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VIRUS DA GRIPE H7N9: CENARIO ATUAL
H7N9 FLU VIRUS: CURRENT SCENARIO

LOPES, L. C.%: PIETRUCHINSKI, E.2
RESUMO

Nos Gltimos anos, a gripe aviaria se tornou um dos mais importantes desafios que
surgiram na area de saude. A epidemiologia do virus dessa gripe € complexa, e ha ainda
muitos aspectos desconhecidos, especialmente em relacdo ao seu reservatério. O virus surgiu
em finais de marco de 2013 na China, infectando mais de 130 pessoas, das quais mais de 30
faleceram. A influenza é uma infeccdo viral do sistema respiratério que tem elevada
transmissibilidade e classicamente, apresenta-se com inicio abrupto de febre, mialgia e tosse
seca.Os virus do grupo H7 circulam entre as aves migratorias e acabam infectando aves para
consumo humano. Ainda ndo se sabe por que, mas 0 virus passou a ser transmitido das aves
para humanos. Pesquisas publicadas este ano mostraram que o virus podia ser transmitido
entre mamiferos e outro estudo mostrou o que pode ser o primeiro caso de infeccdo entre
humanos. Os exames para deteccdo sdo realizados através de imunofluorescéncia e por reacdo
em cadeia da polimerase.A identificacdo de virus H7N9 como causa de doenca humana é
apenas o inicio de um longo percurso destinado a elucidacdo da epidemiologia, a gama de
hospedeiros e a patogenicidade deste virus.

Palavras-chave: Gripe Aviaria, Virus H7N9.
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ABSTRACT

In the last years, avian influenza has become one of the most important
challenges that have arisen. The epidemiology of influenza virus that is complex,
and there are still many unknown aspects, particularly in relation to the reservoir
The virus emerged in the end of the March of this year in China, infecting more
than 130 people, of which more than 30 died. Influenza is a viral infection of the
respiratory system that has high transmissibility and classically presents with
sudden onset of fever, myalgia, and dry cough. The viruses of the group H7
circulating among migratory birds and finish infecting birds for human
consumption. Even do not know why, but the virus was being transmitted from
birds to humans. Studies published this year showed that the virus could be
transmitted between mammals and another study showed that can be the first case
of infection in humans. The exams for the detection is performed by
immunofluorescence and polymerase chain reaction. The identification of the
viruses H7N9 as a cause of human disease is only the beginning of a long journey
for the elucidation of the epidemiology, host range and pathogenicity of this virus.

Key-words: Avian Flu, Virus H7N9.



INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, a gripe aviaria tornou-se um dos mais importantes desafios que
surgiram a partir de animais reservatorios (CAPUA, 2004; 2006). Os atuais surtos detectados
em aves em muitos paises asiaticos, europeus e africanos sdo motivos de preocupacdo ndo s
para a induastria avicola, em que produzem uma doenca economicamente devastadora, mas
também para a salde publica (ALEXANDER, 2007). A possibilidade do virus H7N9 causar
uma pandemia representa uma ameaga constante para aves e seres humanos em todo o
mundo(ZHU, et al 2013).

Segundo ALEXANDER (2000), a epidemiologia do virus da gripe aviaria é complexa,
e ha ainda muitos aspectos desconhecidos, especialmente em relacao ao reservatorio.

O virus da gripe H7N9 surgiu em finais de marco de 2013 em Xangai. Em pouco mais
de um més, alastrou-se para outras regides da China, infectando, segundo os dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de 130 pessoas, das quais mais de 30faleceram.
O surto levou ao encerramento dos mercados chineses que vendem aves — tendo sido mais
tarde confirmado que o contato com aves infectadas foi a origem das infecgdes humanas pelo
H7N9. E de fato, existem poucos estudos de que o virus seja diretamente transmissivel entre
pessoas. Mas sabe-se, que ele possui certas caracteristicas genéticas que o tornam susceptivel
de se vir a adaptar a nossa espécie no futuro (WHO, 2013).

Um dos problemas com 0 H7N9 é que néo se sabe qual € o tamanho real da populacédo
nfectada, uma vez que podem haver individuos ndo diagnosticados por 0s seus sintomas
terem sido mais fracos (LEUNG, et al 2013).

