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RESUMO

As Rhinoviroses estdo entre as causas mais frequentes de infec¢des agudas do trato respiratdrio
em humanos, e estdo geralmente associadas as constipagdes, 0 que representa, por si s, a causa
mais relevante de absentismo escolar e laboral.

O presente estudo teve como objectivo estudar, pela primeira vez, num estudo longitudinal
sistemadtico, a presenca do Rhinovirus na narina de jovens voluntdrios sauddveis da regiao do
Grande Porto.

O primeiro passo em direc¢do a essa meta, foi o desenvolvimento de um Real-Time-semi-
nested-RT-PCR para a deteccao do Rhinovirus. Contrariamente as nossas expectativas iniciais, a
falta de um controlo positivo para o Rhinovirus C nio nos permitiu desenvolver um protocolo
especifico para esta espécie viral, e os primers utilizados (descritos anteriormente por outros),
ndo permitiram a deteccao especifica de Enterovirus (agora reclassificado no mesmo género que
o Rhinovirus). No entanto, o protocolo desenvolvido é capaz de detectar Rhinovirus A e B, que
sdo as espécies mais abundantes desses virus. Para o estudo da epidemiologia da infec¢do por
Rhinovirus, foram colhidas 248 zaragatoas nasais entre Outubro de 2009 e Setembro de 2010
representando trinta e seis alunos voluntdrios da Universidade Fernando Pessoa. Por razdes
orcamentais, foram analisadas apenas 138 amostras representativas de dezassete voluntarios
para a presenga do RNA de Rhinovirus.

O Rhinovirus foi detectado ao longo de todo o ano, mas apresentou-se significativamente mais
frequente nos meses frios (Outubro a Mar¢o). Foi também encontrada uma relacao significativa
entre a presenga do RNA de Rhinovirus e o nimero de sintomas apresentados pelos voluntarios.
Na verdade, o Rhinovirus foi encontrado com maior frequéncia em individuos que relatam a
presenca de pelo menos seis sintomas relacionados com a constipacao do que individuos com
menos sintomas. O estudo permitiu, também o acompanhamento dos voluntdrios durante todo o
ano. Isto permitiu-nos demonstrar claramente que um individuo € repetidamente infectado
durante este periodo. Os dados ndo incluem, até agora, a caracterizacdo genética dos virus
envolvidos e, portanto, ndo podemos afirmar que essas reinfec¢cdes foram originadas pelo
mesmo ou por um Rhinovirus diferente. No entanto, ficou claro que a resolucio de uma
infec¢do por Rhinovirus tem pouco efeito na duragdo do periodo em que os voluntérios se
mantém livres de Rhinovirus no resto do ano.

Em conclusdo, o presente estudo permitiu, pela primeira vez, o estudo sistemdtico de infeccio
por Rhinovirus em jovens voluntdrios sauddveis residentes na zona do Porto, mostrando que a
infec¢do por Rhinovirus é de facto muito frequente e estd associada (embora nem sempre) com

0 aumento de sintomas relacionadas com as constipacdes.



ABSTRACT

Rhinoviroses are among the most frequent cause of acute upper respiratory tract infections in
human, and are usually associated with the common cold, representing, per se, the single most
relevant cause of school and work absenteeism.

In the present study, we aimed at studying, for the first time, in a systematic longitudinal study,
the presence of Rhinovirus in the nostril of healthy young voluntaries from Oporto, Portugal.

As a first step towards that goal, we developed a Real-Time-Semi-Nested-RT-PCR for the
detection of Rhinovirus. Contrary to what was our initial expectations, the lack of a Rhinovirus
C control did not allow us to develop a specific protocol for this viral species, and the primers
used (previously described by others) did not allow the specific detection of enteroviruses (now
reclassified in the same genus as Rhinoviruses). However, the protocol developed is capable of
detecting Rhinovirus A and B, which are the most abundant species of these viruses.

To study the epidemiology of Rhinovirus infection, two hundred and forty eight nasal swabs
were collected between October 2009 and September 2010 from thirty six voluntary students of
University Fernando Pessoa. For budged reasons, only one hundred and thirty eight samples
representative of seventeen voluntaries were analyzed for the presence of Rhinovirus RNA.
Rhinoviroses were detected throughout the year, but significantly more frequently in the cold
months of October to March. The presence of Rhinovirus RNA was also found to be
significantly related to the number of symptoms presented by the voluntaries. In fact,
individuals reporting the presence of at least six symptoms related to common cold were found
to harbor Rhinovirus most frequently than individuals with fewer symptoms.

The study design also allowed the follow-up of the volunteers throughout the year. This has
allowed us to clearly demonstrate that one individual is repeatedly infected over a one year
period. The data did not include, so far, the genetic characterization of the viruses involved, and
thus we cannot state weather these reinfections are by the same or by a different Rhinovirus.
Nevertheless, it became clear that resolution of a Rhinovirus infection has little effect in the
duration of a Rhinovirus free status for the rest of the year.

In conclusion, the present study allowed, for the first time, the systematic study of Rhinovirus
infection among Healthy Young individuals residing in the Oporto area, showing that
Rhinovirus infection is indeed very frequent and is associated (albeit not always) with increased

common cold related symptoms.
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O Rhinovirus € responsdvel por metade das constipacdes anuais, sendo assim 0 maior
causador de infeccdes do tracto respiratério em todas as idades (Peltola, 2008a). O pico
de prevaléncia destas infec¢des ocorre de Setembro a Outubro e de Abril a Maio (Waris,

2008).

Em individuos imunocompetentes estas infec¢des sdo normalmente de baixa gravidade.
No entanto, esta infeccdo pode ser acompanhada por otites médias nas criangas e
pneumonias nos idosos. Em asmaéticos e portadores de fibrose cistica, a infeccdo por
Rhinovirus pode desencadear reac¢des mais severas podendo ocasionar hospitalizacao
(Peltola, 2008b). Mesmo nos casos de sintomatologia ligeira, as infeccdes por
Rhinovirus tém um grande impacto sécio-econdmico ja que, as populacdes mais
afectadas sdo as criangas e idosos implicando o absentismo de adultos sauddveis para a

prestacao de cuidados (Peltola, 2008a).

Os Rhinovirus fazem parte de uma extensa familia de pequenos virus denominada de

picornavirus.
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1. Picornavirus

O picornavirus foi um dos primeiros virus a ser identificado por Loeffler e Frosch na
década de 1898. O nome Picornavirus pode dividir-se em trés palavras: Pico-RNA-virus
que tendo origem no grego significa pequenos virus de RNA (Semler, 2004).
Inicialmente a sua classificacao tinha como base as suas propriedades fisicas (densidade
das particulas e sensibilidade ao pH) e seroldgicas. Mais recentemente a sua
classificacdo passou a basear-se na sua sequéncia nucleotidica (Semler, 2004). A
revisdo taxondémica mais recente (2009) reconhece 12 géneros dentro da familia
Picornavirus:

Tabela 1 — Taxonomia dos Picornavirus em vigor desde 2009”.

Género Espécie

Aphthovirus Bovine rhinitis B virus
Equine rhinitis A virus
Foot-and-mouth disease virus

Avihepatovirus Duck hepatitis A virus

Cardiovirus Encephalomyocarditis virus
Theilovirus

Enterovirus Bovine Enterovirus

Human Enterovirus A
Human Enterovirus B
Human Enterovirus C
Human Enterovirus D
Human Rhinovirus A
Human Rhinovirus B
Human Rhinovirus C
Porcine Enterovirus B
Simian Enterovirus A

Erbovirus Equine rhinitis B virus
Hepatovirus Hepatitis A virus
Kobuvirus Aichi virus

Bovine kobuvirus

Parechovirus Human parechovirus
Ljungan virus

Sapelovirus Avian sapelovirus
Porcine sapelovirus
Simian sapelovirus

Senecavirus Seneca Valley virus
Teschovirus Porcine teschovirus
Tremovirus Avian encephalomyelitis virus

a) A taxonomia viral actualizada pode ser consultada no site do Comité Internacional para a Taxonomia
Viral (www.ictvonline.org).
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O genoma do Rhinovirus é composto por uma molécula de RNA de sentido positivo

com cerca de 7,2Kb. Em todos os Picornavirus € conservado um numero de

caracteristicas (Semler, 2004):

= O RNA genémico € contagioso (caracteristica das viroses de RNA de

sentido positivo);

= Existéncia de uma regido ndo transcrita (600-1200 bases) na regido final

5’ e uma curta regido (50-100 bases) ndo transcrita na regido 3’ (Fig.1);

= A regido ndo transcrita 5’ contém uma estrutura secundaria conhecida

como IRES (do inglés: Internal Ribossome Entry Site);

= O genoma codifica uma Unica poliproteina com cerca de 2100 a 2400

aminodacidos;

= Ambeas as regides terminais do genoma sdo modificadas, a regido final
5’ através de uma pequena ligagao covalente a uma proteina VPg (~23

aminodcidos); e a regido 3’ através de uma poliadenilacao (Fig.1);

5'UTR  Structural proteins I'UTR

B A0
] TRTRIRIRIRIRAATATAMAMA AR n
B

Man-structural proteins

Fig. 1 Esquema representativo do genoma do Rhinovirus.

A estrutura da cépside (figura 2) consiste num arranjo icosaédrico de 60 protémeros
compactos. Cada um destes protomeros contém 4 polipetideos, VP1, VP2, VP3 e VP4
(todos derivam da clivagem da proteina percursora original VP0). A capside possui
entre 27 a 30nm de didmetro enquanto que o genoma possui aproximadamente 2,500nm
e € hermeticamente empacotado no interior da capside juntamente com ides de sédio ou

potdssio, ou poliaminas para neutralizar a carga negativa dos grupos fosfato (Semler,

2004).
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Fig. 2 Imagem criada por computador da cépside do picornavirus. A azul observa-se as VPI, a
verde as VP2, a vermelho as VP3. No interior da particula localizam-se as VP4 (nfo visiveis)
(Semler, 2004).

2. Rhinovirus

O Rhinovirus € um virus da familia dos Picornavirus pertencente ao género Enterovirus

(tabela 1).

As infec¢Oes causadas por Rhinovirus sdo a causa primdria das frequentemente
chamadas “constipacdes”, infec¢des agudas do tracto respiratério superior que podem
também ocorrer no trato respiratério inferior tendo assim um contributo para a

exacerbagdo de doengas respiratérias cronicas ou imunodeficiéncias (Nicole, 2009).

A fisiopatologia desta infec¢do ndo se encontra ainda bem esclarecida. Pensa-se que o
Rhinovirus pode sobrestimular a resposta imune causando a sintomatologia associada a
“constipacdo” e outras complicagdes médicas adjacentes (Nicole, 2009). O Rhinovirus
parece também estar associado a inibi¢do local da imunidade nos locais infectados por
Rhinovirus, o que leva a um aumento da susceptibilidade a infec¢cdes secundarias por
parte do hospedeiro tais como, bronquite, otite, sinusite € pneumonia, pelo que nestas

infec¢des € frequente encontrar-se co-infeccao pelo Rhinovirus (Semler, 2004).
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2.1.  Caracteristicas gerais do Rhinovirus

Semelhante aos restantes picornavirus, o Rhinovirus é um virus sem envelope com uma
capside composta de 60 placas proteicas, cada uma das quais formada por 4 proteinas
estruturais VP1, VP2, VP3 e VP4 (Lewis-Rogers, 2009). Cada uma das trés proteinas
externas — VP1, VP2 e VP3 possui uma massa molar de aproximadamente 30,000 Da e
uma topologia de desdobramento similar. Estes pequenos virus de RNA icosaedral
contém umas depressdes na superficie da cdpside que estdo envolvidas na ligagao aos
receptores (Deuchler, 1993). Esta depressdo da superficie, ou canyon, tem
aproximadamente 12 A de profundidade e tem entre 12 a 15 A de largura, com o seu
centro no vértice pentagonal. Os residuos de superficie sdo mais varidveis nos locais de
fixacdo dos anticorpos neutralizantes, ji que os residuos do canyon podem escapar a
vigilancia imunoldgica por impedimento fisico, uma vez que os anticorpos sao
demasiado grandes para penetrar nesta regido. Esta hipdtese € apoiada pelo local alvo da
mutagénese dos residuos de revestimento do canyon que alteram a capacidade do virus
se ligar as membranas das células HeLLa. Também mudangas conformacionais da base
do canyon, produzidas por certos agentes virais que se ligam a uma bolsa na base do
canyon inibem a ligacdo viral a membrana celular (Oslon, 1993; Deuchler, 1993; Smith,

1993).

Foram classificados mais de 99 serotipos divididos de acordo com a sequéncia das
proteinas da cdpside, em 3 espécies diferentes Rhinovirus humano (HRV): HRV-A,

HRV-B e HRV-C (tabela 1) (Cordey, 2008).

2.2. Genoma

O genoma do HRV (figura 3) possui aproximadamente 7200 pares de bases (pb) que
podem ser divididos em quatro regides diferentes: uma regido (longa) nao transcrita 5’
(5’-UTR); uma tnica open reading frame (ORF); uma regido (curta) ndo transcrita 3’

(3’-UTR) e uma extremidade Poly(A).
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Fig. 3 Genoma do Rhinovirus humano (http://www.international-Rhinovirus-consortium.org).

As regides 5°-UTR e 3’-UTR sdo conhecidas pelo seu conteddo estrutural. A regido 5’
ndo traduzida contém dois elementos altamente conservados: o trevo final 5’
(cloverleaf), que interage com a protease viral e proteinas celulares para formar um
complexo ribonudcleoprotéico que se encontra envolvido na mudanca viral da tradugdo
para a replicacdo; e o local interno para a entrada ribossomal (IRES) (Cordey, 2008).
Neste dominio, existem ainda elementos de ac¢do em cis e trans que intervém na
iniciacdo da sintese das cadeias negativa e positiva, respectivamente. Em contraste o
IRES promove a iniciag@o da traducdo do genoma viral. Quanto a zona 3’ ndo transcrita
nos picornavirus, encontra-se envolvida na eficiéncia da replicacdio do RNA viral,

porém o seu mecanismo de funcionamento ainda ndo é conhecido (Cordey, 2008).

Os elementos de replicacio de acg¢do em cis (cre), foram identificadas nas zonas
codificantes de diversos genomas de picornavirus (Cordey, 2008). O primeiro motivo
cre foi identificado inicialmente na regido codificante VP1 do HRV14 (membro da
HRV-B). Elementos cre semelhantes foram descritos em diferentes picornavirus em
diversas regides do genoma nomeadamente no VP2 do Mengovirus bem como na VP1
de outros serotipos do Rhinovirus (Cordey, 2008). Com base na comparacdo de
sequéncias e na andlise mutacional dos elementos cre do Enterovirus e Rhinovirus foi
identificado um motivo consensual para o segmento loop destes dois géneros. Foram
realizados extensos estudos para compreender a fungdo deste motivo cre na replicacao

do virus. Quer as experiéncias in vivo como in vitro demonstraram claramente o
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envolvimento do cre na uridilacdo da VPg. VPgpUpU € assumido como um primer para
a polimerase viral 3Dpol na sintese de RNA. Nao apenas o loop parece ser importante
na funcdo deste motivo cre mas também o tronco parece desempenhar um papel crucial.
Uma vez que a VPg estd ligada a zona final 5° da cadeia positiva e negativa do genoma
€ sugestivo que o motivo cre esteja envolvido na fisiologia de ambas as cadeias. Alguns
estudos sdo controversos alegando que o papel dos motivos cre encontra-se envolvido
apenas na sintese da cadeia de RNA positivo enquanto que outros demonstram um
envolvimento do cre na sintese do RNA de sentido negativo. Mais surpreendente foram
as observacdes de que as trocas de elementos heterélogos cre foram em alguns casos
permissivas sugerindo que o seu papel na replicacdo do RNA €, portanto, independente

da sua localiza¢do no genoma (Cordey, 2008).

A maioria dos Rhinovirus humanos usam um de dois receptores para entrarem na célula.
O principal grupo de Rhinovirus liga-se a proteina conhecida como ICAM-I (molécula
de adesdo intracelular-I), Os restantes Rhinovirus (cerca de 10%) usam uma proteina
com aproximadamente 120Kb, membro das lipoproteinas de baixa densidade (LDLR)

cuja funcao nao € ainda bem conhecida (Lewis-Roger, 2009; Deuchler, 1993).

2.3.  Ciclo de vida do Rhinovirus

O primeiro passo no ciclo de vida do Rhinovirus é a sua ligagdo ao receptor de
superficie celular (ICAM-1 ou LDLR). A ligacdo do virus aos receptores celulares
desencadeia alteracdes conformacionais da cdpside do virus levando a libertacdo do
RNA viral dentro do citoplasma que ocorre por diferentes formas consoante o receptor

viral a que este se liga ICAM-1 ou LDLR) (Blomequist, 2004).

N

O ICAM-I pertence a superfamilia das imunoglobulinas. Sendo uma glicoproteina
transmembranar expressa em vdarias células, envolvida na resposta imunoldgica, é

habitualmente referida como proteina de adesdo celular (Lewis-Rogers, 2009).

Inicialmente € formada uma molécula de RNA com uma sequéncia de nucledtidos
complementares usando como molde a cadeia positiva de RNA. A sintese desta cadeia

complementar negativa é promovida pela proteina VPg e inicia-se a partir da zona
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7z

terminal 3’. Esta cadeia complementar ¢ usada como molde na sintese do grande
nimero de copias do genoma viral que sdo usadas como RNA mensageiro (mRNA)
para a tradug¢do de mais proteinas virais ou no ciclo da infec¢do acondicionadas em
novas particulas virais. Os virus infecciosos criados sdo entdo agregados no citoplasma

e depois libertados a partir da célula (Blomequist, 2004).

O genoma do virus € traduzido no citoplasma celular originando proteinas virais
essenciais para a replicacdo do genoma e produgdo de novas particulas virais. Primeiro
o longo percursor da poliproteina divide-se em intermedidrios (P1, P2 e P3) através de
duas proteinases. Por conseguinte, estas proteinas intermedidrias vao originar uma série
de proteinas virais Vp0, Vpl, Vp2, Vp3 e Vp4 que, por sua vez, juntamente com outras
proteinas e com a RNA polimerase sdo necessdrias para a replicacdo do genoma e

sintese de mRNA (Blomequist, 2004).

2.4. Relacdo filogenética do Rhinovirus

No passado, os Rhinovirus foram classificados de acordo com a similaridade do seu
padrdo de reactividade serolégica com uma biblioteca de 99 estirpes de referéncia que

definiam os 99 serotipos virais padrdo (Palmenberg, 2009).

Posteriormente, as 99 estirpes foram agrupadas em 2 grupos, de acordo com o seu perfil
de sensibilidade a um painel de potenciais terapias (grupos 1 e 2 no anel externo da
figura 4), bem como de acordo com o receptor utilizado: A maior parte dos serotipos
virais utiliza a proteina celular ICAM-1 (Grupo M), enquanto que uma pequena
propor¢ao das estirpes utiliza o receptor para LDL (grupo M na figura 4) (Palmenberg,
2009).

Posteriormente, estas estirpes foram agrupadas em duas espécies (HRVA com 74
serotipos ¢ HRVB com 25 serotipos), em fun¢do da sequéncia parcial das regides

codificantes das proteinas da cépside (figura 4) (Palmenberg, 2009).

23



Recentemente, foi descrito um conjunto de novas sequéncias de Rhinovirus em doentes
com patologias respiratorias do tipo Influenza, as quais apresentam sequéncias
classificaveis como Rhinovirus, mas com divergéncias significativas relativamente as
sequéncias das espécies de HRVA e HRVB. Isto levou o International commitee on
taxonomy of viruses (ICTV) a classificd-los como uma nova espécie de Rhinovirus
(RHV-C) na sua revisao da taxonomia viral de 2009. Note-se que estes virus ndo foram
nunca cultivados, mas a sequenciacdo integral do seu genoma estd completa

(Palmenberg, 2009).

Recentemente (Abril de 2009) foi publicada na Science a sequenciagao integral de todas
as estirpes conhecidas de Rhinovirus. Estes dados foram utilizados para estabelecer uma
arvore filogenética dos virus baseada na sua sequéncia total, bem como na provavel
estrutura secunddria do genoma. Verificou-se neste estudo que a classificacdo
filogenética baseada na sequéncia parcial das proteinas da cdpside viral nao produz
resultados coincidentes com os obtidos com a sequéncia total, ainda que essa
classificagcdo tenha produzido com sucesso a divisdo nas espécies virais correctas. Um
bom exemplo de como a sequéncia completa (e a respectiva estrutura secundaria) é
importante consiste na descoberta de um conjunto de 3 estirpes classificadas como
HRVA, mas que se apresentam claramente separadas de todas as restantes estirpes
virais desta espécie (Clade D na figura localizada na extremidade esquerda do
agrupamento das estirpes HRVA). Nenhuma outra andlise com sequéncias parciais
apresentou esta divisao, a qual deriva da existéncia de uma separagdo em todo o genoma,
bem como da presenga de elementos replicativos cis-acting, zona 3’UTR e
insercoes/deleccdes locais atipicas relativamente a todas as restantes estirpes de HRVA.
Por este motivo, os autores do artigo na Science propuseram de forma cautelosa a
possivel existéncia de uma quarta espécie viral (HRVD), a qual nao foi ainda

considerada pelo International commitee on taxonomy of viruses (Palmenberg, 2009).
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Fig. 4 Arvore filogenética. Relagdo entre todos os serétipos de HRV criados com base na
sequéncia genémica completa (Palmenberg, 2009).

A arvore filogenética, apresentada na figura toma em considera¢do ndo apenas, todas as
sequencias gendmicas completas conhecidas bem como, a sua estrutura secundaria (por
vezes, zonas sem homologia nucleotidica perfeita, apresentaram uma estrutura
secunddria sobreponivel, pelo que foram consideradas funcionalmente relacionadas. O
resultado, compativel com a informacao seroldgica e clinica disponivel, revelou que o
HRV-A e o HRV-C mostram o mesmo ancestral comum que € de um grupo irmao do

HRV-B (Palmenberg, 2009).

