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RESUMO

Os virus Influenza pertencem a familia Orthomyxoviridae. As espécies causadoras da
gripe em humanos Influenzavirus A, Influenzavirus B e Influenzavirus C pertencem
aos géneros Alphainfluenzavirus, Betainfluenzavirus e Gammainfluenzavirus. Os virus
Influenza possuem RNA segmentado, de fita simples e senso negativo com
aproximadamente 13,6 quilobases de comprimento. Virus Influenza A séo
classificados em subtipos com base nas propriedades antigénicas das glicoproteinas
HA e NA. Atualmente existem 18 tipos de HA e 11 de NA, entretanto apenas H1-3 e
N1-2 estdo adaptados para infectar humanos. Esse estudo teve por objetivo a analise
da estabilidade genética dos genes da hemaglutinina e neuraminidase dos bancos
trabalho das cepas produtoras da vacina Influenza utilizadas no Instituto Butantan.
Para tanto, foram amplificados, por PCR, 0s genes de seis bancos de virus trabalho e
uma amostra de banco semente sendo posteriormente submetidos ao
sequenciamento de nucleotideos. As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos
obtidas foram alinhadas com as sequéncias das cepas referéncias. Nenhuma das
amostras apresentou mutagéo/insercao/alteracdo que alterasse a conformacéo dos
sitios antigénicos das glicoproteinas em estudo, ou seja, 0S genes mantiveram-se
estaveis.

Palavras chave: Influenza, sequenciamento, hemaglutinina, neuraminidase, vacina.

ABSTRACT

Influenza viruses belong to the Orthomyxoviridae family. The influenza-causing
species in human Influenzavirus A, Influenzavirus B and Influenzavirus C belong to the
genera Alphainfluenzavirus, Betainfluenzavirus and Gammainfluenzavirus. The
influenza viruses have segmented RNA, single-stranded and negative-sense with
approximately 13.6 kilobases of length. Influenza A viruses are classified into subtypes
based on the antigenic properties of the HA and NA glycoproteins. Currently there are
18 types of HA and 11 of NA, however only H1-3 and N1-2 are adapted to infect
humans. This study aimed to analyze the genetic stability of hemagglutinin and
neuraminidase of the Influenza vaccine-producing strains used in the Butantan
Institute. To this end, the genes of six samples of the working bank were amplified and
one sample of master seed bank were amplified by PCR and submitted to sequencing
of nucleotides. The sequences of nucleotides and amino acids were aligned with the
sequences of the reference strains. None of the samples presented
mutation/insertion/alteration that altered the conformation of the antigen sites of the
glycoproteins under study, that is, the genes remained stable.

Key words: Influenza, sequencing, hemagglutinin, neuraminidase, vaccine.
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1 INTRODUCAO

1.1 Classificacao e Estrutura dos Virus

Os virus Influenza pertencem a familia Orthomyxoviridae, atualmente dividida
em sete géneros: Alphainfluenzavirus, Betainfluenzavirus, Deltainfluenzavirus,
Gammainfluenzavirus, Isavirus, Quaranjavirus e Thogotovirus. As espécies
causadoras da gripe em humanos Influenzavirus A, Influenzavirus B e Influenzavirus
C pertencem aos géneros Alphainfluenzavirus, Betainfluenzavirus e
Gammainfluenzavirus respectivamente (ICTV, 2018), sendo que os dois primeiros
apresentam importancia epidemiolégica. A nomenclatura atual para virus influenza
possui descricdo do sorotipo/hospedeiro de origem (ndo utilizada quando é
humano)/lugar de origem/nimero da cepa/ano de isolamento e subtipos de HA e NA);
por exemplo: A/Chicken/Pennsylvania/1370/83 (H5N2), (ICTV, 2011; HORIMOTO,
2001).

Morfologicamente as particulas virais de Influenza A (FLUAV) e B (FLUBV) sdo
indistinguiveis, com aproximadamente 100 nm de diametro e que podem possuir
formato regular esférico, quando cultivados em ovo ou cultura de células, ou
pleomorfico e filamentoso, quando isolados de humanos ou animais ou propagados
por uma unica passagem em cultura (LAMB e KRUG, 2001; JAWETZ et al., 2013).

Os virus Influenza possuem RNA segmentado, de fita simples e senso negativo
com aproximadamente 13,6 quilobases de comprimento. Influenza A, B e C podem
ser diferenciados com base nas diferencas antigénicas de duas proteinas:
nucleocapsideo (NP) e a matriz (M) (JAWETZ et al., 2013; LAMB e KRUG, 2001).

Influenza A e B possuem oito segmentos que codificam 11 proteinas, enquanto
os virus Influenza C possuem sete segmentos que codificam nove proteinas. Os
primeiros 12-13 nucleotideos de cada extremidade de cada segmento sé&o
conservados e sdo importantes para a transcri¢ao viral (JAWETZ, et al., 2013).

As particulas virais possuem nove proteinas estruturais. A associacao da
nucleoproteina (NP) com o RNA viral forma a ribonucleoproteina (RNP) com simetria
helicoidal. PB1 (polimerase basica 1), PB2 (polimerase basica 2) e PA (polimerase
acida) séo trés proteinas associadas a RNP e responsaveis pela transcricdo e

replicacdo do RNA. Na parte interna do envelope lipidico, englobando a RNP,



encontra-se a proteina matriz (M1), uma proteina importante para a morfogénese da
particula viral. O envelope lipidico, derivado da membrana da célula hospedeira,
possui duas glicoproteinas expressas na sua superficie: hemaglutinina (HA) e
neuraminidase (NA) e o canal ibnico M2 (JAWETZ, et al., 2013).

