa de erro da replicase, a
quantidade de particulas virais e a taxa de reg@dimaa intensidade das pressoes seletivas e a
existéncia de mecanismos de troca genética (Kealr 4095). E estimado que os poliovirus
se repliqguem a uma taxa mutacéo de, aproximadame#é por ano de circulacdo (Jorba et
al. 2008).

Trés categorias de PVDV ja foram identificadas std@e estudadas: na primeira
categoria estdo incluidas as amostras de poliowiacsnais isoladas de pacientes com
problemas na producdo de anticorpos (geralmentenadeficiéncia comum variada ou
agamaglobulinemia ligada ao cromossoma X) chamad®\WDV (Kew et al. 1998, 2005).
Algumas amostras de iPVDV séo bastante divergdrte3% de diferenca nos nucleotideos
do gene que codifica a proteina VP1 em comparagéio & amostras Sabin padrdo)
sugerindo que a infeccao crbnica pelos poliovirrsiptiu por 10 anos ou mais (Kew et al.
1998). Até agora todos os relatos de infeccbesspemses por iPVDV foram feitos por
paises apresentando niveis altos ou intermedi@leéodesenvolvimento, onde as taxas de
cobertura vacinal séo elevadas. Nao existe, atéroanto, nenhuma evidéncia de cadeias de
transmissdo de iPVDV nas comunidades, apenas d#sqgrolongadas restritas a um anico

individuo. De 1962 a 2004, 22 excretores croniararn identificados pela OMS. Nesta
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ocasiao, nove dos 22 casos evoluiram para o OKgw (et al. 2005). Dados posteriores
indicam a existéncia de, aproximadamente, 40 exa®tcronicos em diferentes paises
(WHO 2008, 2009; MMWR 2009) (Figura 1.9). Emboranaioria dos excretores iPVDV
apresente quadro paralitiaoma proporcdo substancial (30%) ndo mostram quakioal de
paralisia. Mais da metade dos pacientes que sekram e a maioria dos que permanecem
Vivos interromperam a excrecao do iPVDV (Kew ef805).

FIGURA 1.9:Distribuicéo geografica global dos excretores crénos de poliovirus (i-PVDV)

Esther de Gourville 14 ™ Consulation 2008 WHO/HQ @ Sorotipo 1
Fonte : MMWR, 2009 O Sorotipo 2
@ Sorotipo 3

Localizacdo de individuos excretando poliovirusvdelo vacinal de imunodeficiente (i-PVDV) de
1961 a 2009. Cada circulo representa um individas eores vermelha, amarela e azul indicam o
sorotipo sendo i-PVDV tipo 1, 2 e 3 respectivameftente: MMWR 20009.

A segunda categoria de virus vacinal derivado émérada “Poliovirus Derivado
Vacinal Circulante” (cPVDV), capazes de extensauté&igdo nas comunidades e causadores
de surtos de poliomielite semelhantes agueles dass#elos poliovirus selvagens.

Se a taxa de cobertura vacinal em dada comunidadsdvada (>90%) as amostras
virais oriundas da vacina serdo naturalmente rl@stidas pelos individuos imunizados.

Entretanto se a imunizag&o for incompleta, comgalea cobertura abaixo do esperado, um
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poliovirus vacinal pode se espalhar e infectar segalmente individuos ndo imunes,
acumulando mutagdes e reversdes gendmicas dutanteicacdo e aumentando a chance
de que algum individuo venha contrair a poliomeégfiiralitica, o que pode ser o inicio de um
surto em comunidades sem cobertura vacinal (Keak €002).

Os cPVDV’s possuem as mesmas propriedades biokddeam poliovirus selvagem
tais como, a capacidade de disseminacao rapid@gespessoa e neuroviruléncia. Para o
programa de erradicagdo, a presenca de um cPVDdé aum iPVDV em dada comunidade
deve ser considerada da mesma forma que um pokogilvagem e as acbes de saude
publica pertinentes devem ser rapidamente levadéasita (Kew et al. 2005).

Varios surtos de poliomielite paralitica causada g®vDV foram descritos (Figura
1.10) em 2000-2001 na ilha de Espanhola, formaddlpiti e Republica Dominicana (Kew
et al 2002), nas Filipinas em 2001 e em Madagascar €8 @QAMWR 2003). De 2004 até
2010 outros 13 paises registraram surtos causadaflp'DV sendo que o poliovirus do tipo
2 tem sido o mais frequentemente relatado. O grahcsurto, tanto em namero de casos
quanto em duracao, foi o registrado na NigériaeEssto iniciou em 2005 e ainda nao foi
controlado, apesar de grandes esforgos e investisieotalizando, até 0 momento, mais de
300 casos confirmados laboratorialmente. Além dgéhl, foram detectados surtos pelo
cPVDV 2 no Afeganistdo, Congo, india, Somalia, @unNiger; pelo cPVDV1, em Miamar
e Indonésia; pelo cPVDV3, no Cambdgia e pelo tif@gDV1 e cPVDV3 na Etidpia (Kew
et al. 2005, GPEI homepage). Em 2011 estdo cordiosa@ois casos de PVDV2 com um
caso na Nigéria e o outro, no Afeganistao (GPEldmmage em 25-03-2011).

Devido ao fato de estarem circulando nas comunglamen baixas coberturas
vacinais, os cPVDV’s frequentemente sofrem, també&mombinacbes intertipicas (com
genomas de outros poliovirus vacinais) além dembamagbes com genomas de outros
enterovirus. As consequéncias dessas recombinadedés,sob o ponto de vista adaptativo,
evolutivo ou epidemiolégico, ndo sdo ainda bem cesnpdidas.

Ainda que possa parecer um paradoxo, a Unica aegie tem se mostrado eficaz no
combate e eliminacdo dos cPVDV's é a manutencdex@s elevadas de cobertura vacinal

com a utilizagdo da propria vacina oral Sabin (Kt\wal.2005).
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FIGURA 1.10:Distribuicdo geogréafica dos surtos de PVDV circulates (c-PVDV)
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Legenda: Distribuicdo geografica dos surtos de BYPVSurtos de poliovirus derivado da vacina
circulante estdo associados a 2 ou mais casosAled&retangulos indicam os paises, 0 sorotipo
envolvido, o nimero de casos e 0s anos da ocoaréosisurtos. As cores das linhas externas dos
retingulos estdo relacionadas ao sorotipo do PVDY &acejamento indica um estudo
retrospectivo. A cor amarelada no interior dosmgtifos esta relacionada aos surtos ocorridos em
2010. Nao estdo reportados neste mapa os casosmeowws de 10 mutagbes, geneticamente
relacionados a vacina e os casos ambiguos. O n@pandica linhagens diferentes do mesmo
pais. Mapa produzido por Eliane Costa com base nas inforagdes do
www.globalpolioeradication.org em 01-03-2011.

A terceira categoria de poliovirus derivado da maé classificada como ambigua
(aPVDV). Nesta categoria estdo incluidos os casogjge o poliovirus foi isolado de um
individuo imunocompetente, na auséncia de um soroguando o PVDV foi isolado de
amostra ambiental. Varios paises em que o polisveelvagem ja foi eliminado tem
apresentado relatos de identificagdo de aPVDV emsaas ambientais, incluindo os que
utilizam a vacina inativada, como ocorrido na Rwdid (Roivainen 2010). No periodo de
Janeiro de 2008 a junho de 2009, 11 paises tives@amento de aPVDV a partir de casos de
PFA de individuos imunocompetentes e também de temsasmbientais (Figura 1.11). Até a
presente data, das amostras isoladas, as ideddéiicde material de esgoto sdo as que

apresentaram maior divergéncia (MMWR 2009).
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FIGURA 1.11:Distribuicdo geografica dos PVDV considerados ambimps (aPVDV)

| JANEIRO de 2008 a JUNHO de 2009 |
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Legenda: Distribuicdo geografica de isolamento tR/BV. Os retangulos indicam os paises e os
anos do isolamento dos a-PVDV. As linhas extermmasrdtangulos nas cores verde e amarela estdo
relacionadas a origem da amostra como ambiental@sb de PFA respectivamente. A cor do pais
acompanha a cor do retadngulo. A cor azul utilizaganas na RuUssia refere-se ao isolamento da
amostra de uma crianga saudavel. As porcentaged$velgéncias em relagdo a cepa vacinal nos
casos ligados a PFA variaram de 1,1 a 3,1% e da 1516% em casos de amostras ambiem&pa
produzido por Eliane Costa com base nos dados da MMR 2009.

1.6. Importancia

O mundo presenciou até hoje a erradicacdo de apemasioenca que foi a
variola nos anos 1970s e se prepara para a egadida poliomielite. A erradicacao Global
da Poliomielite decidida em 1988, durante reunido4d Assembléia Mundial da Salde
(WHA 1988), e prevista inicialmente para o ano 20fi surpreendida por situacdes
diversas, com consequente atraso de mais de unaala@a meta estabelecida, mas que,
contraditoriamente, contribuiram para um ajustg@lanoejamento de a¢des mais seguras para
o periodo de pos-erradicagao.

Alguns aspectos, oriundos do conhecimento adquidderca da epidemiologia

molecular dos poliovirus, tém sido amplamente aaios, desde 1995, no programa de
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erradicacao global da poliomielite, no sentido ijleleterminar as fontes de importagéo de

virus; ii) rastrear as rotas de transmissao viigl,monitorar o progresso das acdes de

controle, iv) identificar os reservatorios de tramssao dos poliovirus e, v) desenvolver

reagentes moleculares capazes de detectar precapaamente os poliovirus selvagens em
amostras clinicas e ambientais, além de possitéitomprovacdo de que a erradicacdo dos
poliovirus foi atingida (Kew et al. 1995).

Ocorreram atrasos e situagbes ndo previstas mierde, porém esses fatos
contribuiram para o ajuste e planejamento de ag@@s seguras para o0 periodo poés-
erradicacdo. Nosso trabalho vem trazer aspectasogicos retrospectivos durante um
periodo de 12 anos, iniciados imediatamente apdertficacdo da Regido das Ameéricas
como livre dos poliovirus selvagens autoctones,28t&/. A utilizacdo de novas técnicas,
principalmente as moleculares, permitiu identificas aspectos ndo analisados e também
reanalisarmos, com maior sensibilidade, resultaddsriormente conhecidos tais como a
instabilidade do poliovirus vacinal em relacdo wersdo da neuroviruléncia e eventos de
recombinacdo com outr@&nterovirus Eventos de recombinagéo tém sido demonstrados com
frequéncia em PV de forma natural. Individuos vados com VOP trivalente tém
apresentado recombinacao intertipica comprometead®s sorotipos de PV (tipo 1, 2 e 3).
Todas as informacdes obtidas poderdo servir conodo agm decisdes na fase final da
erradicacdo global da poliomielite e também ngpémerradicacdo em nosso Pais.

Dados oficiais da OMS indicam que, desde 2003, memd global de casos de
poliomielite por ano flutua de 1.000 a 2.000, e,aqudre 12 e 23 paises, 0s casos decorrentes
da importacao de poliovirus selvagens tém sidstregios frequentemente a cada ano (GPEI
Homepage em 28-01-11). Como Laboratdrio de Refea@acional para Enteroviroses para
o Ministério da Saude e Regional para a RegidcAdaéricas pela OMS o LEV tem como
compromisso dar apoio ao Programa de ErradicagaloaGtla Poliomielite com participagéo
ativa na realizagdo do diagnéstico laboratorial dasos suspeitos de poliomielite. Dentro
deste programa, aspectos de epidemiologia molet¢étar sido amplamente utilizados e
considerados de grande importancia (Kew et al. 1993rasil vem mantendo altas taxas de
cobertura vacinal, no entanto, nem todos os 5.564igipios, encontrados na area de 8,5
milhdes de quildbmetros quadrados, conseguem coberacinal adequada. O pais conta com
grandes diversidades, de ordem geografica, climétisdcio-econdmico-cultural, que tornam
0s seus resultados heterogéneos e que, conseqaatdemmroporcionam uma tendéncia ao
acumulo gradativo de suscetiveis, fator de riscdisgeminacéo do poliovirus selvagem, em
uma ocasional reintroducéo ou de poliovirus deovdd vacina (PVDV). Esta tendéncia

justifica a necessidade das vacinagbfes em masss, justfica também a vigilancia
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laboratorial de alto nivel. Soma-se a esta justifia o fato de o Pais se constituir em
importante pélo turistico e comercial, hospitalaroutras nacionalidades, sediando, assim,
um intenso fluxo receptivo e emissivo de viajantgsrnacionais. Cabe ressaltar que por
meio de um avido comercial pode-se em 24 horasachpraticamente, a qualquer local do
planeta. (http://portal.saude.gov.br/portal/argsipdf/informe_tecnico_polio_2006_1.pdf).
Dessa forma, a constante vigilancia laboratoriakems varios niveis (desde isolamento viral
até a caracterizacdo molecular e genotipica) éude smportancia no monitoramento da
transmissdo de poliovirus vacinais derivados (nta&n e/ou poliovirus selvagens
reemergentes ou importados de paises endémicoagssas comunidades.

Nos estégios finais de erradicacdo em que o muadeneontra na atualidade € de
fundamental importéncia a continuidade e o aprimerso das metodologias visando a
vigilancia laboratorial dos casos de PFA causaddesppoliovirus selvagens (em paises
ainda endémicos) assim como o monitoramento ddsvials de origem vacinal mutados
(PVDV).
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Caracterizar o genoma dos poliovirus vacinais tkdade casos de paralisia flacida aguda

gue ocorreram no Brasil no periodo de 1995 a 2@@d yerificar sua estabilidade.

Objetivos Especificos

1) Determinar a sequéncia de nucleotideos do gaeecqdifica a principal proteina do
capsideo dos poliovirus (VP1) de amostras dos doéstipos de poliovirus de origem

vacinal isolados.

2) Analisar, ap6s o sequenciamento nucleotidiqareaenca de mutagdes que conferem o
carater neurovirulento na regiao 5° NC. Considevagde nesta regido 5 NC estdo
localizadas as principais posi¢cbes nt 480, 48172 gresentes nos PV1, PV2 e PV3,
respectivamente, que estdo relacionadas com as&wer neuroviruléncia nas amostras
Sabin, todos isolados foram analisados com o @bjeke se identificar a mutacdo presente

no fendtipo selvagem

3) Analisar a presenca de recombinacdo nos gengsotikase 2C e polimerase 3D em

amostras de poliovirus de origem vacinal isolados.