A disponibilidade da sequéncia completa dos genomas das vdrias estirpes de HRV
permitiu ainda estudos tedricos sobre a possibilidade de recombinacdo viral. Os
resultados que indiciavam a existéncia de 23 cendrios de recombinagdo possivel
revelaram que ao contrdrio do que até entdo se supunha, a recombinagdo viral parece ser

um mecanismo de geracdo de diversidade nos Rhinovirus, sugerindo que a coinfec¢ao
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da mesma célula por diversas estirpes virais € um fenémeno que ocorre com alguma
frequéncia. Dos locais de recombinacao identificados, a maioria envolve a zona 5’UTR
e os genes da capside adjacentes. Nao foram identificadas recombinacdes entre estirpes
de espécies de Rhinovirus diferentes, mas o receptor utilizado para entrada viral
(ICAM-1 ou LDLR) ndo parece ser um obsticulo a recombinagdo viral (Palmenberg,

2009).

3. Infeccdo por Rhinovirus

3.1.  Fisiopatologia da infeccao por Rhinovirus

O Rhinovirus pode ser transmitido através de aerosséis ou por contacto directo. A
mucosa nasal é o primeiro sitio de inoculagdo do virus, contudo a conjuntiva pode ser
também envolvida em menor grau. O Rhinovirus liga-se ao epitélio nasal e cresce de

forma localizada (Tolan, 2010).

O Rhinovirus tem como alvo as células epiteliais nasais. Quando em contacto com o
nariz, uma baixa quantidade de virus pode produzir infec¢do. O RNA do Rhinovirus tem
sido detectado em elevada propor¢do nas células epiteliais nasais. Tem aumentado a
evidencia de que as células epiteliais inferiores t€ém a mesma susceptibilidade que as

células epiteliais do trato respiratério superior.

A temperatura 6ptima de crescimento do Rhinovirus varia entre os 33 e os 35°C e o seu

periodo de incubacdo € de 2 a 4 dias (Tolan, 2010).

As secrecOes nasais tém apresentado concentracdes de Rhinovirus mais elevadas que as
secrecoes da faringe e saliva mostrando assim que, a replicagdo do virus é ai mais

eficiente (Blomequist, 2004).

A infeccdo respiratdria superior aguda, também conhecida por constipacdo é a doenca
predominante causada por Rhinovirus. Inicialmente, uma resposta inflamatéria ao virus
pode originar os seguintes sintomas: descarga nasal, congestao nasal, espirros e irritacao
da garganta. Os principais sintomas sdo dor de garganta, espirros, obstru¢do nasal e
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rinorreia. A duracdo média da doenca € de sete dias em jovens adultos podendo ser

superior a duas semanas em criangas e idosos (Blomequist, 2004).

Entre os dias 4 e 5 da doenca a descarga nasal pode vir acompanhada de leucdcitos
polimorfonucleados que migraram do sitio da infeccao em resposta a citocinas como a
interleucina-8. Durante a fase da doenga, a secrecdo de imunoglobulinas A e anticorpos
estdo envolvidas na resolu¢do da doenca bem como na proteccdo da reinfeccdo (Tolan,

2010).

Diversos tipos de Rhinovirus circulam na comunidade durante todo o ano contudo o
pico de maior prevaléncia da-se entre os meses de Setembro a Novembro e Abril a Maio.
Também nas criangas € o Rhinovirus o agente mais comum de infeccdes do tracto

respiratdrio superior (Peltola, 2008b).

O impacto do Rhinovirus na sociedade esta associado a prestacdo de cuidados primérios
de saude por profissionais de satide, ao uso de medicamentos com e sem prescricao
médica e a elevada taxa de absentismo de adultos nos seus postos de trabalho, e de
criancas e jovens da escola. Este ultimo absentismo € muitas vezes, acompanhado do

absentismo de adultos para lhes prestarem cuidados bésicos de satude (Peltola, 2008b).

Em casos de hospitalizacdo o Rhinovirus estd muitas vezes presente em individuos com
exacerbacdo aguda de asma, doenca pulmonar obstrutiva crénica, infeccdes severas do
tracto respiratério inferior em imunocomprometidos ou doengas cardiopulmonares

(Peltola, 2008b).

3.2.  Exacerbacao de outras patologias

As complicacOes adjacentes a infec¢do por Rhinovirus ndo sdo incomuns, entre elas,
podem ocorrer otite média, exacerbacdo aguda da asma, doenca pulmonar obstrutiva

crénica e exacerbacao da fibrose cistica (Loens, 2006).
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Supde-se que factores como a libertagdo de mediadores imunolégicos, aumento da
resposta aérea para as taquicininas, € o recrutamento e activacdo das células
inflamatérias medeiem o aumento do reflexo broncoconstritor desencadeando assim a
hiperreactividade das vias aéreas na infeccdo por Rhinovirus (Anzueto, 2003). A
activacdo de células inflamatorias, libertacdo de mediadores imunoldgicos, aumento da
resposta aérea as taquicininas e a mudancga da classe IgE podem ter assim um papel
importante nas mudangas do tracto respiratdrio inferior das populagdes infectadas com

Rhinovirus (Anzueto, 2003).

Nas criancas e jovens, o virus sincicial respiratério € na maior parte das vezes o agente
das infeccdes do tracto respiratorio superior, mas existem cada vez mais evidéncias que
0 Rhinovirus tem também um papel importante nas doencas do tracto respiratério
inferior nesta populacdo. O Rhinovirus espalha-se pelas vias respiratérias e infecta o
epitélio do tracto respiratério inferior originando exacerbagao da asma e fibrose cistica

(Anzueto, 2003).

Existem dados que sugerem que a infec¢do por Rhinovirus promove a exacerbacdo da
asma e outras desordens do tracto respiratorio inferior bem como o aumento dos
processos inflamatérios locais nomeadamente em criancas. O Rhinovirus tem revelado
um papel importante no aparecimento de ataques de asma nas criancas entre os 9 e 11
anos de idade. O agente viral da constipagdo, estd presente em cerca de 80 a 85% das
exacerbagdes da asma sendo o Rhinovirus o agente viral mais comum detectado nas
criangas, detectando-se em 66% de virus isolados. Outros estudos mostram a associagao

entre o Rhinovirus e a pieira da asma (Anzueto, 2003).

Nos adultos, o Rhinovirus, tem sido amplamente caracterizado como considerdvel causa
de morbilidade e, em raras ocasides, mortalidade especialmente em idosos (Anzueto,

2003).

Num estudo realizado em adultos durante 2 anos, foram documentadas constipagdes em
71% das exacerbagdes de asma e picos respiratérios deteriorados de doenga respiratdria
com taxas de 27%. Nos casos em que o agente etioldgico foi identificado o Rhinovirus

encontrava-se presente em 57% das exacerbagdes da asma (Anzueto, 2003).
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Estudos apontam também para o facto de pacientes com bronquite crénica serem mais
susceptiveis a infeccdes por virus respiratorios € que a sua recuperagdo € mais lenta do

que em pacientes asmaticos (Anzueto, 2003).

Os surtos de Rhinovirus entre a populacdo idosa quer na comunidade bem como em
lares de idosos sdo causa importante de doencas respiratérias. Foi reportado um
aumento da doenca cronica em 40% de individuos com associacdo do Rhinovirus ao
tracto respiratorio e em 47% pelo facto de ser fumador. Por cada infeccao por Influenza
foram detectadas 6 de Rhinovirus indicando que o aparecimento de Rhinovirus na

populacdo idosa excede o aparecimento do virus Influenza (Anzueto, 2003).

Estudos realizados em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva crénica residentes em
lares revelam que, dos surtos de Rhinovirus reportados nestes pacientes, 66% da
populacdo do estudo apresentava sintomas do tracto respiratério inferior e 52%
desenvolveu novas anomalias na auscultacdo dos pulmdes. Todos estes pacientes com
doenca pulmonar obstrutiva crénica mostraram ter doenca mais severa e prolongada que
a infeccao por Rhinovirus isolada, com presenca de sintomas durante aproximadamente

7,4 dias (Anzueto, 2003).

As infecgdes virais do tracto respiratério superior, sdo ocasionalmente, acompanhadas
por infec¢Oes bacterianas secunddrias dos seios nasais dificultando assim o diagndstico
entre sinusite bacteriana aguda e rinossinusite viral primdria. As infec¢des por
Rhinovirus podem originar inflamagao nos seios paranasais e desencadear uma cascata
de mecanismos de defesa. O agente pelo qual os virus causam doenga nos seios
paranasais € desconhecido. A dificuldade de diferenciacdo de uma sinusite bacteriana,
viral ou bacteriana/viral leva a sinusite a ser tratada comummente como sinusite
bacteriana. Para determinacdo do agente causador de sinusite € necessdria uma pungao e
aspiracdo dos seios paranasais porém, este procedimento ndo é feito rotineiramente

(Anzueto, 2003).
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4. Tratamento

Uma ampla variedade de agentes e mecanismos tém sido investigados para o tratamento
e profilaxia das infec¢des por picornavirus. Os alvos dos farmacos de agentes virais
incluem a susceptibilidade celular, ligacao viral, inibidores de RNA, sintese da proteina

viral e fun¢do da cdpside (tabela 2) (Anzueto, 2003).

Tabela 2 — Estratégia terapéutica e potenciais compostos para o tratamento das infecgdes por
Picornavirus.

Alvo viral Classe do composto
Susceptibilidade celular Interferao
Ligacdo viral Anticorpos monoclonais; Tremacamra
Inibicdo RNA/replicacao viral Enviroxime
Sintese da proteina viral Inibidor da protease 3C
Revestimento viral/funcio da capside Inibidores da fun¢do da capside

O interferdao tem como alvo a susceptibilidade celular. Tem um efeito antiviral,
antiproliferativo e imunolégico que tem impacto na susceptibilidade das células
hospedeiras da infec¢do. Todos estes efeitos sdo mediados através de um receptor
celular. O interferdo € ainda um modulador imunolégico, estimulando a eliminagdo da

infeccdo por Rhinovirus (Anzueto, 2003).

A administracdo intranasal de interferdo-a2 tem uma actividade profildctica contra
infecgdes naturais de Rhinovirus mas nao se revelou benéfico no tratamento. Os efeitos
colaterais como irritacdo nasal e sangramento limitam o seu uso. O tratamento
prematuro, com interferdao em infecgdes experimentais de Rhinovirus reduz os titulos
virais e a pressao normal do ouvido médio. Os picos de sintomas sdo alterados
ligeiramente. A combinacdo da administracdo intranasal de antivirus e drogas anti-
inflamatdrias estdo a ser investigadas e podem servir para reduzir as complicagdes das

infecgdes por Rhinovirus, incluindo a sinusite e otite média (Anzueto, 2003).

Visto que cerca de 90% dos Rhinovirus usam o ICAM-1 para se ligarem a célula, foi
testado também ICAM-1 solivel para se ligar ao ligando viral, prevenindo assim a

ligacdo viral a célula alvo. O composto solivel ICAM-1 revelou ter uma eficicia
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marginal em diversos estudos clinicos aleatérios pelo que o seu uso foi interrompido

(Anzueto, 2003).

A ligacdo viral é também usada como alvo de compostos usados no tratamento dos
Rhinovirus. O uso de compostos que se ligam a capside viral, bloqueiam a ligacdo do
revestimento do virus aos receptores celulares. Para os 90% dos virus que usam o
ICAM-I, estes compostos alteram a conformacdo do virus, e previnem a sua ligacdo ao
ICAM-1. Foram testados diversos compostos que revelaram ter uma actividade
promissora em infeccdes experimentais de picornavirus mas apresentavam limitagdes
no que diz respeito ao seu uso no tratamento de infec¢des respiratdrias tais como, a dose,

distribuicao, tolerancia, solubilidade, biodisponibilidade e seguranca (Anzueto, 2003).

De entre a classe de antivirais destaca-se o Pleconaril o qual apresenta
biodisponibilidade se administrado oralmente para o tratamento de infeccdes por
picornavirus. Em ensaios clinicos, o Pleconaril mostrou uma reducdo significativa na
reducdo e duragdo dos sintomas da infec¢do por Rhinovirus. O Pleconaril integra-se na
cavidade (canyon) da capside viral para inibir a ligacdo do revestimento da cdpside viral
bloqueando assim a ligacdo aos receptores celulares inibindo a replicagdo viral

(Anzueto, 2003).

Foram também testados agentes inibidores de RNA como a Enviroxina. Este composto
tem a sua potencial actividade na inibi¢do da replicacdo dos Rhinovirus e Enterovirus
inibindo a regido codificada 3A do RNA viral. Estes estudos foram interrompidos
devido a intolerancia da dose oral e o limite da actividade antiviral depois da sua

administracao intranasal. Derivados deste composto encontram-se agora a ser estudados.

Virias drogas de baixo peso molecular foram sintetizadas para inibir a sintese da
proteina viral, protease 3C revelando-se promissoras na actividade antiviral. O mais
recente agente candidato que revela excelente actividade in vitro contra picornavirus e é
bem tolerado € o AG7088. O composto intranasal encontra-se a ser reformulado para

optimizar a concentracdo do composto activo para a cavidade nasal (Anzueto, 2003).
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5. Diagnéstico da infec¢do por Rhinovirus

5.1. Colheita de amostras

Os aspirados da nasofaringe ou as lavagens nasais sdo normalmente métodos de colheita
de eleicdo para a detec¢do dos virus respiratérios. A obtencdo de um aspirado é
desagradavel e requer dispositivos de suc¢do apropriados para a colheita o que o torna
desaconselhado para o uso de rotina na pratica clinica. Por este motivo, a utilizacdo de
exsudados nasais com zaragatoas seria benéfica. Um estudo realizado em criancas em
meio hospitalar, todas com sinais e sintomas de infec¢do do tracto respiratério superior,
procurou avaliar a utilidade do exsudado nasal para a detec¢do de uma vasta gama de

virus respiratdrios, comparando com o aspirado da nasofaringe (Heikkinen, 2002).

O exsudado foi obtido introduzindo uma zaragatoa de algodado estéril na narina direita a
uma profundidade de cerca de 2 a 3 cm. Depois de efectuada a colheita colocou-se a
zaragatoa num meio de transporte viral. Para o aspirado da nasofaringe foi usado um
catéter descartdvel ligado a um extractor de muco que foi introduzido a cerca de 5 a 7
cm de profundidade na narina esquerda onde foi efectuada uma lenta suc¢do com um
dispositivo de sucg¢ao eléctrico. Apds a succao da secrecao foi aplicada uma zaragatoa
de algodao estéril na sucg¢do e posteriormente colocada no meio de transporte viral.
Ambas as amostras (exsudados e aspirados) foram transportadas para o laboratério no
mesmo dia a temperatura ambiente e sujeitas a cultura viral por métodos de rotina. Os

resultados obtidos estdo descritos na tabela III (Heikkinen, 2002).

Tabela III — Virus encontrados em amostras de aspirados da nasofaringe e exsudados nasais.

N° de amostras em que o virus foi detectado por:

Virus N° total
Ambos os métodos Aspirado Exsudado
Virus Sincicial Respiratério (RSV) 53 17 2 72
Rhinovirus 9 3 3 15
Virus Influenza A ou B 11 1 0 12
Virus Parainfluenza tipo 1,2 ou 3 7 1 1 9
Adenovirus 6 1 1 8
Enterovirus 4 1 2 7
Virus Herpes Simplex 1 0 0 1
Total 91 24 9 124




Neste estudo participaram um total de 230 criancas com uma mediana de idades
compreendida nos 10 meses em que 150 das criancas eram do sexo masculino. A causa
viral da infec¢@o do tracto respiratdrio foi determinada em 122 das 230 criangas tendo

sido isolados 124 virus (Heikkinen, 2002).

Nos 124 virus isolados, 91 foram detectados por ambos os métodos: 24 foram

detectados apenas por aspirados da nasofaringe e apenas 9 por exsudados nasais

(Heikkinen, 2002).

Os resultados deste estudo indicam que a simples zaragatoa nasal proporciona uma
amostra clinica com sensibilidade adequada para deteccao de vérios virus respiratérios
por cultura viral. Com excepc¢do do virus sincicial respiratorio (RSV) os testes em que
foram usados exsudados nasais detectaram todos os virus em taxas comparaveis ds taxas
de deteccdo nos aspirados da nasofaringe. Pensa-se que pelo facto de o RSV ser um
virus relativamente instavel, a quantidade de virus activos seja inferior nos exsudados

nasais do que nos aspirados da nasofaringe (Heikkinen, 2002).

Na seleccdo do melhor método de amostragem deve ter-se em conta ndo sé o método de
deteccdo, mas também as diferencas nas taxas de sucesso de detec¢do de cada um dos
métodos de colheita; o desconforto que cada um dos métodos de colheita pode originar
nos individuos; os custos que cada método de amostragem pode ter; a disponibilidade
de instalagdes, de pessoas devidamente qualificadas para cada tipo de método e o tempo

que € necessdrio disponibilizar nas diferentes colheitas (Spyridaki, 2009).

No que diz respeito a detec¢do viral pelo método de RT-PCR do Rhinovirus em
amostras nasais um estudo compara os diferentes tipos de colheitas e as diferentes taxas
de sucesso bem como o desconforto causado na colheita. Foram usados os seguintes
métodos de colheita: aspirado nasal, escovagem nasal, exsudado nasal e lavagem nasal
para a deteccdo de varios virus respiratérios por RT-PCR nomeadamente o Rhinovirus

(tabela IV) (Heikkinen, 2002).
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Tabela IV — Detec¢do de virus por aspirados, escovados, exsudados e lavegens nasais.

% de deteccdo nos diferentes métodos de colheita

Virus
Aspirado Escovagem Exsudado Lavagem

Rhinovirus 68 65 65 83
Adenovirus 40 33 20 27
Influenza 45 27 36 64
Coronavirus 83 83 100 100
Parainfluenza 100 100 100 100
Bocavirus 0 0 100 0
Outros virus positivos 79 74 77 88

Como se pode verificar para a detec¢do de Rhinovirus o método que apresenta a
percentagem de detec¢cdo mais elevada é o método de colheita por lavagem nasal. Porém,
no mesmo estudo, foi realizada uma avaliacdo ao desconforto dos mesmos tipos de
colheitas em que era usado um score de desconforto nos quais, scores mais elevados
indicavam um maior nivel de desconforto e vice-versa. Na avaliagdo do desconforto
para os diferentes tipos de colheitas obtiveram-se os seguintes scores: aspirado nasal
2,68; escovagem 3,61; exsudados 2,54 e lavagem 2,63. Neste estudo o método de
colheita por lavagem nasal apresenta as taxas mais elevadas de detec¢do viral com o
menor desconforto em contraste com as escovagens nasais que, apresentam as taxas de
deteccao viral mais baixas e o maior nivel de desconforto. Embora as taxas de deteccao
viral por aspirados e exsudados nasais sejam inferiores aos dos métodos de colheita por
lavagem e, superiores aos métodos de colheita por escovagem, as diferencas ndo sdo
significativas. Deve ter-se em conta que o método de colheita por exsudado nasal é o
que revela ter menos custos e exige menos disponibilidade de recursos apresentando
taxas de deteccdo virais face ao nivel de desconforto muito satisfatorias (Spyridaki,

2009; Heikkinen, 2002).
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5.2. Isolamento do virus

5.2.1. Cultura celular

A deteccdo do Rhinovirus através de culturas de tecidos, nomeadamente por cultura

celular € lenta e devido as condi¢des especificas da cultura é cara, podendo limitar

assim o diagnostico (Heikkinen, 2002).

Frequentemente sdo usadas células HeLa ou fibroblastos de prepucio de recém-nascido
para isolamento do virus. As diferentes linhagens celulares sdo mantidas em diferentes
meios a um pH que pode variar entre os 7.0 e os 7.3 com uma temperatura de incubagao
de 33°C. O meio deve ser mudado todos os dias para minimizar efeitos toxicos da
amostra. O efeito citopatico (CPE) da amostra na cultura € observado durante 6 dias.
Quando as amostras revelarem um CPE negativo sdo armazenadas a -70°C e
posteriormente confirmadas com outro tipo de métodos (RT-PCR). No caso das que
apresentam um CPE positivo sdo sedimentadas e o sobrenadante é diluido e incubado
durante 1 hora a 4°C a pH 7 e pH 3. Depois da neutralizacdo do pH, os sobrenadantes
sdo novamente colocados num meio fresco. O teste finaliza-se com o isolamento de

rotina do virus (Hyypid, 1998).

A susceptibilidade do crescimento dos diferentes serotipos de Rhinovirus nas diferentes
linhas celulares varia consideravelmente. O isolamento maximo € obtido com
combinagdes de células pulmonares humanas e células HeLa escolhidas pela elevada

expressao de ICAM-1 (Murray, 2007).

5.3.  Serologia

A 1identificacdo serotipica do Rhinovirus pode ser obtida com soros hiper-imunes
produzidos por diversas espécies de animais. Devido a grande diversidade de serotipos
do Rhinovirus, a identificacdio ¢é normalmente feita através de testes de

microneutralizacao (Murray, 2007).
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5.4. Detecc¢ao antigénica

A deteccao antigénica € normalmente usada para deteccdo de outros virus respiratorios
pois o elevado numero de serotipos de Rhinovirus dificulta o uso deste método no
Rhinovirus. Apesar disso, existem estudos que descrevem a detec¢do do Rhinovirus
através de testes de imunofluorescéncia usando soros policlonais em células HeLLa Ohio

(Blomequist, 2004; Murray, 2007).

As células sdo lavadas em PBS e fixadas em metanol-acetona a -20°C, secas a
temperatura ambiente antes de serem incubadas a 37°C com o anticorpo. Depois de bem
lavadas novamente em PBS, adiciona-se o anticorpo secunddrio fluorescente as células
que serdo novamente incubadas a 37°C no escuro. Depois de uma lavagem em PBS

podem ser observadas ao microscépio de imunofluorescéncia (Tapparel, 2009).

5.5. Detec¢ao do RNA viral

O primeiro RT-PCR de Rhinovirus foi realizado no final da década de 1980. A regido

onde os primers se ligam € altamente conservadora e reside na zona 5’ nio codificada.