Virus Influenza A sédo classificados em subtipos com base nas propriedades
antigénicas das glicoproteinas HA e NA. Atualmente existem 18 tipos de HA e 11 de
NA, entretanto apenas H1-3 e N1-2 estdo adaptados para infectar humanos (WHO,
2018; Tong et al., 2013).

A hemaglutinina é codificada pelo segmento 4 do RNA que possui de 1742 a
1778 nucleotideos. E sintetizada no reticulo endoplasmatico das células infectadas
como um polipeptideo HAo com PM de = 76.000 e com 562 a 566 residuos de
aminoacidos.(LAMB e KRUG, 2001). Apos a traducdo a proteina € modificada por
glicosilac&o, adicdo de acidos graxos e clivagem proteolitica, essenciais para a funcao
da molécula. A clivagem desse precursor resulta em duas subunidades, HA1 (PM =
47.000) e HA2 (PM = 29.00) que permanecem unidas por ligacdes dissulfeto. HA é
responséavel pela ligacdo das particulas virais ao receptor da célula hospedeira e pela
fusdo entre o envelope viral e a célula hospedeira. Também é o principal antigeno
neutralizado pelos anticorpos (LAMB e KRUG, 2001; JAWETZ et al., 2013; WEBSTER
et al, 1992).

A neuraminidase é codificada pelo segmento 6 e € responsavel pela clivagem
dos &cidos sialicos, o que permite a liberagdo das particulas virais da célula
hospedeira e disseminacao da infeccdo (JAWETZ et al., 2013; WEBSTER et al, 1992).

1.2  Epidemiologia

A gripe sazonal no Brasil tem inicio em marco/abril no norte brasileiro e, em um
efeito cascata, se espalha para regides mais ao sul do pais, sendo em junho o primeiro
pico do virus no sudeste do pais. Entretanto, na regiao norte, os virus podem ser
encontrados o ano todo, principalmente na regiao norte (CAINI, 2012; Alonso et al.,
2007).

Segundo dados do Informe Epidemiologico do Ministério da Saude, até a
semana epidemiolégica 45 de 2019, a maioria dos casos confirmados de infec¢ao por
virus influenza era A(H1IN1)pdmO09, seguido por Influenza A(H3N2), Influenza A néo



subtipado e, por ultimo, Influenza B. Mundialmente ainda ha predominio do virus
Influenza A(HIN1)pdmO09 (MINISTERIO DA SAUDE, 2018a).

Diferente dos virus Influenza B que séo virus que infectam humanos, os virus
Influenza A séo capazes de infectar, além dos homens, diversos animais como porcos,
cavalos e passaros. Os passaros aguaticos sdo considerados como principal
reservatorio do virus, nos quais ja foram detectados os 16 tipos de hemaglutinina, e
0s 9 de neuraminidase, sendo portanto, considerados como fonte de transmisséo do
virus (WEBSTER, 1992). Dois novos subtipos foram identificados recentemente em
morcegos (H17 e H18, N10 e N11) (TONG et al., 2013).

Pequenas variagcbes antigénicas, chamadas de drift antigénico, sao
decorrentes da replicagdo do virus e podem produzir virus geneticamente
semelhantes que possuem propriedades antigénicas semelhantes para as quais o
sistema imune humano é capaz de reconhecer e gerar resposta imune (chamada
protecao cruzada), ou seja, o virus ainda pertence ao mesmo subtipo viral. Entretanto
essas pequenas mudancas podem ser acumuladas com o tempo e resultar em virus
gue tem propriedades antigénicas diferentes. Nesse caso, 0 sistema imune € incapaz
de reconhecer e gerar resposta imunolégica a esses virus, tornando o individuo
susceptivel a infecgdo pelo “novo virus”. Por essa razao a composicdo da vacina
contra gripe € revista todos os anos e modificada conforme necessario para
acompanhar a evolucao dos virus. Outro tipo de mutacdo, denominada shift antigénico
(ou rearranjo genébmico ou mudanca antigénica) ocorre principalmente nos virus
Influenza A e gera novos virus contendo novas proteinas de hemaglutinina e/ou
neuraminidase, tendo como consequéncia um novo subtipo de Influenza A ou um virus
com hemaglutinina ou uma combinacdo de hemaglutinina e neuraminidase diferentes
dos subtipos que infectam os humanos (CDC, 2017; MINISTERIO DA SAUDE,
2018b), encontrando populacdo de susceptiveis, propiciando rapida disseminagéo,
podendo ocasionar pandemias.

Trés pandemias de gripe ocorreram no século XX e uma neste século, todas
causadas por Influenza A (WEBSTER, 2014). Para uma pandemia ocorrer €
necessario que um novo tipo de virus, que possui um tipo de HA e/ou NA contra o
gual h& pouca resposta ou henhuma resposta imunoldgica na populacdo, apareca e
seja capaz de infectar e causar uma doencga, severa ou nédo, e ser transmitido de
humano para humano, disseminando-se em grandes popula¢des (GARTEN, 2009;

WHO, 2009). Um importante mecanismo para o surgimento de um novo virus é o shift
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antigénico, no qual ocorre o rearranjo génico entre diferentes virus que infectam a
mesma célula.