4) Comparar os resultados das andlises obtidasafggdatmo Neighbor-joining com os da

rede de haplétipos das sequéncias de poliovirasigiem vacinal dos trés sorotipos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras

No periodo de 1995 a 2007, quatrocentas e quinpsteas com isolamento positivo
para poliovirus dos trés sorotipos foram processadaLEV do IOC, oriundas de casos de
PFA que ocorreram no Brasil. A Figura 3.1 apreselegdorma esquematica algumas das

etapas envolvidas no processamento das amostcasale de PFA.

FIGURA 3.1: Fluxograma das etapas do diagnosticorkgtorial para enteroviroses

3.1 3.2 3.3 34 34
Clarificacac Inoculaca Isolament: RT-PCF Eletroforee
5
-~ I===]

Sequenciamento nucleotid
3.6-3.1C

Principais etapas envolvidas no diagnéstico labaedtdos enterovirus de casos de PFA.
Cada retangulo esta identificado com as etapagat®gsamento e 0os numeros, acima (3.1-
3.4) e abaixo (3.6-3.10), estdo relacionados coitens, detalhadamente descritos, dentro do
topico “Material e Métodos”.

Das amostras de poliovirus incluidas no estudo,pbftnciam ao sorotipo 1 (PV1),
101 ao sorotipo 2 (PV2), 114 ao sorotipo 3 (PVB8lemostras apresentaram uma mistura de
sorotipos. Para o0 nosso estudo foram excluidassasras de poliovirus, pois podem ocorrer
interferéncias nas analises dos resultados da&stdstPCR e sequenciamento nucleotidico. O

armazenamento dos virus isolados foi & 20u a -78C. Dentro de cada um dos grupos, as
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amostras foram selecionadas aleatoriamente comakzagio das analises de forma

combinada como indicada na Figura 3.2.

Figura 3.2Diagrama das amostras de PV1, PV2 e PV3 em relacéo tipo de anélise

realizada nas diferentes regiées do genoma.

PV1 PV2 PV3

Cada regido analisada nos poliovirus 1, 2 e 3dprasentada por circulos nas cores vermelha para
5'NC, amarela para VP1 e azul para 2C/3D. Os nusneoointerior dos circulos representam o nimero
de amostras analisadas. A intersecéo dos cirauiiicai analises em mais de uma regido para a mesma
amostra. O numero central de cada diagrama as$inplar um quadrado preto representa as amostras
de cada sorotipo que foram analisadas em todage#es e 0s resultados indicados nas tabelas.2.1, 4
e 4.3 para PV1, PV2 e PV3 respectivamente.

3.2. Cultivos Celulares

As linhagens celulares RD (rhabdomiosarcoma humaktfp-2C (carcinoma
humano epidermdéide de laringe e L20B (células L cdenundongos) utilizadas foram
fornecidas pelo CDC (“Center for Disease Contral Bnevention”, Atlanta - USA) ao LEV.
As células, em monocamadas, foram cultivadas ewstdb vidro pirex ou de poliestireno a
uma concentracdo de, aproximadamente, 200.000asfhll em meio essencial de Eagle
Earle contendo 5% de soro fetal bovino (Life-Teatbgies) (WHO, 2004a). Os cultivos
foram incubados a 36,5°C por 48 horas, até quesamiassem uma confluéncia de 90 a
100%.

3.3. Isolamento Viral
O isolamento viral foi realizado a partir das fedegacientes com quadro de PFA, de

acordo com o procedimento recomendado pela OMS (W20D4a).As amostras foram

clarificadas e inoculadas nos tubos contendo maonadas celulares de cada uma das
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linhagens. Os tubos foram incubados a 36,5°C, whdes diariamente em microscopio
invertido Nikon TS 100 no periodo de cinco a sei&s caté que apresentaram efeito
citopatogénico (ECP) de 75-100%. Uma segunda pass&g realizada em cada uma das
linhagens celulares ou, em algumas situacdespastagem foi transferida da linhagem RD
para a L20B e/ou de L20B para a RD. Este procedomggtalhado encontra-se no manual de
laboratorios de poliomielite (WHO 2004a).

Os tubos que apresentaram ECP caracteristico festotados a -20° C ou <70

para posterior identificacao.

3.4. Identificag&o do virus isolado por RT-PCR

Os enterovirus isolados foram detectados peladgaté transcricdo reversa (RT-
PCR) em termocicladoGeneAm@® PCR System 970QApplied Biosystems). O par de
iniciadores utilizados nas reacdes (EVR e EVF) lesidlizado na regido terminal 5’ NC (n&o
codificante) do RNA, uma regido conservada e comongenoma de todos os enterovirus
humanos conhecidos. As sequéncias dos “primersirgram-se no item 3.11, Tabela 3.1. O
tamanho esperado do fragmento amplificado € depb53 confirmacgdo do virus isolado
como pertencente ao géndtnterovirusfoi seguida por outra reacdo de RT-PCR que visa a
identificacdo depoliovirus utilizando os “primers” PAN-PV (R e F}om tamanho do
fragmento esperado de 79 pb, também apresentadbabeta 3.1. Esta reacao identifica os
trés sorotipos de poliovirus tanto os fendtiposvaggtns como 0s vacinais. Apds a
confirmagéo do virus como um poliovirus, foram igalas mais quatro reagcfes de RT-PCR
para identificagdo do sorotipo e de sua caractg@antratipica. Esta dltima reacéo, que se
trata de um multiplex PCR, tem como finalidade eacirizacdo da cepa como de origem
selvagem ou vacinal. Os produtos das reagdes dBGR foram visualizados em gel de
poliacrilamida a 10%. Segundo o protocolo interoaal para diagnéstico dos poliovirus
apos a caracterizacdo intratipica € recomendadegoeaciamento nucleotico do gene que
codifica a principal proteina do capsideo, VP1laEstalise permitiu a avaliagdo do numero

de mutacdes frente ao genoma original do viruseh{WHO 2004a).

3.5. Extracdo do RNA

Os RNAs virais foram extraidos com o uso do proddtizol LS (Life-

Technologies), de acordo com o protocolo fornegédi fabricante. O método baseia-se na

44



desnaturacdo e precipitacdo das proteinas contidasieio, pelo fenol-cloroférmio, em

presenca de sais de guanidinium (poderoso inilsid@nzima RNase).

3.6. Construgéo do c-DNA

Ao RNA extraido e ressuspenso eml@e HO, 100 pmoles de Oligo dT (Promega)
foram adicionados e a mistura incubada &C7por 10 minutos em termociclador (9700
Perkin Elmer). O tubo foi transferido para um badeagelo e, em seguida, centrifugado por
30 seg. Foram acrescentadogt do tampéao de cDNA 5X concentradql2le DTT 0,1M,
3ul de uma mistura de dNTP’s a 10mM (100mM de cadxidecleotideo trifosfato — dATP,
dGTP, dCTP e dTTP) (Life Technologies), 20U deidob de RNAse (RNAsin, Promega) e
e incubados a 42 por 2 minutos. Em seguida, a mistura foi acresai@ 50U de
transcriptase reversa (Super Script Il, Life Tedbgies), resultando em um volume final de
20ul. A reacdo de RT foi realizada a°42 por 50 minutos no termociclador e o cDNA

produzido foi estocado a -Z0.

3.7. Reagbes de RT-PCR
3.7.1 — Amplificacéo da regido 5’NC do genoma do®fovirus

A amplificacdo da regido 5'NC foi realizada utiliwh-se 31 do cDNA obtido como
indicado no item 3.6, tampao de PCR 10X concentf200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM
KCI, 1,5 ml de MgCl a 50 mM], 50 pmol do “primer” antissenso (EVR), pthol do
“primer” senso (S11S), 10 mM duistura de cada dNTP’s (Life - Technologie3bU de
Tag DNA polimerase (Invitrogen) e volume levado a 5L com agua deionizada
autoclavada. A mistura foi submetida a 30 ciclos98e°C por um minuto, 55 °C por 40
segundos e 70 °C por um minuto e um periodo firaéxtensdo de 5 minutos a 72 °C. O
fragmento produzido por esta reacadeé700 pb e os produtos, apés eletroforese endgéis
agarose 1% em tampao Tris-acetato-EDTA (TAE), s@oalizados em transiluminador
(UV).

3.7.2 — Amplificagcéo do gene da proteina VP1 do gema dos poliovirus

A amplificacdo do gene que codifica a proteina dpsideo VP1 foi realizada
utilizando-se 3ul dos cDNA obtidos, tampéao de PCR 10X concentr&®® [mM Tris-HCI
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(pH 8.4), 500 mM KCI, 1,5 mL de Mgga 50 mM], 50 pmoles de cada “primer” (Q8/Y7)
complementares as regides (VP3 e 2A) que flanqueigeme da proteina, 10 mM de mistura
de cada dNTP’s (Life - Technologies), 2,5U de TabhADpolimerase (Invitrogen) e,
completando-se o volume para H0 com &gua deionizada autoclavada. A mistura foi
submetida a 35 ciclos de 94 °C por 30 segundofC5por 45 segundos e 60 °C por 2
minutos, finalizando-se com uma extensao final &@2or 5 minutos. A amplificacdo do
fragmento de 1.100 pb foi avaliado em gel de agat86 preparados com tampédo TAE com
visualizacdo com brometo de etideo a 1mg/ml. Esiegglimento foi realizado para as 177
amostras de poliovirus vacinais analisadas. Assaag) apos a corrida eletroforética a 120
V por 40 minutos tiveram seus produtos visualizagtostransiluminador de ultravioleta e os
resultados documentados sob a forma de fotografiafdme Polaroid 667 ou através de do
equipamento da BIORAD GEL DOC XR.

3.7.3 — Amplificagéo das regides 2C e 3D

Foram realizadas reacdes da PCR (duplex) utilizseddois pares de “primers”
especificos para cada um dos sorotipos, visandoeamnhecimento de regides de
recombinacdo nas regifes de proteinas ndo estsu€ae 3D do genoma de 222 amostras
de poliovirus dos trés sorotipos (Kilpatrick et2004).

Para cada reacdo de PCR foram utilizadospQ,5las amostras de cDNA obtidos
(como descrito no item 3.6), tampé&o de PCR 10X eotmado [200 mM Tris-HCI (pH 8.4),
500 mM KCI, 1,5 mL de MgGla 50 mM], 10 pmol de cada “primer” (REC-primer lg 3),

10 mM de mistura de dNTP’s (Life - Technologies)h2 de Taq DNA polimerase e, 0
volume levado a 2%L com agua deionizada autoclavada. A mistura fainsetida a 32
ciclos de 95 °C por 45 segundos, 50 °C por um mieu65 °C, finalizando-se com uma
extensdo final a 72 °C por cinco minutos. Estedenticleos ligam-se, especificamente, a
segmentos das porcdes 2C e 3D do RNA viral amalifio segmentos de 199 pb e 226 pb
(S1-REC), 189 pb e 225 pb (S2-REC) e 199 pb e BASB-REC) respectivamente.

A amplificacdo dos fragmentos foi avaliada em gepdliacrilamida a 10% preparado
com tamp&o Tris-borato-EDTA (TBE), utilizando sdoc¢de brometo de etideo a 1mg/mL
para visualiza¢do dos produtos. Para a visualizdgégrodutos da reacdo de RT-PCRL4
do tampé&o da amostra 6X concentrado (Gel Loadirf@eBuoram adicionados a 1oL do
produto amplificado.

A eletroforese foi realizada a uma corrente de \LZtbr 40 minutos. Os fragmentos

foram visualizados em transiluminador de ultrawalsendo os resultados documentados sob
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a forma de fotografia com filme Polaroid 667 owaaés do equipamento da BIORAD GEL
DOC XR.

3.8 — Purificagdo dos produtos de RT-PCR

Na purificagdo dos produtos de amplificacao folizgdo o kit comercial QIAGEN
(QIAquick Gel Extraction Kit), segundo o protocalo fabricanteOs fragmentos obtidos na
RT-PCR para o gene da proteina VP1 e da regido 5R{n visualizados em gel de agarose
1%. As bandas de interesse com 1.100 pb para &ViPD pb para a 5’NC foram excisadas
dos géis com ajuda de um bisturi, pesadas e traesepara tubos de 1,5 mL. O tampéo de
solubilizagdo (QG) foi adicionado a cada tubo nepprcdo de 3Q0./100mg de gel e
incubados por 10 minutos a 50 °C em termobloco, agitacdo antervalos de 3 minutos,
garantindo a total solubilizac@o do gel. O pH ifiea 7,5 é fator importante sendo garantido
através de um indicador no proprio kit. A mistusaentéo colocada na coluna disposta sobre
0s tubos coletores de 2,0 mL, centrifugados por mmuto a 17.900x g e o filtrado
descartado. Foram adicionados mais p0Gde tampédo QG para remover todo o residuo da
agarose, seguido de centrifugacdo por um minut@.@00x g e o filtrado descartado. O
procedimento baseia-se na capacidade de liga¢cdoNdo na coluna, pela qual a amostra
passa durante o procedimento de purificacdo. Urmpaetle lavagem foi realizada com a
adicao de 75QL de tampéao de lavagem (PE) a coluna, seguidardefaogagéo a 17.900x g
por um minuto e o filtrado descartado. Visandoragr a remocao de todo residuo de etanol
do tampao PE, a coluna foi novamente centrifugaganeesma colocada em um tubo de 1,5
mL estéril e identificado. A eluicdo do DNA puridido com tampéo de eluicdo (TE) foi
realizada em 2 etapas: adicdo daubGeguida de centrifugacdo a 17.900 x g por um tainu
e em seguida mais @80 do TE, ficando o sistema (tubo-coluna) incubado ygm minuto a
temperatura ambiente e novamente centrifugado®Q % g por mais um minuto. A coluna

foi descartada e o filtrado foi estocado a —20 ° C.

