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Influenza

Os virus respiratorios estdo entre os maiores causadores de doengas que afligem os seres
humanos e constantemente nos ameacam com epidemias de amplo espectro. Dentre eles, sem
davida o virus da influenza é o que tem provocado maior nimero de vitimas fatais. Historicamente
o virus da influenza deixou uma marca indelével, que foi a pandemia (epidemia mundial) de 1918-
1919, com mais de 20 milhdes de mortes (Figl). Até hoje ainda sdo produzidos documentos sobre
os impactos psicoldgicos e sociais desse episddio. Diante dessa ameaca, uma rede mundial de
laboratorios ¢ mantida para detectar o mais rapido possivel, o aparecimento de cepas com
patogenicidade exacerbada. Muito provavelmente em nossas vidas ainda ouviremos falar algumas
vezes do surgimento de uma dessas cepas, € correremos aos postos de saude para tomar a dose da
“vacina do ano”. Anualmente a Influenza causa 3 a 5 milhdes de casos graves de doenga
respiratoria em humanos no mundo, provocando cerca de 500.000 mortes.

Fig. 1. Hospital de campo, improvisado para atender ao grande nimero de pacientes nos EUA, e
enfermeiras suecas voluntarias durante a pandemia de 1918-19.

Classificacao e propriedades

Os virus da influenza formam a familia Orthomixoviridae, subdividida nos tipos: influenza
A, B e C. Esses virus possuem genoma de RNA de polaridade negativa segmentado, e suas
particulas sdo envelopadas. A Fig2 temos duas micrografias eletrénicas, sendo que na primeira
(aumento maior), numa tomada feliz, ¢ possivel observar no interior da particula alguns dos
segmentos do nucleocapsideo, que apresentam a simetria helicoidal tipica. Na superficie das

particulas virais, o envelope, apresenta espiculas, ¢ sua morfologia é variada (pleiomorficos)
ficando entre 80 e 120 nm.

Fig. 2.



Fig. 3.

A Fig. 3 temos um esquema da particula viral, onde estio representadas as proteinas
estruturais majoritarias. Os oito segmentos presentes na particula viral que codificam dez proteinas,
estdo descritos a tabela 1, sendo seu tamanho decrescente do 1 (2.341 bases) para o 8 (890 bases).
A influenza do tipo A apresenta alta variabilidade e alta taxa de recombinac¢do, a do tipo B variacao
moderada, ¢ a do tipo C ¢ estavel. A distingcdo entre os tipos se da através da caracterizacdo
sorologica das proteinas de Matriz (M1) e da Nucleoproteina (N). As proteinas, hemaglutinina
(HA) ¢ neuraminidase (NA), presentes no envelope, que constituem as espiculas visiveis a
microscopia eletronica (Fig 2), tém papel fundamental na multiplicacdo e patogénese desses virus.

Tabela 1. Genes expressos pelos diferentes segmentos do genoma da Influenza.

Segmento | Gene | Pares | Niimero de Peso Funcao
de |unidades no | Molecular
bases virion (Kd)

1 PB2 | 2341 30-60 96 Subunidade da RNA pol.

2 PB1 | 2341 30-60 87 Subunidade da RNA pol.

3 PA | 2233 30-60 85 Subunidade da RNA pol.

4 HA | 1778 500 75 Hemaglutinina

5 NP | 1565 1000 56 Nucleoproteina
(associa-se ao RNA)

6 NA | 1413 100 56 Neuraminidase

7 M1 | 1027 3000 28 Proteina da Matriz

(organiza a particula interagindo
com o nucleocapsideo e o envelope)
M2 poucas 15 Proteina de Membrana

(forma canais e
participa do desnudamento,
€ alvo da droga amantadina)
8 NS1 | 890 0 26 Niao estrutural
(inibe a resposta antiviral mediada

por interferon)
NS2 0 14 Nao estrutural
(envolvida na saida dos

nucleocapsideos do niicleo)




red: M2 protein
green:  Haemagglutinin
blue: Neuraminidase
inside:  viral RNA

Fig. 5. NA Fig. 6
(vista superior do tetrdmero)