OBJETIVO
O objetivo deste trabalho é apresentar os dados recentes sobre o virus H7N9 e as

perspectivas para o futuro.
EPIDEMIOLOGIA DO VIRUS INFLUENZA

A influenza é uma infeccdo viral aguda do sistema respiratério que tem elevada
transmissibilidade. Classicamente, apresenta-se com inicio abrupto de febre, mialgia e tosse

seca. Em geral, tem evolucdo autolimitada, de poucos dias. Sua importancia deve-se ao seu



carater epidémico, caracterizado por disseminacdo rapida e elevada morbidade nas populacGes
atingidas (WILSCHUT; McELHANEY, 2005).

A doenca é causada pelos virus Influenza da familia dos Ortomixovirus. Sao virus
RNA de hélice Unica e subdividem-se em trés tipos: A, B e C, de acordo com sua diversidade
antigénica. Os dois primeiros, principalmente os virus influenza A, sdo altamente
transmissiveis e mutaveis, causando maior morbidade e mortalidade e, por isto, merecem
destaque em saude publica (WILSCHUT; McELHANEY, 2005).

Os virus da influenza A sao classificados de acordo com os tipos de proteina que se
localizam em sua superficie, chamadas de hemaglutinina (H) e neuraminidase (N). A proteina
H estda associada a infeccdo das células do trato respiratorio superior, onde o virus se
multiplica, enquanto a proteina N facilita a saida das particulas virais do interior das células
infectadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

A nomenclatura dos virus influenza definida pela Organizacdo Mundial da Salde
inclui o tipo de virus influenza, a localizagdo geogréfica onde o virus foi isolado pela primeira
vez, 0 numero de série que recebe no laboratério, o ano do isolamento e, entre parénteses, a
descricdo dos antigenos de superficie do virus, ou seja, da hemaglutinina e da neuraminidase.
Por exemplo, A/Sydney/5/97(H3N2)(WHO, 2013).

Segundo o MINISTERIO DA SAUDE (2005), os virus influenza do tipo A s&o
encontrados em Varias espécies de animais, além dos seres humanos. As aves migratorias
desempenham importante papel na disseminacdo natural da doenca entre distintos pontos do

globo terrestre. O virus H7N9 faz parte do grupo Influenza A.

HEMAGLUTININA E NEURAMINIDASE

A hemaglutinina é uma proteina que se situa na camada mais externa do virus, o
envelope. Ela reconhece um agucar da membrana celular, o cido siélico, e é a responsavel
pelo reconhecimento e ligacdo do virus as células do sistema respiratério. Seu nome vem
desta capacidade de reconhecer e se ligar a células e aglutinar hemacias, um dos primeiros
testes desenvolvidos para diagnosticar o virus. Sua numeragdo é dada com base na variagdo
dos aminoéacidos e sdo conhecidos mais de 16 tipos de H (GALWANKAR; CLEM, 2009).

A neuraminidase reconhece a mesma molécula que a hemaglutinina, o acido sialico da
membrana celular, mas realiza sua funcdo de maneira oposta.Seu papel é ajudar o virus a
deixar a célula invadida.A neuraminidase é necessaria para remover o acido sialico da célula e

permitir que o virus recém-sintetizado consiga brotar para invadir a proxima célula. Por isso,



ela também se localiza no envelope do virus, e é a segunda proteina mais comum, depois da
hemaglutinina. Também é classificada de acordo com sua variedade, e sdo conhecidosnove
tipos (OXFORD; LAMBKIN, 1999). A estrutura do virus H7N9 pode ser visualizada
naFIGURA 1.
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FIGURA 1 — Estrutura do virus H7N9.
FONTE: Folha de S&o Paulo (2013).

PROPAGACAO DO VIRUS H7N9

Os virus do grupo H7 circulam entre as aves migratorias e acabam infectando aves
para consumo humano. Ainda ndo se sabe por que, mas o virus passou a ser transmitido das
aves para humanos, mas a principio, ndo havia sinal de contagio entre humanos. Pesquisas
publicadas este ano mostraram que o virus podia ser transmitido entre mamiferos (ZHU, et al
2013).

Outro estudo mostrou que um paciente do sexo masculino ficou doente cinco a seis
dias apds sua ultima exposicdo ao mercado de aves. A segunda paciente, sua filha, que
prestou cuidados ao pai no hospital ndo teve contato com as aves. Ela desenvolveu sintomas

seis dias ap6s seu ultimo contato com o pai. Testes mostraram que ambos 0s virus eram quase



geneticamente idénticos. Os dois pacientes morreram em decorréncia de faléncia maltipla de

Orgdos. Este pode ser o primeiro caso de infecgdo entre humanos (ZHOU, et al 2013).