A primeira pandemia, denominada Gripe Espanhola, teve inicio em 1918 e foi
causada pelo subtipo HIN1 que possuia genes de origem aviaria. Nao se sabe ao
certo aonde a epidemia comegou, mas entre os anos de 1918 e 1920, em quatro
ondas epidémicas, ela se espalhou ao redor do mundo. Considerada a mais severa
das pandemias de gripe. Estima-se que 500 milhdes de pessoas foram infectadas pelo
virus, cerca de um terco da populagdo mundial na época, e 50 milhdes delas nao
sobreviveram (CARNEIRO, 2010; CDC, 2018; WHO, 2012). Entre 1915 e 1916
ocorreu um aumento considerdvel no nimero de mortes causadas por gripe e
pneumonia nos Estados Unidos, em 1917 o numero caiu levemente, até que, na
metade do ano de 1918, houve o primeiro surto da pandemia, seguido por um segundo
e terceiro surtos ainda mais fatais no fim de 1918 e inicio de 1919, respectivamente
(TAUBENBERGER, 2006). O risco de morte associada a infeccdo era maior entre
pessoas com menos de 65 anos do que entre aqueles com idade igual ou superior a
65 anos (SIMONSEN et al., 1997).

Em 1958, na Asia, surgiu uma nova pandemia com um novo subtipo de
Influenza A, H2N2, originado a partir de um rearranjo do subtipo circulante entre os
humanos, H1N1, e o subtipo H2N2 aviario gerando um virus com trés genes aviarios
(PB1, HA — H2, e NA — N2) e o restante dos genes do subtipo humano (KAWAOKA et
al., 1989). A populacéo tinha pouca ou nenhuma protecao contra as novas proteinas
de superficie, pois a homologia entre H1 e H2 era apenas 66% e entre N1 e N2 era
37% (PALESE, 2004).

A Ultima pandemia do século XX teve inicio em 1968, quando uma doenca
respiratoria aguda foi relatada em Hong Kong, sendo isolada a cepa A/Hong Kong/68
(A/H3N2). Logo depois casos semelhantes a infecgdo por influenza comecaram a
aumentar ligeiramente em Hong Kong. O novo virus possuia um rearranjo entre 0s
genes de PB1 e HA (H3) aviarios e seis outros genes do virus H2N2 humano
(KAWAOKA et al., 1989). Menos severa do que as pandemias anteriores, apesar do
virus ter se espalhado ao redor do globo, muitos paises ndo foram amplamente
afetados pela presenca do virus e o numero de mortes n&o foi muito maior do que em
epidemias sazonais, com excecao dos Estados Unidos que teve um aumento da

mortalidade, principalmente em menores de 65 anos (COCKBURN, 1969).



11

Neste século, em marco de 2009, ocorreram 0s primeiros casos de gripe
notificados no México. Em abril, nos Estados Unidos, mais casos foram reportados e
o Centro de Controle e Prevencédo de Doencas identificou uma nova cepa do virus
H1N1 (CARNEIRO et al., 2010). Denominado influenza A (H1N1)09pandémico, o
virus possuia uma combinacdo de segmentos, até aquele momento, nunca reportada
em virus humanos ou suinos, sendo resultado de pelo menos 3 diferentes eventos de
rearranjo (GARTEN et al., 2006; WHO, 2018). O novo virus, resultado de um rearranjo
multiplo, possuia genes de origem aviéria, genes de dois virus suinos, da eurésia e
da américa e genes de virus humano (SMITH et al., 2009). A OMS decretou pandemia,
ou seja, 0 virus com transmissao estabelecida e disseminado por diversos paises, em
junho de 2009. Pandemias anteriores levaram ao menos seis meses para se espelhar
ao redor mundo, em 2009 foram necessarias apenas nove semanas, com quase
95000 casos e 429 mortes reportadas em 135 paises (WHO, 2009). Estima-se que,
entre 2009 e 2010, 201200 mortes por doencas respiratorias e 83300 mortes por
doencas cardiovasculares foram causadas associadas a infeccao pelo novo virus
Influenza A(HLIN1) (DAWOOD et al., 2012). O fim da pandemia foi decretado em
agosto de 2009, apds o que o virus passou a ser denominado (H1N1)pdmO9.

1.3 Vacina

A vacinagdo é a principal via de prote¢do contra os virus Influenza. Com o
objetivo de criar anticorpos neutralizantes contra as glicoproteinas HA e NA, as
vacinas atuais protegem contra os subtipos de Influenza A, HIN1 e H3N2 e Influenza
B. Devido ao reconhecimento de antigenos especificos pelos anticorpos
neutralizantes, a efetividade da vacina depende da similaridade entre as
glicoproteinas HA e NA da vacina e da cepa circulante, (WEBSTER, 2014).

Desde 1973 a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda quais cepas
devem compor a vacina contra gripe todos os anos, tanto do hemisfério Norte (HN)
como no Hemisfério Sul (HS). O relatorio de setembro de 2018, com base na atividade
do virus de fevereiro a setembro de 2018 no HS reportadas para a OMS pelos centros
de referéncia determinou que as cepas que seriam usadas para producéo das vacinas
trivalentes eram: A/Michigan/45/2015 (HIN1)pdmO09-like virus,
A/Switerzland/8060/2017 (H3N2)-like virus e B/Colorado/06/2017-like virus
(B/Victoria/2/87 linhagem) (WHO, 2018). As cepas vacinais sdo produzidas por
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organiza¢gdes como CDC (Center for Disease Control and Prevention, nos Estados
Unidos) e NIBSC (National Institute for Biological Standards and Control) através de
um rearranjo entre cepa vacinal caracterizada (PR8) e as cepas circulantes, visando
obter virus com alto rendimento na producéo e cujas proteinas de superficie sejam
similares aos virus circulantes recomendados. Desta maneira, obtém-se cepas com
genes internos do virus PR8 e os genes da Hemaglutinina e neuraminidase das cepas
circulantes. As cepas vacinais sao distribuidas aos produtores de vacinas de influenza
para serem utilizadas na producdo das vacinas. A primeira etapa de producao € a
preparagédo de um banco de trabalho que seja utilizado em todos os lotes de produgao
de vacinas, garantindo homogeneidade de producéo.