Para os Influenza A humanos ha 15 sorotipos conhecidos de hemaglutinina ¢ 9 de
neuraminidase, e assim, HA ¢ NA podem variar e ddo as principais caracteristicas antigénicas das
cepas. A nomenclatura ¢ feita indicando o tipo, o local, més e ano de isolamento, e as variantes de
HA e NA, como por exemplo: A/Pequim/10/57 (H2N2). A Fig. 4 temos um esquema do trimero de
HA com a indicagdo do sitio aonde se liga o receptor, ¢ pontos de maior variabilidade antigénica. A
Fig. 5 temos uma representagao da estrutura tridimensional do tetramero de NA, vista de cima onde
estdo os sitios ativos da neuraminidase. A Fig. 6, temos uma representagio que leva em conta a
freqiiéncia com que cada uma das proteinas de envelope aparece na superficie da particula viral.
Deve ser ressaltado que ha uma interagdo entre M1 (Matrix no esquema da Fig 3) e a porcéo intra-
envelope de HA e NA; e também entre M1 e o complexo do nucleocapsideo. O nucleocapsideo €
composto pelo RNA associado a NP (nucleoproteina) e aos trés polipeptideos da RNA polimerase
RNA-dependente (PA, PB1 e PB2), Fig 3 e tabela 1.

Replicacao.

A ligacdo do virus influenza as células alvo no epitélio respiratorio se da pela interagdo
entre HA e estruturas de acido neuraminico presentes nas glicoproteinas da membrana celular. Apos
a endocitose, o pH acido do endossomo promove uma mudanga do pH interno da particula gracas a
permeabilidade a H+ possivel pela presenca de M2 no envelope (Figs 6 e 7) que forma canais
seletivos. A acidificacdo provoca uma mudanca estrutural na HA, que leva a fusdo do envelope
viral com a membrana endossomal, liberando os nucleocapsideos de sua interagdo com M1 e
deixando-os soltos no citoplasma Fig. 7. Apos a migracdo dos nucleocapsideos virais para o nicleo
celular, que é uma caracteristica dos ortomixovirus (os demais virus RNA fita simples negativa
fazem a multiplicagdo exclusivamente no citoplasma), os diversos segmentos sdo transcritos pela
RNA polimerase RNA-dependente (RpRd). Outra caracteristica unica é de que a polimerase viral
utiliza a por¢do 5° dos mRNAs celulares. Dessa forma os mRNAs virais saem do nucleo celular
contendo a por¢do 5’ cap “roubada dos mRNAs celulares” e uma cauda poliA inserida pela propria
RpRd, sendo traduzidos em seguida. HA e¢ NA sofrem as modifica¢des pos-traducdo (ex:
glicosilagdo) ao nivel do reticulo endoplasmatico e sdo transportadas pelo complexo de Golgi para a
membrana celular. A elas, através de sua porgao intracitoplasmatica associa-se a proteina M 1.

As subunidades componentes da polimerase viral (PB1, PB2 e PA) além de NP migram
para o nucleo (possuem sinal de localizagdo nuclear), aonde irdo formar novos nucleocapsideos
associando-se as novas copias de genoma RNA-. Estas foram feitas utilizando como molde copias
RNA+ do genoma original (diferentes dos mensageiros pois ndo possuem 5 CAP e poliA). Os
nucleocapsideos completos migram para fora do nucleo celular e dirigem-se aos pontos da
membrana citoplasmatica onde estdo concentrados complexos M1/NA/HA. A interacdo do
nucleocapsideo com M1 na face intracitoplasmatica da membrana celular leva ao brotamento das



particulas virais completas. Os nucleocapsideos sdo incorporados sem uma selecdo rigorosa,
gerando particulas com 11 segmentos em média, e muitas delas defectivas, pois pode faltar um ou
mais segmentos, dos oito necessarios, dentre os incorporados (Fig. 7). No momento da saida dos
virus das células do epitélio do aparelho respiratorio a atividade neuraminidase cliva o acido
neuraminico, liberando as particulas virais da reten¢do por uma possivel interagdo entre acido
neuraminico presente no muco e a hemaglutinina.
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Fig. 7.
Patogenia e transmissao