5.5.1. Meétodos baseados no PCR

5.5.1.1. PCR

A reaccdo em cadeia da polimerase (Polimerase-Chain-reaction ou PCR) € uma reac¢ao
que reproduz o processo fisioldgico da replicacdo do DNA. Pode ser vista como uma
reaccdo, segundo a qual uma molécula de DNA de cadeia dupla vai primeiro ser
desnaturada, dando origem a duas moléculas de cadeia simples, e cada uma das
moléculas de cadeia simples serd copiada, obtendo-se no final duas moléculas de cadeia
dupla. Tratando-se de uma reaccao em cadeia, o produto obtido serd de novo utilizado
como reagente, sendo por isso amplificado de novo. Em cada ciclo da PCR obtém-se
teoricamente o dobro do DNA inicial, numa sequéncia geométrica (2, 4, 8, ..., 2") em

que n € o nimero de vezes que a reaccdo é repetida (Fig.5). Numa reac¢do de PCR
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realizam-se habitualmente 35 ciclos, o que se traduz numa amplifica¢do tedrica superior
a 34 mil milhdes de vezes 2°°= 34,359,738,3689 (figura 5). Na prética, as reacgdes de
PCR apresentam uma eficiéncia inferior a 100%, pelo que a amplificagdo obtida serd

habitualmente inferior a este limite tedrico (Cabeda, 2010).

Fih cycle
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———— Istcycle e —— = 35th cycle
template DNA < —_— —
2= 3_ < Ee—
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Fig. 5 Amplifica¢do exponencial que ocorre durante a reac¢do de PCR.

A polimerase do DNA nao é capaz de iniciar a sintese (ou polimeriza¢do) de DNA sem
ter um iniciador ou primer, também ele uma pequena molécula de acidos nucleicos
(habitualmente DNA) de cadeia simples. Este primer é por isso desenhado e sintetizado
para que a sua sequéncia seja complementar a da zona inicial a amplificar, fornecendo
uma extremidade 3’ livre para que sejam adicionados os nucledtidos relevantes pela
polimerase. Como a molécula que estamos a amplificar é de cadeia dupla, cada cadeia
terd o seu primer, sendo estes desenhados para serem complementares dos extremos da
sequéncia alvo a amplificar em cada cadeia (ligando-se por complementaridade de bases)

ficando as extremidades 3’ viradas para o interior da sequéncia alvo (Cabeda 2010).

Pode dividir-se um ciclo da reac¢ao da PCR em 3 fases distintas:
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e A fase de desnaturacdo, na qual a molécula de DNA de cadeia dupla
(dsDNA) ¢é desnaturada, dando origem a duas moléculas de cadeia simples

(ssDNA) (figura 6);
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Fig. 6 Primeiro passo do ciclo de PCR: Desnaturagdo pelo calor. Ocorre a separagio da
dupla hélice de DNA em duas cadeias.

e Na fase de hibridacdo ou annealing os primers vao ligar-se por

complementariedade de bases ao ssDNA (figura 7);

Fig. 7 Segundo passo do ciclo de PCR: hibrida¢ao (ou annealing) dos primers (55-
65°C) por complementaridade s cadeias de DNA separadas

e Na fase de polimerizacdo, a enzima DNA polimerase vai estender o primer,
adicionando sucessivamente o nucledtido complementar da cadeia molde.
No final desta fase sao obtidas duas moléculas de dsDNA por cada molécula

dsDNA molde inicial (figura 8).

38



N R

Fig. 8 Terceiro passo do ciclo de PCR: Extensdo (72° C). A DNA polimerase
reconhece o sitio de hibridacio dos primers e liga-se a eles para os estender,
provocando a réplica das cadeias de DNA

As temperaturas variam consoante cada fase do ciclo. Habitualmente a desnaturacao do
DNA ocorre a 94 - 95°C. Na hibridacao ou annealing a temperatura pode variar entre os
50 e os 72°C sendo dependente dos primers que se usam. Na fase da polimerizacdo a
temperatura € estabelecida pela enzima que € usada na reaccdo, sendo hoje em dia
utilizadas enzimas termoestdveis, permitindo assim a sua actividade mesmo sendo
sujeitas a elevadas temperaturas na fase da desnaturac¢io, o que acaba por conferir maior
especificidade dos primers evitando a hibridagdo em zonas nado especificas do genoma

(Cabeda, 2010).

Para a reaccdo da PCR ocorrer além do DNA a estudar € necessario incluir também os
primers especificos, dNTPs (desoxinucledtidos trifosfatados) uma DNA polimerase
termoestavel e o respectivo tampdo que assegura as condi¢des ideais de actividade da
enzima utilizada. Um componente critico deste tampao € o magnésio, habitualmente na
forma de MgCl,. A disponibilidade deste co-factor enzimético influencia a
especificidade e sensibilidade, pelo que a sua concentragao tem que ser cuidadosamente

optimizada. (Cabeda, 2010)

5.5.1.2. RT-PCR

A reaccdo de RT-PCR (reverse transcriptase polimerase chain reaction), ¢ uma reac¢ao
de PCR realizada com DNA sintetizado por transcricdo reversa a partir de RNA
(cDNA). Nesta técnica podem usar-se duas polimerases de DNA diferentes, uma DNA

polimerase dependente do RNA (transcriptase reversa) e depois uma DNA polimerase
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dependente de DNA. Em alguns casos, € utilizada uma tnica enzima que possui ambas

as actividades. (Cabeda, 2010)

Assim, a RT-PCR € um método enzimdtico in vitro para a amplificacdo de sequéncias
de RNA. Pode ser usada para comparar a quantidade de mRNA em diferentes amostras
populacionais, para caracterizar padrdoes de expressio de mRNA, para fazer a
discriminacdo de mRNAs relacionados e para analisar a estrutura do RNA (Bustin,

2000).

O primeiro passo da reac¢do RT-PCR ¢€ a transcri¢ao reversa do RNA. Esta transcri¢ao
¢ realizada através de transcriptases reversas e pode ser perturbada se o0 mRNA exibir
extensa estrutura secunddria, pelo que esta reaccdo por vezes ocorre em condi¢cdes

ligeiramente desnaturantes (Bustin, 2000).

As duas transcriptases reversas mais comuns sao a do virus da mieloblastose avidria
(AMV-RT) e a transcriptase reversa do virus da leucemia murina de Moloney (MMLV-
RT). A AMV-RT ¢ mais resistente que a MMLV-RT, pois mantém uma significativa
actividade de polimerizacdo acima dos 55°C podendo assim eliminar problemas
associados a estrutura secundaria do RNA. Num sentido inverso, a MMLV-RT,
transcriptases reversas e suas derivadas tém uma menor quantidade de RNAse H que a
AMV-RT o que pode ter interferéncia na sintese de amplicdes maiores. A MMLV-RT
pode ser uma melhor opc¢ao de escolha quando o alvo a amplificar sdo moléculas de

cDNA de maior comprimento (Bustin, 2000).

Na transcricdo reversa podem ser usados primers especificos, random examers ou
primers oligo-dT, a sua escolha envolve cuidadosas consideragdes. O uso de primers
especificos de mRNA concentra a reagdo no alvo pretendido, enquanto que o uso de
primers random e oligo-dT alarga a diversidade de moléculas de mRNA que podem ser
analisadas a partir de uma pequena amostra de RNA. A selec¢do dos primers pode
provocar uma acentuada variagdo no nimero de copias de mRNA, a seleccdo de primers
random hexamers pode dar origem a um excesso de nimero de cépias de mRNA

(Bustin, 2000).
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Pode no entanto considerar-se conveniente o uso de apenas uma enzima realizando a
RT-PCR apenas num passo. E entdo usada a Thermus thermophilus (Tth) polimerase,
uma DNA polimerase com uma transcriptase reversa intrinseca, mas sem actividade de
RNAse H. Esta escolha pode ser vantajosa quando o RNA alvo contém extensas

estruturas secundarias (Bustin, 2000).

Obtido o cDNA, todo o processo de aplificagdo ocorre de forma semelhante ao de uma

reaccdo da PCR normal.

5.5.1.3. Nested RT-PCR

A reaccao nested PCR € utilizada quando o PCR por si s6 ndo € suficiente para detectar
o material genético alvo. Nesta reaccao, utilizam-se os produtos da primeira reac¢do de
PCR como fonte de DNA para uma segunda reac¢do realizada com novos reagentes.
Esta segunda reaccdo deve ser realizada com primers diferentes da primeira, mais
internos na sequéncia a amplificar, o que garante uma maior especificidade da reacgdo.
Existem no entanto situacdes em que ndo sendo possivel desenhar um segundo par de
primers € necessdrio utilizar variantes do nested PCR que, embora frequentes,
diminuem a especificidade da reaccdo: no semi-nested-PCR utiliza-se um dos primers
da primeira reaccdo; e no pseudo-nested-PCR utilizam-se os dois primers da primeira

reaccdo (Cabeda, 2010).

5.5.14. Multiplex RT-PCR

A reaccao PCR pode ser aplicada para amplificar varios alvos, bastando para isso dispor
de vérios pares de primers, especificos de varios alvos que tenham entre si temperaturas
de melting (Tm) compativeis. Este tipo de reac¢do é designado de PCR multiplex. Uma
vez que o multiplex PCR produz multiplos amplicdes é necessério diferencid-los.
Quando os vérios amplicdes possuem tamanhos diferentes é frequente utilizar a
electroforese para distinguir os diferentes amplicdes produzidos nesta reac¢do. Quando
tal ndo acontece recorre-se frequentemente a reacgdes de hibridagdo com sondas

especificas ou, a andlise das temperaturas de fusdo de cada amplicio (Bustin, 2000).
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Embora sejam investidos mais recursos na detec¢do de multiplos alvos, quer em gastos
de reagentes bem como na optimizacdo da reac¢do multiplex que € a partida mais

complexa pela diversidade de primers (Bustin, 2000).

O diagnéstico detalhado e andlises mais especificas sdo muitas vezes restritos pela
disponibilidade limitada do material biol6gico. A utilizagao da técnica multiplex RT-
PCR torna-se vantajosa pela poupanca de material biolégico, de tempo e de reagentes

(Cabeda, 2010).

Embora esta técnica apresente vantagens o seu sucesso ndo ¢ simples de se obter. Sdo
necessarios considerdveis cuidados no que diz respeito a optimizacao da reaccdo o que

lhe confere algumas limita¢des (Bustin, 2000; Cabeda, 2010).

A eficicia da PCR-Multiplex € significativamente afectada pelo tempo de extensdo e
pelas concentracdes de dNTPs, primers e MgCl,. Frequentemente, quando a fase
exponencial menos abundante de mRNA ndo se sobrepde ao alvo, e os niveis de mRNA
alvo sdo muito diferentes, a deteccdo e a quantificacdo, mesmo em tempo real podem
representar também um problema. Na prética, se a quantificacdo exacta € o principal
objectivo deve limitar-se a deteccdo por multiplex a dois ou trés transcritos (Bustin,

2000; Cabeda, 2010).

5.5.1.5. Real time RT-PCR

A técnica de Real-time-RT-PCR permite ndo s6 detectar a sequéncia alvo através da sua
amplificacdo (como na técnica de RT-PCR) bem como quantificar essa sequéncia. Este
ultimo facto torna-a util ndo s para a detecgdo e avaliacdo do estddio de patologias bem

como para a respectiva monitorizacdo destas (Cabeda, 2010).

A diferenca fundamental entre uma reac¢do de RT-PCR e uma reac¢do de Real-time-
RT-PCR € que a deteccao da amplificacdao desta ultima técnica pode ser realizada em
cada ciclo sendo o evoluir da reac¢do acompanhado do decorrer da mesma. O RT-PCR

convencional pode apenas fazer a deteccdo que € apenas realizada no final da reaccdao
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nao havendo possibilidade de saber se a reaccdo estd de facto a realizar-se ou mesmo se

as amostras sao positivas ou negativas (Cabeda, 2010).

Na reaccdo em Real-time-RT-PCR, € adicionado a mistura de reaccdo um composto
fluorescente para que o produto da reaccao possa ser determinado em tempo real. Esse
composto fluorescente pode ser um fluorocromo ou uma sonda conjugada com um
fluorocromo que através da fluorescéncia permite avaliar a concentracdo de produtos de

PCR que sera proporcional a fluorescéncia emitida pelo tubo de reac¢io (Cabeda, 2010).
5.5.1.5.1. SYBR Green

O formato de PCR em tempo real mais simples utiliza um corante especifico do
DNA em cadeia dupla — SYBR Green. Quando este corante estd ligado ao DNA ¢é
excitdvel emitindo uma fluorescéncia proporcional a quantidade de amplificacdo
formada (figura 9). O facto do SYBR Green se ligar a todo o DNA de cadeia
dupla confere-lhe pouca especificidade pois pode ocorrer amplificacdo de
fragmentos ndo especificos. Assim sendo, um bom desenho dos primers, adquire
aqui um papel fundamental na especificidade dos fragmentos a amplificar, sendo
ainda mandatéria a confirmagdo da especificidade dos resultados com uma

andlise da temperatura de melting (Tm) (Wittwer C, 2003).
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Fig. 9 Detecgao por SYBR Green. Do lado esquerdo da figura encontra-se o corante
especifico do DNA — SYBR Green ndo ligado ao DNA e portanto ndo fluorescente. No
lado direito observa-sea excitagdo do SYBR Green que se encontra ji ligado ao DNA
emitindo assim fluorescéncia detectavel (Wittwer C, 2003).
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5.5.1.5.2. Sondas de hibridacdo ou sondas FRET

Este tipo de sondas possui oligonucledtidos marcados na extremidade 5° com um
fluorocromo dador que, ao ser excitado vai emitir energia. Esta energia é
absorvida pelo fluorocromo repdrter que se encontra na extremidade 3’ do
segundo oligonucle6tido. Como este oligonucleétido hibrida muito préximo do
primeiro, os dois fluorocromos estdo muito préximos um do outro o que torna
esta transferéncia de energia possivel. Na auséncia de hibrida¢do nio ocorre a
transferéncia de energia pelo que, a fluorescéncia do primeiro fluorocromo nao é

detectavel (figura 10) (Reichl U, 2002).

Fig. 10 Detecg¢ao por sondas de hibridacido ou sondas FRET. (A) Desnaturagdo da dupla
hélice do DNA. Duas sondas ainda livres a primeira marcada na extremidade 5° com um
fluorocromo dador e a segunda marcada na extremidade 3’ com um fluorocromo
reporter. (B) Hibridagdo das sondas e consequente emissdo de fluorescéncia pelo
fluocromo repérter. (C) Inicio da fase de polimerizacdo. (D) Fim da fase de
polimerizacdo e libertagdo das duas sondas. (Reichl U, 2002).

5.5.1.5.3. Sondas Molecular beacons

Este tipo de sondas assemelha-se com as sondas de hibridacdo ou FRET.
Possuem uma molécula guencher na extremidade 5’ e um repérter na 3’ contudo
apresentam uma estrutura secundaria em forma de gancho de cabelo localizada

na sequéncia da unido com o DNA alvo especifico (Roche, 2003).

Quando a sonda n3o se encontra hibridada, as extremidades encontram-se

ligadas o que faz com que o quencher e o repdrter se encontrem muito proximos
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impedindo a detec¢do de fluorescéncia emitida pelo qguencher ja que esta é

absorvida pelo reporter.

Quando a sonda hibrida com o DNA alvo ha uma abertura da sonda levando a
um afastamento entre o guencher e repérter sendo assim possivel detectar a

fluorescéncia emitida pelo quencher (figura 11) (Reichl U, 2002; Roche, 2003).

Hybridization

Fig. 11 Detec¢do por sondas Molecular beacons. Na parte superior da figura observa-se
a sonda na conformacao de auto-hibridacdo. Apresenta a forma de um gancho de cabelo
e possui na extremidade 5’ um gquencher e na 3’ um repérter que nesta conformagdo
estdo muito préximas. Deste modo o quencher nao permite a fluorescéncia do repdrter.
Na parte inferior da figura observa-se a hibridacdo da sonda com o DNA levando a um
afastamento entre o quencher e o repérter podendo assim a fluorescéncia emitida pelo
quencher ser detectada (Reichl U, 2002).

5.5.1.5.4. Sondas TagMan

Estas sondas possuem duas alteracdes diferentes nas duas extremidades. Um
fluoréforo (repdrter) na extremidade 5’ e um gquencher na extremidade 3°. O
quencher é capaz de absorver a luz que o fluoréforo emite impedindo assim a

sua deteccao.

Quando a sequéncia é amplificada, a actividade exonucleolitica da polimerase
degrada a sonda, separando o quencher do fluorocromo, permitindo a deteccao

da fluorescéncia emitida pelo fluoréforo (figura 12) (Wittwer C, 2003).
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Fig. 12 Detec¢do por sondas TagMan. (A) Sonda com um fluorocromo repdrter na
extremidade 5’ e um quencher na extremidade 3’°. (B) Degradacdo da sonda por accdo
da TagPolimerase e consequente (C) separagdo entre o quencher e o reporter (Reichl U,
2002).

5.5.2. Hibridacao in situ

A hibridacdo in situ tem como finalidade a formagao de hibridos sequencialmente
complementares (DNA-DNA, RNA-RNA e DNA-RNA). Esta complementariedade
pode ser perfeita ou tolerar algumas bases ndo complementares. A temperatura de fusio
também conhecida como temperatura de melting (do inglés) é a temperatura a qual
metade das moléculas de uma dada espécie de dsDNA ou dsRNA se encontram em
cadeia simples, corresponde entdo a temperatura a qual se estd a fornecer energia
suficiente para romper as ligacdes de hidrogénio estabelecidas na hibrida¢do por
emparelhamento perfeito. A especificidade de uma hibridacdo depende entdo da
temperatura de fus@o a que esta ocorre. Se a temperatura foi inferior a de fusdo vai
favorecer a inespecificidade da reac¢do com o emparelhamento ndo especifico de
sequéncias ndo homdlogas aumentando a eficiéncia da reaccdo. As temperaturas muito

acima da temperatura de fusdo diminuem a eficiéncia da hibridacdo com aumento da

sua especificidade (Cabeda, 2010).

A hibridagdao € frequentemente utilizada para testar a presenca de uma sequéncia
especifica através da utilizacdo de sondas de DNA ou de RNA. As sondas sao
moléculas de ssDNA ou ssRNA com uma sequéncia complementar da sequéncia alvo

de cadeia simples. Contudo em alguns casos, podem usar-se moléculas de cadeia dupla
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como fonte da sonda por exemplo os produtos de PCR, previamente submetidos a uma

desnaturagdo antes da sua utilizacao.

Quanto maior a sonda, maior é a garantia de que a sua hibridacdo sé ocorre com a
sequéncia em estudo, porém, quando se utilizam sondas de menor dimensdo é
necessario efectuar um estudo de especificidade da sonda, dada a possibilidade de
existirem sequéncias iguais ou semelhantes noutros genomas ou noutros genes do

organismo em estudo (Cabeda, 2010).

Ap6s estabelecidas as condi¢des adequadas para a hibridacdo da sonda é necessario que
a sonda seja detectada. Habitualmente, esta deteccao faz-se através da imobilizacdo da
sonda num suporte sélido e visualizacdo desta através de uma marcacdo quimica.
Existem vdarias marcacdes quimicas possiveis que se usam nesta detec¢do, marcacao
com radioisétopos, por quimioluminescéncia, fluorescéncia ou mesmo com polimerases

do DNA (Cabeda, 2010).

5.6.  Caracterizagdo do virus

5.6.1. RFLP

A técnica de RFLP baseia-se na hidrélise do DNA com endonucleases de restricao
seguida da separacdo dos fragmentos gerados por electroforese. Estes fragmentos

correspondem a padrdes de restri¢ao especificos (Cabeda, 2010).

As enzimas de restri¢do cortam as sequéncias de DNA através do reconhecimento de
sequéncias nucleotidicas especificas identificando assim os fragmentos de DNA que

incluem zonas de polimorfismos/mutagdes (Cabeda, 2010).

A técnica de RFLP € entdo aplicada logo apds a realizagcdo do PCR (que amplifica o
fragmento de dcido nucleico especifico) seguida de uma reac¢do de restricdo com uma

endonuclease de restricdo e o resultado é analisado por electroforese. A detec¢ao do
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alvo € determinada pela selec¢do da enzima de restricdo que ou reconhece a sequéncia

alvo ou a restante sequéncia, nunca as duas (Cabeda, 2010).

5.6.2. Sequenciagdo

A sequenciacdo revolucionou os sistemas de classificacdo de organismos, usada em

especial para a taxonomia viral.

O método de sequenciacdo de DNA consiste numa série de técnicas bioquimicas que
tém por objectivo determinar a ordem das bases de uma molécula de DNA. Entre estas
técnicas bioquimicas destaca-se o método de sequenciacdo de Sanger, o mais utilizado
de todos os métodos de sequenciagdao. Adicionalmente, é possivel fazer a associacao de
dados fenotipicos com sequéncias genotipicas, o0 que permite identificar
inequivocamente, mesmo fragmentos muito pequenos de DNA a fenotipos bioldgicos

(Men, 2008).

O método de Sanger ¢ um método enzimdtico que usa uma reac¢do simples de
polimerizacdo. Neste método € necessdrio conhecer a sequéncia 5’ da zona a sequenciar
para que seja possivel desenhar um primer complementar da cadeia a sequenciar.
Através da hibridacdo do primer a esta zona, este fornece entdo a necessaria
extremidade 3’ livre. A reac¢do prossegue com a incorporagao sucessiva de nucleétidos

até que o nucleétido incorporado seja um terminador (Men, 2008).

Os terminadores sao nucledtidos que nao possuem grupo hidroxilo no carbono 3, o que
nio permite a ligacdo ao nucledtido seguinte, terminando assim a polimerizacao.
Existem terminadores diferentes, capazes de, por complementariedade, reconhecer os

respectivos nucleétidos (Cabeda, 2010; Men, 2008).

Os produtos da reac¢c@o de sequenciacao de Sanger necessitam entdo de ser resolvidos
segundo o seu peso molecular em géis de grande resolucdo (géis de poliacrilamida) ou
em electroforese capilar. Pode usar-se apenas uma espécie de terminador que em cada

reac¢do ird revelar a posicdo do respectivo nucledtido. A electroforese das varias

48



reaccOes, usando os diferentes terminadores, permite obter um gel de sequenciacdo

classico que se 1€ seguindo os produtos com peso molecular sucessivamente crescentes

(Cabeda, 2010; Men, 2008).

A adicdo de diferentes fluorocromos aos diferentes terminadores facilita a leitura dos
géis de sequenciacdo tornando mais precisas as diferencas de migracdo em gel. Assim
sendo, cada produto de PCR num terminador especifico emite luz num comprimento de
onda especifico. Com a realizacdo de todas as reac¢cdes num s6 tubo, correndo todos os
produtos numa sé lane do gel € necessario a utilizacdo de aparelhos especificos capazes

de analisar os diferentes comprimentos de onda emitidos (Cabeda, 2010; Men, 2008).