Uma das exigéncias das Agéncias reguladoras de producdo de insumos
farmacéuticos é a caracterizacdo genética e antigénica destes bancos e a verificacao
de sua estabilidade frente a varias passagens a que sdo submetidos durante o
processo de producédo, tendo em vista que durante o processo de adaptacdo das
cepas em ovos podem ocorrer mutacdes especificas, tanto para Influenza B como
para Influenza A (ROBERTSON et al., 1985; HARD, et al., 1995; WANG, 2008). Dentre
as técnicas utilizadas cita-se o sequenciamento de nucleotideos, que permite verificar
a presenca de alteragces nos genes e, consequentemente, na estrutura primaria das
proteinas de superficie.

O Instituto Butantan, afiliado a Secretaria da Saude de S&o Paulo, é
responsavel pela producédo da vacina sazonal de influenza no pais. Através de uma
parceria de transferéncia de tecnologia com Sanofi Pasteur, o Instituto Butantan
produz uma vacina trivalente inativada em ovos embrionados, (MIYAKI, 2011). Sendo
assim, o presente trabalho objetiva analisar estabilidade genética dos genes da
hemaglutinina e neuraminidase dos bamcos de trabalho (BVT) das cepas produtoras

da vacina Influenza utilizadas no Instituto Butantan no ano de 2018.
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2 OBJETIVO

O presente estudo objetivou analisar a estabilidade genotipica das cepas
produtoras da vacina Influenza utilizadas no Instituto Butantan para a Campanha
Nacional de Vacinagédo de 2019.

Objetivos especificos:

e Realizar o sequenciamento de nucleotideos, pelo método de Sanger, dos
genes da hemaglutinina e neuraminidase dos bancos de trabalho das cepas
vacinas de Influenza.

e Comparar as sequéncias obtidas com sequéncias dos referidos genes das
cepas vacinais referéncia obtidas de banco de dados ou com as sequéncias

geradas a partir do banco semente.

3 MATERIAIS E METODO

3.1 Cepas vacinais avaliadas

Foram utilizados dois lotes de cada cepa descrita a seguir: A/Michigan/45/2015
NYMC X-275 (H1N1), A/Switzerland/8060/2017 (H3N2), B/ Maryland/15/2016 - BX -
69A. (B) listadas na tabela 1.

Tabela 1 — lista dos lotes dos bancos de virus submetidos a caracterizacao genética
pela técnica de sequenciamento pelo método de Sanger.

Cepa Lote do BVT*

Cepa A/HIN1 - A/Michigan/45/2015 (H1N1) H1/BVT160002
Cepa A/HIN1 - A/Michigan/45/2015 (H1N1) H1/BVT160001
Cepa B - B/Maryland/15/2016 - BX - 69A. (B) B/BVT180001
Cepa B - B/Maryland/15/2016 - BX - 69A. (B) B/BVT180002
Cepa A/H3N2 - A/Switzerland/8060/2017-NIB-112 H3/BVT180002
Cepa A/H3N2 - A/Switzerland/8060/2017-NIB-112 H3/BVT180003
Banco Semente A/H3N2 - A/Switzerland/8060/2017-NIB-112 S/L**

*BVT — Banco de virus trabalho

** Sequenciado para utilizacdo como sequéncia referéncia. S/L — sem lote.
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3.2  Amplificagéo dos genes da hemaglutinina e neuraminidase

3.2.1 Extracdo do RNA total e sintese do CDNA

Os microtubos de 1,5 mL contendo 250 pL da suspenséo viral e 750 uL de
TRIzol® (Invitrogen), em duplicata, enviados pela secdo de Producdo de Bancos
Influenza e recebidos no Laboratério de Virologia, foram mantidos em refrigerador a
4°C até o momento da extracdo do RNA total.

A extracdo do RNA total foi realizada em estantes geladas e com reagentes
gelados. Ao mesmo microtubo recebido foram adicionados 100 L de cloroférmio P.A.
(Merck) gelado. Apés homogeneizacdo em agitador de tubos tipo vortex por 15
segundos e incubacdo em estante de gelo por 5 minutos, as amostras foram
centrifugadas a 15000 x g por 15 minutos a 4°C. Posteriormente o sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo, previamente identificado, e a este novo microtubo
adicionou-se 0 mesmo volume do sobrenadante retirado de isopropanol (Merck)
gelado. Ap6s homogeneizacao de 15 segundos em vortex e banho de gelo em estante
por 15 minutos, seguiu-se uma nova centrifugacao a 15000 x g por 15 minutos a 4°C.
A seguir o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido com 800 pL de
etanol 75% gelado (Merck) e centrifugado a 8000 x g por 8 minutos a 4°C. Novamente
0 sobrenadante foi descartado e o microtubo deixado para secar em temperatura
ambiente por aproximadamente 30 minutos. ApGs a secagem, o precipitado foi
ressuspendido em 50 pL de agua livre de DNase e RNase (Ambion).