Os virus da Influenza estabelecem sua infec¢do nas vias aéreas superiores ou inferiores
(bronquios e alvéolos pulmonares), tendo com alvo as células epiteliais (secretoras de muco,
ciliadas, e outras). A NA cliva os residuos do acido neuraminico participante dos polimeros
componentes do muco, abrindo o caminho até o epitélio. A incubacdo, com a conseqiiente
destruicdo do epitélio atingido, ¢ rapida (2 a 3 dias), levando a deficiéncia respiratoria
(sintomatologia local). Os sintomas sist€émicos (febre, mal estar, cefaléia e dores musculares) estao
ligados a indug@o do interferon gama e outras citocinas. Nesse epitélio destruido pode haver o
estabelecimento de infecgdes secundarias por bactérias ¢ outros virus. Dependendo da extensdo
dessa destruigdo, ocorre a sindrome da Influenza, que € letal. A gravidade da doenga depende da
cepa do virus, entretanto, sua evolugdao é normalmente benigna com a recuperagdo entre dois e
cinco dias apos as manifestagdes clinicas. A transmissdo ocorre de forma muito eficiente e rapida,
principalmente em ambientes fechados, através de goticulas dispersas pela via respiratéria que
carregam muco contaminado, de um individuo ao outro.



Epidemiologia e variabilidade

A ocorréncia do virus da influenza (tipos A ¢ B) é mundial, sendo mais freqiiente no
inverno. Esses virus infectam aves e mamiferos, podendo fazer infecgdes cruzadas. Esses eventos
sd0 mais provaveis em regides rurais densamente povoadas Fig. 8.

Fig. 8.

Quando levamos em conta o seu mecanismo de replicacdo, temos a possibilidade de que
duas cepas do virus influenza A de diferentes espécies entrem numa mesma célula. No momento do
brotamento, como ndo hd mecanismo rigoroso de selecdo, pode haver o empacotamento de
segmentos gendmicos de ambas as cepas numa mesma particula viral (Fig. 9). Esse fendmeno pode
gerar um virus indcuo ou combinar caracteristicas de ambos levando a uma maior patogenicidade, o
que ¢ determinado principalmente por novas combinagdes entre diferentes HA e NA. A esse
processo, que provoca uma mutacdo drastica, da-se o nome de desvio antigénico, sendo também
chamado rearranjo, deslocamento ou reagrupamento. O outro processo, que contribui para a
constante modificacdo desses virus (ocorre com influenzas A e¢ B), origina-se das mutagdes
introduzidas durante a replicagdo do genoma pela RNA polimerase RNA-dependente, ¢ chamado de
flutuacio antigénica (Fig. 9).
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O sinergismo desses dois mecanismos de variabilidade, aliado as demais caracteristicas do
virus da influenza A, explica a ocorréncia de epidemias de grande porte de forma periddica. Assim,
o resgate de amostras, até onde foi possivel, permite tragar a evolugdo desses virus em termos das
combinacdes de HA e NA:

1874 --- (H3N8)

1890 --- (H2N2) coveeviieiieeiee Pandemia

1902 --- (H3N2)

1918 --- (HIN1).cooveeiieiieee Gripe “Espanhola”, pandemia

1933 - (HIND).oooveeoiieieee Isolamento das primeiras cepas

1947 - (HIND).ooovoeoiieiee Detecgdo da variabilidade

1957 --- (H2N2)..vveeoieeieeeiee Gripe “Asiatica”, pandemia

1968 --- (H3N2)..ooeoovieeiveeree Gripe de “Hong Kong”, pandemia

1976 --- (HIN1)..cooooiveieee Gripe “Suina”, ndo epidémica

1977 --- (HIN1) + (H3N2).......... Gripe “Russa” epidémica

2005 —-- (H5N1)..oooveeiieirieeiens Gripe aviaria, epidémica, algumas fatalidades em humanos
2009 —-- (HINT)..ooovieiieeieeeiens Gripe suina, pandémica, milhares de mortes

Os programas de vigilancia epidemioldgica detectam varias cepas de influenza circulantes
como: H7N3, H5N2, H5N3, H7N7, HION7 (provocou casos em humanos) e H7N2. Informagdes
atualizadas sobre os virus Influenza em circulagdo podem ser obtidas nos sites www.who.int e
www.cdc.gov.

Diagnéstico, prevencao e tratamento

O diagnostico laboratorial pode ser feito pela deteccdo do virus em cultura celular. Como
ocorre a expressio de HA na superficie das células infectadas pode-se testar a hemadsor¢do a
cultura celular. Outra forma de verificar se particulas de influenza estdo presentes em grande
quantidade nas secregoes, € através da hemaglutinacdo. Essa mesma propriedade pode ser utilizada
para a detecg@o de anticorpos, com a reacdo de inibigao da hemaglutinagdo. A imunofluorescéncia e
o teste de ELISA para detecgdo de anticorpos, € mais recentemente a transcrigdo reversa seguida de
PCR (RT-PCR) para detec¢do do genoma, também sao utilizados no diagnostico.