Esta sequenciacdo pode ser efectuada directamente por PCR uma vez que a
amplificacdo do material genético e a especificidade do produto a sequenciar podem ser
conseguidas com recurso a uma reac¢ao de PCR convencional. A sequenciacdo directa
por PCR tem inicio com um PCR que amplifica a zona alvo através da selec¢dao de
primers especificos. A esta reaccdo chama-se PCR simétrico, pois amplifica ambas as
cadeias do dsDNA original de igual forma. Seguem-se mais duas reac¢des de PCR em
paralelo denominadas de PCR assimétrico. Cada uma destas reaccdes utiliza apenas um
dos primers iniciais o que faz com que em cada reacc¢ao seja amplificado apenas uma
das cadeias do DNA alvo. Estas reaccoes de PCR assimétricas sdo assim reacgdes de
sequenciacdo de Sanger sendo para tal necessédrio adicionar na mistura de reaccao os
terminadores ainda que, em menor concentracdo que os restantes nucledtidos (Cabeda,

2010; Men, 2008).

A utilizacdo de equipamentos de electroforese capilar para a resolu¢do dos produtos de
sequenciacdo tém vindo a tornar-se técnica de eleicdo dada a sua maior capacidade de
resolucdo, reprodutibilidade, capacidade de automatizagdo e a sua menor exigéncia
tecnoldgica ao nivel dos detectores. Uma desvantagem do uso desta técnica € o elevado
custo dos equipamentos de electroforese. Um exemplo de equipamento frequentemente

utilizado € o sequenciador ABI (Cabeda, 2010; Men, 2008).
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5.6.3. Real-time PCR

O PCR em tempo real permite-nos fazer a caracterizacdo de espécies através da andlise
de melting de alta resolucao (HRM). A HRM € um novo método pds-PCR, homogéneo,
em tubo fechado, que possibilita a andlise genémica de variacdes genéticas (SNPs
(polimorfismos de nucledtido tnico), mutacdes e metilagdes) nos amplicdes do PCR.
Esta técnica permite estudar a desnaturagdo do DNA de cadeia dupla com maior detalhe

e maior rendimento (Hoffmann, 2007).

A HRM caracteriza as amostras de dcidos nucleicos com base no comportamento da sua
dissociagdo. As amostras podem ser discriminadas de acordo com a sua sequéncia,
conteddo GC ou vertente complementar. At€é mesmo variacdes numa tnica base como

as SNPs podem ser detectadas (Hoffmann, 2007).

Uma aplicagdo de maior interesse da HRM ¢ a digitalizacao de sequéncias genéticas
para pesquisa da presenca de variagdes desconhecidas em amplicdes de PCR tornando-

se uma alternativa para a sequenciacao (Hoffmann, 2007).

As mutacdes nos produtos de PCR sdo detectdveis por HRM através da mudanca de
forma das curvas de melt de DNA. Estas curvas podem ser detectdveis através de uma
combinacdo de corantes de DNA de nova geracdo, instrumentos especificos e um

software de analise de dados (Hoffmann, 2007).

No que diz respeito a genotipagem e sequenciagdo de mutacdes, a andlise de melting de
alta resolu¢do do DNA surge como a técnica de eleicdo pois é uma técnica simples,

barata, precisa e rapida (Hoffmann, 2007).

Os instrumentos especificos para realizacdo de HRM, tem de ser capazes de capturar os
sinais fluorescentes com melhor precisdo Optica e térmica. Estes instrumentos
necessitam de possuir uma iluminacdo de alta intensidade, capacidade Optica de alta

sensibilidade, aquisicdo de alta velocidade, habilidade de controlar a temperatura das
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amostras de forma que a que a variacdo térmica entre as amostras seja quase nula

(Hoffmann, 2007).

Além da instrumentacdo especifica requerida a HRM utiliza corantes especiais de
saturacdo que apenas emitem fluorescéncia na presenca de DNA de dupla hélice. Estes
corantes sao incluidos no processo de amplificacdio do PCR. Quando as amostras sao
sujeitas a elevadas temperaturas, ocorre a desnaturacdo do DNA de dupla hélice e a
fluorescéncia desaparece originando assim a curva de melting. As diferentes sequéncias
separam-se a temperaturas ligeiramente diferentes. Esta separacdo a diferentes
temperaturas pode ser observada e detectada através desta curva de melting. Uma tnica

mudanca de base origina diferencas na curva de melting (Hoffmann, 2007).

Apo6s a amplificagdo das amostras de DNA por PCR em tempo real onde se usou um
corante de DNA com propriedades de saturac@o € entdo obtida a curva de melting. Esta
curva € obtida a partir dos elevados dados da taxa de aquisicdo de fluorescéncia e
posteriormente processados num software especifico que vai depois realizar trés etapas

fundamentais nesta analise (Hoffmann, 2007):

1. Normalizacdo: em que os sinais pré-melting (fluorescéncia inicial) e pds-
melting (fluorescéncia final) de todas as amostras sdo definidos como

uniformes, valores relativos de 100% a 0%.

2. Mudanca de temperatura: em que o eixo da temperatura de melting
normalizado é deslocado para o ponto onde o DNA de cadeia dupla é

completamente desnaturado.

3. Diferenga de sinopse: em que sdo analisadas as diferencas na forma da curva
de fusdo pela subtrac¢do das curvas a partir de uma curva de referéncia
facilitando o agrupamento das amostras em grupos de melting semelhantes

(por exemplo, aqueles que sdo heterozigéticos e homozigdticos).
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Esta nova técnica de HRM tem revelado ser um método bem estabelecido para a
caracterizacdo de amplicdes (identificacdo microbiana ou para detec¢do de mutacgdes e

polimorfismos de nucleétido unico (SNP)) (Hoffmann, 2007).

6. Optimizagao do PCR

Existem varios parametros que podem influenciar uma reaccdo de PCR em tempo real.
Para optimizar a reac¢do, temos de ter sempre em conta os parametros que influenciam

o rendimento, a reprodutibilidade, a especificidade e sensibilidade da reaccao.

6.1. Desenho dos primers e sondas

Para obtencdo de bons resultados nesta reaccdo, isto €, para que a reacgdo seja

especifica e sensivel, € necessdrio que os primers e a sonda sejam bem desenhados.

Primeiro deve seleccionar-se a sonda e s6 depois deve desenhar-se os primers, 0 mais
préoximo possivel, para que os produtos do PCR nao sejam grandes de mais (entre 100 e
250 pb). A temperatura de melting das sondas deve ser cerca de 8 a 10°C, mais elevada
que a dos primers. Nao se deve terminar a extremidade 5’ com uma guanina (G) pois

pode dar origem ao efeito quenching (Innis MA, 1990).

No desenho dos primers deve ter-se especial atengdo as dltimas trés bases para evitar
que haja amplificagdo de produtos inespecificos. Para tal a extremidade 3’ ndo deve ter

mais de duas citosinas (C) ou guaninas (G).

Quanto a concentracgdo ideal de primers numa reac¢do deve andar entre os 0,1 e 0,5 uM.
Elevadas concentracdes de primers diminuem o rendimento da reac¢do favorecendo a

formacao de primer-dimer (Innis MA, 1990).

A temperatura de melting para os dois primers deve ser semelhante e deve andar entre
0s 55 e os 80°C contudo, varia conforme a composicao dos primers. Esta temperatura €

calculada através da formula termodinamica que provém da estabilidade que se adquire
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ou ndo com os oligonucledtidos. Hoje em dia, esta formula é calculada por um software

de desenho de primers (Wittwer K, 2004).

6.2.  Desoxirribonucleotideos Fosfatados (ANTPs).

A concentracdo de dNTPs a que se obtém um maior rendimento e especificidade deve
andar entre os 20 e 200 uM. Os quatro nucleétidos devem conter a mesma concentragao
para que ndo hajam erros de incorporagdo. As elevadas concentracdes de dNTPs
normalmente aumentam este tipo de erros. Ja concentracoes demasiado baixas

diminuem o rendimento da reaccao (Innis MA, 1990).

6.3. Taq polimerase

A concentragdo de enzima ideal para protocolos optimizados deve andar ente 1 e 2,5
U/100 pL de reaccdo. Quando se estd a optimizar um protocolo aconselha-se que se
teste a enzima entre 0,5 e 5 U/100 puL de reac¢do e se verifique os resultados num gel de

electroforese.

Elevadas concentracdes da enzima podem originar fragmentos ndo especificos ja as

baixas concentracdes diminuem o rendimento da reaccdo (Innis MA, 1990).

6.4. Tampao

O tampao aconselhado para PCR deve conter entre 10 a 50 mM de Tris-HCI; KCl tendo
em atencdo que concentragdes superiores a 50 mM podem inibir a actividade da Taq
polimerase; aproximadamente 100ug/ml de BSA (bovine serum albumine) e entre 0,05
a 0,1% de detergentes nao i6nicos (Tween 20, por exemplo) que ajudam a estabilizar a
Taq polimerase. Habitualmente as solu¢des tampao ja costumam conter 1,5 mM de
MgCl, visto ser o parametro mais importante para a especificidade e rendimento da

reaccdo (Innis MA, 1990).
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6.5. MgCl

A concentracdo de MgCl, pode afectar desde a hibridacdo dos primers, temperatura de
dissociagdo das cadeias, a especificidade do produto, formacdo de primer-dimer e a

actividade e fidelidade da Taq polimerase (Innis MA, 1990).

A concentragdo ideal de MgCl, € varidvel devendo iniciar-se com uma concentragao de
1,5 mM (normalmente ja incluida no tampdao). Um excesso de concentracdo pode
traduzir-se na acumulag@o de produtos inespecificos enquanto que uma diminuicdo esta

muitas vezes associada a uma diminui¢ao do rendimento da reaccao.

A presenca de agentes quelantes (ex. EDTA) nos primers e no DNA alvo pode causar
oscilagdes na concentracdo Optima de magnésio (Innis MA, 1990). A concentracido de
dNTPs deve ser determinada em conjunto com a titulagdo de magnésio para que haja

um rendimento 6ptimo da reac¢ao (Persing DH, 1993).

6.6.  Ciclos: nimero, tempo e temperaturas nas diferentes fases

O numero, tempo e temperaturas das diferentes fases dependem do equipamento que se

usa, dos primers, da composi¢ao dos fragmentos a amplificar e até dos tubos utilizados.

As condigOes tipicas de desnaturacdo sdo de 94°C contudo, esta temperatura pode
aumentar para produtos com elevada predominancia de guaninas (G) e citosinas (C).
Tempos longos e temperaturas elevadas de desnaturacdes podem afectar a actividade da
Taq polimerase. Pelo contrédrio, tempos curtos e temperaturas baixas, ddo origem a uma
desnaturagdo insuficiente traduzindo-se num baixo rendimento de reac¢do (Roche,

2003).

A temperatura ideal de hibridagc@o dos primers varia consoante a temperatura de melting
dos primers e das sondas. Por norma, esta temperatura deve ser inferior cerca de 5°C da
temperatura de melting. Esta temperatura tem grande impacto na especificidade da

reaccdo. O seu aumento traduz-se numa maior especificidade da reac¢iao contudo, pode
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acarretar uma diminuicdo de rendimento e consequente reprodutividade (Witter C,

2004).

O tempo de extensdo dos primers varia consoante o tamanho da sequéncia que se
pretende amplificar. Por norma 15-30 segundos a uma temperatura de 72°C sdo
suficientes para a extensdo de produtos abaixo de 1000 pb nos equipamentos fast-

cycling. Nos equipamentos mais lentos a extensdo dos primers pode durar 1-2 minutos.

Considerando que todos os outros parametros se encontram optimizados, o numero
optimo de ciclos varia em fung¢do da concentracdo inicial do DNA. Um excesso de
ciclos pode levar a um aumento de produtos inespecificos. Pelo contrdrio, uma
diminui¢do pode levar a um decréscimo do rendimento da reac¢do. Nos equipamentos
fast-cycling, em média 30-50 ciclos de amplificacdo requerem apenas entre 30 a 40

minutos (Witter C, 2004).
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7. Objectivos

Este projecto pretende iniciar o estudo epidemioldgico da infec¢do causada por
Rhinovirus na regido do grande Porto, estando este dividido em quatro fases. Numa
primeira fase pretende-se proceder a optimizacao de um protocolo por PCR em tempo
real capaz de detectar as trés espécies de Rhinovirus. Na segunda fase pretende-se fazer
a colheita e preservacdo de amostras a uma populacdo saudavel e de facil acesso para
deteccdo molecular do Rhinovirus. A populacido eleita para esta primeira fase do
projecto foi a populacdo estudante da Universidade Fernando Pessoa. A terceira fase
pretende estudar alguns grupos com risco clinico mais elevado, individuos de idade
igual ou superior a 60 anos, criancas e adultos asmaticos e individuos com fibrose
cistica. Na ultima fase, serdo estudados doentes de um centro de satide do grande Porto
com sintomatologia respiratéria. Com o objectivo de se fazer uma caracterizacdao
molecular das estirpes encontradas, serdo analisadas todas as amostras anteriormente
colhidas tentando estabelecer assim, uma relacdo entre os subgrupos virais € 0s
subgrupos populacionais bem como, com a maior ou menor frequéncia que os subtipos

virais provocam sintomatologias mais exacerbada nos grupos de risco.

Espera-se através da detec¢do molecular do Rhinovirus obter associacdo entre
sintomatologia, prevaléncia e incidéncia do virus nas diferentes populacdoes. Numa fase
mais avancada deste projecto pretende-se também fazer a caracterizagdo do virus nas

diferentes populagdes.

Nesta etapa inicial do projecto, pretende-se entdo fazer a optimizagao de um protocolo
para fazer a deteccdo do Rhinovirus em PCR em tempo real para ser aplicada a
populacdo sauddvel e de facil acesso. Esta etapa passa também pela adequada colheita e
preservacdo das amostras na respectiva populagdo, deteccdo do Rhinovirus na
populacio e tratamento estatistico de todos os resultados obtidos. E também um
objectivo importante nesta fase do projecto tracar estratégias de melhoramento dos

procedimentos adoptados para as futuras etapas do projecto.
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O presente projecto permitird uma deteccao rapida, sensivel e especifica do Rhinovirus
contribuindo para esclarecer a epidemiologia da infec¢do no grande Porto. Pretende-se

assim clarificar diversos parametros:

= (Quais as subpopulacdes que se encontram mais predispostas a infec¢des por

Rhinovirus;

= (Que subtipos virais provocam uma exacerbacdo de sintomatologia nas

diferentes subpopulacdes incluindo as populacdes de risco;

®* (Quais as épocas do ano em que as infec¢des por Rhinovirus sdo mais

frequentes no Porto;

= Que subtipos virais prevalecem nas diferentes populacdes e nas diferentes

épocas sazonais;

Tendo todos estes parametros impacto na taxa de absentismo escolar e laboral associada

a esta infeccdo no Grande Porto.

Todos estes dados poderdao em ultima andlise contribuir para melhorar as medidas de
prevengao da infec¢do por Rhinovirus, ajudando assim a reduzir a taxa de absentismo

escolar e laboral associada a esta infeccao.
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Parte 11

Optimizacao de uma Reaccdo de
PCR-em-Tempo-Real para a

deteccao de Rhinovirus
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1. Objectivo

No presente trabalho pretendeu-se optimizar uma reac¢ao de Semi-nested-RT-PCR-em-

Tempo-Real para a detec¢do de Rhinovirus.

Como estratégia geral adoptou-se como ponto de partida o protocolo de Semi-nested

RT-PCR descrito em 2008 por Harvala et al.

Neste protocolo, uma primeira reaccdo de RT-PCR amplifica todos as espécies de
Rhinovirus e Enterovirus, sendo a especificidade atribuida posteriormente pela reaccao
de Nested-PCR. Para tal sao realizadas 3 reacc¢des distintas: uma especifica para
Rhinovirus A e Rhinovirus B (nao os diferenciando), uma segunda reac¢do apenas

amplifica Rhinovirus C, e uma terceira reaccdo apenas amplifica Enterovirus.
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2. Material e Métodos
2.1. Amostras

Os controlos positivos utilizados neste estudo foram gentilmente cedidos pelo National
Institute for Health and Welfare da Finlandia que desenvolveu um estudo

epidemioldgico da infec¢do por Rhinovirus na Finlandia (Savolainen-Kopra, 2009).

Os controlos positivos recebidos consistiram em amostras liofilizadas de RNA extraido

de uma cultura de Rhinovirus A tipo 2.

Os controlos positivos foram preparados dissolvendo a amostra primdria liofilizada em
50 ul de 4gua isenta de nucleases. A partir destes controlos concentrados foram
preparadas diluicdes seriadas até se obterem amostras com concentracdes de 10 a 10

da amostra original. Todos os controlos foram conservados a -70°C.

2.2. Extraccao do RNA viral

A extraccdo do RNA viral foi executada a partir das zaragatoas nasais utilizando o
MagMAX™ AI/ND Viral RNA Isolation Kit (Ambion) de acordo com as instrucdes do
fabricante. A extrac¢do decorreu na sala de culturas apds descontaminacao da sala e da
camara de Fluxo Laminar, por irradiacdo UV durante 30 minutos (irradiacio da sala e

da camara de Fluxo com sistemas dedicados e independentes).

Apo6s preparagdo dos reagentes do Kit de extrac¢do de acordo com as instrugdes do
fabricante, procedeu-se a extraccio do RNA. Para tal, apés a descongelacdo das
amostras a temperatura ambiente, estas foram vortexadas vigorosamente durante 30
segundos. Com a ajuda de uma pinga inverteu-se a zaragatoa e apds nova agitacdo no
vortex durante 30 segundos, recolheu-se a suspensdao da amostra por centrifugacio,
descartando a zaragatoa. Adicionou-se entdo a suspensao da amostra, 802 uL de Viral
Lysis/Bindind solution, e apds nova agitacao no vortex (30 segundos) fez-se uma breve
centrifugacdo para remover as gotas da parede e da tampa do ependorf. Adicionou-se

entdo 20 uL da suspensdo de beads (ressupensa em vortex imediatamente antes de ser
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utilizada) e apds agitacdo em vortex manteve-se os tubos com agitacdo moderada
durante 4 minutos. Apds uma breve centrifugacdo para recolher os restos da suspensao
das paredes e tampa do eppendorf, com a ajuda de um magneto capturou-se as beads
durante 3 minutos e descartou-se a solu¢do. Procedeu-se a sucessivas lavagens das
beads. Primeiro uma vez com 400 uL de Wash Solution 1, e depois duas vezes com 200
pL de Wash Solution 2. Depois de um breve passo para secar ligeiramente as beads ao
ar durante 2 minutos, e tendo verificado que os ependorfs ficaram sem vestigios de
solucdo, a Eluicio do RNA foi feita com 50 pL de Elution Buffer vortexando
vigorosamente durante 3 minutos. Com a ajuda do magneto descartaram-se as beads
magnéticas e recolheu-se o sobrenadante com o RNA para outros ependorfs

devidamente identificados. Congelou-se o0 RNA a -70° até a sua utilizacdo no RT-PCR.

2.3. Selecciao dos primers

Foram utilizados os primers previamente descritos num estudo publicado em 2008 por
Harvala et al (Epidemiology and Clinical Associations of Human Parechovirus

Respiratory Infections ref. n.°5). As sequencias dos primers estdo descrita na tabela V:

Tabela V - Sequéncias dos primers utilizados.

Primer Sequéncia ¥

oS 5'-“HCAAGY ACTTCT GTYWCC CCS G-3°
OAS 5'-GAAACA CGGACA CCCAAA GTA GT-3'
ISRhvA_B 5'-CYAGCC TGCGTG GCKGCC WRC-3'
ISRHVC 5'-GTAGCC YGCGTG GTGCCC WGC-3'
ISHEV 5'-GGCTGC GYTGGC GGCCTRC-3'

a)Na descricdo da sequéncia dos primers foi utilizada a nomenclatura da IUPAC
(www.bioinfrmatics.org/sms/iupac.html). Resumidamente, para além dos cddigos habituais dos
nucledtidos, as posi¢do degeneradas sdo: R=A/G; Y= C/T; S=G/C; W=A/T; Y=C/T; S=G/C; W=A/T;
K=G/T; M=A/C; B=C/G/T; D=A/G/T; H=A/C/T; V=A/C/G; N=A/C/T/G
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3. Optimizacao do Protocolo

A amplificacdo foi realizada no Termociclador-em-Tempo-Real LightCycler (Roche).
Este equipamento, sendo o termociclador comercial mais rdpido disponivel neste
momento, permite o desenvolvimento de um protocolo extremamente rapido, especifico

e sensivel.

A optimizacdo deste protocolo ocorreu em duas etapas: a primeira referente a um
primeiro RT-PCR onde foram usados os primers OS e OAS para que fossem
amplificados todos os Enterovirus presentes nas amostras. A segunda etapa consistiu na
realizagdo de um Semi-Nested-PCR usando-se os primers que conferiam especificidade
da espécie. Para além do primer OAS foram também usados os primers ISRhA_B
(conferem especificidade as espécies de Rhinovirus A e B) e ISHEV (confere
especificidade aos Enterovirus). Por ndo haver um controlo positivo da espécie de
Rhinovirus C nao se testou o protocolo com o primer ISRHVC (especifico do

Rhinovirus C).

Para preparar as misturas de reac¢do foram utilizadas solucdes stock de cada primer

(OS, OAS, ISRhvA_B e ISHEV) a 5 uM.

Para o RT-PCR usou-se o kit iScript SYbrGreen RT-PCR da BioRad, que contém todos
os reagentes (com excep¢do dos primers e da enzima) pré-misturados numa

concentracao dupla da concentracao final desejada.

Foi testado inicialmente um programa térmico semelhante ao descrito em 2008 por
Harvala para o PCR convencional (Harvala, 2008) consistindo numa reaccao de
transcriptase reversa e activacdo da Taq polimerase a 95°C durante 5 minutos. A
amplificacdo decorreu durante 40 ciclos com desnaturacdo a 95°C durante 18 segundos,
hibridacdo dos primers a 50°C durante 21 segundos e polimerizagdo a 72°C durante 90

segundos. A aquisi¢do de fluorescéncia decorreu no final da fase de amplificacao.
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A composi¢ao das misturas de reac¢ao iniciais icluiu o Tampao do kit a concentragao
indicada pelo fabricante e concentragdes equimolares dos 2 primers (OS e OAS) de 0,5
uM. No protocolo com os reagentes da BioRad todos os restantes reagentes foram

fornecidos pelo tampao fornecido com o Kkit.