3.9 — Avaliacao quantitativa dos produtos de PCR pificados

Uma aliquota de 4l do DNA purificado foi misturada com gL de corante (dye
Loading Buffer 6X) e GuL de agua autoclavada deonizada e a mistura aplieadgel de
agarose 1%, preparado com tampao TAE, contendo dbooate etideo (10 mg/mL). A
intensidade da banda de cada produto foi avaliadacpmparacdo com um padrdo de

marcador de massa (Low Mass DNA Ladder — Life Tetdgies) indicando a concentracao
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aproximada de DNA contida em cada amostra. A caridtroforética foi realizada a 120 V
por 40 minutos, o gel foi levado ao transiluminaderultravioleta e fotografado com filme
Polaroid 667 ou através do equipamento da BIORADR BBC XR.

3.10 — Sequenciamento dos produtos de RT-PCR

Para esta reagao, utilizamos o kit “ABI BigDye Tematior Cycle Sequencing Ready
Reaction” (PE Applied Biossystems), baseado na a&gaw fluorescente dos
didesoxinucleotideo incorporados as cadeias de DA tamanhos variaveis formados
durante os ciclos de desnaturagéo, anelament@eséx.

O volume final de cada reagéo foi dauPPcontendo os seguintes componentes: DNA
purificado a ser sequenciado (na concentracao @202 ng); 10 pmol de “primer” senso Y7
e do de “primer” reverso Q8 (utilizados separadas)epara a proteina VP1; 5 pmol de
“primer” reverso EVR para a regido 5’NC; g4 da mistura pronta de marcagdo terminal
Big Dye terminator 5X sequencing buffer (Tag DNA liPerase, dNTP’s, ddNTP’s
marcados, MgGle Tris-HCI pH 9,0) e 1,aL de tamp&o “Big Dye terminator v3.1 cycle
sequencingfornecido pelo kit. O protocolo foi seguido, segorwfabricante e a reacgéo foi
processada em um termociclador 9700 da Perkin Boteas seguintes condic¢des: 30 ciclos
de 96 °C por 10 segundos, 42 °C por 20 segundd$€ por um minuto.

3.11 — Purificagé@o dos produtos de extensdo

O meétodo utilizado para purificacdo dos produtoexkensdo obtidos na reagdo de
“cycle-sequencing” foi precipitagdo com etanol (Mer Germany). Os produtos foram
transferidos para tubos de 1,5 mL contendoulde agua estéril e 60l de isopropanol
absoluto (Merck, Germany), centrifugados rapidamestdeixados em repouso por 15
minutos para a precipitacdo do produto ao abrigturlaA etapa seguinte de centrifugagéo
por 20 minutos foi realizada sob refrigeracdo ®10%x g com o descarte do sobrenadante e
com o acréscimo de 250 de isopropanol a 75%. O tubo foi vigorosamentmbgeneizado
com agitador automatico por alguns segundos, Gegélo novamente por 5 minutos a
17900x g e o sobrenadante descartado. Os produtd&cgdos permaneceram no tubo e
foram desidratados sob pressdo negativa em apa@ieed Vac SVC 100 (Savant

Instruments) para posterior analise.
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3.12 — Sequéncias obtidas nas reagdes de “cycleussgring”

As amostras desidratadas foram ressuspensas eml 2fe tampdo (“Template
Supression Reagent” — PE Applied Biossystems) eadas em termobloco a 95 °C por 3
minutos para desnaturagdo, evitando a formacastdeeas secundarias. Apds esta etapa as
amostras foram imediatamente colocadas em banbeldaté o momento da anélise, sempre
ao abrigo da luz. As sequéncias nucleotidicas abtidram analisadas em sequenciador
automético “ABI Prism 310 Genetic Analyser’, com geracdo de eletroferogramas

caracteristicos.

3.12.1.Edicao das sequéncias

Quando necessario, as sequéncias foram editadathadas utilizando o programa
BioEdit versdo 5.0.9 (Hall 1999). Ap6s o sequeneiata das amostras, realizado nos dois
sentidos, com um “overlap” (sobreposi¢éo) na peetdral do gene, as sequéncias (contigs)
montadas com o auxilio do programa DNASTAR e edsadjuando necessario, alinhadas

com o programa Bioedit e comparadas com a cepaalagabin.

3.12.2.Construcéo das arvores filogenéticas

As arvores filogenéticas foram construidas comleagdo do programa Mega v.4.0
(Tamura et al. 2007) pelo algoritmo de agrupamedéosizinhos (Neighbor-Joining, NJ) e a
probabilidade dos ramos internos foi de 1.000 céplide “bootstrap”. O modelo de
substituicdo de nucleotideos utilizado foi Kimurgpa&ametros com variacdo das taxas ao
longo dos sitios, seguindo uma distribuicdo Gamik@0{G) conforme indicado pelo
programa Modeltest (Posada & Crandall 1998). Aiae&bi realizada com as 70 amostras
sequenciadas de poliovirus 1, 53 de poliovirus 54e de poliovirus 3 acrescidas,
respectivamente, das sequéncias de Sabin 1, Sabiabin 3 obtidas no Genbank com os
seguintes nimeros de acesso: AY184219 (Sabin 1)8AX20 (Sabin 2) e AY84221 (Sabin

3), sem a insercao dos grupos externos.

3.12.3.Rede de Haplotipos

Um “software” (programa de computador) que estiglagdes genealdgicas no nivel
populacional chamado TCS é o responsavel pela merda rede de haplétipos (Clement et
al. 2000). O arquivo de entrada com as sequénads pstar em formato NEXUS ou
PHYLIP e o programa gera, como saida, um arquiveetidrio e um arquivo contendo a

rede que podem ser visualizados e editados emugrapgograma de edigdo de grafos. O
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programa TCS v.1.21 foi utilizado para gerar redeshaplotipos dos trés sorotipos de
poliovirus a partir do sequenciamento do gene aquaifica a VP1. Um programa yEd
v.3.6.1.1 (yWorks GmbH) para a edicao grafica degog foi utilizado. Algumas conexdes
foram removidas manualmente, sem qualquer prejuéza analise proposta, para facilitar a
visualizacdo, seguindo a hipétese de que a evolde&osequéncias analisadas ocorre no
sentido da amostra vacinal para a selvagem. Esseipgio foi adotado uma vez que as
amostras foram isoladas a partir de casos de Pafnbkém pela auséncia de circulagdo do
virus selvagem no Brasil.

Nessa analise consideramos como haplétipo uma seiquénica do gene e qualquer
sequéncia que apresente alguma mutacdo em relagiorais sera considerada como outro
haplétipo. Todas as amostras foram comparadasgeiais foram posteriormente agrupadas,
determinando-se assim o numero de grupos, ou détipag, presentes no conjunto de
sequéncias analisadas. A quantidade de amostraadarhaplétipo foi levada em conta para
calcular o ponto central da rede. O programa eot@mparou os diferentes haplotipos e foi
possivel construir uma matriz de distancias. Pélouto da probabilidade de parcimdnia, as
distancias (numero de mutacdes) que tiverem umbapiidade menor que 95% foram
eliminadas e desta forma foi possivel estabelecefimero maximo de conexdes entre 0s
grupos. A partir destas analises, foi possivelrgaragrafo, denominado rede, no qual os nés
sdo os haplotipos e as arestas, que fazem a ligag@oos nos, representam as mutacdes na

sequéncia de nucleotideos que cada haplétipo apaese relacdo aos vizinhos.

3.13 — Oligonucleotideos utilizados na reagdo de RT-PCR,R e sequenciamento

nucleotidico

Os oligonucleotideos utilizados tanto nas reac@$@R quanto nas de “Cycle-

sequencing” estao listados no Quadro 3.1.
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QUADRO 3.1 Oligonucleotideos utilizados nas reacbes de

sequenciamentaucleotidico.

RT-PCRPCR e de

“Primer” |Sentido Sequéncia Posicédo Regiag
EVF % |5-CTC CGG CCC CTG AAT GCG GCT A-3’ 445-464 5’'NG
EVR PR |5-ATT GTC ACC ATA AGC AGC C-3' 599-581 5'NC
S11S F 5-TTA AAA CAG CTC TGG GGT TG-3’ 01-20 5’'NC
Pan PV °R [5-TTIAIGCR TGICCR TTR TT-3' 2934-2915  VP1
Pan PV °F [5-CITAITCIMGIT TYG AYA TG-3'¢ 2857-2876]  VP1
Y7 F 5-TTT GTG TCA GCG TGT AAT GAC-3’ 2402-2422( VP3
Q8 ‘R |5-ACY AAG AGG TCT CTATTC CAC-3’ 3507-3487 2A
S1-REC
281 F 5-TGT AAC AAA ACT TAG ACA AC-3 4284-4303 c
321 R 5-TAT GTAGTT GTT AAT GGT ATG-3’ 4482-4467
287 F 5-TAA GGA AAT GCA AAA ACT GC-3 6423-6442 3D
288 R |5-ATC GCA CCC TAC TGC TGA-3’ 6648-6631
S2-REC
283 F 5-CAA ATT CATTAGTTG GTT GC-3 4224-4243 oc
284 R 5-TGG ATA GAT AGC CAC CGC-3 4412-439%
300 F 5-AGG AAA TGC GGA GAC TCT TA-3 6425-6444 3D
302 R |5-GGA TCA CAA CCA ACT GCACT-3 6649-663(
S3-REC
320 F 5-TGT AAC CAA ATT GAA ACA GT-3’ 4284-4303
322 R 5-TAT GTA ATT ATT AAT GGT GTG-3’ 4482-4462, 2C
319 F 5-CAA AGA AAT GCA AAG ACT TT-3 6423-6442 3D
318 R 5-GGA TCG CAT CCA ACT GCA CT-3 6650-6631L

Ay ” ;
primer” sentido senso

bo " ;
primer” no sentido reverso

C“primers" degenerados: M = A/C; R = A/G; Y = C/T; | = Inos
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4. RESULTADOS

4.1.Analise gen6mica dos poliovirus vacinais

Durante o periodo de 1995 a 2007 o LEV processanstias de fezes de pacientes
com diagndstico de PFA das regides Nordeste, Geetste, Sudeste e Sul. A regido Norte
possui o Instituto Evandro Chagas que atende aregi@o como laboratério de referéncia
regional do Ministério da Saude (MS). Amostras, deolamento positivo para poliovirus,
foram enviadas ao LEV para que pudessem ser sudamedi analise molecular para a
caracterizagao intratipica (RT-PCR) e ao sequermitannucleotidico. Deste modo, nossa
amostragem abrange todas as regides do Brasit) assno de todos os anos do intervalo de
1995 a 2007 totalizando 415 poliovirus isoladospoacessados com 146 pertencente ao
sorotipo 1; 101, ao sorotipo 2; 114, ao sorotip® 34 contendo uma mistura dos sorotipos.
Para o nosso estudo foram retiradas as misturgmld®/irus, pois a analise da regido de
VP1, 5’"NC como da regido de 2C e 3D, poderia softerferéncias que dificultariam ou
inviabilizariam a interpretagéo dos resultadosdui

Dentro de cada um dos grupos, as amostras foraui@ehdas aleatoriamente, e as
analises foram realizadas de forma combinada coawméonstrado na Figura 4.1. Nos trés
sorotipos, um conjunto de 25 a 38% das amostrdsadas na regido de VP1 foi também
analisado em outras trés regioes e seus resubadaspresentados nas Tabelas 4.1, 4.2 e 4.3.

Todas as regides do Brasil foram representada®s assno todos os periodos.

FIGURA 4.1:Distribuicdo das 177 amostras de poliovirus analistas por regido geograca do
Brasil no periodo de 1995 a 2007 para a regido deéP¥.

Porcentagem de Amostras com VP1 Analisadas
Total

Porcentagem de amostras analisadas

Nordeste C. Oeste Sudeste

Regibes

O grafico apresenta a porcentagem de amostras ldeipgs analisadas em VP1 divididas por
regides geograficas. @representa o nimero de amostras em cada regidradih B
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4.1.1 Andlise nucleotidica do gene VP1 nos trés sorotip de poliovirus

Das 361 amostras, em que apenas um sorotipo deviposi (PV) foi isolado (146
amostras de PV1, 101 de PV2 e 114 de PV3), fordetiseadas, aleatoriamente, 177
amostras, cuja distribuicdo por regido geografistd eepresentada na Figura 4.1. A
distribuicdo destas 177 amostras foi de 70 amostmastituidas pelo PV1, 53 pelo PV2 e 54
pelo PV3.

Com o objetivo de aumentar o titulo viral, as 1ATostras foram reinoculadas nos
cultivos celulares RD, HEp2 C e/ou L20B em que ro@iginalmente isoladas. A presenga
do ECP total (4+) caracteristico dos enterovirusoftservado em até 48 horas, apds a
reinoculagdo. As amostras passaram pelas etapadrdedo, sintese do cDNA, PCR, corrida
eletroforética, purificacdo e quantificacdo do prtod da reagcdo da PCR, reacdo de
sequenciamento, purificacdo e sequenciamento rtiditam conforme descrito em material e
métodos. A Figura 4.2 indica a porcentagem e o ndiide amostras analisadas por sorotipo

em cada uma das regides.

FIGURA 4.2:Distribuicdo das amostras de poliovirus vacinais garadas por sorotipo
e analisadas na regido de VP1 em relacdo as regidlesBrasil de 1995 a 2007.

Porcentagem de Amostras VP1 Analisadas B Sabin 1
por sorotipo @ Sabin 2

B Sabi
70 - Sabin 3

Nordeste C. Oeste Sudeste

Porcentagem de amostras analisadas

Regides

O gréfico apresenta a porcentagem de amostradidegipg 1, 2 e 3 analisadas em VP1 divididas por
regides geogréficas. O niumero no alto da barr@septa a quantidade de amostras em cada sorotipo
selecionada para o estudo
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A analise do gene da VP1 nas 70 amostras de PVbrdgrau que a maioria dos
isolados (66%) apresenta uma identidade de 100%&laxgéio a cepa de referéncia Sabin 1. O
maior numero de mutac¢des encontrado nos 906 niddestque compde a VP1 foi de cinco
nucleotideos. Para o sorotipo 2, das 53 amostrasadas, 36% apresentaram 100% de
identidade com a cepa de referéncia Sabin 2 e cemimaximo de mutagbes, em 903
nucleotideos, foi de 11 nucleotideos. J& o soro8papresentou o menor numero de
sequéncias com identidade de 100% em relacdo adeepaferéncia Sabin 3, com apenas
13%. Na maioria das sequéncias (63%), uma ou chuagcdes puderam ser identificadas
com o numero maximo de cinco mutagbes nos 900 otidéms da VP1. A Figura 4.3
apresenta a porcentagem de amostras de cada satisipbuida pelo nUmero de mutacdes

de nucleotideos na VP1.