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Os procedimentos apropriados de coleta, transporte, processamento e armazenamento
de espécimes clinicos sdo fundamentais no diagndstico da infeccdo viral (WILSCHUT,;
MCcELHANEY, 2005).

A coleta da amostra (FIGURA 2) preferencial para o diagndstico laboratorial sdo as
secrecdes da nasofaringe obtidas por meio de aspirado de nasofaringe com auxilio de um
coletor descartavel ou por meio de swabcombinado (oral + nasal). Ainda o lavado brénquico
alveolar pode ser usado como amostra, e a coleta fica a critério do médico (LACEN - PR,
2013).
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FIGURA 2 — Coleta com swab nasal e swab oral.
FONTE: LACEN — PR (2013).

Ainda segundo LACEN — PR (2013), a detec¢do do virus influenza é realizada pelas
técnicas de imunofluorescéncia, de isolamento do agente em cultivos celulares/ovos
embrionados e de deteccdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Adicionalmente, o
diagnostico pode ser estabelecido através do exame de inibicdo de hemaglutinagdo. Para isso,
coletar amostras pareadas de sangue durante a fase aguda e convalescente (15 dias de

intervalo entre as duas colheitas).

TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA

A técnica de imunofluorescéncia utiliza anticorpos marcados com corantes
fluorescentes para revelar a formagdo de imunocomplexos virus-anticorpo. Os anticorpos
marcados sdo chamados de conjugados. O corante mais usado em virologia é o isotiocianato

de fluresceina (FITC), o qual produz fluorescéncia verde-amarela. Na imunofluorescéncia



direta, um conjugado de especificidade conhecido é adicionado a células infectadas por virus,
fixados em uma lamina de microscdpio. Se o anticorpo € especifico para o antigeno, ocorre a
formacéo do complexo que é visualizado pela fluorescéncia, se o conjugado ndo é especifico
para 0 antigeno, ndo ha formacdo de imunocomplexos, logo ndo ha fluorescéncia (SANTOS,
N.S. O.; et al, 2005).

TECNICA DE REACAO EM CADEIA POLIMERASE (PCR)

A PCR possibilita a sintese de fragmentos de DNA, usando a enzima DNA-
polimerase, a mesma que participa da replicacdo do material genético nas células. Esta enzima
sintetiza uma sequéncia complementar de DNA, desde que um pequeno fragmento (iniciador
ou primer) ja esteja ligado a uma das cadeias do DNA no ponto escolhido para o inicio da
sintese. Os iniciadores definem a sequéncia a ser replicada e o resultado obtido é a
amplificacdo de uma determinada sequéncia DNA com bilhdes de cdpias. A técnica é feita
nas seguintes etapas: desnaturagédo, hibridizacdo extensdo e revelacdo. Na desnaturacdo, a
temperatura elevada (geralmente 90°C) separa a cadeia de DNA. Durante a hibridizacdo, a
temperatura encontra-se entre 40°C e 65°C, os iniciadores marcam as extremidades da
sequéncia alvo: uma para cada cadeia simples de DNA que foi produzida durante o passo de
desnaturacdo. Durante a etapa de extensdo, a temperatura eleva-se a aproximadamente 72°C e
a enzima taq polimerase replica a cadeia de DNA, a extensdo inicia-se sempre no extremo 3’
do primer e a taq polimerase sintetiza exclusivamente na dire¢do 5’ para 3°. Na ultima etapa
de revelacdo, é preciso detectar a presenca de produtos detectados, em geral feito pela
eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida (NOVAIS; ALVES, 2004).

TECNICA DE REACAO DE INIBICAO DA HEMAGLUTINACAO

Demonstragdo da dosagem de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo, em 2 amostras
de soro de um mesmo paciente, colhidas na fase aguda e na fase de convalescenca.

Para a reacdo de inibicdo da hemaglutinagcdo, os soros colhidos dos pacientes séo
diluidos na placa (1/2 a 1/1024) e cada diluicdo é colocada em contato com um volume fixo
de uma suspensao viral, contendo 4 unidades hemaglutinantes. Esta mistura € incubada por 1
hora a 37°C, para permitir a reacdo do anticorpo com antigeno. A seguir, 1 gota de suspensdo
de hemécias € adicionada a cada orificio da placa. Apos incubagdo de 30 minutos, faz-se a
leitura da reacdo. Nos orificios onde existem anticorpos em quantidade suficiente para se

combinar com a hemaglutinina viral, observa-se a inibi¢cdo da hemaglutinacdo, evidenciada



pela sedimentacdo das hemécias, formando um botéo fechado; nos orificios onde ndo existem
anticorpos, as hemaciasserdo aglutinadas pelos virus livres, sedimentando em forma de um
aglomerado irregular. O titulo do soro é determinado como sendo igual a reciproca da maior
diluicdo capaz de inibir completamente a hemaglutinacdo(SANTOS, N. S. O.; et al, 2005).
Leitura:

Nos orificios "controle", isto €, aqueles nos quais se dispensou apenas a solucao
fisioldgica e as hemécias, estas devem sedimentar, por acdo da gravidade, formando ao fundo
da cavidade um botéo fechado, central. Nos orificios que contém aglutinina viral, as hemacias
formam uma malha, ou seja, um aglomerado irregular. Nos orificios que receberam soro do
paciente, virus e hemacias se 0 soro tiver anticorpos estes vao recobrir os virus e impedir que
estes se liguem as hemacias. Portanto, na presenca de anticorpos as hemacias sedimentam; na
auséncia de anticorpos o0s virus estdo livres e se adsorvem as hemadcias, causando a

aglutinacgéo.

TRATAMENTO

O oseltamivir e o zanamivir fazem parte de uma nova classe de drogas chamadas de
inibidoras da neuraminidase e que podem ser utilizadas contra a infeccdo pelos virus da
influenza. O fosfato de oseltamivir é um pré-farmaco do carboxilato de oseltamivir, inibidor
potente e seletivo das enzimas neuraminidase do virus da gripe. O oseltamivir inibe a
neuraminidase dos dois tipos de virus da gripe: influenza A e B. As concentracBes do
carboxilato de oseltamivir necessarias para inibir a atividade enzimatica em 50% encontram-
se na faixa nanomolar inferior. O carboxilato de oseltamivir também inibe a infeccdo e a
replicacéo in vitro do virus da gripe e inibe a replicacdo e a patogenicidade in vivo do mesmo.
O carboxilato de oseltamivir reduz a proliferacdo dos dois virus (influenza A e B) pela
inibicdo da liberacdo de virus infecciosos das celulas infectadas (LAURENT, 2003).

Segundo a ANVISA (2013), a atividade do zanamivir € extracelular. Ele reduz a
propagacao do virus influenza tipos A e B, inibindo a liberacdo de virions infecciosos de
influenza a partir das células infectadas do epitélio do trato respiratorio. A replicacdo da
influenza estd limitada ao tecido epitelial superficial do trato respiratorio.No entanto,
nenhuma das duas drogas foi eficaz em prevenir as complicacbes da influenza havendo
poucos dados sobre a efetividade do zanamivir em individuos de alto risco para complicacfes

da doenga.



Um estudo recente mostrou que uma mutacdo genética que torna o virus da gripe
avidria resistente ao Tamiflu® (nome comercial do oseltamivir) foi identificada em pacientes
infectados com o virus H7N9 na China. O gene foi descoberto em dois dos trés pacientes com
0s sintomas mais severos da gripe em um estudo que contou com a participacdo de 14
pacientes infectados com o H7N9 e tratados com Tamiflu® em um hospital de Xangai. Em um
dos pacientes, a resisténcia surgiu apds a infeccgdo inicial, sugerindo que o tratamento com a
medicacdo pode ter provocado a mutacdo. A descoberta € a primeira confirmacdo oficial da
resisténcia da nova gripe ao Tamiflu®. Nos outros pacientes, o tratamento com o
medicamento parece ter efetividade contra o virus, e 0 medicamento ainda é recomendado, de

preferéncia, nas primeiras horas ap0s a infeccdo (HU, Y; et al, 2013).

CONCLUSAO

A identificacdo do virus H7N9 como uma causa da doenga humana é apenas 0 inicio
de um longo percurso destinado a elucidacdo da epidemiologia, a gama de hospedeiros e a
patogenicidade deste virus. O desenvolvimento de vacinas eficazes e agentes terapéuticos
antivirais também serd& muito importante para deter a doenca. Além disso, a vigilancia
adequada € o mais importante. No entanto, a vigilancia integrada das infeccGes em animais e
humanos ainda precisa ser melhorada. As barreiras entre méedicos e veterinarios devem ser
removidas, e as lacunas devem ser preenchidas entre os 6rgdos governamentais responsaveis
pela salde animal e saude publica. Enquanto uma estreita vigilancia sobre H7N9 esta

acontecendo, espera-se que a pesquisa basica seja incentivada.
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