Esta mistura de reaccao foi entdo submetida as variacdes térmicas programadas,
supracitadas, em capilares de 20 ul do LightCycler (Roche) adicionando-se inicialmente

1ul de RNA ou non-template-control (NTC) a cada capilar.

Foram testadas diferentes concentra¢des de primers, diferentes tempos de desnaturacio,

hibridagdo e extensdo, diferentes temperaturas de hibridacio e rampas térmicas

diferentes (tabela VI).

Tabela VI - Lista das condi¢des testadas para a optimizagcdo do protocolo de amplificagdo do
PCR 1 com o kit da BioRad.

Variacdes de Variacdes de Tempo Variacdes de
Concentracio nas fases do PCR Temperatura
s
2 = % "?3« g o ‘§, g o g g
oo S Fo E£o S4 %4 £~ T 5 g g
s = £ = 29 =2¥ 58 290 2L 50 & o
8 o T < 53 S @ @ L = < =l LI
= o) )
S X £ a = A =
0,25 0,25 0,25 0 5 30 94 50 72 5 40
0,5 0,5 0,5 5 10 40 54 10
10 15 56 20
58 80
60 85

No Semi-Nested-PCR a amplificagdo inicial decorreu durante 40 ciclos com
desnaturagdo a 94°C durante 0 segundos, hibrida¢do dos primers a 50°C durante 10
segundos e polimerizagdo a 72°C durante 30 segundos. A aquisicdo de fluorescéncia
decorreu no final da fase de amplificacio. A composi¢do das misturas de reac¢do
iniciais incluiu o Tampao do kit na concentracdo indicada pelo fabricante e
concentracdes equimolares dos primers (OAS e IS RhvA_B; OAS e ISHEV) de 0,25

uM. Os restantes reagentes foram fornecidos pelo tampao fornecido com o kit da

BioRad.
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Esta mistura de reaccao foi entdo submetida as variacdes térmicas programadas,
supracitadas, em capilares de 20 ul do LightCycler (Roche) adicionando-se inicialmente
1ul de RNA ou non-template-control (NTC) a cada capilar. Foram igualmente testadas
diferentes concentracdes de primers, diferentes tempos de desnaturacdo, hibridacdo e
extensdo, diferentes temperaturas de hibridacdo e variacdes de ramping diferentes

listadas na tabela VII.

Tabela VII - Lista das condicdes testadas para a optimizagcdo do protocolo de amplificagdo do
PCR 2.

Variacdes de Variacdes de Tempo Variacdes de

Concentragdo nas fases do PCR Temperatura ’é
Q
2] Bs] = @
8 _ S - & _ ’g«,\ S o g $ 0 3
= c= 2% 2% §¥ 90 =20 59 3 ©
23 S = =R £% 938 2 Z & a
R s~ g £7 57 < S & g
A N A T an S
0,05 0,05 0 5 10 94 50 72 5 40
0,1 0,1 1 10 15 54 10 50
0,25 0,25 5 15 20 20
0,5 0,25 18 21 30 80
40 85
60
90
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4. Resultados

Com o objectivo de se criar um protocolo especifico e 0 mais sensivel possivel para a
deteccao das 3 espécies do Rhinovirus optou-se por optimizar um PCR semi-nested em
que, numa primeira fase se optimizou um RT-PCR com primers especificos para todos
os Enterovirus (primers OS e OAS) e posteriormente o PCR semi-nested que atribuia a
especificidade das diferentes espécies através de 3 primers distintos, um que conferia a
especificidade aos Enterovirus (IS HEV); outro que conferia especificidade as espécies
A e B de Rhinovirus (IS RhvA_B) e um outro que conferia especificidade as espécies de
Rhinovirus C (IS RhvC). Destes trés primers apenas se testou os primers 1S RhvA_B e

o IS HEV e apenas se obteve reprodutividade para os ensaios com o Primer IS RhvA_B.

Para o RT-PCR foram realizados 36 ensaios tendo sido testadas diferentes varidveis.
Testaram-se diferentes concentracdes de primers, diferentes tempos de desnaturagio,
hibridacdo e extensdo; diferentes temperaturas de hibridacdo; rampas distintas,
diferentes temperaturas de aquisi¢do de fluorescéncia e diferentes volumes de amostra

(ver tabela VIII).

No primeiro ensaio do RT-PCR foi testada uma mistura de reac¢do inicial com o
tampao fornecido pelo kit (Biorad) que incluia todos os reagentes necessarios para a
reaccdo ocorrer numa concentragdo indicada pelo fabricante e concentragoes
equimolares dos 2 primers (OS e OAS) de 0,5 uM. O programa térmico testado foi
semelhante ao publicado em 2008 por Harvala et al para o PCR convencional (Harvala,
2008). A aquisicao de fluorescéncia decorreu no final da fase de amplificagdo. Foram
testadas quatro amostras: um controlo negativo (NTC) e trés controlos positivos com
concentracoes distintas 107 : 10* e 10°. Todas as amostras deste ensaio resultam em
ensaios positivos incluindo o NTC como se pode verificar na figura 13. Apds andlise
dos picos de temperatura de mealting pode verificar-se que todas as amostras (incluindo
NTC) revelaram a presencga de picos de temperatura de melting inespecificos, porém os
trés controlos positivos apresentaram também um pico especifico como se pode

observar na figura 14.
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Fig. 13 Curva de amplificagdo do ensaio inicial.
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Fig. 14 Analise das temperaturas de melting do ensaio inicial.

Até se chegar ao ensaio optimizado foram testadas as varidveis anteriormente referidas
que se encontram listadas na tabela VIII. Nesta tabela indicam-se os resultados obtidos

correspondentes a melhor sensibilidade registada para cada varidvel. Foram testadas
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diluicdes seriadas (10"3 a 10"8) do sobrenadante de uma cultura viral de Rhinovirus.

Nunca foi obtido sinal positivo para a dilui¢dao 10 (tabela VIII).

Tabela VIII - Registo das diferentes varidveis testadas no RT-PCR e da melhor sensibilidade
obtida para cada uma delas.

Pariametro Valor Melhor sensibilidade obtida
Concentracao de Primers (OS e OAS) 0.05/0.05 uM Nunca amplificou
0.10/0.10 uM Nunca amplificou
0.25/0.25 uM 107
0.50/0.10 uM 107
0.50/0.50 uM 107
0.50/0.25 uM 107
Rampa para a extensao 20°C/s 107
10°C/s 10"
5°C/s 107
Duracio da extensao 90 s 107
60 s 107
40 10”7
30s 10"
20s 10
15 107
10s Nunca amplificou
Duragdo da hibridag¢ao 40 s 107
21s 107
15 10
10's 107
5s 107
Temperatura de hibridagdo 54 °C 10
50°C 107
Duracio da desnaturagdo 0s 10”
5s 107
10's 107
18 s 10”7
Volume de Amostra 1uL 107
4/5 uL 107

Testaram-se os primers em concentracdes equimolares e concentracdes diferentes. Para
concentracoes de primers equimolares a maior sensibilidade foi obtida para
concentracdes de 0,25 uM (ver tabela VIII). Para concentracdes de primers distintas a
maior sensibilidade obteve-se com o primer OS numa concentracdo de 0,50 uM e o
primer OAS numa concentragdo de 0,25 uM. Verificou-se que concentracdes de

primers inferiores a 0,2 uM sdo insuficientes ( tabela VIII).

Foram também testadas diferentes rampas de extensdo: 20, 10 e 5°C/s verificando-se
que os ensaios onde se obteve maior sensibilidade foram os que foram realizados com

rampas de 20 e 5°C/s (tabela VIII).

67



Ao testar-se diferentes tempos de extensao, verifica-se que tempos de extensdo muito
reduzidos (10 segundos) ndo sdo suficientes para a detec¢do. Os ensaios onde se obteve
maior sensibilidade foram os que apresentavam tempos de extensdo de 90 e 40
segundos sendo que, tempos de extensdo de 40 segundos apresentam uma maior
sensibilidade com uma rampa de 5°C/s para concentracdes equimolares de 0,25°C/s.
Tempos de extensdo de 90 segundos apresentam uma melhor sensibilidade para
concentragdes de primers diferentes (OS = 0,50 uM e OAS = 0,25uM) com uma rampa
de 20°C/s (tabela VIII).

Quanto ao tempo de hibrida¢do os ensaios que apresentaram maior sensibilidade foram
igualmente os tempos mais elevados, isto é, de 21 e 40 segundos. Tempos de hibrida¢do
de 21 segundos apresentam uma maior sensibilidade para concentracdes de primers
diferentes (OS = 0,50 uM e OAS = 0,25uM) e tempos de hibridacdo de 40 segundos

para concentragdes de primers equimolares (0,25 uM) (ver tabela VIII).

Testou-se também temperaturas de hibridacdo de 54°C porém assistiu-se a uma perda de

sensibilidade sendo o ensaio mais sensivel realizado a 50°C (ver tabela VIII).

Relativamente ao tempo de desnaturagdo, obteve-se maior sensibilidade para os ensaios
com tempos de 5 segundos para concentracdes de primers equimolares (0,25uM) e 18
segundos para concentracdes de primers diferentes (OS = 0,50 uM e OAS = 0,25uM)
(ver tabela VIII).

O volume da amostra parece nao influenciar muito na sensibilidade dos ensaios porém,
optou-se por volumes de 4 uL nas reaccdes de 10 uLL e volumes de 5 uL nas reacgdes de

maior volume para garantir uma melhor reprodutividade dos ensaios.

Com o objectivo de se obter apenas o miximo de sinal fluorescente especifico optou-se
por fazer a aquisi¢do de fluorescéncia a 85°C eliminando assim a maioria do sinal
inespecifico observado a temperaturas inferiores, o qual é devido as espécies de acidos

nucleicos inespecificamente amplificadas e que apresentam Tm inferior a 85°C (fig.14).
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5. Discussao

5.1. Optimizacao do RT-PCR

Na optimiza¢do do RT-PCR-em-Tempo-Real o protocolo inicial, revelou ser especifico
e sensivel, mas muito demorado. Assim, com o objectivo de encurtar a duracdo deste
protocolo foram testadas vdarias condi¢des de reac¢ao com as vdrias dilui¢des seriadas

do controlo positivo.(lO'3 a 10).

Depois de feita a analise das vérias varidveis testadas e de as relacionar verifica-se a
existéncia de dois ensaios capazes de assegurar uma boa sensibilidade para a detec¢ao
do Rhinovirus assegurando ambos a deteccdo viral até concentracdes da ordem dos 107

(tabela IX).

Tabela IX — Condi¢Oes seleccionadas para os dois ensaios que obtiveram maior sensibilidade.

Hibridagao Extensao
D) lg "8 CE "8
= ) T E = ° & <
. " = = 1 ‘O 5
Ensaio o g g = ) g =3 ) :% 3 5
= =5 5 2 e 5 g5 3
< = g &, = <= A

=

A 0,5uM 0,25uM 18s 21s  50°C 20°C/s  90s 85°C 107
B 0,25uM 0,25uM S5s 40s  50°C 5°Cl/s 40s 85°C 107

O ensaio A foi realizado com uma concentracdo de primers distintas: OS de 0,5uM e
OAS 0,25uM com desnaturacdo a 95°C durante 18 segundos, hibridacdo dos primers a
50°C durante 21 segundos e extensdo a 72°C durante 90 segundos. A rampa testada
neste ensaio foi de 20°C/s com uma aquisicdo de fluorescéncia na fase final de

amplificacdo a 85°C (tabela IX).

O ensaio B foi realizado com concentracdes dos primers OS e OAS equimolares de
0,25uM, a desnaturacdo ocorreu a 95°C durante 5 segundos, hibridacdo dos primers a
50°C durante 40 segundos e a extensdo a 72°C durante 40 segundos. A rampa utilizada
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neste ensaio foi de 5°C/s e a aquisi¢do de fluorescéncia decorreu no final da fase de
amplificacdo a 85°C (tabela IX). Obteve-se entdo uma amplificacio na ordem dos 107

(figura 15) com especificidade (figura 16).

Embora estes dois ensaios assegurem a mesma sensibilidade na detec¢ao do Rhinovirus
optou-se por seleccionar como ensaio ideal este dltimo visto ser significativamente mais

rapido.
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=
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Fig 15 Amplificacdo do ensaio optimizado e considerado ideal do RT-PCR (ensaio B, ver tabela
IX).
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Fig 16 Analise das temperaturas de hibridacio do ensaio optimizado e considerado
como ideal (ensaio B, ver tabela IX).

5.2.  Optimizacao do Semi-Nested-PCR

Na optimizacdo do Semi-Nested-PCR foram realizados 25 ensaios utilizando o primer

IS RhvA_B o qual confere especificidade para as espécies A e B de Rhinovirus.

No ensaio a partir do qual partiu a optimizacdo do PCR semi-Nested foi testada uma
mistura inicial com o tampao fornecido pelo kit em concentracdes indicadas pelo
fabricante (2X). Foram testadas concentracdes equimolares de primers OAS e IS
RhvA_B de 0,25 pM. O programa térmico testado ocorreu com uma amplificacdo
durante 40 ciclos com desnaturacdo a 94°C durante 0 segundos, hibridacdo dos primers
a 50°C durante 10 segundos e extensdo a 72°C durante 30 segundos. A aquisi¢ao de
fluorescéncia decorreu no final da fase de amplificacio. A semelhanca do que ocorreu
na optimizacdo do RT-PCR foram também aqui testadas vdrias varidveis que se

encontram listadas na tabela X.
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Tabela X: Registo das diferentes varidveis testadas no RT-PCR e da melhor sensibilidade obtida
para cada uma delas.

Parametro Valor Melhor sensibilidade obtida
Concentracdo de Primers (IS RhvA_B e OAS) 0,25 -0,25uM 107
0,25 - 0,50 uM 107
0,50 — 0,50 uM 10
Rampa para a extensao 5°Cl/s 10”
10°C/s 10
20°C/s 107
Duragdo da extensao 20 s 10°
30s 107
40's 107
Duracdo de hibridag¢ao 5s 10°
10's 107
15 107
Temperatura de hibridagdo 50°C 107
54°C 10
56°C 107
58°C 107
60 °C 107
Duragdo da desnaturagdo 0s 107
5s 107
10's 107
Volume de Amostra 1.0 uL 107
2.5uL 107
5.0uL 10°¢

Foram testadas concentracdes de primers equimolares de 0,25 e de 0,50 uM tendo-se
verificado haver uma melhor sensibilidade da reaccao para as concentracdes de primers
equimolares mais reduzidas (0,25 uM) (ver tabela X). Testaram-se também
concentracdes de primers diferentes: 0,25uM do primer IS RhvA_B e 0,50uM do
primer OAS que se mostraram bastante satisfatorios obtendo-se a maior sensibilidade

com deteccdo do virus até concentra¢des na ordem dos 107

Quanto a rampa de extensdo foram testadas rampas de 5, 10 e 20 °C/s tendo-se
verificado que a reac¢do tem a sua melhor sensibilidade com uma rampa de 20°C/s para

concentracdes de primers equimolares de 0,25uM (ver tabela X).

A duragdo da extens@o que obteve uma melhor sensibilidade foi de 30 segundos, apesar
de ser precipitado assumir que com 40 segundos ndo se atingiria o maximo de

sensibilidade uma vez que ndo foram testados produtos de PCR numa concentracio de

107.
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A hibridacdo foi testada durante 5, 10 e 15 segundos verificando-se uma maior
sensibilidade com tempos de 10 e 15 segundos (ver tabela X). Das diferentes
temperaturas de hibridacdo testadas verificou-se que a maior sensibilidade foi obtida a
50 e 60°C (ver tabela X). Optou-se por seleccionar um tempo de hibridacdao de 15

segundos a 60°C para maximizar a especificidade dos primers.

A duracdo do tempo de desnaturagdo parece nio influenciar muito a sensibilidade da
reaccdo. A possivel utilizacdo de capilares de plastico faz com que seja mais prudente a
utilizacdo de um tempo de 10 segundos, maximizando a reprodutibilidade do ensaio

com este tipo de capilares.

O volume da amostra parece ndo influenciar a sensibilidade da reaccdo. Assim, face aos
volumes testados optou-se por usar um volume intermédio de 2,5 uL. numa reaccdo de
10 uL com a finalidade de minimizar erros de pipetagens que poderiam ocorrer com
volumes muito reduzidos e a0 mesmo tempo manter a influéncia inibidora dos produtos

da reac¢do de RT-PCR a um minimo.

Considerou-se entdo o ensaio ideal, aquele que foi realizado com uma concentragcdo de
primer OAS de 0,5 uM e de primer IS RhvA_B de 0,25 uM. A desnaturac¢do ocorreu a
94°C durante 10 segundos, a hibridacdo ocorreu a 60°C durante 15 segundos e a
extensdo a 72°C durante 30 segundos. Usou-se uma rampa de 20°C/s e um volume de
amostra de 2,5 uL. Obteve-se assim a deteccdo mais sensivel (107) e especifica como se

pode observar nas imagens 17 e 18.
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Fig 17 Amplificacdo do ensaio optimizado do PCR Semi-nested.
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Fig 18 Analise das temperaturas de hibridacdo do ensaio optimizado para o PCR semi-nested.

No decorrer da optimizagdo do PCR semi-nested com o primer IS RhvA_B, especifico
para as espécies de Rhinovirus A e B, foram também realizados 10 ensaios na tentativa
de, numa mesma reac¢do obtermos especificidade as espécies de Enterovirus. Nesses
ensaios usou-se o primer IS Hev onde foram igualmente testadas, concentragdes de
primers diferentes, diferentes tempos de desnaturacdo e hibridagdo, temperaturas de

hibridacdo diferentes e temperaturas de aquisicdo diferentes. A amplificacdo com
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especificidade do Enterovirus mostrou-se invidvel com a utilizacdo deste primer uma
vez que o Rhinovirus também apresentava amplificacdo com este primer,

independentemente das alteracdes introduzidas ao protocolo.

5.3. Especificidade dos Primers

O objectivo inicial deste estudo consistia em criar um protocolo sensivel e especifico
através da técnica Semi-Nested-RT-PCR-em-Tempo-Real capaz de detectar as

diferentes espécies: Rhinovirus A e B; Rhinovirus C e Enterovirus.

Para isso, foram seleccionados primers capazes de, numa primeira reaccdo, RT-PCR-
em-Tempo-Real, amplificar todas estas espécies. Os primers seleccionados para esta

primeira reac¢do foram os primers OS e OAS (tabela X).

Quando se alinhou (BioEdit, versdo 7.0.4.1) a sequéncia das espécies de Rhinovirus A,
B, C e de Enterovirus com os primers OS e OAS verificou-se que estes primers eram de
facto capazes de amplificar todas as espécies pretendidas sem qualquer distingdo entre

estas (figuras 19, 20, 21 e 22).

Para uma segunda reac¢do, o Semi-Nested-PCR-em-Tempo-Real seleccionaram-se os
primers que atribuiam a especificidade das espécies. O IS RhvA_B especifico para as
espécies de Rhinovirus A e B; IS Rhv_C, especifico para a espécie de Rhinovirus C; e
IS HEV, especifico para as espécies de Enterovirus. A semelhanca do alinhamento
anteriormente feito para o RT-PCR-em-Tempo-Real foi feito um em funcdo dos primers
que conferiam especificidade a esta segunda reac¢do com as sequencias das espécies de
Rhinovirus A, B, C e Enterovirus. Para todos os primers foi possivel observar-se
homologia com as respectivas sequéncias de Rhinovirus e Enterovirus (figuras 23, 24,

25 e 20).

A optimizagdo do Semi-Nested-PCR-em-Tempo-Real tal como a tinhamos idealizado
mostrou-se invidvel. Uma das razdes para essa inviabilidade residiu na falta de

controlos positivos para Rhinovirus do tipo B e C. Limitando-se logo esta deteccdo as
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primers

A iszolate hrv-Al101-v1,
A isolate hrw-4101,
A iszolate N13, complete genome.
&, complete genome.

1 strain ATCC VR-1559,
1B, complete genome.
Z, complete sequence.
complete genome.
strain ATCC VR-1117,
strain ATCC VR-1118,
isolate FOl, complete genome.
izolate FOZ, complete genome.
9 strain ATCC VR-489,

%
7
8
9
2

10,
10

A1,

83

type B9

83,
a0
94
94,
95
96
93

100 strain ATCC VR-1300,

complete genome.
strain ATCC VR-1120,
complete genome.
complete genome.
isolate FO3, complete genome.
strain ATCC VR-1123, complete
complete genome.
strain ATCOC VR-1123,
strain ATCC VR-1129,
strain ATCOC VR-1130,
strain ATCC VR-1131,
strain ATCC WVR-113Z,
complete genome.
strain ATCC VR-1134,
complete genome.
strain ATCC WR-1135,
complete genome.
strain ATCC WR-11393,
complete genome.
strain ATCOC VR-1140,
strain ATCC VR-504,
strain ATCOC VR-1142,
strain ATCC VR-330,
complete genome.
strain ATCC VR-1144,
complete genome.
complete genome.
strain ATCC VR-1148,
complete genome.
strain ATCC VR-341,
complete genome.
strain ATCC WR-1153,
complete genome.
strain ATCC VR-1135,
complete genome.
strain ATCC VR-1157,
complete genome.
isolate FO4, complete genome.
strain ATCC VR-517,
atrain ATCC VR-1161,
complete genome.
isolate FO5, complete genome.
strain ATCC VR-1164, complete
complete genome.
strain ATCC VR-1166, complete
isolate fs ship#l-hrv-57,
strain ATCC VR-1168,
complete genome.
strain ATCC VR-1473,
strain ATCC VR-1171,
strain ATCC VR-1172,
strain ATCC WVR-1173,
strain ATCC VR-1174,
complete genome.
strain ATCOC VR-1175,
strain ATCC VR-1174,
strain ATCOC VR-1177,
strain ATCC VR-1178,
strain ATCOC VR-1181,
complete genome.
complete genome.
complete genome.
complete genome.
strain ATCC VR-1186,
strain ATCC VR-1187,
strain ATCOC VR-1188,
complete genome.
strain ATCOC VR-1190,
isolate FO7, complete genome.
isolate FO&, complete genome.
strain ATCC VR-1191, complete
strain ATCC VR-1192, complete
strain ATCC VR-1195, complete
complete genome.
isolate FO9, complete genome.
isolate FO8, complete genome.
strain ATCC VR-119%9, complete
(HRVES), complete genome.
(HRVES) ,
complete genome.
strain ATCOC VR-1291,
strain ATCC VR-12595,
complete genome.
strain ATCC VR-1301,
strain ATCC VR-1Z98,
atrain ATCC VR-1298,

complete

complete
complete
complete
complete
complete
complete
complete
complete

complete

complete

complete

complete

complete
complete

complete

complete

complete

complete
complete
complete
complete
complete

complete
complete
complete
complete
complete

complete
complete
complete

complete

complete
complete

complete
complete
complete

complete genome.

complete genome.
complete genome.

complete gencome.

complete genome.
complete genome.

complete genome.

genome.

genome.
genome.
genome.
genome.
genome.
genome.
genome.
genome.