Em caso de epidemia grave, deve-se recorrer ao isolamento dos pacientes. A prevencao ¢
feita, normalmente, com vacinas produzidas a partir de virus cultivados em ovos embrionados, e
inativada com formol Fig. 10. Ha uma versdo de vacina fracionada, fazendo-se uma etapa adicional
para purificacdo de HA e NA. Esta é mais efetiva e provoca menos efeitos colaterais, porém seu
custo ¢ bem mais elevado limitando a producdo em larga escala. Ha também uma vacina de DNA
expressando NP em teste. As formulagdes vacinais normalmente sdo compostas de trés cepas (duas
As e uma B) como por exemplo: A/Fujian/411/2002 (H3N2), A/Nova Caledonia/20/99 (HIN1) e
B/Hong Kong/330/2001. A vacinagdo leva a detec¢do de anticorpos protetores em 1-2 semanas, um
nivel maximo de anticorpos séricos em 4-6 semanas, ¢ uma queda para 1/2 do nivel maximo de
anticorpos séricos em 6 meses. A duracdo da imunidade ¢ de 1 ano com eficacia de 70 a 90 %.




Ha varios pontos do ciclo replicativo do virus influenza vulneraveis, podendo ser alvos do
desenvolvimento de estratégias terapéuticas Fig. 11. Os primeiros medicamentos com comprovada
eficacia contra influenza foram a amantadina e a rimantadina. Seu alvo ¢ a proteina de envelope M2
(Fig. 12), que durante a infec¢do € responsavel pela mudanga de pH no interior da particula viral,
quando esta esta englobada no fagossomo. Com o bloqueio dos canais formados por M2, a mudanga
estrutural induzida na hemaglutinina ndo ocorre, impedindo a fusdo e a liberagdo dos
nucleocapsideos. As drogas mais recentes foram desenvolvidas de forma planejada ao nivel
molecular, apés a elucidagdo da estrutura tridimensional da neuraminidase (Fig 5). Com o bloqueio
de NA por essas drogas, zanamivir ou oseltamivir, que demonstraram eficiéncia em testes clinicos,
o virus nao consegue quebrar os residuos de acido neuraminico e se libertar do muco (Fig. 13).
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Figure 2. Replicative cycle of an influenza virus offers multiple tar-
gets for antiviral drugs. The pathogen enters host cells via the bind-
ing of a coat glycoprotein, hemagglutinin, to cell-surface receptors
that end in neuraminic acid. Within the cell, the viral genome (eight
RNA strands) replicates both itselt and all viral proteins. Back at the
cell surtace, progeny vinons self-assemble. They bud from the cell via
neuraminidase-mediated cleavage of the same raceptor types with
which hemagglutinin had interacted. Outside the cell, neuraminidase
remains essential to free the virus from neuraminic-acid residues on
respiratory secretions and on other virions. Accordingly, neuramini-
dase Inhibitors—the newest antivirals—act by leaving flu virions stuck J
1o cell surtaces, to respiratory secretions, and to each other. Earlier H

drugs had targeted the M2 viral coat protein of Influenza A. center of bllayer

Fig.11. Fig. 12. Amantadina.
Aminoacidos alvo de M2 indicados.




Fig. 13.

Zanamivir Oseltamivir Inibicdo da neuraminidase

Pesquisas mostraram inicialmente o virus AHIN1 (2009) sensivel aos compostos zanamivir
(vendido com o nome comercial de Relenza) e oseltamivir (Tamiflu). No entanto, a efetividade
desses medicamentos mostrou-se ndo ser absoluta contra os virus isolados em laboratorios de
pesquisa, ou seja, ha variantes resistentes.

Quanto a prevengao, sempre que estiver em periodo de tratamento, um paciente deve lavar
bem as maos, tossir ou espirrar em seu antebrago (pois as maos sdo uma forte fonte de contagio), e
usar mascaras cirurgicas para auxiliar na contengdo do contagio (as mascaras apenas evitam que a
atmosfera de goticulas com virus proveniente da respiragdo atinja uma area maior).

Finalmente, devemos ressaltar que a capacidade de producdo de vacinas ¢ limitada, ¢ ndo
faria frente a uma pandemia de rapida expansdo. Felizmente a patogénese causada pelo A HIN1 de
2009 acabou posteriormente a expansdo epidémica inicial, ndo se mostrando significativamente
mais grave do que a das outras cepas circulantes.