FIGURA 4.3:Distribui¢ &0 do numero de mutacdes na regido de VP1 para cada dos
sorotipos de poliovirus.

70% T46 T T T T T T T T TSIt TTTTTTTTTTTTTTTTooo
60% T®° " ~~"~"""(~"~"("""("~"("~"~"~"~"~"~"~"~"~"~""~("~"""~""~""""~" "~/
50%

40% g 20—

30%
20% S -

6 7
6 4
4 2 32‘4
J Bl s
2 3 4

10%

Porcentagem de amostras analisadas

0% m L L e

0 1 5 6 10 11

B Sabin 1 n=70 66% 10% 6% 9% 4% 6% 0% 0% 0%
M Sabin 2 n=53 36% 38% 11% 4% 4% 0% 2% 2% 4%
M Sabin 3 n=54 13% 30% 33% 7% 13% 4% 0% 0% 0%

Quantidade de nucleotideos mutados

O gréfico indica a porcentagem de amostras de\pol® 1, 2 e 3 analisadas quanto a identidade
nucleotidica em relagdo as cepas vacinais de nefarpara cada um dos sorotipos. O eixo X indica o
numero de mutacdes no gene que codifica a VP1. Beld@aapresenta o nimero total de amostras
analisadagn) em cada sorotipo e a porcentagem de amostraeafardo mutacdes nucleotidicas. O
ndmero no alto da barra representa a quantidadendstras que apresentaram o mesmo numero de
mutacdes.
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Com a finalizacdo da analise das amostras foi ypelsgtrificar o nUmero de mutacdes
relacionadas a substituicdes sinbnimas e ndo sivadniPara essa analise foram excluidas
todas as amostras que apresentaram 100% de idkngda relacdo a cepa vacinal de cada
um dos sorotipos de referéncia. A Figura 4.4 aaaidistribuicdo das mutacgdes identificadas
pelo sequenciamento de VP1 para os trés sorotipgmliovirus e que estdo associadas a
troca de aminoacidos quando comparadas com as eagasis de referéncia. A VP1 possui
302, 301 e 300 aa para os sorotipos 1, 2 e 3, atdgpmente. A posi¢cdo do residuo e as
substituicdes “ndo sinbnimas” dos aa podem seelimdas nas redes de haplotipos (Figuras

4.6, 4.9 e 4.12) para os sorotipos 1, 2 e 3, réspatente.

FIGURA 4.4:Distribuicdo do niumero de mutagfes sindnimas e n&noénimas.
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O gréfico apresenta a porcentagem de amostraslideips 1, 2 e 3 analisadas quanto a identidade
de aminoacidos em relacdo as cepas vacinais dé€mefe para cada um dos sorotipos. O eixo X
indica o nUmero de mutagfes ndo sinbnimas em VPlabkla apresenta 0 nimero de amostras com
identidade nucleotidica inferior a 100%) (em cada sorotipo e a porcentagem de amostra
apresentando muta¢Bes ndo sindnimas. O niumertondaabarra representa a quantidade de amostras
gue apresentaram o mesmo nimero de troca de amiosac
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4.1.1.1. Andlise de VP1 para poliovirus sorotipo 1

Como indicado no item 4.1.1 as 70 amostras de R¥dAnT sequenciadas na VP1,
alinhadas em relagéo a cepa de referéncia va@aali{ 1) e os resultados apresentados na
Tabela 4.1 e nas Figuras 4.5, 4.6 e 4.7.

4.1.1.1.1 Andlise Filogenética (PV1)

A arvore filogenética mostrando o relacionamentteens poliovirus do sorotipo 1
foi construida no algoritmo Neighbor-Joining utlilo o modelo de substituicdo de
nucleotideos Kimura 2 parametros com distribuicamm@®a (K2+G), conforme descrigcdo no
item material e métodos. O valor de gamma utilizpd@a esta arvore foi 0,0172 a partir da
indicacdo do programa Mega v.5 (Tamura et al. 2@gug) também indicou 0 método com a
utilizacéo de 1000 réplicas de “bootstrap.

Uma vez que todas as amostras possuem um mesmstrahcenhecido (Sabin 1)
ndo foi possivel estabelecer um claro relacionamdatancestralidade entre elas, apesar de
ser possivel notar diferencas com relagdo ao numeroutacées das amostras de PV1
analisadas, em comparacdo com a sequéncia padréo Si&m disso, ndo foi possivel obter

informacdes acerca do relacionamento geogréafiaotefoporal.
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FIGURA 4.5:Arvore filogenética construida pelo algoritmo Neigbor-Joining para as 70

amostras analisadas dos poliovirus sorotipo 1.

51 23480 MG 1997
$125695 RS 1999

51 22020 5P 1996

67151 26861 PA 2000
‘121801 DF 1995
125133 5P 1990
5122982 BA 1996
§1 23237 PE 1986
5123242 BA 1956
5123246 BA 1986
&1 22770 PE 1996
5122699 BA 1956
5123249 PB 1996
122712 PA 1996
5123245 BA 1936
5123236 AL 1996
51 29388 PA 2002
5123251 RN 1986
$123235 AL 1996
$123233 AL 1996

121277 RS 1995
7[115. ——
151 §1.30761 PR 2003

5123244 BA 1936
e 51 23243 BA 1986
51 32798 RJ 2004
5123837 PE 2002

51 32560 PA 04

1 22986 AL 1996

$1 24189 CE 1997
5120248 BA 1996

51 26432 SC 2000
Sabin 1 «

1 22780 BA 19596
5127315 MA 2001
5126072 AM 2000
§1 35594 PR 2006
$1 29538 AC 2002

$1 28808 TO 2002
_5‘5[': $1 25520 CE 1999
B2 5125517 BA 1998
62151 25519 CE 1999

&122355 DF 1096
—— 5124815 5P 1988
1 32082 MG 2004
51 20387 PA 2002
5123247 BA 1086
5122983 BA 1996
51 34082 SP 2005
5123238 BA 1956
&1 26594 RJ 2000
&122673 PR 1006
51 32686 SP 2004
51 33683 SP 2005
51— 5135192 RJ 2006
51 32796 RJ 2004
5124192 AL 1998
5122908 TO 1996
5123241 BA 1986
5126420 5C 2000
5120241 BA 1985
5126678 SP 2000
S1 26688 SE 2000

1 20170 PA 2002

$122907 TO 1996
46 $1 23601 BA 1997
e §1 20364 PA 1095
51 30994 BA 2003

=
0006

As linhas horizontais séo proporcionais as difesisrentre as sequéncias nucleotidicas das amostras e
0s nuameros indicam a consisténcia destes ramo® (Hplicas de “bootstrap”). A cepa referéncia
vacinal 1 (Sabin 1) esta indicada com a seta. N&mf inclusas sequéncias como grupo externo.
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4.1.1.1.2Rede de Haplétipos (PV1)

A rede de haplotipos permite um estudo populaciagalipando individuos com o
mesmo tipo de ocorréncia. A representacéo atraaéede de haplotipos das 70 amostras de
PV1 relacionadas a vacina na regido de VP1 em c@agéa com a cepa de referéncia vacinal
(Sabin 1) esté indicada na Figura 4.6. A idergffdio das amostras inicia com o sorotipo,
seguido do registro do LEV, o estado e o ano ondaso foi diagnosticado. A cepa vacinal
de referéncia (Sabin 1) esta localizada no reténggfupada com as demais amostras que
apresentaram 100% de identidade a esta. Cada rawat@ representada por um segmento
de reta com a posi¢do que o nucleotideo ocupacddotgenoma. A diferenca de tamanho
entre eles ndo esta associada a nenhum parametreednentos de retas em vermelho
indicam as mutagdes relacionadas ao fenétipo saivagsociadas a neuroviruléncia (2493 e
2879). Na posicdo 2493, sete amostras dentre apré@entaram este comportamento, e na
posicao 2879 somente uma amostra. A posi¢do nargeem que foi encontrada a mutagéo
esta localizada acima do segmento de reta. A detrasquerda indica o nucleotideo da cepa
vacinal de referéncia e a letra da direita indicawsagéo encontrada na amostra analisada.
Abaixo da identificacdo do nucleotideo esta indicagosicdo do aminoécido dentro da VP1
e a sua troca (substituicdes ndo sindnimas), semetva da esquerda referente a cepa vacinal
e a letra da direita, ao aa da amostra. Substésisionimas ndo foram indicadas. Amostras
contidas em um mesmo circulo possuem uma identidéaleentre as sequéncias.

A Figura 4.7 é uma representacdo gréafica da Figusa Os circulos possuem um
didmetro proporcional ao numero de amostras qé® e&les contidos definindo as mutacdes

gue ocorrem com maior frequéncia.
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FIGURA 4.6:Rede de haplotipos dos isolados de poliovirus somd 1.
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Representacdo da rede de haplotipos de PV1 naoreipd VP1 pelo sequenciamento
nucleotidico em comparacdo com a cepa vacinal §SlgbiAs amostras sdo identificadas com o
sorotipo, seguido do registro do LEV, o0 estado ano onde o caso foi diagnosticado. O
retdngulo representa o conjunto de amostras coih H&identidade em relacdo a cepa vacinal
de referéncia (Sabin 1). Cada mutagéo € represept@mdum segmento de reta com a posicao
gue o nucleotideo ocupa no genoma. A letra a edguedica o nucleotideo da cepa vacinal de
referéncia e a letra da direita, a mutacdo enatmtrea amostra. Os segmentos de retas em
vermelho indicam as mutacdes relacionadas ao fen&tlvagem. Circulos contendo mais de
uma amostra representam uma identidade de 100% angequéncias. Abaixo da identificacao
do nucleotideo esta indicada a posi¢cdo do amino&gdtro da VP1 e a sua troca (substituicbes
nao sindnimas), sendo a letra da esquerda o rédedenepa vacinal e a da direira 0 aa da
amostra. Nao foram representados amino&cidos gaeeapiaram substituicdes sindbnimas.

59



FIGURA 4.7:Representacao grafica da rede de haplétipos do poliirus sorotipo 1

Representacdo grafica da rede de haplétipos daoretg VP1 das amostras de PV1 através do
seguenciamento nucleotidico, em comparacao corpaavaeinal de referéncia (Sabin 1). O diametro
dos circulos é proporcional ao numero de amosgkes rcontidos. As sequéncias que sdo agrupadas
no mesmo circulo apresentam 100% de identidade elats. Cada mutacao esta representada por um
segmento de reta e os segmentos em vermelho inaiceatdes relacionadas ao fendtipo selvagem

associada a neuroviruléncia.
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4.1.1.2. Andlise de VP1 para poliovirus sorotipo 2

Seguindo o0 mesmo procedimento indicado no iteml4.1as 53 amostras de PV2
foram sequenciadas e editadas, quando necessérjmograma Bioedit e seus resultados

alinhados em relagéo a cepa de referéncia vaSaair 2).

4.1.1.2.1 Andlise Filogenética (PV2)

A érvore filogenética para os PV2 foi construida aigoritmo Neighbor-Joining,
utilizando o modelo de substituicdo de nucleotidémsura 2 parametros (K2), conforme
descricdo no item material e métodos. O programgaMé indicou 0 método e neste caso
ndo indicou que fosse aplicada a distribuicdo Ganfreaam utilizadas 1000 réplicas de
“bootstrap”. Uma vez que todas as amostras possuemesmo ancestral conhecido (Sabin
2) ndo foi possivel estabelecer um claro relaci@rdmde ancestralidade entre elas, apesar
de ser possivel notar diferencas com relacdo acmide mutacdes das amostras de PV2
analisadas, em comparagédo com a sequéncia padyéo Samostra 32254 ficou destacada
das demais na arvore devido ao numero de mutagpesighes em VP1. Outro ramo que se
destacou foi aquele onde as amostras 24397 e 24388 localizadas. Essas duas amostras
sdo de um paciente que foi submetido a duas caletéezes com intervalo de 10 dias entre a
primeira e a segunda. A amostra 24397 possui 1@gdes e a 24398 com 11 mutagdes.
Tanto a amostra 32254 como 24397 e 24398 forarsifitaglas como PVDV 2. A amostra
20361, que se encontra afastada da barra vepiossui seis mutagbes que, para os atuais
parametros da OMS, é considerado também como PVDYAL19 amostras que possuem
identidade de 100% com a cepa de referéncia Sabgtdd distribuidas na barra vertical. O
conjunto de nove amostras na parte inferior daréargossui uma Unica mutagédo associada a
reversdo de neuroviruléncia (T2909C). Nao foi pedsiobter informacdes acerca do

relacionamento geogréafico e/ou temporal.
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FIGURA 4.8:Arvore filogenética construida pelo algoritmo de Nighbor-Joining para as
53 amostras de poliovirus sorotipo 2.
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As linhas horizontais sdo proporcionais as difemsrentre as sequéncias nucleotidicas das amostras e
0s numeros indicam a consisténcia destes ramo® (Epicas de “bootstrap”). A cepa referéncia
vacinal 2 (Sabin 2) esta indicada com a seta. Asé&®ias como grupo externo nao foram incluidas.
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4.1.1.2.2Rede de Haplotipos (PV2)

A rede de haplotipos permite um estudo populaciagalipando individuos com o
mesmo tipo de ocorréncia. A representacdo atraaéede de haplotipos das 53 amostras de
PV2 relacionadas a vacina na regido de VP1 em c@p@a com a cepa de referéncia vacinal
(Sabin 2) estd indicada na Figura 4.9. A idergffdio das amostras inicia com o sorotipo,
seguido do registro do LEV, o estado e 0 ano ondaso foi diagnosticado. A cepa vacinal
de referéncia (Sabin 2) esta localizada no reténggfupada com as demais amostras que
apresentaram 100% de identidade em relacdo aCGzsia. mutagdo esta representada por um
segmento de reta com a posi¢cao que o nucleotidgmaatentro do genoma. A diferenca de
tamanho dos segmentos de reta ndo esta assoaieddnan parametro. O segmento de reta
em vermelho indica a mutacéo relacionada ao fem&#gvagem associada a neuroviruléncia.
A posi¢do no genoma em que foi encontrada a muestadocalizada acima do segmento de
reta. A letra da esquerda indica o nucleotidecegia wacinal de referéncia e a letra da direita
a mutacdo encontrada na amostra. Abaixo da ideaglio do nucleotideo estd indicada a
posicado do aminoacido dentro da VP1 e a sua tsutss{jtuicdes ndo sinbnimas), com a letra
da esquerda, referente a cepa vacinal e a letdireida, ao aa da amostra. Substituices
sinbnimas ndo foram indicadas. Amostras contidasuemmesmo circulo possuem uma
identidade total entre as sequéncias (Figura 4.9).