OENOMmME -

genome.

complete genome.

genome.

complete genome.

genome.

genome.

complete genome.

genome.

genome.

genome.

complete gencome.

genome.

genome.

genome.

complete ger

genome.

genome.
genome.
genome.
genome.
genome.

genome.
genomE .
genome.
genome.
genome.

genome.
genome.
genome.

genome.
genome.

genome.
genome.

genome.

genome.
genome.

genome.
genome.
genome

complete genome.

1a0

150

Z00

HCAAGYACTTCTETYWCCCCE &
TTCTETTTCCCCGEETGAG
TTCTETCTCCCCGEETGAG

'EAGATCAAGCAC
A AGATCAAGCAC
WAEGETCAAGDAT
LAAGETCAAGCAC
‘A AGGTCAAGCAC
AAGETCAAGCAC

TTCTETCTCCCC
TTCTGTTTCCCC
TTCTGTTTCCCC
PECPEITTICCCC

FAAGETCAAGCACTTCT - GTTTCCCC

FEAGET CAAGTAC
FAAGETCALGT AT
BAGETCAAGTAC
LTG0 CARGTAC
TGFETCAAGTAC
LTAGETCALGCAC
DAGGTCAAGCAC
AAGETCAAGCAC

LAAGGTCAAGCACCTTCTGTTTCCCC

AAGATCAAGCAC
LTCGETCGAGCAC
LTCGETCGAGCAC
LATGETCAAGCAC
AAGGTCAAGCAC
TAGGTCAAGCAD
AAGGTCAAGCAC
LEAGETCAAGTAC
AACGGTCAAGCAC

'AAGETCAAGCACTTCT GTTTCCCC

LAAGETCALGCAC
| AAGETCAAGCAC
ACGETCAAGCAC
| ACGETCAAGCAC
ACGGTCAAGCAC
IAAGETCAAGCACT
A AGETCAAGCACT
lAAGETCAAGCAC
AGGETCARGCAC
| AAGETCAAGCAC
A AGETCARGCAC
A AGETCAAGCAC
| AAGETCAAGCAC
lACGETCAAGCAC
lACGETCAAGCAC
ACGEACAAGCACT
|ACGETCAAGCAC
\TCGETCAAGTAC
lAAGETCAAGCAC
ATGETCARGCAC
|lACGETCAAGCAC
| AAGETCAAGCAC
lAAGETCAAGCAC
lAsGETCAAGCACT
lAAGETCAAGCACT
| AAGETCAAGCAC
AAGACCARGCAC
| AAGETCAAGCAC
| AAGETCAAGCAC
| AAGETCAAGCAC
AAGETCARGCAC
AAGGTCAAGCAC
|AAGETCAAGCAC
lALGETCAAGCAC
AAGETCAAGCAC
| ALGETCAAGCAC
[ATGETCAAGTAC
ACGGETCAAGCAC
AAGETCAAGCAC
A AGETCAAGCAC
AAGETCAABCAC
ACGET CAAGCAC
lAAGETCAAGCAC
| AAGET CAAGCAC
lAAGETCAAGCAC
'TTGETCALGCAC
lCCGETCAAGCAC
ATGETCAAGCAC
[MTAGETCALGCAC
| AAGETCAAGCAC
lAAGETCAAGCAC
lAAGETCAAGCAC
| ATGATCAAGTAC
lATGATCAAGTAC
AAGETCARGCAC
|l ATGATCAAGCAC
ATGATCARGCAC
IACGATCALGCAC
|AAGETCAAGCAC
LACGETCAAGCAC
lAAGETCALGCAC
lAAGETCAAGCAC
lAAGETCAAGCAC
A AGET CAAGCAC
| AAGETCAAGCAC
|2 AGETCAAGCAC
| AAGETCAAGCAC
AAGETCARGCAC
[CAGGTCAAGCAC
(CAGETCAAGCAC
| AAGETCAAGCAC
lACGETCAAGCAC
| AAGETCAAGCAC
| TAGETCAAGCAD

TTCTETTTCCCC
TTCTETTTCCCC
TTCTETTTCCCC
IECRETITCCeC
TTCTETTTCCCC
TTCTGETTTCCCC

GGTCA
GGETCA
GGTTG
GETTE
GETCA
GGTCA
GGTCA
GGTCA
GETCE
GGTCG
GETCA

TTCTGETTTCCCC
PECECTTPCCC

GGTCA
GETCA
GGTCA
GGCAA
GETTT
GGTTC
GGTCA
GGTCA
GETCA
GGTCA
GETCA
GGTCA
GETCA
GGTCA
GGTCA
GGTTA
CGGETT
GETTT
GGTTG
GGTTG
GETCA
GGTCA
GETTA
GGTCA
GGETCA
GGTCG
GETCA
GGTCA
GGCAA
GGTTT
GGTTC
GETCA

TTCTGTTTCCCC
TTCTGTTTCCCC
TCCTGTTTCCCC
TTCTGTTTCCCC
TTCTGTTTCCCC
TTCTETTTCCOCC
TTCTGTTACCCC
TTCTGETTTCCCC
TTCTGTYTCCCC

TTCTGTTTCCCC
TTCTGTTTCCCC
TTCTGTTTTCCC
TTCTGTTTCCCC
TTCTETTTCCCC
TCT-GTTTCCCC
TCT-GTTTCCCC
TTCTETTTCCOCC
TTCTGTTTCCCC
TTCTETTTCCCC
TTCTGTCCCCCC
TTCTGETCTCCCC
TTCTGTTTCCCC
TTCTGTTTCCCC
TTCTGTTTCCCC
TCTAGTCTCCCC
TTCTGTTTCCCC
TTCTGTTTCCCC
TTCTETTACCCC
TTCTGTTTCCCC GETTT
TTCTETTTCCCC GETCA
TTCTGTTTCCCCCGETCA
TTCTGETTTCCCC GETCA
TCT-GTTTCCCC-GETCA
TCT-GTTTCCCC-GGTCA
TTCTGTTTTCCC- GETTA
TTCTGTTACCCCGETATG
TTCTGTTTCCCC- GETTA
TTCTGTTTCCCC GETCA
TTCTETTTCCCC GETCA
TTCTGTTTCCCC GETCT
TTCTETCTCCCC GETCA
TTCTGTTTCCCC- GETCT
TTCTGETTTCCCC GETCA
TTCTGTTTCCCC-GGECTE
TTCTGETTTCOCC - GETCA
TTCTGTTTCCCC- GETCT
TTYTGTTTCCCC- GGETTA
TTCTGTCTCCCC- GECTE
TTCTETTTCOCC GETCA
TTCTGTTTCCCC- GETCA
TTCTGTTACCCCGETATE
TTCTGTTTCCCC- GETCA
TTCTGTCTCCCC GETCA
TTCTETTACCCC GETTA
TTCTGTTTCCCCEETATG
TTCTGETTTCCCC GECTC
TTCTGTTTCCCC-GETCA
TACTGTTTCCCCCGETCA
TTCTGTTTCCCC-GGCCA
TTCTGETTTCCOCC - GECCA
TTCTGTTTCCCC- GETCA
TTCTGTCTCCCC GETAG
TTICTGTCTCCCC- GETAG
TTCTGTTTCCCC GETCA
TTCTETTTCCCC GETCA
TTCTGTTTCCCC GGETCA
TTCTETCTCCCC GETCA
TTCTGTTTCCCC- GGTCA
TTCTGETTTCCCC GETTT
TTCTGTTTCCCC- GGTCA
TTCTETTTCCOCC GETCA
TTCTGTTTCCCC- GETCA
TTCTGTTTCCCC- GETCA
TTCTGTTTCCCC- GETCA
TTCTGTTTCCCC GETCA
TTCTETTTCCCC GETCA
TTCTGTTTCCCC GETCA
TTCTGETTTCCCC GETCA
TTCTGTTTCCCC- GGETCA
TTCTGETTTCCCC GETCA
TTCTGTCTCCCC- GETTT,
TTCTGTTTCCCC- GETCA
TTCTGTTTCCCC- GETCA

igd 370 580 5L
actactttgggtgtocogtgttte
WLCCAACTACTTTGEETGTCCETETTTCTTET]
WCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCTTGETI
LCCAACTACTTTGEETGTCCETETTTCACTTI
WLCGACTACTTTGEETETCCGTETTTCATGETI
WLCGACTACTTTGEETGTCCETGTTTCACTTI
SLCGACTACTTTGEGETGTCCGTETTTCACTTI
LCAACTACTTTGEGETGTCCGTGTTTCACTTI
SCCAACTACTTTGEGETGTCCGTETTTOTTATI
LCAACTACTTTGEETGTCCETETTTCTTATI
SCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTI
WCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCTTETI
WLCCAACTACTTTGGETGTCCEGTETTTCTTET]
WCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCTTGETI
LCAACTACTTTGEETGTCCETETTTCACTTI
WCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTI
WLCCAACTACTTTGEETGTCCETGTTTCTCATI
SCCAACTACTTTGEGETGTCCGTETTTS - TTE]
LCGACTACTTTGEETGTCCGTGTTTCACTTI
WLCGACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTI
LCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTI
SCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTI
WLCGACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTI
WLCCAACTACTTTGGETGTCCETETTTCTTET]
WCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTI
LOGACTACTTTGEETGTCCETETTTCTCTTI
WCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCCTTE]
WLCCAACTACTTTGEETGTCCETGTTTCCTET]
WCCAACTACTTTGEGETGTCCGTETTTCCTETI
LCAACTACTTTGEGETGTCCGTGTTTCACTTI
SCCAACTACTTTGEGETGTCCGTETTTCTCTTI
WCCAACTACTTTGEETETCCGTETTTCACTTI
LCAACTACTTTGEETGTCCETGTTTCTCTTI
SLCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCTCTTI
WLCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTI
WLCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCTTETI
WCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCCTATI
WLCCAACTACTTTGGETGTCCGTETTTCACTTI
WCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTI
LCCAACTACTTTGEETGTCCETETTTCCTATI
WCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTI
WLCAACTACTTTGEGETGTCCGTGTTTCACTTI
SLCAACTACTTTGEGETGTCCGTETTTCTTTTI
WCCAACTACTTTGEGETGTCCGTGTTTCACTTI
SLCGACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTI
WLCGACTACTTTGEETGTCCGTETTTCCTTTSE
SCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTI
WCCAACTACTTTGEETGETCCGTETTTCTCTTI
LCCAACTACTTTGEETGTCCETETTTCACTTI
WCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTI
WLCOGACTACTTTGEETGTCCETETTTCACTTI
WLCGACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTI
WLCAACTACTTTGEGETGTCCGTGTTTCTCTTI
SLCGACTACTTTGEETGTCCGTETTTCCTTTT
LCAACTACTTTGEETGTCCGTGTTTCTTTTT
SLCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTT
WLCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTT
SCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTT
WCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTT
LCCAACTACTTTGEETETCCETETTTCACTTT
WCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCCTGTT
WLCCAMCTACTTTGEATETCCETETTTCTTGTT
SCCAACTACTTTGEGETGTCCGTETTTCCTTTT
LCGACTACTTTGEETGTCCGTGTTTCACTTT
WCCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTT
LCCAACTACTTTGEATETCCETETTTCCTETT
WLCGACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTT
LCGACTACTTTGEETGTCCGTGTTTCACTTT
LCGACTACTTTGEETGTCCGTETTTCTTTTT
CCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCACTTT
CCAACTACTTTGEETETCCGTETTTCTTTTT
LCCAACTACTTTGGETETCCETGTTTCTTETT
CCGACTACTTTGEETETCCGTETTTECTTTT
LCCGACTACTTTGEETGTCCGTGTTTCACTTT
CCAACTACTITGEETGTCCETETTTCACTT
LCCGACTACTTTGEETETCCGTGTTTCCTETT
CCAACTACTTTGEGTGTCCETGTTTCTTATT
LCCAACTACTTTGGETGTCCGTGTTTCTTATT
CCAACTACTTTGGGETGTCCGTETTTCACTTT
LCCAAMCTACTTITGGETGTCCGTGTTTCCTT ST
CCAACTACTTTGEETGTCCGTETTTCCTTET
LCCAACTACTTTGEETETCCGTGTTTCTCTTT
LCCAACTACTTTGGETGTCCETGTTTCACTTT
CCAACTACTTTGEETGTCCETGTTTCACTTT
LCCAACTACTTTGGETGTCCGTGTTTCACTTT
CCFACTACTTITGEETGTCCETETTTCATGTT
LCCAACTACTTTGGETGTCCGTGTTTCACTTT
CCAACTACTTTGEGTGTCCETGTTTCCTATT
LCCAACTACTTTGGETGTCCGTGTTTCCTETT
CCAACTACTTTGEGTGTCCGTETTTCTTGTT
LCCAACTACTTTGGETGTCCGTGTTTCCTGTT
CCAACTACTTTGEETETCCEGTETTTCCTGTT
LCCAACTACTTTGEETETCCGTETTTCCTETT
LCCAACTACTTTGGETSETCCETGTTTCCTETT
CCAACTACTTTGEETGTCCETEGTTTCTTGTT
LCCGACTACTTTGGETETCCGTGTTTCTCTTT
LCEACTACTTTGEETETCCETETTTCTCTTI
LCAACTACTTTGEETSTCOGTETTTCACTTI
LCGACTACTTTGEETETCCETETTTCACTT]
LCAACTACTTTGEETGTCOGTETTTCACTT]
LCAACTACTTTGEETETCCETGTTTCACTTI

Fig. 19 — Alinhamento de todas as sequéncias de Rhinovirus A disponiveis com os primers OS
e OAS.
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espécies A e B de Rhinovirus sem diferenciacdo entre estas. Outro dos motivos que
tornou invidvel a optimizacdo de um protocolo capaz de identificar especificamente os
Enterovirus foi o facto do primer que conferia especificidade ao Enterovirus (IS HEV)
ndo se apresentar apenas especifico dos Enterovirus. Com efeito, este primer mantém
uma homologia final significativa com as espécies de Rhinovirus B (Fig. 27) o que

explica porque as baixas temperaturas a que teve que ser utilizado ndo permitisse a

discriminacdo entre Enterovirus e Rhinovirus.

primers

3,
3, complete genome.
4,
5

complete genome.

complete genome.
strain ATCC VR-485,

6, complete genome.

complete genome.

et verr very revy rrve vy
] Zon Z10 Zz0
HCAAGYACTTCTETYWCCCC 3G
AGTACAAGCACTTCTGTTTCCCCGGAGCE
AGTACAAGCACTICTGTTITCCCCGGRAGCE
COTACAAATACTTCTGTITACCCGGAGCE
AGCACAAGCAATTCTTGTTCCCCGEAGCT
TETACAAGCACTTCTGTITCCCCGEAGCE

R

CpTrerraew waww verwvrry e
70 580 530 4
actactttgggtgtecgtgttte
WCCGACTACTTTGGGTGTCCGTETTTC - —T1
WCCGACTACTTTGGGTGTCCGTEGTTTC  — T
WCCGACTACTTTGGGTGTCCGTEGTTTCCTTI
WCCGEACTACTTTGEETGTCCGETETTTCCTTI
WCCGEACTACTITGEETGTCCETETTTC — T

14, complete genome. CATGTACAAGCACTTCTGTTTCCCAGGAGCE WCCGACTACTTTGGETGTCCETETTTC -~ T
type 14 (HRV14), complete genome. CATGTACAAGCACTTCTGTTTCCCAGGAGCC WCCGACTACTTTGGEGTGTCCGTETTTC -~ TC
17, complete genome. - AGTACAAGCACTTICTGTTITCCCCGGEAGCE WCCGACTACTTTGGGTGTCCGTETTTC — C1
ZF strain ATCC VR-1136, complete genome. & AGCACAAGCAATTCTTGTTCCCCGGAGCT WCCGACTACTTTGEET GTCCETGTTTCCTT
27, complete genome. & - TGETACAAGCACTTICTGTTITCCCCGEAGCE WCCGEACTACTTTGGETGTCCGTETTTC -~ C1
27 strain ATCC VR-1137, complete genome. A TGTACAAGCACTTCTGTITCCCCSGAGCE WCCGACTACTTTGGETGTCCEGTETTTC - - C1
35 strain ATCC VR-1145, complete genome. |0 AGTACAAGCACTTCTGTTITCCCOCEEAGOE WCCGACTACTTTGGETGTCCGTETTTC - C1
35, complete genome. O AGTACAAGCACTTCTGTTTCCCCGEAGCE WCCGACTACTTTGGGTGTCCGTETTTC - C1
37, complete genome. I~ TGTACAAGCACTTCTGTTITCCCCGEGAGCE WCCGACTACTTTGGEGTGTCCETETTTC - — TC
4% strain ATCC VR-338, complete genome. & CGCACAAGCAATTCTTGTTCCCCGGAGTT WCCGACTACTTTGEETGTCCETETTTCCTTI
48, complete genome. C-AGTGCAAGCACTTCTGTTITCCCCGEAGCE ACCGACTACTTTGGETGTCCETETTTC - C1
52 strain ATCC VR-1162, complete genome. [ AGTGCAAGTACTTCTGTITCCCCSGAGCC sCCGACTACTTTGGEGTGTCCGTETTTC - - C1
52, complete genome. [ AGTGCAAGTACTTCTGTTITCCCCGEAGCE WCCGACTACTTTGGGTGTCCGTEGTTTC  — C1
52 isolate F10, complete genome. - AGTGCAAGCACTTCTGTTTCCCCGEAGCE WCCGACTACTTTGGGTGTCCGTETTTC -~ Cl
69 strain ATCC VR-1179, complete genome. [0 AGTGCAAGCACTICTGTTITCCCCGEAGCE WCCGACTACTTTEGEETGTCCETETTTC -~ C1
70, complete genome. - AGTACAAGCACTTCTGTTTCCCCGEAGCC sCCGACTACTTTGGETGTCCGTETTTC - C1
72 strain ATCC VR-1182, complete genome. | ACGTACAAGCACTTCTGTITCCCCSGAGCC WCCGACTACTTTGGGTGTCCGTETTTC - - TC
789 strain ATCC VR-1189, complete genome. & TETACAAGCACTTCTGTTITCCCOCEREAGOE WCCGACTACTTTGGGTGTCCGTETTTC - C1
83 strain ATCC VR-1133, complete genome. [ CETACAAGCACTTCTGTTTCCOCEREAGCE WCCGACTACTTTGGCGTGTCCGTETTTC — C1
84 strain ATCC VR-11%4, complete genome. & TGCACAAACACTTICTGTTITCOCCGGAGSCE WCCGACTACTTTGGET GTCCETGTTTCCAT
86 strain ATCC VR-1196, complete genome. B AGCACAAGAACTTCTGTITCCTCGGAGCE WCCEACTACTTTGGETGTCCGTETTTC - - C1
91 strain ATCC VR-1292, complete genome. [ AGTACAAGCACTICTGTTITCCCCGEEAGOE sWCCGACTACTTTGGETGTCCETETTTC -~ C1
92 strain ATCC VR-1293, complete genome. O TGTACAAACACTTCTGTTGCCCOCGEAGOE WCCGACTACTTTGGETGTCCGTGTTTC - T1
93, complete genome. I~ GETACAAGCACTTCTGTTTATCCGEAGCE WCCGACTACTTTGGGTGTCCGTETTTC — T
97 strain ATCC VR-1297, complete genome. 0 AGTACAAGCACTCCTGTTTCCCCGEAGCE WCCGACTACTTTGGGTGTCCGTETTTC — T
99 strain ATCC VR-1299, complete genome. & AGCACAAGCAATICTTEITCCCCGEAGCT WCCGEACTACTTTGGETGTCCGTETTTCCTTY

Fig. 20 — Alinhamento de todas as sequéncias de Rhinovirus B disponiveis com os primers OS e

OAS.
e b T S R P s B R A e e
150 Z0oo 210 570 580 580

primers HCAAGYACTTCTETYWCCCC G ctactttgggtgtecgtgttte
¢, complete genome. FACGETCAAGTACTTCTGTTTCCCCGET GTE. CCAACTACTTTGGETGTCCGTGTTTCCTE
¢ strain 024, complete genome. FACGETCAAGTACTTCTGTTTCCCCGET GTE. CCAACTACTTTGGETGTCCGTGTTTCCTE
¢ strain 025, complete genome. LACGETCAAACACTTCTGTTTCCCCGECATA COGACTACTTTGGETGTCCGTETTTCCTT
¢ strain 026, complete genome. FACGETCAAGCACTTCTGTTTCCCCEETACC CCAACTACTTTGEETETCCETEGTTTCTTG
C isolate N4, complete genome. CAACGTCAAGCACTTCTGTTTCCCCGETATT CoGACTACTTTGEETETCCGTETTTCCTT
¢ isolate N10, complete genome. ZATAGACAAGCACTTCTGTTTCCCCGS ATE CCAACTACTTTGEETETCCGTETTTCCTT
¢ strain CL-170085, complete genome.2ACGGTCAAATACTTCTGTTTCCCCEGCATGE CoGACTACTTTGGETGTCCGTETTTCTTT
¢ strain QCE, complete genome. FAAGETCAAGCACTTCTGTTTCOCCGETATC CCAACTACTTTGGETGTCCGTGTTTCTTE

Fig. 21 — Alinhamento de todas as sequéncias de Rhinovirus C disponiveis com os primers OS e

primers

|[Human enterovirues X, complete genome.