Apobs a extracdo do RNA, a sintese de cDNA deve ser iniciada imediatamente
para evitar a degradacdo do RNA. O cDNA foi obtido utilizando o kit High Capacity
Archive (Applied Biosystems®), que contém: solucdo de dNTP 25X (100mM), random
primer 10X, tampéo de reacdo 10X, da enzima MultiScribe Transcriptase reversa,
seguindo as instrucdes do fabricante para obtencdo de volume final de 100 pL por
reacdo. Resumidamente, para o preparo de 50 puL de reacdo utilizou-se: 4 pL de
solucdo de dNTP 25X (100mM); 10 pL de random primer 10X; 10 uL tampé&o de reacéo
10X; 5 pL da enzima MultiScribe Transcriptase reversa e 21 L de agua livre de DNase
e RNase. Apés a preparagdo do mix da reacdo, homogeneizacédo e distribuicdo em
microtubos de 0,2 mL, o RNA extraido foi adicionado em igual volume. A extensao foi

realizada em termociclador Veriti (Appplied Biosystems), a 25°C por 10 minutos, 37°C
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por 2 horas, 85°C por 5 minutos e mantido a 4°C ao final. O cDNA sintetizado foi

armazenado em freezer a -20°C.

3.2.2 Amplificagdo dos genes de HA e NA por PCR

A reacao em cadeia pela polimerase (PCR) foi realizada com quatro conjuntos
de primers especificos para os genes de hemaglutinina e neuraminidase, desenhados
pelo Laboratério de Virologia, disponiveis conforme requisicéo.

A PCR foi realizada utilizando o kit Tag Polimerase Platinum (Invitrogen), que
contém: tampao de reacao 10X, mix de dNTP (10 mM), solucdo de MgCl2 50 mM e a
enzima Platinum™ Taq DNA Polimerase (5 U/uL), seguindo as recomendacdes do
fabricante.

Para as amostras de Influenza A HIN1 e H3N2 o mix de reag&o conteve, para
cada amostra: 2,5 pL de tampéao de reacédo 10X; 1 yL da solucédo de MgClz; 1 pyL da
solucdo de dNTP, 0,5 uL da enzima Taq Platinum e 15,5 yL de agua livre de DNase
e RNase, com volume total de reacdo de 25 pL, com 1 yL de cada primer, forward e
reverse, a 10 pmol/pL e 2,5 pL de cDNA. Para as amostras de Influenza B, utilizou-se
para cada amostra: 5 puL de tampao de reacdo 10X; 2 pL da solugao de MgClz; 2 pL
da solucdo de dNTP, 0,5 pL da enzima e 31,5 uL de agua livre de DNase e RNase,
com volume total de reacdo por amostra de 50 pL, com 2 pL de cada primer, forward
e reverse, a 10 pmol/uL e 5 puL de cDNA.

A extensao foi realizada em termociclador Veriti (Applied Biosystems®) com o
seguinte ciclo para Influenza A: 95°C por 5 minutos para desnaturacao inicial, 40 ciclos
a 95°C por 15 segundos, 50°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto, 72°C por 7
minutos para extensao final e 4°C até a retirada do equipamento. Para Influenza B o
ciclo foi: 95°C por 5 minutos para desnaturacédo inicial, 40 ciclos a 95°C por 15
segundos, 50°C por 50 segundos e 72°C por 90 segundos, 72°C por 7 minutos para
extensao final e 4°C até a retirada do equipamento. As amostras foram armazenadas
em refrigerador a 4°C até a proxima etapa.

A visualizacdo dos amplicons gerados pela PCR foi feita em gel de agarose
(Invitrogen™) 1,2% em tampé&o TBE (45 mM Tris-Borato e 1 mM EDTA [pH 8]) ao qual
foi adicionado 5 pL do corante GelRed™ (Uniscience) para visualizacédo dos produtos
amplificados com luz UV. Cinco microlitros de cada produto da PCR misturados a 2

UL de tampéo Blue Juice™ 10X (Invitrogen) e 2 pL de padrdo de peso molecular de
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100 pares de bases (BioTools) foram aplicados no gel e submetidos a eletroforese em
cuba horizontal, a 100V por aproximadamente 40 minutos. A visualizacdo do gel foi
feita em transiluminador de luz ultravioleta e documentada em fotodocumentador
BioDoc-it (UVP).

3.2.3 Purificagdo dos amplicons

Comprovada a existéncia das bandas no tamanho esperado no gel de
eletroforese, as amostras provenientes da PCR foram purificadas pelo kit EXoSAP-
IT™ Express PCR Product Cleanup Reagent, (Applied Biosystems®) para
eliminacao de excesso de primers e dNTPs. Para cada 5 pL do produto da PCR, foram
utilizados 3 pL do reagente do kit ExXoSAP-I™. A extensao ocorreu em termociclador
Masterclycler® Pro (Eppendorf) a 37°C por 15 minutos, 80°C por 15 minutos e 4°C até
a retirada das amostras do equipamento. Posteriormente, foram acrescentados 43 L

de agua livre de DNase e RNase a cada microtubo de amostra.

3.2.4 Reacao de sequenciamento

Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o kit BigDye®Terminator v3.1
CycleSequencing, (Applied Biosystems®), segundo instrucbes do fabricante: para
cada 5uL de amostra proveniente da reacédo de purificacdo foram utilizados 2uL do
tampdo de reacdo 5x - Save Money e 2uL do Big Dye®Terminator
v3.1CycleSequencing. A mistura de reacao foi acrescentado, separadamente, 1 pL de
primer, forward ou reverse, a 10 pmol/uL. A extenséo enzimatica iniciou-se a 96°C por
1 minuto, com 96°C por 15 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 15 segundos
por 30 ciclos e mantido a 4°C até a retirada dos microtubos do equipamento. O
armazenamento, em refrigerador, deu-se com 0s microtubos protegidos da luz

embalados em papel aluminio.
3.2.5 Purificacao da reacdo de sequenciamento e andlise
A Ultima etapa de purificacao foi feita com kit BigDye X-Terminator, (Applied

Biosystems®), segundo as instru¢cdes do fabricante para retirada de impurezas e

excesso de dideoxinucleotideos terminadores n&o incorporados. Para cada 10uL de
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amostra foram utilizados 45 pL do tampéao de reacdo SAM Solution e 10 pL do
reagente X-Terminator®. Apods adicdo dos regentes os microtubos ficaram em
agitacao a 2500 rpm por 30 minutos. Os microtubos foram centrifugados a 1000 rpm
por 2 minutos e 20 pL do sobrenadante foram transferidos para uma placa de
sequenciamento MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems®),
armazenados a 4°C em refrigerador, protegido da luz, até o momento da corrida no
analisador genético.