A Figura 4.10 é uma representacdo grafica da Figi®#aOs circulos possuem um
didmetro proporcional ao numero de amostras quesnebtdo contidos, definindo as
mutacdes que ocorrem com maior frequéncia. O drauhis escuro contém a cepa de
referéncia Sabin 2 e as amostras com identidadE00& em relagéo a ela. Este tipo de
representacdo permitiu avaliar o perfil da estdhide, a identificacdo dos PVDV pelo

numero de mutacdes e o padrdo em que ocorreram.
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FIGURA 4.9:Rede de haplétipos dos isolados de poliovirus soimt 2
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Representacé@o da rede de haplétipos de PV2 naordgidP1 pelo sequenciamento nucleotidico em
comparagdo com a cepa vacinal (Sabin 2). As ansosfia identificadas com o sorotipo, seguido pelo
registro do LEV, o estado e 0 ano onde o casoifgmbsticado. O retangulo representa o conjunto de
amostras com 100% de identidade em relacdo a aapaal de referéncia (Sabin 2). Cada mutacgéo é
representada por um segmento de reta com a pagigio nucleotideo ocupa no genoma. A letra da
esquerda indica o nucleotideo da cepa vacinalfdeéreia e a letra da direita, a mutagéo encontrada
amostra. O segmento de reta em vermelho indicatacémi relacionada ao fenétipo selvagem. Circulos
contendo mais de uma amostra representam uma dddetitotal entre as sequéncias. Abaixo da
identificacdo do nucleotideo esti indicada a posid@ aminodcido dentro da VP1 e a sua troca
(substituicbes ndo sindnimas), sendo a letra daeedq o referente a cepa vacinal e a da direieaata
amostra. Ndo foram representados aminoaciodos itif@ts sinbnimas ndo foram indicadas.

Amostras contidas em um mesmo circulo possuem diemdidade total entre as sequéncias.
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FIGURA 4.10:Representacéo grafica da rede de haplétipos do poliirus sorotipo 2.

Representacdo grafica da rede de haplétipos de rAVEegido de VP1 pelo sequenciamento
nucleotidico em comparag¢do com a cepa vacinal iS3bO tamanho dos circulos é proporcional
ao numero de amostras que apresentam o mesmodeitientidade. Os segmentos de reta que
conectam os circulos representam uma mutagcdo, sgueloo vermelho indica a mutagéo
relacionada ao fenétipo selvagem em relagéo a mieul@ncia.
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4.1.1.3. Andlise de VP1 para poliovirus sorotipo 3

Seguindo o mesmo procedimento indicado nos itetegiares, as 54 amostras foram
sequenciadas e editadas, quando necessario, mampagioedit com seus resultados

alinhados em relacédo a cepa de referéncia vaSaairg 3).
4.1.1.3.1 Analise Filogenética (PV3)

A arvore filogenética mostrando o relacionamenttveens poliovirus do sorotipo 1
foi construida no algoritmo Neighbor-Joining utiilo o modelo de substituicdo de
nucleotideos Kimura 2 pardmetros com distribuicam@®a (K2+G), conforme descri¢do no
item material e métodos. O valor de gamma utilizpdia esta arvore foi 0,1827 a partir da
indicacdo do programa Mega v.5 (Tamura et al. 2@gu&) também indicou 0 método com a
utilizacéo de 1000 réplicas de “bootstrap.

Uma vez que todas as amostras possuem um mesmstrahcenhecido (Sabin 3)
nao foi possivel estabelecer um claro relacionamdatancestralidade entre elas, apesar de
ser possivel notar varias diferencas com relacduiawro de mutagdes das amostras de PV3
analisadas, em comparagédo com a sequéncia padyéo Samostra 21647 ficou destacada
das demais na arvore por suas 4 mutacdes serdmtedisia maioria, porém semelhante a
outras quatro que abriram ramos préximos. Véaiam®stras com o mesmo numero de
mutag¢des foram agrupadas de forma distante. Oatrw rque se destacou foi aquele que
apresentou amostras com apenas uma mutacdo, pdiénrelacionada a reversdo de
neuroviruléncia em VP1 (ramo localizado na parfeesior da arvore). Apenas sete amostras
das 53 analisadas apresentaram 100% de identidadela;do a cepa de referéncia Sabin 3.
As 10 amostras, nas quais a 28858 esta incluideseqtaram apenas a mutagao relacionada
a reversao de neuroviruléncia (C2493T) e se bigiam préximas a barra vertical do ramo
gue inicia com a amostra 30859 e termina com asam@®@5700. Embora seja possivel
observar a distribuicdo das amostras com mutagbésvore filogenéticas, néo fica claro em
que posigdo particular ocorreu & mutacéo. Assimocosndemais sorotipos, néo foi possivel

obter informacdes acerca do relacionamento geagrafou temporal.
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FIGURA 4.11:Arvore filogenética construida pelo algoritmo de Nighbor-Joining para
as 54 amostras de poliovirus sorotipo 3.
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As linhas horizontais sdo proporcionais as difeasrentre as sequéncias de nucleotideos das amostras
e 0s numeros indicam a consisténcia destes ran@@0(téplicas de “bootstrap”). A cepa referéncia
vacinal 3 (Sabin 3) esta indicada com a seta. N@mT inclusas sequéncias como grupo externo.
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4.1.1.3.2Rede de Haplotipos (PV3)

A rede de haplotipos permite um estudo populaciagalipando individuos com o
mesmo tipo de ocorréncia. A representacdo atraaéede de haplotipos das 54 amostras de
PV3 relacionadas a vacina na regido de VP1 em c@p@a com a cepa de referéncia vacinal
(Sabin 3) est4 indicada na Figura 4.12. A iderd#fdo das amostras inicia com o sorotipo,
seguido pelo registro do LEV, o estado e 0 ano endaso foi diagnosticado. A cepa vacinal
de referéncia (Sabin 3) esta localizada no reténggfupada com as demais amostras que
apresentaram 100% de identidade em relacdo aCGzsia. mutagdo esta representada por um
segmento de reta com a posi¢cao que o nucleotidgmaatentro do genoma. A diferenca de
tamanho dos segmentos de reta ndo esta assoaieddnan parametro. O segmento de reta
em vermelho indica a mutacéo relacionada ao fem&#gvagem associada a neuroviruléncia.
A posi¢do no genoma em que foi encontrada a muestadocalizada acima do segmento de
reta. A letra da esquerda indica o nucleotidecegia wacinal de referéncia e a letra da direita
a mutacdo encontrada na amostra. Abaixo da ideaglio do nucleotideo estd indicada a
posicdo do aminoacido dentro da VP1 e a sua tmdasijtuicdes ndo sindnimas), sendo a
letra da esquerda o referente a cepa vacinal edireita ao aa da amostra. Substituicdes
sinbnimas ndo foram indicadas. Amostras contidasuemmesmo circulo possuem uma
identidade total entre as sequéncias (Figura 4.12).

A Figura 4.13 é uma representagdo grafica da Figura Os circulos possuem um
didmetro proporcional ao numero de amostras quesmesitdo contidos definindo as mutacdes
gue ocorrem com maior frequéncia. O circulo maisigscontém a cepa de referéncia Sabin
3 e as amostras com identidade de 100% em relagda. a Este tipo de representacao

permitiu avaliar o perfil da estabilidade e o pade&n que ocorreram as mutagoes.
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FIGURA 4.12:Rede de hapldtipos dos isolados de poliovirus soimt 3
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Representagdo da rede de haplétipos de PV3 narégi&P1 pelo sequenciamento nucleotidico
em comparagdo com a cepa vacinal (Sabin 3). As teasoséo identificadas com o sorotipo,
seguido pelo registro do LEV, o estado e o ano andmso foi diagnosticado. O quadrado
representa o conjunto de amostras com 100% deidddet em relacdo & cepa vacinal de
referéncia (Sabin 3). Cada mutacao é representadanp segmento de reta com a posi¢do que o
nucleotideo ocupa no genoma. A letra a esquerdigainal nucleotideo da cepa vacinal de
referéncia e a letra da direita, a mutacdo enadatna amostra. O segmento de reta em vermelho
indica a mutacao relacionada ao fenoétipo selvagswociado a neuroviruléncia. Circulos contendo
mais de uma amostra representam uma identidadé eatee as sequéncias. Abaixo da
identificacdo do nucleotideo esta indicada a posifthaminoécido dentro da VP1 e a sua troca,
sendo a letra da esquerda o referente a cepa vacmaa direira ao aa da amostra. Amostras
contidas em um mesmo circulo possuem uma identidéalesntre as sequéncias.
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FIGURA 4.13 Representacao grafica da rede de haplétipos do fpavirus sorotipo 3
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Representacdo gréfica da rede de haplétipos de riRVBegido de VP1 pelo sequenciamento

nucleotidico em comparacdo com a cepa vacinal b0 tamanho dos circulos é proporcional

ao numero de amostras que apresentam o mesmodgeitientidade. Cada segmento de reta que
conecta os circulos representa uma mutacéo, serelo germelho indica a mutacdo relinada
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4.1.2. Andlise nucleotidica da regiad’NC do genoma de poliovirus

A regido da 5'NC dos poliovirus foi amplificada @eécnica de RT-PCR, utilizando-se
os “primers” EVR e S11S (descrita no item 3.7.2)dds os isolados analisados mostraram
como produto da amplificacdo da PCR, um fragmeato tamanho caracteristico de 700 pb.
Esse material amplificado foi sequenciado confod®asgcrito em material e métodos. Foram
analisados 68 isolados dos trés sorotipos sendtp Zbrotipo 1, 21 do sorotipo 2 e 20 do
sorotipo 3.

Os diagramas da Figura 4.14 mostram o numero dsteasanalisadas cujos circulos
em destaque correspondem a regido 5 NC tratada itess

Os resultados de 5'NC estdo representados em guaegarados por sorotipos. Cada
quadro indica a posicao nucleotidica estudadaneidgotideos presentes nessas posi¢cdes nas
cepas vacinais e nos virus selvagens.

Dos 27 isolados de poliovirus 1, 21 permaneceramateracdo no nucleotideo 480 e
cinco apresentaram reversdo. Uma amostra ndo afyagseversdo no nucleotideo 480, mas
apresentou a reversao no nucleotideo 525 semelahantieus selvagem. Dos 20 isolados do
sorotipo 2, sete foram semelhantes ao Sabin 2 &pfesentaram reversdo. Ja o sorotipo 3
apresentou quatro isolados idénticos ao Sabin73igolados com reversao.

Os sorotipos apresentaram taxas de reversdo devireléncia bem distintas com
18,5% de amostras com reversao para o sorotip65% para o sorotipo 2 e 81% para o

sorotipo 3 como dados apresentados na Figura 4.14.
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FIGURA 4.14:Andlise da regido 5’NC de poliovirus tipo 1, 2 e 8m relagdo ao principal
nucleotideo envolvido na atenuagéo de cada um dasatipos.

PV1

Posicao 480 Posicéo 525
Amostras | Sabin | Mahoney | o, | manoney
(Vacinal) (Selvagem)

Guanina (G) | Adenina (A) | Timina (T) | Citosina (C)

n= 27 21 77.7%) | 5 (18,5%) 0 1(3,7%)

PV2

Posicao 481
Amostras Sabin (vacinal) P712 (selvagem)
Adenina (A) Guanina (G)
n= 20 7 (35%) 13 (65%)

PV3

Posicao 472
Amostras Sabin (vacinal) Leon (Selvagem)
Timina (T) Citosina (C)
n= 21 4 (19%) 17 (81%)

Os diagramas representam as amostras analisadeegitees VP1, 2C-3D e 5'NC. Os circulos de cor
rosa mostram o nimero de amostras analisadas e@ ®bl resultados encontram-se nos quadros
abaixo dos diagramas. A posi¢do nucleotidica gpeesenta a atenuagdo encontra-se no alto de cada
quadro em fung&o do sorotipo. A coluna centralrmip o nucleotideo encontrado na cepa vacinal, o
ndmero de amostras que apresentaram identidade gostentagem. J4 a coluna da direita informa o

nt na cepa selvagem que deu origem a cepa vacdnalmero de amostras que apresentaram a
mutacéo e a porcentagem.

72



4.1.3. Andlise das regides 2C e 3D (recombinagéao)

De um total de 415 amostras foram analisadas 22¥tams de poliovirus dos 3
sorotipos com 78 isolados do tipo 1, 76 do tipo6Belo tipo 3 oriundas de todas as regides
geograficas no periodo de 1995 a 2007. Foram sekedas de 45% a 56% do total das
amostras analisadas no LEV em cada uma das re@ifiesa 4.15). A técnica de RT-PCR
duplex que foi utilizada ndo é adequada para aa®#&m que foram isolados mais de um
sorotipo de poliovirus. O procedimento utilizadoog reagentes estdo descritos no item

material e métodos.

FIGURA 4.15: Distribuicdo das amostras de poliovirus analisadapara recombinagéo

em 2C e 3D por regido geogréfica do Brasil no perdo de 1995 a 2007.
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O gréfico representa a porcentagem de amostrasolitevipus analisadas, divididas por regides

geograficas processadas no LEV, no periodo de HO2007. As amostras foram selecionadas
aleatoriamente dentro de cada sorotipo. O numercendro da barra representa a quantidade de
amostras selecionadas, por regidoes geograficasppestudo de 2C e 3D.