LELRL AT R RN R R A
170 180 130
hcaagyactt ccccsg

ttggtcaagcactt ccccggace

ccgactact

TrOr g rTrrTrr ottt it [rva

560

350

actact

370

Fig. 22 — Alinhamento do genoma do Enterovirus A com os primers OS e OAS.
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Fig. 23 — Alinhamento de todas as sequéncias de Rhinovirus A disponiveis com o primer 1S
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Primer CYRGCCTGCGETEECEGCCHERC

Human rhinovirus 3, complete genome. CeTGTCCTAGCCTGCGTGECGEECRRCCCRGE
Human rhinovirus 3, complete genome. CETGETCCTAGCCTGCETGECEECCRACCORGT
Human rhinovirus 4, complete genome. COTGETCCTRAGCCTGCGTGECGECCAGCCCRGE
Human rhinovirus 5 strain ATCC VR-485, complete genome. TGTGETCTCRGCCTGCGTGECGECCRRCCCGRT
Human rhinovirus &, complete genome. COTGTCCTAGCCTGCGTGECGECCRARCCCRGE
Human rhinovirus 14, complete genome. COTETCCTRGCCTGCGTEECGECCRRACCCRGE
Human rhinovirus type 14 (HEV14), complete genome. CGTETCCTRGCCTGCGTGECEECCRRCCCRGE
Human rhinovirus 17, complete genome. CeTGTCTCAGCCTGCGTGECGECCAGCCCRGE
Human rhinovirus 2§ strain ATCC VR-1136, complete genome. TGTGTCTCAGCCTGCGETGGCGECCARACCCAGT
Human rhinovirus 27, complete genoms. COTETCCTRGCCTGCGTEECGECCRRACCCRGE

Human rhinovirus 27 strain ATCC VR-1137, complete genome. CGTGTCCTAGCCTGCGTGGCGGCCRACCCRGT
Human rhinovirus 35 strain ATCC VR-1145, complete genome. CGTGTCTCAGCCTGCGTGGCGGCCAACCCRGT

Human rhinovirus 35, complete genome. COTGETCTCRAGCCTGCGTGECGECCRRACCCRGE
Human rhinovirus 37, complete genoms. COTETCCTRGCCTGCGTEECGGECCRACCCRGE
Human rhinovirus 42 strain ATCC VR-338, complete genome. TGTGTCTCAGCCTGCGTGGCGGCCAACCCGAT
Human rhinovirus 48, complete genome. CoTGETCTCAGCCTGLGTEELGERCAGCCCRAGT
Human rhinovirus 52 strain ATCC VR-1162, complete genome. CGTGTCTCRGCCTGCGTGGECGGCCRGCCCRGE
Human rhinovirus 52, complete genome. CGTGTCTCRAGCCTGCGTGGCGGCCAGCCCRGE
Human rhinovirus 52 isclate F10, complete genome. CGTGETCTCAGCCTGCEGTGECEGECCAGCCCABT
Human rhinovirus &5 strain ATCC VR-117%, complete genome. CGTGTCTCRGCCTGCGTGGCGGCCRGCCCRGE
Human rhinovirus 70, complete genoms. COTETCTCRAGCCTGCGTGECEGGECCRAGCCCRGE

Human rhinovirus 72 strain ATCC VR-1182, complete genome. CGTGTCCCAGCCTGCGTGGCGGCCAACCCRGT
Human rhinovirus 79 strain ATCC VR-118%, complete genome. |CGTGTCCTRGCCTGCGTGGCGGCCRACCCAGE
Human rhinovirus 83 strain ATCC VR-1153, complete genome. CGTGTCCTRGCCTGCGTGGECGGCCRACCCRGC
Human rhinovirus 84 strain ATCC VR-1154, complete genome. TGTGTTCTAGCCTGCGTGEGCGGCCAGCCCRGT
Human rhinovirus 86 strain ATCC VR-1156, complete genome. TGTGTCCCAGCCTGCGETGGCGECCAACCCRGT
Human rhinovirus %1 strain ATCC VR-125%2, complete genome. CGTGTCTCRGCCTGCGTGGCGGCCRGCCCARGE
Human rhinovirus 92 strain ATCC VR-1253, complete genome. CGTGTCCTRGCCTGCGTGGECGGCCRACCCRGC
Human rhinovirus 93, complete genome. COTGTCCTAGCCTGCGTGECGECCRARCCCRGE
Human rhinovirus 97 strain ATCC VR-1257, complete genome. |CGTGTCCTRGCCTGCGTGGCGGCCRGCCCAGE
Human rhinovirus 9% strain ATCC VR-1259, complete genome. | TGTGTCTCRGCCTGCGTGGECGGCCRACCCRGE

Fig. 24 — Alinhamento de todas as sequéncias de Rhinovirus B disponiveis com o primer IS

RhvA_B.
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o, complete genome. Nellelelelalal N elolalidetalc bl etetal e tslalidetalslals:
C strain 0Z4, complete genome. Neldetetelalab N elelalidetalclletetali lelslalidatalslals:
C strain 025, complete genome. Neulelel Telalidelalsliletaleldetetalidclalsbilclal N aF-\s:
C strain 0Zé, complete genome. LS TEETOTAGC OGO ETEEOT GO O TGO ACAC
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C isolate N10, complete genome. AETETCETASC OO SO ETEET SO COT SO CCAS
¢ strain CL-170085, complete genome. :GTGETCCTGCCTGCGTEGCTGCCTGOACAC
¢ strain QCE, complete genome. HETEETCCAGECTEOETEEOTGOCTEOACAC

Fig. 25 — Alinhamento de todas as sequéncias de Rhinovirus C disponiveis com o primer IS

Rhv_C.
TTITTTTITTT'IITTTTITTTTIT
370 380
primers ggctgcgytggeggoctre

Human enterovirus &, complete genome. Jtggctgcgttggcocggcoctgoctg

Fig. 26 — Alinhamento do genoma completo do Enterovirus A com o primer IS HEV.
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Fig. 27 — Alinhamento dos primes IS HEV (392-410pb) e IS RhvA_B (390-410pb) com a

espécie de Rhinovirus B.
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6. Conclusao

A optimizacdo deste Semi-Nested-RT-PCR-em-Tempo-Real ndo ocorreu da forma
como inicialmente se idealizou, isto € com a sensibilidade e especificidade para
distinguir o Rhinovirus C e os Enterovirus. A auséncia de um controlo positivo para o
Rhinovirus C impossibilitou qualquer tentativa de inclusao deste no protocolo. Também
a falta de especificidade do primer IS HEV, supostamente sé especifico para

Enterovirus, tornou impossivel a criacdo de um protocolo que distinguisse estas

espécies.

A optimizacdo foi entdo concluida com um protocolo que permite a deteccdo especifica
das espécies A e B de Rhinovirus (as mais frequentes), com uma sensibilidade

suficiente para detectar uma dilui¢do de 10 milhdes de vezes da nossa amostra controlo.
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1. Objectivo

No presente trabalho, utilizamos 0 método de Semi-Nested-RT-PCR-em-tempo-real

por nds desenvolvido no capitulo anterior para:
e Avaliar a Sazonalidade individual da infec¢do por Rhinovirus;

e Avaliar se a infec¢do por Rhinovirus estd associada a sintomatologia;

e Avaliar se a infec¢do por Rhinovirus estd associada a dados climatolégicos.
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2. Material e Métodos

2.1. Amostras de Voluntarios

As amostras foram obtidas na populacdo estudante da Universidade Fernando Pessoa
durante o periodo de um ano sendo a colheita realizada através de zaragatoa nasal uma
vez por més. Do universo de estudantes da Universidade que frequentam as disciplinas
de Genética Molecular e Imunologia, 36 concordaram em ser voluntdrios no estudo.
Dos 36 voluntidrios que assinaram o consentimento informado (anexo I), 10
abandonaram o estudo. Todos os 26 voluntdrios que prosseguiram até ao final, faltaram

a pelo menos uma colheita durante o periodo do estudo.

A cada voluntdrio foi pedido para ler e assinar o documento de consentimento
informado (anexo I) no inicio do estudo. Adicionalmente, em cada colheita foi
solicitado que cada voluntdrio preenchesse um inquérito com a finalidade de avaliar a
sintomatologia associada a infec¢do por Rhinovirus que cada voluntario apresentou nos

30 dias anteriores a cada colheita (anexo II).

Foram colhidas duas zaragatoas nasais, uma de cada narina uma vez que este método
parece constituir o melhor compromisso entre a aderéncia dos voluntdrios e a

sensibilidade analitica (Heikkinen, 2002).

Foram utilizadas zaragatoas estéreis de algodao. A zaragatoa foi gentilmente raspada no
interior da narina a 2-3cm da entrada, ap6s o que o cabo da zaragatoa foi partido, por
forma a que o terminal de algodao destas fosse colocada num ependorf com 100 uL de
RNAlater® (Ambion®, Applied Biosystems) e conservado a -70°C até extraccio do

RNA viral.

Das 248 amostras colhidas, por razdes orcamentais, apenas 138 amostras,

representativas de 17 voluntarios foram incluidas no presente estudo.
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2.2. Controlos Positivos

Os controlos positivos utilizados neste estudo foram gentilmente cedidos pelo National
Institute for Health and Welfare da Finlandia que desenvolveu um estudo

epidemioldgico da infec¢do por Rhinovirus na Finlandia (Savolainen-Kopra, 2009).

Os controlos positivos recebidos consistiram em amostras liofilizadas de RNA extraido
de uma cultura de Rhinovirus A tipo 2. Estes foram preparados dissolvendo a amostra
priméria liofilizada em 50 pl de agua isenta de nucleases. A partir destes controlos
concentrados foram preparadas dilui¢des seriadas até se obterem amostras com
concentracdes de 10~ a 10® da amostra original. Todos os controlos foram conservados

a-70°C.

2.3. Extraccao do RNA viral

A extraccdo do RNA viral foi executada a partir das zaragatoas nasais utilizando o
MagMAX™ AI/ND Viral RNA Isolation Kit (Ambion) de acordo com as instrucdes do
fabricante. A extrac¢do decorreu na sala de culturas apds descontaminacao da sala e da
camara de Fluxo Laminar, por irradiacdo UV durante 30 minutos (irradiacio da sala e

da camara de Fluxo com sistemas dedicados e independentes).

Ap6s preparagdo dos reagentes do Kit de extrac¢do de acordo com as instrugdes do
fabricante, procedeu-se a extraccio do RNA. Para tal, apés a descongelacdo das
amostras a temperatura ambiente, estas foram vortexadas vigorosamente durante 30
segundos. Com a ajuda de uma pinga inverteu-se a zaragatoa e apds nova agitacdo no
vortex durante 30 segundos, recolheu-se a suspensdao da amostra por centrifugacio,
descartando a zaragatoa. Adicionou-se entdo a suspensao da amostra, 802 uL de Viral
Lysis/Bindind solution, e apds nova agitacao no vortex (30 segundos) fez-se uma breve
centrifugacdo para remover as gotas da parede e da tampa do ependorf. Adicionou-se
entdo 20 uL da suspensdo de beads (ressupensa em vortex imediatamente antes de ser
utilizada) e apds agitagcdo em vortex manteve-se os tubos com agitacdo moderada
durante 4 minutos. Apds uma breve centrifugacdo para recolher os restos da suspensao

das paredes e tampa do eppendorf, com a ajuda de um magneto capturou-se as beads
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durante 3 minutos e descartou-se a solucdo. Procedeu-se a sucessivas lavagens das
beads. Primeiro uma vez com 400 uL de Wash Solution 1, e depois duas vezes com 200
pL de Wash Solution 2. Depois de um breve passo para secar ligeiramente as beads ao
ar 2 minutos, e tendo verificado que os ependorfs ficaram sem vestigios de solucdo, a
Eluicao do RNA foi feita com 50 pL de Elution Buffer vortexando vigorosamente
durante 3 minutos. Com a ajuda do magneto descartaram-se as beads magnéticas e
recolheu-se o sobrenadante com o RNA para outros ependorfs devidamente

identificados. Congelou-se o0 RNA a -70° até a sua utilizacdo no RT-PCR.

2.4. Amplificacao

A amplificagc@o fez-se em duas fases através da técnica de Semi-Nested-RT-PCR-em-

Tempo-Real no Termociclador-em-Tempo-Real LightCycler (Roche).

O RT-PCR-em-Tempo-Real foi realizado com concentra¢des dos primers OS e OAS
equimolares de 0,25uM, a desnaturac@o ocorreu a 95°C durante 5 segundos, hibridagcao
dos primers a 50°C durante 40 segundos e a extensdo a 72°C durante 40 segundos. A
rampa utilizada neste ensaio foi de 5°C/s e a aquisi¢do de fluorescéncia decorreu no

final da fase de amplificacao a 85°C.

O segundo passo da amplificacdo, o Semi-Nested-PCR-em-Tempo-Real foi realizado
com uma concentracdo de primer OAS de 0,5 uM e de primer IS RhvA_B de 0,25
UM.A desnaturacdo ocorreu a 94°C durante 10 segundos, a hibrida¢do ocorreu a 60°C
durante 15 segundos e a extensdo a 72°C durante 30 segundos. Usou-se uma rampa de

20°C/s e um volume de amostra de 2,5 uL.

2.5. Inquéritos

Para a recolha de dados ndo laboratoriais, no presente estudo optou-se pela utilizagcdo de
questiondrios (Anexo II) aos voluntdrios que participaram neste estudo. Estes foram
elaborados todos os meses juntamente com a colheita. O questiondrio foi elaborado de

acordo com os objectivos do estudo.
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2.6. Analise Estatistica

Para a prossecucdo da andlise estatistica dos dados recolhidos foi criada uma base de
dados no programa informdtico SPSS (versdo 16.0). A andlise estatistica desta
investigacao respeitou a natureza das varidveis e as suas especificidades. Assim, foram
aplicados testes paramétricos (andlise descritiva e teste de hipdteses) somente nas
situagdes em que as varidveis cumpriam os pré-requisitos estabelecidos (varidveis
quantitativas, continuas e com homogeneidade de variincias). Nos restantes casos,
aplicou-se estatistica nao paramétrica (anélise de frequéncias). As figuras apresentadas

foram criadas recorrendo ao Microsoft Excel.
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3. Resultados

3.1. Dados Pessoais

Os dados recolhidos referem-se as colheitas e respectivos questiondrios obtidos de 17
individuos (n=17) todos estudantes com idades compreendidas entre os 17 e os 27 anos
(mediana de 20 anos; Fig. 28). Apenas 3 individuos pertencem ao género Masculino

(tabela XI), enquanto os restantes 14 sdo do género Feminino.

Tabela XI — Distribuicio da
amostra por género.

Género N %
Masculino 3 17,6
Feminino 14 824
Total 17  100,0
Idade
30 N= 17
Minimo = 18
Maximo = 27
Mediana = 20
20

SD =

%

107

O_

18 19 20 21 24 27

Fig. 28 Distribuicio da amostra por idades.
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3.2. Dados relativos a patologias/alergias descritas no inquérito.

No que diz respeito a patologias e/ou alergias que os individuos referiram ter, 1
individuo (5,9%) referiu ter Asma (tabela XII), sucedendo o mesmo para a alergia de
pele e alimentar (tabela XII).Nenhum dos individuos estudados referiu possuir Alergia a
Medicamentos ou a Insectos (tabela XII). Quando questionados quanto a presenga de
Outras Alergias, 2 individuos (11,8%) referiam ter Rinite Alérgica (Fig. 29), e um
sujeito (5,9%) Alergia ao p6 ou polen (Fig. 29) enquanto 82,4% referiram a presenca de

outras Alergias nao especificadas(Fig. 29).

Tabela XII - Distribuicao da amostra quanto a presenca de asma, alergia de
pele, alergia alimentar, alergia a medicamentos e alergia a insectos.

Nao Sim Total
n (%) n (%) N
Asma 16 (94,1%) 1 (5,9%) 17

Alergia de Pele 15(93,8%) 1(6,2%) 16
Alergia Alimentar 15(93,8%) 1(6,2%) 16
Alergia

Medicamentos 16 (100%) 0 16
Alergia Insectos 16 (100%) 0 16
Outras Alergias
100

%

Outras Po, Polen Rinite Alérgica

Fig. 29 Distribui¢do da amostra quanto a presenca de outras
alergias.
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3.3. Sazonalidade do Rhinovirus

Quando se avalia a sazonalidade quanto a presenca de Rhinovirus ao longo do ano,

verificou-se que este foi detectado durante todo o ano, ainda que com maior prevaléncia

nos meses mais frios, isto é, de Outubro a Mar¢o, com o seu pico maximo em Janeiro

(Fig. 30). No més de Julho parece também verificar-se um aumento da prevaléncia do

virus porém, este dado pode ser enganador j4 que, o nimero de amostras colhidas nesse

més € bastante reduzido (n=5) (Fig. 30).

0%

70%
60%
50%
40%

30%

detectado ppr PCR

20%
10%

3%

Percentagem de amostras com Rhivovirus

S0% -

71%

Out

Sazonalidade da infeccao por Rhinovirus

81%
75% 75%

63%

56%
50% 50% 50%

W YRRV

14%

Nov Des Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul  Azo  Set

Més a que respeita a colheita

Fig. 30 Sazonalidade do Rhinovirus (o sombreado assinala o periodo que para efeitos deste

estudo foi considerado periodo de meses frios).

A andlise da sazonalidade feita individuo a individuo mostra ser muito varidvel.

Verifica-se que todos os individuos desta amostra t€ém pelo menos duas e,

frequentemente, quatro ou mais colheitas com presenca de Rhinovirus, com excepcao

do individuo UO7 que apenas realizou uma colheita (Fig. 31).
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Estudo Molecular da Epidemiologia da Infecc@o por Rhinovirus na Regiao do Grande Porto.

uo1 uos
Pos Pos
Neg Neg
ulsa ui1s
Pos Pos
Neg Neg
u20 uz21 u24
Pos Pos Pos
Neg Neg Neg
uz27
Pos
Neg
uoz
Pos
Neg
uo2 uo4
Pos
Neg
| u17 u28
Pos
Neg
§248855355235| [§EH8F0535738 | §EA8EEAEST9S

Fig. 31 Sazonalidade da presenga de Rhinovirus em cada individuo. A verde

encontram-se 0S

meses em que nao foi detectada a presenca de Rhinovirus, a vermelho os meses em que o

Rhinovirus foi detectado. A sombreado encontram-se os meses frios do ano.

Nas primeiras quatro linhas encontram-se os individuos que apresentam Rhinovirus nos meses
frios e nos meses quentes, enquanto nas ultimas duas linhas se encontram os dados relativos aos

individuos que apenas revelaram a presenga de Rhinovirus nos meses frios.

O individuo U007 apenas forneceu uma amostra e estd representado entre os dois grupos.
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Pode observar-se nas primeiras quatro linhas da figura 22 os individuos que tém
Rhinovirus nos meses de Inverno e de Verdo (Fig. 31). Na quinta linha observa-se o
individuo UO7 que apenas realizou uma colheita durante todo o ano que também foi

positiva para Rhinovirus (Fig. 31).

Nas duas dltimas linhas podem observar-se os individuos que apenas tiveram

Rhinovirus nos meses de Inverno (Fig. 31).

De uma forma geral, observou-se que o Rhinovirus foi detectado durante todo o ano.
Com efeito apenas no més de Agosto ndo foi detectado Rhinovirus em nenhum
individuo, mas trata-se de um més em que apenas foi possivel efectuar colheitas ao
individuo U018, o qual nunca apresentou Rhinovirus nos meses de verdo. Embora tenha
havido uma afluéncia de colheitas maior nos meses mais frios (de Outubro a Marc¢o), o
que pode influenciar estes resultados, pode observar-se uma maior prevaléncia de

Rhinovirus durante esses meses (Fig. 31).

3.4. Sintomatologia

Quando se analisa a correlacdo entre os sintomas que cada individuo manifestou durante
o més da colheita e as amostras que foram positivas para o Rhinovirus, verifica-se que
quando sdo relatados mais sintomas (6 e 7 sintomas) € mais frequente a deteccdo de

Rhinovirus nas amostras recolhidas (Fig. 32).

A presenca de Rhinovirus nos individuos que referiram ter a presenca de zero, um, dois
ou trés sintomas nao diferiu muito (Fig. 32). Paradoxalmente, os casos em que sao
relatados quatro ou cinco sintomas, estdo associados a menor deteccdo de Rhinovirus
(44% e 33% respectivamente; Fig. 32). A presenca de Rhinovirus atinge entdo o seu

maximo nos individuos que referem ter seis ou sete sintomas (Fig. 32).
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Rhinovirus e Sintomatologia anterior

120%

100%

100%

80%

64% 64%

60%

40%

20%

% de amostras RhV PCR+

0%

0] 1 2 3 4 5 6 7

N2 de Sintomas relatados nos 30 dias anteriores a colheita

Fig. 32 Correlagdo entre os sintomas manifestados no més da colheita e as amostras positivas
para Rhinovirus.

Como a deteccao de Rhinovirus, realizada por PCR em tempo real, € muito sensivel, é
teoricamente possivel que esta ocorra antes de surgirem o0s sintomas, o que pode

introduzir um facto de erro na analise anteriormente efectuada.

Assim, e uma vez que a sintomatologia registada nos inquéritos se referia aos 30 dias
anteriores a colheita da amostra decidimos reanalisar os dados incluindo os sintomas

nos 30 dias anteriores e 30 dias posteriores a colheita (Fig. 33).

Rhv e sintomatologia

120% 100%

100% 6% 30%

80% 64%  64%
60%
40%
20%

0%

0] 1 2 3 4 5 6 7

% de amostras RhV PCR+

N2 de Sintomas relatados nos 30 dias anteriorese 30 dias
posteriores a colheita

Fig. 33 Correlag@o entre os sintomas manifestados no més da colheita e no més seguinte e das
amostras positivas para Rhinovirus.
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Os resultados desta andlise foram equivalentes aos da andlise anterior confirmando-se
assim que na generalidade dos casos, em que a presenga de Rhinovirus estd associada a

manifestacdes clinicas, estas sdo relatadas no momento da colheita mensal (Fig. 33).

Uma vez que a presenca de alergias pode ser um facto perturbador da associacio entre a
presenca de Rhinovirus e a sintomatologia, optou-se por analisar apenas individuos que
ndo referiram possuir alergias identificadas. Quando, em individuos ndo alérgicos, se
procurou a relagdo entre cada sintoma e a presenca de Rhinovirus, ndo se observou
grande concordancia entre a presenca dos sintomas e a presenca de Rhinovirus (tabelas

XIII e XIV).