As amostras purificadas foram submetidas a eletroforese em polimero POP--
7™ (Applied Biosystems®), utilizando sequenciador automético ABI PRISM modelo
3500xL (Applied Biosystems®).

Os arquivos provenientes da corrida eletroforética no analisador genético foram
analisados com auxilio do programa SeqMan Pro™, traduzidas para aminoacidos com
auxilio do programa EditSeq 15™ e alinhadas entre si pelo programa MegAlign Pro™,
contidos no software Expert Analysis Software — DNASTAR versédo 15.2.0 (130), Inc.,
EUA.

As sequéncias de nucleotideos obtidas de cada gene de cada lote de banco
trabalho foram alinhadas com a sequéncia das respectivas cepas referéncias
depositadas em banco de dados (GenBank) e alinhadas entre si para verificar a
ocorréncia de mutacdes/insercfes/delecdes na sequéncia de nucleotideos. Na
auséncia de sequéncia referéncia no banco de dados a sequéncia do BVT obtida foi
comparada com a sequéncia obtida a partir do Banco Semente original recebido do
Centro Colaborador NIBSC (National Institute for Biological Standards and Control). O
alinhamento foi realizado pelo programa Blast, (Zheng Zhang et al. 2000). Como
critério de aceitacdo sdo consideradas aprovadas as sequéncias dos bancos que
apresentaram 99% de similaridade com a cepa vacinal referéncia ou com o banco

semente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de seis bancos de virus trabalho e um banco semente foram
submetidos a PCR para amplificacao dos genes da hemaglutinina e neuraminidase
seguido de reacao de sequenciamento e eletroforese capilar, realizada no analisador
genético, para andlise da estabilidade dos genes de hemaglutinina e neuraminidase

apos passagens em ovos embrionados de galinha.

4.1  Amplificagdo dos genes de HA e NA por PCR

As reacdes de amplificacdo do gene da hemaglutinina dos BVT de H1NL1 (lotes
H1/BVT160002 E H1/BVT160001) utilizando os primers especificos geraram 4
produtos (amplicons) de 585, 570, 506 e 540 pares de base e os primers especificos
para o gene da neuraminidase geraram 4 produtos de 461, 559, 567 e 688 pares de

bases em ambas as reac0des realizadas, conforme demonstrado na figura 1.

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com GelRed, dos produtos da PCR para
Influenza A H1N1, cepa A/Michigan/45/2015 (H1N1), lote H1/BVT160002, utilizando
primers especificos para amplificacdo dos genes hemaglutinina e neuraminidase.
Canaleta 1 e 10: peso molecular de 100 pares de base (BioTools). Canaleta 2 a 5:
amplificacdo dos fragmentos do gene da hemaglutinina. Canaleta 6 a 9: amplificacdo

dos fragmentos do gene da neuraminidase.

H18VT160002 - amostra 7

PM M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 PM

500 pb




19

As reagOes de amplificagdo do gene da hemaglutinina das amostras de
Influenza B, cepa B/Maryland/15/2016 — BX — 69A, LOTES B/BVT1800010 e
B/BVT180002, utilizando os primers especificos geraram 4 produtos (amplicons) de
890, 860, 751 e 538 pares de base e o0s primers especificos para 0 gene da
neuraminidase geraram 4 produtos de 1077, 1045 e 720 pares de bases em ambas

as reacodes realizadas, conforme representado da figura 2.

Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com GelRed, dos produtos da PCR para
Influenza B, cepa B/Maryland/15/2016 - BX - 69A. (B), lote B/BVT180001, utilizando
primers especificos para amplificacdo dos genes hemaglutinina e neuraminidase.
Canaleta 1 e 9: peso molecular de 100 pares de base (BioTools). Canaleta 2 a 5:
amplificacdo dos fragmentos do gene da hemaglutinina. Canaleta 6 a 8: amplificacdo

dos fragmentos do gene da neuraminidase.

B BVT180001 amostra 9

PM M1 M2 M3 M4 M5 M6

As reag0des de amplificagéo do gene da hemaglutinina dos BVTs de H3N2, cepa
A/H3N2-A/Switzerland/8060/2017-NIC-112, lote H3/BVT180002 e lote H3/180003 e
do bando semente original (sem lote) utilizando os primers especificos geraram 4
produtos (amplicons) de 510, 575, 568 e 458 pares de base com o0s primers
especificos para o gene da neuraminidase geraram 4 produtos de 542, 633, 676 e 688

pares de bases em ambas as reacdes realizadas, conforme demonstrado na figura 3.
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Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com GelRed, dos produtos da PCR para
Influenza A H3N2, cepa A/H3N2-A/Switzerland/8060/2017-NIB-112, lote H3/BVT180002,
utilizando primers especificos para amplificacdo dos genes hemaglutinina e
neuraminidase. Canaleta 1 e 10: peso molecular de 100 pares de base (BioTools).
Canaleta 2 a 5: amplificacdo dos fragmentos do gene da hemaglutinina. Canaleta 6 a 9:

amplificacédo dos fragmentos do gene da neuraminidase.