Os numeros de amostras analisadas das regifes 3T estdo apresentados em

conjunto, separados por sorotipos, sob a formaatgaimas. Os circulos da analise de 2C e
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3D estdo em destaque (azul). O quadro abaixo dmgatnas informa detalhadamente a
porcentagem total de amostras recombinadas bem semsopadrdes de recombinacéo.

Os sorotipos apresentaram padrfes e taxas de rigm@b bem distintos, com 1,3%
das amostras com recombinacdo para o sorotipd% para o sorotipo 2 e 13,1 % para o
sorotipo 3 conforme dados apresentados na Figu A representacdo grafica das 15

amostras, que apresentaram recombinacdo, encemafigura 4.18.

FIGURA 4.16:Analise das amostras de PV1, PV2 e PV3 nas regi@ks2C e 3D

PV1 PV2 PV3

Regides 2C e 3D

Com
Sorotipo zfnr:ll(i)sS;?:s reco?n%%agéo recombiacdo rec-tl)-n?l}i?ldas Recor;/(t))inados
2C | 3D | 2C+3D
PV1 78 77098,7%) | 0| O 1 1 1,3%
PV?2 76 71©934%) | 0| 5 0 5 6,6%
PV3 68 59(6,8%) | 0| 3 6 9 13,2%

Os diagramas representam as amostras analisadeegites VP1, 2C-3D e 5'NC. Os circulos de cor
azul mostram o nimero de amostras analisadas eBD2Os resultados encontram-se no quadro
abaixo. O quadro informa o numero total de amostreisadas, amostras sem recombinacdo e
recombinadas em 2C, 3D e 2C+3D para cada um dosps. A Ultima coluna do quadro informa a
porcentagem de amostras que apresentaram recod@bjiagependente da regido.
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Os géis A, B e C apresentam a mesma ordem de ggmickas amostras. No gel A foi
possivel observar o resultado da amplificacdo aagstias que foram analisadas com o
conjunto de primers S1-REC; no gel B, o resultaa® aimostras avaliadas com o conjunto de
primers S2-REC e no gel C, o resultado das amoatralsadas com o conjunto de primers
S3-REC. Os tamanhos dos produtos para o sorotb-REC) foram de 199 pb (2C) e 226
pb (3D), para o sorotipo 2 (S2-REC), de 189 pb @Q25 pb (3D) e para o sorotipo 3 (S3-
REC), de 199 pb (2C) e 228 pb (3D).

As amostras regulares 24193, 24397, 29151 e 38@rEsentaram amplificacdo em
ambas as regibes quando submetidas a reacdo decBP@Ro conjunto de primers
correspondente aos seus sorotipos. Esse resulta#oser visualizado no gel A poco dois,
para amostra 24193; no gel B pogos quatro e seis ps amostras 29151 e 24397,
respectivamente, e no gel C pogo oito, para am@ira5. Para essas amostras nao foi
observada reacdo de amplificagdo com os conjurgopridhers dos demais sorotipos. A
amostra 22020 € um exemplo de recombinacéo comissarotipos, uma amostra PV1 que
apresenta 2C de PV2 (gel B poco trés) e 3D de B¥B pogo trés). As amostras 20361 e
23423 sédo exemplos de recombinagdo em apenas wsn@glées, gel A pogo cinco para
20361 e gel B poco nove. A amostra 26667 ndo ami@seamplificacdo em nenhum
conjunto de primer, fato que indica recombinacaterogipica, isto é, recombinagdo com

outro enterovirus que ndo poliovirus (pogos 10géis A, B e C).
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FIGURA 4.17:Perfil eletroforético de amostras analisadas em ra¢do a padréo de

recombinacao nas regides 2C e 3D.

a. S1-REC .
PM
=
-4
226pb E -
199pb -
b. S2-REC
c.S3-REC

228pb
199pb

Os géis apresentam o perfil eletroforético das timmsvaliadas para recombinagédo em 2C e 3D.
Gel A- Linhas 1 PM; Linhas de 2 a 10 amostras 2429820, 29151, 20361, 24397, 32254, 30745, 234&%6& amplificadas

com primers S1-REC; Linhas 11 e 12 controle pasitBabin 1) e controle negativo, respectivamente.
Gel B- Linhas 1 PM; Linhas de 2 a 10 amostras 2429820, 29151, 20361, 24397, 32254, 30745, 234258 amplificadas

com primers S2-REC; Linhas 11 e 12 controle pasitBabin 2) e controle negativo, respectivamente.
Gel C- Linhas 1 PM; Linhas de 2 a 10 amostras 2429320, 29151, 20361, 24397, 32254, 30745, 2342%& amplificadas

com primers S3-REC; Linhas 11 e 12 controle pasitBabin 3) e controle negativo, respectivamente.
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Os resultados mostraram que sete padrdes de rewagabiforam detectados nas 222
amostras analisadas. O maior numero de amostrasb@tantes foi detectado no virus de
sorotipo 3, seguido pelo sorotipo 2 e, em menontigade, pelo sorotipo 1. O gene que
codifica a proteina 3D apresentou maior tendénoég@mbinacdo que a regido 2C.

A Figura 4.18 apresenta os diferentes perfis dasarhbstras com recombinacgéo
genbmica nas regides 2C e 3D. A imagem represdatioprma esquematica, o genoma dos
enterovirus identificando as regiées ndo codifieari’ e 3", proteinas do capsideo e néo

estruturais. Algumas das amostras abaixo constarfigara 4.18 itens a, b e c.

77



FIGURA 4.18:Padrdo de recombinacédo dos poliovirus vacinais isalos de casos de PFA
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Localizacdo dos pontos de recombinacdo dos paliswacinais isolados de casos de PFA. Na
representacdo do genoma dos poliovirus, a Unieadadeitura aberta (ORF) est4 indicada por um
retdngulo, flanqueada pelas regies 5 e 3’ nadficadtes. Os retangulos de cor sélida foram

investigados e coloridos de acordo com o soroffmoretangulos hachurados, correspondendo a cor
do sorotipo do poliovirus, representam que embdm@ tenham sido investigados, ndo existem

indicacbes que sejam de outro sorotipo. As amostrdEadas pelas setas estdo nos géis de
poliacrilamida nas Figuras 4.17 a, b e c.
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4.1.4.Avaliacdo conjunta das regifes gendémicas 5’'NC, VPAC e 3D dos trés sorotipos

de poliovirus

Como indicado na Figura 3.2 no item material e woh#p 44 amostras foram
analisadas em todas as regides do genoma abortestasestudo, sendo 18 amostras de PV1,
20 amostras de PV2 e 16 amostras de PV3. A confmadgs resultados obtidos, para cada
regido, por amostra e por sorotipo, esta desasarabelas 4.1, 4.2 e 4.3.

A avaliacdo da regido da VP1 foi baseada na idest#io do nimero de mutagdes
nucleotidicas obtidas em todo o gene, frente a eagmal correspondente e os valores
encontrados estdo descritos nas tabelas de cad#pasat.1, 4.2 e 4.3, na coluna especificada
“mutagdes em VP1". O destaque, em rosa, dos valorfBsma que a mutacdo de maior
importancia ligada a reverséo de neuroviruléncia/&t esta presente. No caso do PV1, essa
mutacdo é a G2795A; para o PV2, a mutacdo é T2®09tara o PV3, € T2493C. O nt
anterior a numeracao refere-se ao nt presentepaadsereferéncia vacinal e o nt posterior ao
numero ao encontrado nos isolados. Também foiaddicpara cada amostra, a presenca ou
ndo, de mutacdes ndo sindnimas na VP1. Nestes eagosa de aminoacidos e a posi¢cao na
VP1 foram especificados nas colunas “mutacdesin@aisas”; da mesma forma; a primeira
letra referente ao aa presente na cepa de refay&oen o numero indicando a posicao deste
aa na VP1 e a letra seguinte, referente ao aa gadomos isolados.

A avaliacdo de 5'NC foi baseada na identificacdo nigtacbes nas posicdes
importantes para a reversao de neurovirulénciasg§aet80 e 525 para PV1; 481 para PV2 e
472 para PV3. As mutacdes dos nucleotideos foranesentadas obedecendo ao padréo ja
descrito, onde o nt anterior refere-se a cepafdédrecia vacinal, o nimero a posi¢éo do nt no
genoma e o nt posterior refere-se ao encontradasptlos. Os resultados estédo descritos
nas Tabelas 4.1, 4.2 e 4.3, coluna 5’'NC.

A avaliacdo das regides 2C e 3D foi baseada nanags® de amplificagcdo do
material gendmico quando submetido ao conjunto rdeeps de recombinantes para os 3
sorotipos. Os resultados estdo descritos nas &ldela 4.2 e 4.3 coluna “2C+3D”. O
resultado regular indica que a amostra apresetdaatg na regido 2C como na 3D, genoma
do mesmo sorotipo ao qual a mostra foi primeiramépificada. Os resultados sombreados
indicam a presenca de recombinac¢do. Quanto a reg@écsorotipo recombinante, estes estédo
especificados, logo apds o sorotipo da amostrae @abtacar no sorotipo 3, que a amostra
26667 apresenta, nas duas regides estudadas, iraQatheterotipica, isto é, recombinacéo

com outro enterovirus que néo poliovirus (Tabey. 4.
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Podemos observar para o sorotipo 1, Tabela 4.1, dag cinco amostras que
apresentaram pelo menos uma mutagdo em VP1, qouiatikeerem também a reversdo em
5'NC. Somente uma amostra (24189) apresentou Eevama regido 5’NC e nenhuma
mutacdo em VP1; cabe destacar que a mutacao oc@neosicao 525 e ndo na posi¢cao 480.
Nas 18 amostras estudadas, independentes de nuamd¥P1l e 5’'NC, recombinac¢édo na
regido néo estrutural do genoma nao foi detectada.

Para o sorotipo 2, das 20 amostras estudadas gontmri4 apresentaram mutacdes
na regiao da VP1 e, destas, nove apresentarans@evem 5 NC. Cabe destacar que, todas as
sete amostras que apresentaram a principal mutassdgiada a reversdo de neuroviruléncia
em VP1 apresentaram também a mutagdo na regido Sdifiente uma amostra apresentou
mutacdo em 5'NC e nenhuma mutacdo em VP1. As aasa4060 e 32254 apresentaram
mutacdo em 5 NC, VP1 e recombinagdo na regido 8D o poliovirus 1, o sorotipo
recombinante.

Para o sorotipo 3, das 16 amostras analisadas gombtm, 12 apresentaram mutagdes
em VP1. Dessas 12, 11 apresentaram a principais@vele neuroviruléncia em VP1 e a
mutagdo no nt 472 da regido 5'NC. A amostra 26@&&Tedgrupo apresentou recombinagdo

heterotipica.
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Tabela 4.1Amostras analisadas nas regifes 5’NC, VP1, 2C e 8D genoma de
poliovirus tipo 1.

PV1

mutacgdes

mutagdes nédo

Registro estado ano 5'NC em VP1 sinonimas 2C+3D

20241 BA 1995 - 0 - P1 regular
22673 PR 1996 - 0 - P1 regular
22983 BA 1996 - 0 - P1 regular
22986 AL 1996 - 0 - P1 regular
23233 AL 1996 - 0 - P1 regular
23235 AL 1996 - 0 - P1 regular
23246 BA 1996 - 0 - P1 regular
23601 BA 1997 - 3 ASST, 190M P1 regular
23947 GO 1997 G480A 1 T106A P1 regular
24189 CE 1997 T525C 0 - P1 regular
25519 CE 1999 G480A 3 0 P1 regular
25520 CE 1999 G480A 3 0 P1 regular
26432 SC 2000 0 - P1 regular
26861 PA 2000 G480A 2 I90L, T106A P1 regular
32560 PA 2004 - 0 - P1 regular
32688 SP 2004 - 0 - P1 regular
32796 RJ 2004 - 0 - P1 regular
32798 RJ 2004 - 0 - P1 regular

A tabela apresenta os resultados do sequenciandastaregides VP1 e 5’NC e a presenca de
recombinacdo nas regides 2C e 3D. A coluna “5’N@'stra a presencga, ou ndo, de mutacdo na
posicdo 480. A coluna “mutac¢des (VP1)" indica o efmnde mutaces encontradas no gene que
codifica a VP1. O destaque na cor rosa informasaguca de mutac@®?2795A Na coluna “mutacao

ndo sinbnimas” as mudancas de aa e as posi¢cdescgpam na VP1 sdo apresentadas. A coluna
“2C+3D" apresenta os resultados das analisesussrégides 2C/3D em relacdo a recombinagdo. Os

tracos indicam que néo existem diferencas entepa ¢acinal e a amostra analisada

Abreviaturas de nucleotideos: A, adenina; C, citosina; GigaaT, timina. Abreviaturas de residuo de
aminodacidos: A,alanina; |, isoleucina; L, leucina; Mgtimnina; T, treonina.
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Tabela 4.2Amostras analisadas nas regifes 5’NC, VP1, 2C e 8D genoma de

poliovirus tipo2.

PV2

Registro estado ano 5'NC meu;]aglgels ml;itsggﬁi;séo 2C+3D
22300 RJ 1996 A481G 1 1143T P2 regular
22437 PE 1996 - 0 P2 regular
22555 PA 1996 A481G 1 1143T P2 regular
22984 PE 1996 A481G 4 P2 regular
22985 PB 1996 - 0 P2 regular
24060 AP 1997 A481G 3 1143T P2 3D(P1)
29151 SP 2002 A481G 2 1143T P2 regular
29539 MA 2002 A481G 2 P2 regular
29540 MA 2002 A481G 2 1143T P2 regular
31000 BA 2003 - 0 P2 regular
31172 RJ 2003 A481G 1 P2 regular
32254 MG 2004 A481G 11 P naoer P2 3D(P1)
32545 PR 2004 - 2 P2 regular
32598 SP 2004 - 1 P2 regular
32855 SC 2004 A481G 0 P2 regular
32856 SC 2004 A481G 1 P2 regular
33101 MG 2005 - 1 P2 regular
33705 PA 2005 A481G 0 P2 regular
34092 SP 2005 - 3 1143T P2 regular
34234 RS 2005 A481G 0 P2 regular

A tabela apresenta os resultados do sequenciandastaregides VP1 e 5’NC e a presenca de
recombinacdo nas regides 2C e 3D. A coluna “5’N@stra a presenca, ou ndo, de mutacdo na
posicdo 481. A coluna “mutacdes (VP1)” indica o efmnde mutacdes encontradas no gene que
codifica a VP1; o destaque na cor rosa informaeagica de mutacd@909C. Na coluna "mutagéo

nao sinbnimas” as mudancas de aa e as posi¢cdescgpam na VP1 sdo apresentadas. A coluna
“2C+3D" apresenta os resultados das analisesussregides 2C/3D em relacéo a recombinagdo. Os

tracos indicam que néo existem diferengas entepa eacinal e a amostra analisada

Abreviaturas de nucleotideos: A, adenina; C, citosina; G, gagafi, timina. Abreviaturas de residuo de
aminodacidos: A, alanina; C, cisteina; F, Fenilalaninahidtidina; I, isoleucina; L, leucina; M, metionina; S,

serina; T, treonina; Y, tirosina; P, prolina ;V, valina.
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Tabela 4.3Amostras analisadas nas regifes 5’NC, VP1, 2C e 8D genoma de
poliovirus tipo 3.

PV3

mutacdes mutagdes néo

Registro estado ano 5NC em VP1 sinanimas 2C+3D
20242 RN 1995 T472C 4 TO6I, T15A, As4v  P3 regular
20246 AL 1995 - 3 TO6I, S293P P3 regular
22910 PA 1996 T472C 4 TO6I, A54V P3 regular
22947 PA 1996 T472C 0 - P3 regular
22948 MA 1996 T472C 1 TO6I P3 regular
23239 BA 1996 T472C 1 TO6I P3 regular
23240 PB 1996 T472C 1 TO6I P3 regular
23332 PA 1997 T472C 0 - P3 regular
25865 SC 1999 - 1 0 P3 regular
26667 SP 2000 T472C 2 TO6l Rec (EVNP)
30715 SP 2003 T472C 5 <21 58V P3 regular
30745 RJ 2003 T472C 2 TO6I P3 regular
32233 SC 2004 - 0 - P3 regular
33103 RS 2005 T472C 2 TO6I, A54V P3 regular
33635 MS 2005 T472C 2 TO6I, A54V P3 regular
36676 ES 2007 T472C 2 TO6I, A54V P3 regular

A tabela apresenta os resultados do sequenciandastaregides VP1 e 5’NC e a presenca de
recombinacdo nas regides 2C e 3D. A coluna “5’N@stra a presenca, ou ndo, de mutacdo na
posicdo 472. A coluna “mutac¢des (VP1)" indica o efmnde mutacdes encontradas no gene que
codifica a VP1, o destaque na cor rosa informaeagica de mutacd®?493C Na coluna “mutagao
ndo sinbnimas” as mudancas de aa e as posi¢cdescgpam na VP1 sdo apresentadas. A coluna
“2C+3D" apresenta os resultados das andlisesuasrégides 2C/3D em relagdo a recombina@ao.
resultado marcado com um retangulo vermelho api@sercombinacéo nas regides 2C e 3D com
enterovirus diferente do poliovirus. Os tracosdadi que ndo existem diferencas entre a cepa vacinal
e a amostra analisada.

Abreviaturas de nucleotideos: A, adenina; C, citosina; QiigaaT, timina. Abreviaturas de residuo de
aminoacidos: A, alanina,; |, isoleucina; K, lisina; Rylipra; R, arginina; S, serina; T, treonina; V, valina.
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5. DISCUSSAO

Um problema encontrado em pesquisas relacionadapaiovirus isolados de casos
de PFA estd na possibilidade, bastante frequeatesetem isolados mais de um sorotipo de
poliovirus em uma mesma amostra analisada. Dueetolha inicial das amostras foram
excluidos os casos de mistura de poliovirus paraviar interferéncia de mais de um
sorotipo nas andlises. Na rotina do diagnosticomesuras foram sequenciadas e apenas
amostras cujo resultado do sequienciamento fosstamente relacionado ao sorotipo que
apresentava o maior numero de particulas viraanfdncluidas no estudo. Quanto a analise
da recombinagdo gendmica nas regides 2C e 3D, sergy@ de misturas de segmentos
gendmicos dificultou a interpretacdo adequada dssltados (amplificagbes) obtidos neste
estudo.

Com o aumento do namero de surtos de c-PVDV no mwutgiu a necessidade de
avaliarmos todos os sorotipos de poliovirus, mesmoeles presentes em misturas,
considerando que a caracterizacdo de um polioeoos PVDVs é fornecida pelo numero
de mutacdes identificadas a partir da comparacdoacepas vacinais de referéncia. Para
isto foi desenhado um conjunto de “primers” quegaseé amplificar seletivamente cada um
dos poliovirus presentes nas misturas. Varias aasde misturas de sorotipos de poliovirus
foram testadas e como o resultado atendeu a peoplostexperimento, as amostras com
isolamento de mais de um sorotipo passaram, eatdey analisadas a partir de 2009. Os
resultados deste trabalho foram apresentados ndO¢6Kgresso de Virologia e 0 manuscrito
encontra-se em fase de preparacdo, embora, nonfreaemento, este tipo de andlise ainda
ndo possa ser realizada pelos laboratérios deérefier da OMS para poliomielite nas
diferentes regides do Mundo.

Em 2010, uma mistura de poliovirus 1 e poliovirufoiBisolada e seus sorotipos
foram subsequentemente sequenciados individualngeatebos sorotipos apresentaram um
namero de mutagBes superior & meédia observada,qteosinaliza um possivel caso de
PVDV ligado a imunodeficiéncia (dados ndo aprestogpa Com o0 objetivo de uma
investigacdo mais detalhada do caso, estes ressittamtam informados a Vigilancia
Epidemiolégica das PFAs (COVER). .

A vacina Sabin, durante o teste de campo realieaaldarga escala, por ocasido do
seu licenciamento, apresentou um excelente resuktatbi aprovada para ser distribuida
mundialmente no inicio dos anos 1960. O licenciamési sequencial, com a cepa Sabin 1,
de menor neuropatogenicidade, aprovada em agost86Gie a cepa Sabin 2, em outubro de
1961 e a Sabin 3, em marco de 1962. O licenciangmt®abin 3 foi adiado em decorréncia
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de sua indesejavel instabilidade genética e de relmtiva baixa imunogenicidade.
Inicialmente a VOP foi administrada na forma mornewte, mas testes de campo realizados
no Canadéa levaram ao licenciamento da formulagéalénte em 1963. Diante do grande
numero de surtos e da elevada incidéncia de casosiados com paralisia nos anos de 1950,
houve grande urgéncia na liberacdo das vacinassanasomente duas décadas, apos o
licenciamento da VOP, investigacdes sistematicas,relacdo as bases moleculares do
processo de atenuacao, tiveram inicio.

A instabilidade genética da VOP foi a maior pre@gfim antes e depois do
licenciamento. Com o objetivo de minimizar o acltmde mutacdes responsaveis pela
reversdo a neuroviruléncia, os produtores da VQOR wélizando processos extremamente
controlados em sua fabricacdo, com sistematicagest de todos os lotes quanto a
neuropatogenicidade em macacos e a sensibilidedese

Métodos filogenéticos sdo Uteis para estimar resc@le ancestralidade e
descendéncia entre organismos. Os poliovirus se@fukrs e analisados nesse trabalho foram
isolados a partir de pacientes apresentando quderéd-A ocorridos no Brasil no periodo
pos-eliminacéo dos poliovirus selvagens. Estesdadaa ndo haviam sido avaliados, fato
gue torna o presente trabalho inédito no campaddespublica.

Nas 70 amostras de PV1, analisadas pelo do sequestio da VP1, 66% possuiam
100% de identidade com a cepa vacinal Sabin e lisarfdlogenética, pelo algoritmo NJ,
permitiu visualizar a presenca de alguns ramostatitente relacionados ao numero de
muta¢cdesDuas mutacdes (transversdes) associadas a nel&ogieuno nt 2795 (AG) e
no nt 2879 (HC) dos PV1 foram identificadas: sete amostras recfio nt 2795 e uma
amostra para a posicao nt 2879, dentre as anaisddgparte superior da arvore, encontra-se
0 ramo que possui a mutacao (2795) associada atperselvagem assim como no resultado
da analise na rede de haplétipos. Nao observampegmassociados com a regido geografica
ou ao ano de ocorréncia do caso de PFA.

O sorotipo 1 é o mais estavel dos trés sorotipomass. Este fato possivelmente pode
ser explicado porque as diferencas nucleotidicasilniidas ao longo de todo o genoma,
entre a cepa Sabin 1 e a cepa selvagem (Mahoney)hg deu origem, € bastante acentuada
com 57 substituigcdes nucleotidicas. Seis das 5agtas estdo localizadas na regido 5NC,
49 na regido codificante (21 levando a troca de@asias substituicdes localizadas na regiéo
3'NC (Kew et al. 2005). A comparacao das repreg@es graficas das redes de haplétipos de
forma proporcional a identidade das sequéncias paraés sorotipos no presente estudo
reforca a observacdo de diversos autores quanstebilelade do sorotipo 1 no gene VP1

(revisto por Kew et al. 2005).
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Com a complementagdo da andlise pela rede de ipmsidbi possivel visualizar a
frequéncia, a natureza (sinénimas e nao sinGnimas)ocalizagdo das mutacdes. A rede de
haplotipos e sua representacdo grafica permitiragvidéncia da principal caracteristica
observada no estudo deste sorotipaeduzida frequéncia de substituicbes nucleotidicas
apresentada pelos PV1.

O sequenciamento nucleotidico da VP1, nas amosisais do sorotipo 2, permitiu
a observagdo de um perfil de estabilidade interanediem relacdo aos sorotipos 1 e 3,
quando analisada a posi¢do considerada como @itiearoviruléncia (nt 2909) em VP1. Os
residuos nt 2908, 2909 e 2910 pertencem ao tripletecodifica o residuo de aminoacido
143 em VP1. O fenotipo vacinal apresenta uma Isolau(l) enquanto que o fendtipo
selvagem possui Treonina (T) (transversaed). Essa substituicdo foi observada em 15 das
53 amostras analisadas (28%). Em relacdo a estduoesle aa (143) foi verificado,
curiosamente, que outras seis amostras apresengiati@nsicao no nt 2909 desA, o que
levou a uma substituicdo do aa Isoleucina (I) pesparagina (N). Ainda relativo ao mesmo
residuo de aa (143), em trés amostras foram oluEvautacdes de transversdoXB) e
transicdo (A>T), na posi¢cdo nt 2908 que geraram troca da Isilayt) para Valina (V) e
Fenilalanina (F), respectivamente. O residuo deaacido 143, que na cepa de referéncia
vacinal 2 apresenta Isoleucina, em 45% das amdstrasibstituido por Valina, Treonina,
Asparagina ou Fenilalanina. Resultados semelhafesm relatados por Pliaka e
colaboradores (2007) que verificaram que 54% daamdstras analisadas, procedentes de
guatro pacientes saudaveis e de dois, de VAPRtirdhaa Isoleucina substituido por Valina,
Asparagina e Treonina. A localizagéo deste resileoage proximo ao sitio de neutralizagéo
e, possivelmente, pode influenciar na fase inidalinfeccdo (Pliaka et al. 2007). Os dois
casos de PVDV identificados apresentaram a suigstituneste residuo de aa; as amostras
24397 e 24398 com a substituicdo para o0 aa Asparaga amostra 32254, para Treonina,
como, caracteristicamente, ocorre no fenotipo geiva

O sorotipo 2 foi 0 que apresentou o maior numersudestituicdes nucleotidicas na
VP1, chegando a 11 mutag¢des, enquanto que ospswcli e 3 apresentaram até cinco
mutacdes. Este fato levou a identificacdo de dasos de isolamento de PVDV, um no
estado do Parana e o outro, no estado de MinasisG&a parametros, determinados
internacionalmente e adotados pela OMS, classificamo PVDV a amostra que apresentar
10 ou mais diferencas nucleoticas no gene queicadif VP1 para os trés sorotipos. Em
1998, o estado do Parana enviou duas amostraxzéde fie um caso de PFA e ambas as
amostras mostraram ser PVDV; o caso de PVDV de MiBarais ocorreu em 2005. E

possivel que estes casos estejam relacionadasngasicom comprometimento imunoldgico,
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pois ndo foram detectados outros casos no mesniedpetma nova amostra do caso de
Minas Gerais foi coletada, enviada ao LEV em 2@d#&s nao foi possivel o isolamento viral.

Na 16 Reunido Informal para a Rede Global de Laboratd@®®4lio, em setembro
de 2010 em Genebra, o nimero de mutacgdes, de frtaigy foi reduzido para seis ou mais
em relacdo ao sorotipo 2. Para os sorotipos lomthacia mantido o parametro anterior de 10
ou mais mutagfes na VP1. O sorotipo 2 tem sidosporesavel pela maioria dos surtos de
cPVDV ocorridos mundialmente e também tem sido rotgm predominante em casos do
iPVDV (WHO 2010d, GPEI homepage em 25-03-11).

Para o sorotipo 3 foram analisadas, pelo sequeeai@mucleotidico, 54 amostras
Sabin e observados dois aspectos que confirmansdaueriormente publicados (revistos
por Kew et al. 2005): i) a presenca de uma maidabéidade genética em comparacéo com
0s sorotipos 1 e 2 e, ii) a mutacdo em VP1 na o293, considerada critica na reversao
da neuroviruléncia, em 40 das 54 amostras anatisada

Dos 3 sorotipos de poliovirus vacinal, o menosvestgeneticamente é o poliovirus
tipo 3, 0 que pode ser percebido devido a maiodémcia de casos associados a vacina
(VAPP) em criancas vacinadas. A industria farmadcéwRfizer modificou a cepa Sabin 3 de
sua formulagéo tornando-a mais estavel e menosviauenta (Kew et al2005). Amostras
dos trés sorotipos de poliovirus analisados aptasen mutacdes associadas a de reversao
da neuroviruléncia, em VP1, ocasionando troea aminoacidos, porém com perfis de
substituicdes bem diferentes. Para o sorotipo 1,canjunto Unico com poucas amostras
substituidas para o residuo do aa 106; para apodta observacdo de dois conjuntos, com
0 maior sem a substituicdo do residuo do aa 14fre o sorotipo 3, a presenca de trés
conjuntos, com o de menor tamanho, na auséncialdgitsiicdo do aa 06.