H3 BVT180002 - amostra 11

500 pb

4.2  Sequenciamento do gene da hemaglutinina

Os produtos de PCR dos genes da hemaglutinina de todos os bancos
analisados foram purificados conforme item 3.2.3 e, a seguir, submetidos a reacao de
sequenciamento. Para avaliar a similaridade entre os lotes de banco de virus trabalho
gue foram utilizados na Campanha Nacional de Vacinacéo contra Influenza em 2019,
as sequéncias de nucleotideos obtidas das amostras de virus Influenza H1IN1 e
Influenza B foram alinhadas com a respectiva sequéncia da cepa vacinal referéncia
recomendada pela OMS para o hemisfério sul, disponivel em banco de dados. As
sequéncias obtidas das amostras do virus Influenza H3N2 foram alinhadas com a
sequéncia obtida do sequenciamento do banco semente original.

Os lotes H1/BVT160002 e H1/BVT160001 do virus HIN1 submetidos a reacéo
de sequenciamento tiveram 1732 (compreendendo os nucleotideos 21 a 1752) e 1753
(compreendendo o0s nucleotideos 1 a 1752) nucleotideos sequenciados,
respectivamente. Ambas os bancos de H1N1 obtiveram 99% de similaridade com a
sequéncia de nucleotideos da cepa vacinal depositada no GenBank (nimero de
acesso KU933493.1), apresentado 2 nucleotideos divergentes nas posi¢cdes A697W
e 1517, sendo no lote H1/BVT180002 alteracdo G1517R e no lote H1/BVT180001

alteracdo G1517A. Considera-se W: o nucleotideo A ou T e R: o nucleotideo G ou A.
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A alteracdo em 697 resultou na alteracdo de um aminoacido na posi¢cao K226X, sendo
X pode ser metionina (codon AAG) ou lisina (cédon ATG) (figura A.1 do anexo A).
Essa alteracdo nao estéa localizada em nenhum dos sitios antigénicos: Sa, Sb, Caz2,
Cal, Cb e Pa, descritos para os virus HIN1pdm (09) e envolvidos na inducdo de
anticorpos neutralizantes (MATSUZAKI et al.,2014).

Das amostras de Influenza B sequenciadas, o lote B/BVT180001 teve 1679
(nucleotideos 102 a 1780) e o lote B/BVT180002 teve 1629 (nucleotideos 144 a 1772)
nucleotideos sequenciados. As amostras de Influenza B obtiveram 99% (lote
B/BVT180001) e 99% (lote B/BVT180002) de homologia com a sequéncia da cepa
vacinal depositada no GenBank (acesso CY236600.1). Em comparacdo com a
sequéncia da cepa vacinal, a sequéncia de nucleotideos obtida de ambos os lotes de
virus Influenza B apresentaram os mesmos 7 nucleotideos divergentes, posicdes:
G450A, C637T, M684A, T654C, A1192G, C1429T e T1762C, sendo R o nucleotideo
GouA,YsendoTouC,KsendoGouT,MsendoAouC,WsendoAouT,S sendo
G ou C. Ja a sequéncia de aminoacidos apresentou trés alteracdes: G144D, X210N e
T212l, sendo G o aminoacido glicina, D: acido aspartico, N: asparagina, T: treonina e
l: isoleucina; o X aparece na sequéncia de aminoacidos da cepa referéncia devido a
presenca da base degenerada M na posicdo 648 na sequéncia de nucleotideos (figura
A.2 do anexo A). Os sitios antigénicos mais importantes descritos para Influenza B
séo loop 120, 150 e 160 e na hélice 190 (WEINA et al. 2019). Nao foram encontradas
alteracOes dentro destas regides.

Os lotes H3/BVT180002 e H3/BVT180003 do virus H3N2 submetidos ao
sequenciamento tiveram 1742 (compreendendo os nucleotideos 4 a 1721) e 1729
(compreendendo o0s nucleotideos 7 a 1727) nucleotideos sequenciados,
respectivamente. As amostras do virus H3N2 obtiveram 99% e 100% de homologia
com a sequéncia de nucleotideos do banco semente. O lote H3/BVT18003 apresentou
divergéncia em 2 nucleotideos: A519R e C674T (figura A.3 do anexo A). Nenhuma
das modificagcdes na sequéncia de nucleotideos alterou a sequéncia de aminoacidos
formada quando comparada a sequéncia de aminoacidos do banco semente, sendo,
portanto, alteracdes silenciosas e ndo modificando, portanto, nenhum dos sitios
antigénicos descritos para a Hemaglutinina subtipo H3 (A, B, C, D e E) (WILEY et al,
1981).
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4.3 Sequenciamento do gene da neuraminidase

Os produtos de PCR do gene da neuraminidase foram purificados conforme
item 3.2.3. Para avaliar a similaridade entre os lotes de banco de virus trabalho que
foram utilizados na Campanha Nacional de Vacinagao contra Influenza em 2019, as
sequéncias de nucleotideos obtidas das amostras de virus Influenza HIN1 e Influenza
B foram alinhadas com a respectiva sequéncia da cepa vacinal referéncia
recomendada pela OMS para o hemisfério sul e, no caso das amostras do virus H3N2,
as sequéncias foram alinhadas com a sequéncia obtida do sequenciamento do banco
semente.