N&o obstante a analise da regido 5’'NC ser muitigparta complementacdo dos dados
obtidos no estudo de VP1l, a mesma foi incluida ewssos estudos considerando
fundamentalmente os diversos relatos anterior@s;ipalmente nas décadas de 1980 e 1990,
gue descrevem a importancia desta regido do gesoma aspecto da neuroviruléncia. Para
muitos autores, as substituicdes nucleotidicaposigdes 480, 481 e 472 para 0s sorotipos 1,
2 e 3, respectivamente, sdo consideradas as @isapusas de reversdo a neuroviruléncia
(Cann et al. 1984, Evans et al. 1985, Westrop.2089, Ren R et al. 1991, Bouchard et al.
1995, Laassri et al. 20Q6)

A partir da publicacdo, em 1982, da sequéncia cetapmlo genoma do poliovirus tipo
1-Sabin, por Nomoto e colaboradores (1982), ag;pesicriticas de substituicbes associadas
a neuroviruléncia, comecaram a ser conhecidasd&stde Cann e colaboradores (1984),

realizados diretamente na cepa semente da vacibm Sa(Leon 12alb) e em duas
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preparacdes, oriundas de lotes de vacina comeraaisfirmaram que as sequéncias
continham “U” na posi¢éo 472, o esperado para 6tfiem atenuado, enquanto que o nt C esta
presente no fenotipo selvagem. Estudos postemargsoprio autor sugerem que esta posi¢ao
possui um efeito direto na capacidade do virusdeglicar no trato gastrointestinal humano
e pode ter implicagBes na estrutura secundariaNdd. Em 1985, ja tinha sido evidenciada a
possibilidade das vacinas atenuadas contra a pelitenutilizadas globalmente, reverterem
ao fenotipo neurovirulento. Nkowane e colaborad¢t€87) publicaram um estudo de casos
de VAPP nos Estados Unidos no periodo de 1973 4, 1®@icando que estes casos estavam
principalmente, associados aos sorotipos 2 e 3ammente, ao sorotipo 1. Evans e
colaboradores (1985) estudaram isolados do sor@igde casos de VAPP e reportaram o
padrdo consistente da reversdo, apos a replicagéimato gastrointestinal humano. Esta
observacgéo foi atribuida, pelos autores, postegatenconfirmada por Kew e colaboradores
(2005), a um visivel aumento da neurovirulénciamivirus.

Estudos realizados por Laassri e colaboradores6j280gerem que este tipo de
mutacgédo afeta seletivamente a inicializacdo dai¢@al da poliproteina nas células de origem
neural. O grupo também investigou casos de VAPPR mesmo achados de Evans em 1985
foram observados, porém a reversdo em pacientdd\szis levou a sugestdo de que fatores
ligados ao hospedeiro teriam um importante papekoaréncia de efeito adverso da vacina.

No presente estudo, ndo foi possivel fazer a ass@widireta entre os isolados de
poliovirus, contendo mutacbes em posi¢cdes chaves @asos de efeito adverso da vacina
VOP, pois os dados relativos aos casos VAPP ndlBiés estao disponiveis. A classificacéo
final de um VAPP é dada por uma comissdo de edimata denominada “Comissao
Nacional de Revisdo de Casos de Poliomielite” gueedne anualmente para avaliar 0os casos
que apresentaram os indicadores necessarios edstgndados ficam sob a responsabilidade
do setor de Vigilancia Epidemioldgica das PFAs re. M

Os resultados encontrados para trés sorotipos anosfue: i) 18,5% das amostras do
sorotipo 1 apresentaram reversdo na posicdo ntid865% das amostras do sorotipo 2
apresentaram reversdo na posicao nt 481 e iii) @8tmostras do sorotipo 3, no nt 472.
Estes resultados estdo de acordo com estudosaainais que indicam que o sorotipo 3 € o
mais instavel, seguido do sorotipo 2 e do sordtifidew et al. 2005)

Considerando que o aparecimento de muta¢cOes egbpegie atenuacao é o primeiro
passo para a reversdo e aquisicdo de propriedddEgitas relacionadas ao fenotipo
selvagem, que ocorre diante de uma prolongadalaj@o dos poliovirus vacinais derivados
(PVDV), estes PVDVs, além de compartilharem compoBovirus selvagens o grau de

divergéncia genética em relagdo a cepa Sabintaet@sem compartilham a propriedade mais
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importante, que é a de causar paralisia em humassa.propriedade foi observada em todos
0s cPVDV e em varios iPVDVEsta neuroviruléncia adquirida pelos PVDVs podeardev
peguenos surtos como o ocorrido em diversos paiee®) os documentados nas Filipinas,
Hispaniola, Madagascar, China e Laos nos period@9@0 a 2005 (Kew et al. 2005)

Os PVDV se constituem no principal obstaculo a nemgéio da erradicacdo da
poliomielite em paises livres dos poliovirus sebragje que utilizam a vacina oral contra a
poliomielite, como é o caso do Brasil, onde, atenéemente, nenhum caso de PVDV tem
sido identificado. A identificagdo neste estudotrds amostras de PVDV2, nos estados do
Parana e de Minas Gerais, alerta para a importénuéaa a necessidade de que altas taxas de
cobertura vacinal sejam mantidas assim como aavigih epidemioldgica e laboratorial dos
casos de PFA. Como mais de 95% das infec¢cbes paliisvirus ocorrem de forma
inaparente, sendo os virus excretados ao meio atabiapds a replicacdo intestinal, a
implementacdo da vigilancia ambiental se consititei ferramenta estratégica de grande
importancia para o monitoramento da circulacaoptdisvirus na auséncia de casos clinicos.

Um fato que tem sido observado em cPVDV e iPVDWréembinacao genética nas
regides 2C e 3D. A ocorréncia deste evento foiidalitente observada nos poliovirus,
considerados como protétipos dos enterovirus eongePicornavirus, com, posterior
identificacdo também em outros géneros dentro ddlifaPicornaviridae (Oberste et al.
2003).

Teoricamente, a recombinacdo é um mecanismo evolatais eficiente do que a
mutacdo em decorréncia da transferéncia de um widespropriedades do virus original
para o virus receptor, em um unico evento. A pigsele populagdes variantes de poliovirus
no trato intestinal proporciona, assim, uma abuodatie material para permitir uma selecéo
de variantes com maior capacidade de replicacage(Ey Bienz 2002).

Eventos de recombinacdo tém sido mostrados, coquéreia em PV de forma
natural. Individuos vacinados com VOP trivalenta &presentado recombinagao intertipica,
envolvendo os trés sorotipos de PV (tipo 1, 2 €€3mmack et al1988; Minor et al1986b;
Savolainen-Kopra et al. 2009). As recombinac¢fesolgendo regides do capsideo séo
fendmenos mais raros, mas, as recombinacfes endolveegides gendmicas, que nao
codificam para as proteinas do capsideo (ex: mete2C, polimerase 3D), ocorrem
naturalmente com os diferentes sorotipos de polisvbu mesmo entre poliovirus e os
enterovirus ndo poliovirus (EVNP) (Kew et al. 1995)

E pertinente considerar que por ser uma vacinalénive, a VOP oferece condigdes
favoraveis para que ocorram mdltiplas infeccdesceadas-alvo no intestino humano, o que

leva a uma possibilidade de recombinacdo entreeasrgas dos diferentes sorotipos dos
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poliovirus identificadas como recombinagdes inp@és como ja registrado por Dahourou e
colaboradores em 2002. Uma outra possibilidadeedemmbinacédo tem sido detectada na
maioria dos surtos causados por cPVDV, na qualssipel observar que a recombinagéo
ocorre com outros enterovirus diferentes dos pilisy geralmente pertencentes a espécie C
(recombinagdo heterotipica). Por fim, um terceipo tde recombinac¢éo tem ocorrido em
paises onde os poliovirus do fenétipo selvagemag@ita endémicos, evento que aumenta a
possibilidade de recombinacdo de um mesmo soratpo fendtipos diferentes, isto €, um
sorotipo selvagem com um vacinal homadlogo.

Dentre as amostras ja analisadas, encontramos betagies entre sorotipos
diferentes de poliovirus vacinais e também uma #&magcombinada com um genoma
diferente dos poliovirus (recombinagéo heterotjpica

O estudo pela RT-PCR, utilizando uma reacéo dupdea as regides 2C e 3D, levou
a achados que divergem, em porcentagem, em redaciabalho de Melnick (1996), porém
apresenta concordancia em relacao ao perfil dentgicacdo de cada sorotipo de poliovirus.
Dentre as 222 amostras analisadas para 2C e 3bntesmmos 15 recombinantes, com 1,3%
para PV1, 6,6% para PV2 e 13,2% para PV3. Estestades corroboram os achados de
Melnick (1996), embora em porcentagens inferioMdslnick verificou a frequéncia das
recombinacdes heterotipicas e seu impacto na neuwéncia de cepas vacinais apés a
replicacdo intestinal, usando um método de analismbinatéria de dois segmentos
polimorfos distantes de um genoma viral, um naginat do capsideo que codifica VP1 e um
outro, na regido que codifica a 3 D-polimerase. fggeuma amostra de PV3 dentre todas
analisadas apresentou recombinacdo heterotipicaEddNP, amostra esta provavelmente
pertencente a espécie C (HEV-C) nas regides 2C &8 achado ndo é surpreendente, uma
vez que os PV pertencem a mesma espécie (Stanwaly 2005). Embora o trabalho de
Melnick tenha encontrado uma porcentagem maionuestas recombinantes (0% para PV1,
49% para PV2 e 68% para PV8)numero total de poliovirus estudados foi de apéita
enquanto o presente estudo envolveu 222 amostras.

Para finalizar, os resultados combinados das asatlas quatro regibes do genoma,
de 44 amostras dos trés sorotipos de poliovirusilpibaram indicar um mesmo perfil de
estabilidade da analise individual de cada redtdn.todas as regibes do genoma, a maior
instabilidade foi observada no sorotipo 3, seguid®orotipo 2 e por ultimo, no sorotipo 1, o
de maior estabilidade. Fatos historicos acerca rdeegso de atenuagdo, assim como 0sS
inumeros estudos j& realizados, nos permitem filzesse inserir os resultados encontrados
com as amostras do Brasil de 1995 a 2007, incluids¢ée estudo, nos mesmos perfis

descritos previamente ao longo, no minimo, dasocigltimas décadas. Desta forma,
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acreditamos que o presente estudo, estrategicanpas&a contribuir para pesquisas futuras
assim como para acdes necessarias e eficazesna Isesrlas a efeito apds a Erradicagao
Global da Poliomielite, erradicacdo esta que, espes e desejamos, ocorra em um futuro

bem préximo.
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6. CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

A partir do sequenciamento nucleotidico do gene apdifica a principal proteina do
capsideo (VP1) foi possivel detectar, pela primeega, dois casos de poliovirus do
sorotipo 2 derivados da vacina isolados de casogadaisia flacida aguda no Brasil,
provavelmente relacionados a individuos imunodafites.

Os trés sorotipos de poliovirus vacinais mostras®mgeneticamente instaveis quando
analisados nas posicdes 2795 (PV1), 2909 (PV2p8 gaVv3), do gene VP1, associadas
a reversdo da neuroviruléncia. A frequéncia de samsnutadas observada para os trés
sorotipos, foi: PV (74% mutados), P\sos (28% mutados) e PV¥iys (10% mutados).

A analise filogenética indicou que o numero ou sig@» das substituicdes nucleotidicas
associadas a reversao a neuroviruléncia em VP stavam relacionadas a um padrao
geogréfico ou temporal.

Na andlise para os nucleotideos (nt 480, 481, giE3entes na regido 5'NC, considerados
0S principais pontos associados a reversao de vieudémcia, para os sorotipos 1, 2 e 3,
respectivamente, o PY3 apresentou maior instabilidade (81% das amostms c
reversdo), seguido pelo P)}2(65% das amostras com reverséo) e 0.80M18.5% das
amostras com reversao).

Os poliovirus sorotipo 3 demonstraram maior insitzdade genética nas regides 2C e 3D e
0 Unico sorotipo a apresentar recombinacdo genétim outros enterovirus que ndo os
poliovirus. Os poliovirus sorotipo 2 ndo apresemtarecombinagdo na regido 2C e o
sorotipo 1 mostrou ser o mais estavel dos trégiposo

A analise da estabilidade genética nas quatroesgi@ndmicas analisadas dos poliovirus
vacinais, isolados de casos de PFA no Brasil, noge de 1995 a 2007, apresentou
perfis distintos entre os trés sorotipos, sendooguais estavel o PV1 seguido pelo PV2 e
por ultimo o PV3.

A rede de haplétipos apresentou uma melhor visagdia dos perfis genéticos das
amostras quando comparada a arvore filogenétidgdaopelo algoritmo NJ. Na rede de
haplétipos foi possivel identificar i) os subgrugosnados a partir da mutagdo associada
a reversao de neuroviruléncia, ii) o padrao deidistdo das mutacbes na VP1 e iii)
localizar as mutacdes de transi¢céo e transveréiop @ mo as nao sindbnimas.
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7. PERSPECTIVAS

a)

b)

d)

A OMS , nos ultimos anos, vem investindo em treieald e equipamentos para uma
resposta mais rapida quanto ao diagndéstico dosoeities/poliovirus. O LEV muito
brevemente adotard a metodologia de PCR em terapemesubstituicdo a PCR

convencional.

Utilizando reagentes (primers) desenhados e testaml@EV, amostras com misturas
de sorotipos de poliovirus serdo sequenciadas danmgna investigacdo da

instabilidade genética para casos de PFA.

Implementagéo da Vigilancia dos Poliovirus em anagsambientais, a qual, tem sido
fortemente sugerida pela OMS principalmente peldogu assintomético apresentado

na poliomielite em mais de 90% dos individuos.
Trabalhos colaborativos para pesquisa de entesogipoliovirus em grupos

indigenas, que pelo isolamento geografico, sdmpiaikenente suscetiveis para os

poliovirus.
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