Os lotes H1/BVT160002 e H1/BVT160001 submetidos a reacdo de
sequenciamento tiveram 1439 (compreendendo os nucleotideos 1 a 1433) e 1436
compreendendo o0s nucleotideos (1 a 1432) nucleotideos sequenciados,
respectivamente. Ambas as amostras de H1IN1 obtiveram 100% de similaridade com
a sequéncia da cepa vacinal depositada no GenBank (KY117025.1), portanto, ndo
houve alteragdo na sequéncia de aminoacidos (figura A.4 do anexo A).

Das amostras de Influenza B sequenciadas o lote B/BVT180001 teve 1445
(nucleotideos 52 a 1496) e o lote B/BVT180002 teve 1329 (nucleotideos 54 a 1445)
nucleotideos sequenciados. As amostras de Influenza B obtiveram 99% de homologia
com a sequéncia da cepa vacinal depositada no GenBank (niumero de acesso
CY236601.1). A sequéncia obtida do lote B/BVT180001 apresentou 2 nucleotideos
divergentes nas posicdes: T861A e C1150A, o lote B/BVT180002 apresentou, além
desse, 2 nucleotideos, mais um na posi¢cdo C1278Y. O gene da neuraminidase do
virus Influenza B codifica duas proteinas: NB1 e neuraminidase. Apenas uma
alteracdo ocorreu na sequéncia de aminoacidos da neuraminidase gerada das
amostras: Q371K, sendo Q uma glutamina e K: lisina e ndo houve alteracédo na
sequéncia de aminoacidos de NB1 (figura A.5 do anexo A).

O lote H3/BVT180002 teve 1464 (compreendendo os nucleotideos 1 a 1002) e
o lote H3/BVT18003 teve 1456 (nucleotideos 1 a 1002) nucleotideos sequenciados.
As amostras de Influenza H3N2 obtiveram 99% e 100% de homologia com a
sequéncia do banco semente. A sequéncia obtida do lote H3/BVT180002, apresentou
1 nucleotideo divergente na posicdo A1035G, esta Unica modificacdo ndo alterou a
sequéncia de aminoacidos do gene, sendo uma alteracao silenciosa (figura A.6 do

anexo A).
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5 CONCLUSAO

As glicoproteinas HA e NA sdo imunogénicas sendo que a protecdo
contra os virus Influenza esta intimamente relacionada com os niveis de anticorpos
anti-HA e anti-NA. Os principais sitios antigénicos e imunogénicos destas proteinas ja
foram mapeados pela selecdo de variantes com uso de anticorpos monoclonais, tanto
da HA como da NA. Esta ultima contém quatro regides antigénicas diferentes, sendo
gue aregido 1, compreende o sitio ativo e apresentava-se conservada entre as cepas
de Influenzavirus A e B, enquanto as demais (2, 3 e 4) apresentaram variagoes
antigénicas ao longo dos anos (Webster et al., 1984). Assim, o monitoramento de
possiveis alteracdes que ocorram nestas regibes ocasionadas por passagens em
ovos embrionados durante o processo de producao devem ser monitoradas.

Com base nos resultados obtidos foi possivel determinar que os Bancos
analisados atenderam o critério de aceitacdo utilizado, sem a ocorréncia de nenhuma
alteracdo em sitios importantes, verificado, principalmente, na sequéncia de

aminoacidos resultante da traducéo, mantendo-se assim, estaveis.
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ANEXO A - Figuras de resultados dos alinhamentos de aminoé&cidos

Figura A.1 - Representacdo do alinhamento das sequéncias de aminoacidos de HA,
de Influenza A H1N1, dos lotes H1/BVT160002 e H1/BVT160002 e cepa referéncia
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(numero de acesso KU933493.1). Apenas as alteracbes em relag

estdo indicadas. (*) indica stop codon, (-) indica fragmento ndo sequenciado.
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Figura A.2 - Representacao do alinhamento das sequéncias de aminoacidos de HA,
de Influenza B, dos lotes B/BVT180001 e B/BVT160001 e cepa referéncia (nUmero de

dicadas.

éncia in
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acesso CY236600.1). Apenas as alteracdes em relac

(*) indica stop codon, (-) indica fragmento ndo sequenciado.
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Figura A.3 - Representacao do alinhamento das sequéncias de aminoacidos de HA,
de Influenza A H3N2, dos lotes H3/BVT160002 e H3/BVT160003 e banco semente.

Apenas as alteracfes em relacdo ao banco semente estdo indicadas. (*) indica stop

codon, (-) indica fragmento ndo sequenciado.
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Figura A.4 - Representacao do alinhamento das sequéncias de aminoacidos de NA,

de Influenza A H1N1, dos lotes H1/BVT160002 e H1/BVT160002 e cepa referéncia
(nimero de acesso KY117025.1). Apenas as alteracfes em relacéo a cepa referéncia

estdo indicadas. (*) indica stop cddon, (-) indica fragmento ndo sequenciado.
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Figura A.5 - Representacao do alinhamento das sequéncias de aminoacidos de NA,
de Influenza B, dos lotes B/BVT180001 e B/BVT160001 e cepa referéncia (nUmero de

dicadas.
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acesso CY236601.1). Apenas as alteracdes em relac

(*) indica stop codon, (-) indica fragmento ndo sequenciado.
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Figura A.6 - Representacao do alinhamento das sequéncias de aminoacidos de NA,
de Influenza A H3N2, dos lotes H3/BVT160002 e H3/BVT160003 e banco semente.
Apenas as alteracfes em relacdo ao banco semente estéo indicadas. (*) indica stop

codon, (-) indica fragmento ndo sequenciado.
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