Foram realizadas duas andlises para os individuos ndo alérgicos que referiam ter
sintomatologia. Numa primeira andlise, procurou-se a relacdo entre a presenca de
Rhinovirus nos individuos com os sintomas sentidos nos 30 dias anteriores a colheita.
Posteriormente, e a semelhanca da analise que foi feita para a figura 33, analisou-se a
relacdo entre a presenca do Rhinovirus nestes individuos e os sintomas manifestados

nos 30 dias anteriores e os 30 dias posteriores a colheita.

Na primeira andlise foram correlacionados diferentes sintomas referentes ao més da
colheita (tabela XIII) face a presenca de Rhinovirus. Para nenhum dos sintomas a

correlagdo com a presencga do virus foi estatisticamente significativa (tabela XIII).

Tabela XIII — Correlag@o entre os sintomas de individuos ndo alérgicos referentes ao més em
que foi realizada a colheita e da presenca de Rhinovirus ou ndo nessas amostras.

Sintom. PCR N % Pearson
tomas Rhinovirus Ndo Sim X
. Neg. 21 24 53%
Espirros Pos. 44 24 35% 0,058
Pi . Neg. 14 31 69% s
Ingo nariz Pos. 25 43 63% '
. . Neg. 16 29 64%
Nariz entupido Pos. 35 33 49% 0,096
Neg. 12 33 73%
Dores cabeca Pos. 26 1 62% n.s
. ~ . Neg. 39 5 11%
Lacrimacao/Prurido Pos. 51 17 25% 0,076
Neg. 42 3 7%
Perda de Olfacto/Sabor Pos, 62 6 9% n.s
. . Neg. 37 8 18%
Prurido Nariz Pos, 47 21 31% n.s
Associacao Nariz/olhos Neg. 37 8 18% s
Pos. 62 6 9% '
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Curiosamente, ao contrdrio do que seria de esperar, observou-se uma tendéncia
(p<0,058) para a presenca de espirros ser menor em individuos com Rhinovirus (tabela
XIII). Observou-se essa mesma tendéncia (p<0,96) para a presenca de nariz entupido
nos individuos que tinham Rhinovirus (tabela III). Nos individuos com presenca de
Lacrimacao/Prurido observou-se uma tendéncia contraria (p<0,076). Os individuos com

Rhinovirus tinham maior presenca de Lacrimac¢do/Prurido (tabela XIII).

Quando se analisa a presenga de Rhinovirus em individuos ndo alérgicos, que referem
sintomas do més da colheita e do més seguinte, de forma semelhante a anélise anterior
nao se obtém diferencas estatisticamente significativas para nenhum dos sintomas

inquiridos (tabela XIV).

Tabela XIV — Correlacdo entre os sintomas referentes a individuos ndo alérgicos do més
anterior e més seguinte a realizacdo da colheita e da presenca de Rhinovirus ou ndo nessas
amostras.

Sintomas PCR N % Pearson
Rhinovirus Nao Sim X?
. Neg. 15 30 67%
Espirros Pos. 34 34 50% 0,08
Pi . Neg. 7 38 84% s
1ngo nariz Pos. 15 53 78% S
. . Neg. 11 34 76%
Nariz entupido Pos. 27 41 60% 0,093
Neg. 4 41 91%
Dores cabeca Pos. 16 50 76% 0,046
. = . Neg. 33 11 25
Lacrimacao/Prurido Pos. 47 11 31 n.s.
Neg. 41 4 9%
Perda de Olfacto/Sabor Pos. 56 12 18% n.s
. . Neg. 29 16 36%
Prurido Nariz Pos. 0 2% 38% n.s
L . Neg. 31 14 31%
Associacao Nariz/olhos Pos. 57 11 16% 0,061

Observou-se também aqui, uma tendéncia para a presenga de espirros (p<0,08), nariz
entupido (p<0,093), dores de cabeca (p<0,046) e associacdo dos sintomas ao nariz e

olhos (p<0,061) ser menor em individuos com Rhinovirus (tabela XIV).
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3.5. Reinfeccoes

Quando se analisou o nimero de infec¢des que cada individuo teve durante os meses em
estudo, observou-se que todos os individuos tinham pelo menos uma reinfec¢do durante
este periodo. O maximo de reinfec¢des que os individuos apresentaram neste periodo

foi trés infecgoes (Fig. 34).

Reinfecg¢oes vs Individuo
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S 29.40%
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! o
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o

Numerode infeccoes

Fig. 34 Frequéncia com que surgem reinfeccdes por Rhinovirus, no mesmo individuo ao longo
de um ano de “Follow-up”.

Observou-se que durante o periodo em estudo 5 individuos (29.4%) apenas
apresentaram uma infec¢ao, enquanto os restantes 12 (70.6%) apresentaram reinfecgdes.
S6 foram claramente observadas 1 ou 2 reinfec¢des, e estas apresentaram igual

frequéncia (6 individuos ou 35.3%) (Fig. 34).

3.6. Analise climatolégica

Tendo em conta a evidente relagdo entre a sazonalidade e a presenga de Rhinovirus
procurou-se analisar diferentes varidveis climatolégicas para se compreender de que

forma essas varidveis podem ou ndo ser relevantes na infeccao por Rhinovirus.

Através dos boletins climatolégicos mensais
(http://www.meteo.pt/pt/publicacoes/tecnico-cientif/noIM/boletins/index.jsp?cmbDep
=cli&cmbTema=pcl&cmbAno=2009&idDep=cli&idTema=pcl&curAno=2009)
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obtiveram-se os seguintes dados referentes ao periodo de estudo nos anos de 2009 e
2010: temperaturas absolutas mdxima e minima mensal; temperaturas médias maximas
e minimas mensais; precipitacio maxima didria e precipitagdo total mensal. Seria
também ntil analisar os dados relativos a humidade do ar porém estes nao se
encontraram disponiveis nos referidos relatérios. Através das temperaturas maximas e

minimas de cada més calculou-se a média das temperaturas mensais (tabela XV).

Tabela XV — Dados climatolégicos de 2009 e 2010.

Temperatura (°C) Precipitaciao Temperatura (°C) Precipitacao
Ano Msés Max. Min. Max. Diaria Miax. Min. Meédia Total Més
Ocorrida®  Ocorrida® (mm)? Més® Més®? Més” (mm) ?
2009 Out 30,4 9,2 36,8 23,1 15,1 19,1 102
2009 Nov 21,4 4,7 85 16,6 11,1 13,85 301,5
2009 Dez 18 0,1 41,3 14,2 7 10,6 302,5
2010 Jan 17,3 -1,7 35,3 12,8 6,4 9,6 147,3
2010 Fev 18,1 -0,1 32,7 13,7 6,6 10,15 146,4
2010 Mar 20,2 2,4 33,9 15,3 8,3 11,8 1654
2010 Abr 26,6 4 16,4 20,3 11,3 15,8 48
2010 Mai 32,7 53 19,6 20,5 12 16,25 49
2010  Jun 30,9 10,9 37,2 22,6 14,4 18,5 53,8
2010  Jul 37,5 11,6 1,5 26,4 16,6 21,5 4,1
2010 Ago 35,1 13,7 3,1 26,9 16,6 21,75 4,2
2010  Set 36,3 10,1 6,3 24,6 15,4 20 13,9

a) Dados obtidos através dos boletins climatolégicos mensais disponivens em: http://www.meteo.pt/pt/publicacoes/tecnico-
cientif/nolM/boletins/index.jsp?cmbDep=cli&cmbTema=pcl&cmbAno=2009&idDep=cli&id Tema=pcl&curAno=2009.
b) Média das Temperaturas Maximas do Més e Minimas do Més.

Através do relatério sazonal da época de inverno de 2009/2010

(http://www.meteo.pt/pt/publicacoes/tecnico-cientif/nolM/boletins/index.jsp?cmbDep=cli&cmbTema

=pcl&cmbAno=2009&idDep=cli&idTema=pcl&curAno=2009) constatou-se que a média das

temperaturas maximas para essa época foi de 13,9°C. Com este dado fez-se uma andlise
da presenca de Rhinovirus para temperaturas inferiores ou iguais a 13,9°C e superiores a

13,9°C.

Presenc¢a de Rhinovirus vs Tmédia

mensal
, 100%
8 oy p < 0,0443
3  60%
£ 40% R
3 20% 51.67%48.33% vneg
R

0% B Rhv pos

=13,9¢ >13,9°C

Tmédia mensal (2C)

Fig. 35 Presenca de Rhinovirus para temperaturas médias mensais inferiores ou iguais a 13,9°C
e superiores a 13,9°C.
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Verificou-se a existéncia de diferenca estatisticamente significativa (p<0,0443) na
frequéncia de amostras com Rhinovirus em func¢do da temperatura média mensal. Com
efeio, como se pode observar na Fig. 35, As amostras recolhidas em periodos com
Temperatura média inferior a 13.9°C apresentam Rhinovirus mais frequentemente do
que ocorre nos meses mais quentes (Fig. 35). Verificou-se ainda que os meses a que
correspondeu esta maior frequéncia sdo os meses de Novembro, Dezembro. Janeiro,

Fevereiro e Marco.

Quando se correlaciona a percentagem de Rhinovirus para as temperaturas absolutas,
correspondentes aos extremos maximos e minimos de cada més, ndo se observou

qualquer tendéncia (figuras 36 e 37).
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Fig. 36 Correlagdo da presenca de Rhinovirus com as temperaturas minimas absolutas.

A percentagem de Rhinovirus face as temperaturas absolutas minimas variou sem
nenhuma tendéncia evidente (Fig. 36), destacando-se a presenca de trés picos de
temperatura para os quais a percentagem de Rhinovirus foi elevada: aos 4,7°C; aos

9,2°C e aos 11,6°C (Fig. 36).

A semelhanga do que se observou com as temperaturas minimas absolutas, ndo se
observou qualquer tendéncia para a correlacdo entre a percentagem de Rhinovirus e as

temperaturas maximas absolutas. De igual forma destacam-se alguns picos de
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temperatura para os quais a percentagem de Rhinovirus é mais elevada: aos 21,4°C,

30,40°C e 37,5°C (Fig. 37).
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Fig. 37 Correlagao da presenca de Rhinovirus com as temperaturas maximas absoluta.
Com o objectivo de compreender o comportamento do Rhinovirus com as temperaturas
globais que ocorreram ao longo do ano correlacionou-se a Temperatura média mensal
com a frequéncia de amostras positivas para Rhinovirus (Fig. 38). Nao se observou
qualquer tendéncia para esta correlagdo porém destacam-se trés picos de temperatura
para os quais a percentagem de Rhinovirus € mais elevada. Estes picos de temperatura

situam-se nos 9,6°C, 13,85°C, 19,10°C e 21,5°C (Fig. 38).
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Fig. 38 Correlagdo da presencga de Rhinovirus com a Temperatura média mensal.
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4. Discussao

Através dos dados recolhidos de 17 estudantes, na sua maioria do género feminino
relativamente a sazonalidade do Rhinovirus, observou-se que o Rhinovirus nao s6 esta
presente durante todo o ano, como a infec¢do parece ser na maioria das vezes recorrente,
no mesmo ano. Apesar de a participacdo no estudo por parte dos estudantes voluntarios
ter sido maior nos meses de Inverno, e este facto poder de algum modo distrocer a
realidade estatistica, observamos uma maior prevaléncia do virus nos meses de inverno,
isto €, de Outubro a Mar¢o o que é compativel com a literatura. O més de Julho, com
apenas 5 colheitas, € um bom exemplo, de como a quantidade de amostras pode
comprometer os resultados obtidos. Neste més, observamos uma elevada percentagem
de amostras positivas para Rhinovirus. Porém, o reduzido nimero de amostras pode
estar a condicionar fortemente este resultado. Também no més de Agosto, em que
apenas o individuo U18 realizou colheita, o nimero de amostras disponiveis torna

impossivel qualquer analise.

Devido a enorme sensibilidade tedrica da técnica de Semi-Nested-RT-PCR-em-Tempo-
Real, era teoricamente possivel que a deteccdo do Rhinovirus pudesse anteceder a
presenga de sintomas, ndo porque estes ndo existissem, mas porque o tempo de
incubacgdo ainda ndo tivesse sido atingido. Por este motivo, analizamos a relacdo entre a
presenca de sintomas e a presenga de Rhinovirus de duas formas distintas. Num caso
incluimos apenas os sintomas presentes até 30 dias antes da colheita e noutro caso os
sintomas presentes numa janela de 60 dias (30 dias anteriores e 30 dias posteriores a
colheita). Os resultados obtidos indicam que € possivel observar uma maior frequéncia
de amostras com Rhinovirus em individuos que relatavam apresentar 6 ou 7 sintomas,
tanto quando estes se referiam aos 30 dias anteriores a colheita, como quando este
periodo se estendia também para os 30 dias subsequentes. Desta forma, podemos

concluir que na maioria dos casos, a detec¢do do virus ndo parece ser anterior ao

aparecimento de sintomatologia.

Como alguma da sintomatologia associada a infec¢do por Rhinovirus pode também
ocorrer com fendmenos alérgicos, em particular nos casos das alergias respiratrias e

sinusite, o inquérito procurava identificar os voluntdrios que poderiam possuir estas
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patologias crénicas. Quando estes individuos foram excluidos da anélise, e se indagou a
correlagdo entre cada sintoma relatado e a presenca de Rhinovirus, paradoxalmente foi
observado uma tendéncia (estatisticamente ndo significativa) para os individuos que
referiam apresentar espirros e nariz entupido apresentarem menos frequentemente
Rhinovirus (tabela XIII). Também a presenca de lacrimagao e prurido apresentava uma
tendéncia estatisticamente ndo significativa, mas neste caso a frequéncia de amostras
com Rhinovirus era maior nos individuos que referiam a presenga do sintoma. Quando
os sintomas analisados se referem ao periodo alargado (30 dias antes e 30 dias pds
colheita), mantém-se a paradoxal tendéncia observada para os espirros e nariz entupido,
surge uma tendéncia semelhante para a associacdo de sintomatologia no nariz € nos
olhos, e surge uma diferenga estatisticamente significativa (p<0.046) do mesmo teor
paradoxal para o sintoma dores de cabecga (tabela XIV). Assim, ndo parece haver uma
correlagdo estatistica consistente entre a presenca de sintomas isolados e a infecc@o por
Rhinovirus. Tal pode ndo ser de estranhar se tivermos em conta a inespecificidade dos
sintomas, e o grande leque de situacdes que os podem originar. Assim, ndo deixa de ser
significativo que a Unica relagdo estatisticamente consistente que encontramos fosse
com a associacdo de 6 ou mais sintomas, ja que esta poderd ser muito mais especifica da

infeccao por Rhinovirus do que qualquer sintoma isolado.

Um outro aspecto particularmente relevante que o desenho do presente estudo pode
responder diz respeito a andlise das reinfec¢des por Rhinovirus. Ainda que na presente
fase de estudo do projecto, ndo nos seja possivel avaliar se as reinfec¢des se fazem por
estirpes iguais ou diferentes, da mesma espécie ou de espécies de Rhinovirus diferentes,
€ no entanto possivel avaliar a frequéncia com que cada individuo se reinfecta ao longo
de um ano. Uma vez mais, o estado precoce do projecto (em que apenas 17 dos 36
individuos de que colhemos amostras estdo estudados, e em que para alguns individuos
ndo foi possivel estudar a totalidade das amostras por razdes or¢amentais), ndo nos
permite apresentar conclusdes definitivas, j4 que dispomos de um reduzido nimero de
individuos, e para alguns de apenas uma parte das amostras estudadas. Contudo os
resultados disponiveis indicam que todos os individuos tiveram pelo menos uma
infec¢do durante este periodo e, que a maioria dos individuos (12 em 17) apresentou

uma ou duas reinfec¢des (6 individuos em cada caso; Fig. 25).
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Como ¢é da sabedoria popular, e os dados ja discutidos suportam, as constipacdes
parecem ser mais frequentes nos meses de inverno. Uma das possibilidades para
explicar esta tendéncia relaciona-se com as diferentes condi¢des climdticas. Para testar
este facto, recolhemos e sistematizamos os dados climatoldgicos do Porto, disponiveis
nos Boletins Climatolégicos Mensais do Instituto Portugués de Meteorologia e
Geofisica e procuramos a sua relacdo com a frequéncia com que encontramos
Rhinovirus nas amostras recolhidas aos voluntdrios. Os dados obtidos permitiram-nos
encontrar uma relagdo estatisticamente significativa entre a temperatura média mensal e
a frequéncia de Rhinovirus: o Rhinovirus € mais frequente quando a temperatura média
mensal € igual ou inferior a 13,9°C (as mesmas frequéncias foram encontradas para o
valore de corte mais intuitivo de 14°C, mas mantivemos o valor de 13.9°C por este
corresponder a temperatura média maxima dos meses de inverno segundo o Relatério

sazonal da época de Inverno 2009/2010 do Instituto Portugués de Meteorologia).

Os restantes dados climatolégicos recolhidos (Temperatura méxima e Minima absoluta
do més, e Precipitacdo Mdaxima didria e Precipitagcdo Total Mensal) ndo apresentaram
qualquer relagdo estatisticamente significativa com a frequéncia de Rhinovirus. Uma
vez mais convém realcar que o reduzido nimero de amostras pode ndo nos permitir
encontrar todas as relacdes relevantes entre os dados, pelo que ndo podemos excluir em
absoluto que a continuidade do estudo venha a revelar relacdes por enquanto ndo

evidentes.

A observacdo da frequéncia de Rhinovirus em funcdo das Temperaturas minima e
maxima absolutas (Figs 27 e 28) apesar de ndo revelar tendéncias lineares de
comportamento, indica no entanto a existéncia de picos de frequéncia, que quando
associados aos meses em que ocorreram revela que os picos ocorreram sempre no
Inverno (Outubro, Novembro e Janeiro) existindo ainda um pico adicional no més de
Julho. Como j4 discutido anteriormente, este Ultimo pico que ocorre nao s6 nas
Temperatuiras minimas e maximas absolutas, mas também nas temperaturas médias
mensais poderd ndo ter qualquer significado devido ao reduzido nimero de amostras
estudadas neste més. Parece pacifico que nos meses de Outubro e Novembro ocorra este
aumento de Rhinovirus ja que, apesar de ndo corresponderem aos meses mais frios, sao

no entanto os meses de transi¢do entre o Verdo e o Inverno, o que poderd ser
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significativo nas adaptagdes térmicas a que o organismo Humano se encontra sujeito.
Também aqui parece haver uma estreita relacdo entre o saber popular, e os dados

observados.

5. Conclusao

Em conclusdo, o presente estudo, permitindo fazer um “Follow-up” continuo dos
mesmos voluntdrios ao longo do ano permitiu responder a um leque mais alargado de
questdes do que seria possivel com estudos ndo longitudinais que apenas se poderiam
basear nas frequéncias em cada momento. Contudo, a fase precoce em que o estudo se
encontra, bem como os muito limitados recursos econémicos disponiveis para o estudo
limitaram fortemente o alcance do mesmo. Com efeito, apesar de o estudo ter envolvido
um ndmero significativo de amostras (138 amostras), este nimero quando distribuido
pelos 12 meses do estudo reduz significativamente o poder estatistico dos dados
recolhidos. Também a varidvel adesdo da populacdo alvo do estudo (estudantes
Universitarios muitas vezes deslocadas das suas zonas de residéncia em férias),
comprometeu de algum modo a consisténcia das conclusdes obtidas, e reforca a
necessidade de prosseguir o estudo completando a anélise a totalidade dos voluntarios
envolvidos, a totalidade das amostras disponiveis para estes voluntérios, e se possivel
alargar o estudo no tempo, incluindo inclusivamente novas populagdes alvo como as

populacdes em maior risco clinico com esta infec¢ao (asméticos e 1dosos).
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A optimizacdo de um protocolo com a técnica Semi-Nested-RT-PCR-em-Tempo-Real
para detec¢do especifica e sensivel de Rhinovirus do tipo A e B revelou-se eficiente para
concentragdes virais até 10”. Sendo o RT-PCR-em-Tempo-Real realizado em 40 ciclos
com concentragdes dos primers OS e OAS equimolares de 0,25uM, a desnaturacdo
ocorreu a 95°C durante 5 segundos, a hibridacdo dos primers a 50°C durante 40
segundos e a extensdo a 72°C durante 40 segundos. A rampa utilizada neste ensaio foi
de 5°C/s e a aquisi¢do de fluorescéncia decorreu no final da fase de amplificacdo a 85°C.
Seguindo-se do Semi-Nested-PCR-em-Tempo-Real também realizado em 40 ciclos com
uma concentragdo de primer OAS de 0,5 uM e de primer IS RhvA_B de 0,25 uM. A
desnaturagdo ocorreu a 94°C durante 10 segundos, a hibridacdo ocorreu a 60°C durante
15 segundos e a extensdo a 72°C durante 30 segundos. A aquisi¢c@o de fluorescéncia foi

igualmente feita no final da fase de amplificacdo a 85°C.

Aplicado este protocolo as amostras colhidas e feito o tratamento estatistico dos
resultados obtidos através da execucdo deste protocolo bem como do questiondrio
aplicado aos voluntarios em cada colheita pode concluir-se que o Rhinovirus se encontra
presente durante todo o ano observando-se uma maior prevaléncia do virus nos meses

de inverno, isto €, de Outubro a Marc¢o.

Observou-se uma maior frequéncia em individuos que relatavam apresentar 6 ou 7
sintomas quer quando estes sintomas se referiam aos 30 dias antes da colheita como
quando este periodo se estendia também para os 30 dias posteriores a ela. Descartando
assim a hipétese de que o virus poderia estar a ser detectado antes do aparecimento dos

sintomas.

Relativamente as infec¢des que cada individuo teve durante o “Follow-up”, todos os
individuos tiveram pelo menos 1 infec¢do durante este periodo e a maioria dos
individuos teve uma ou duas reinfeccoes no mesmo periodo. Seria no entanto
interessante avaliar numa fase posterior se estas reinfecgdes sdo causadas pelas mesmas

espécies ou espécies diferentes de Rhinovirus.
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Conclui-se também com o presente estudo que o Rhinovirus € mais frequente para
temperaturas médias mensais iguais ou inferiores a 13,9°C neste periodo de estudo.
Com as temperaturas absolutas minimas e mdximas mensais pode constatar-se que 0s
picos de temperatura em que a frequéncia de Rhinovirus é maior correspondem a meses
de Inverno. Destes meses destacam-se as frequéncias observadas nos meses de Outubro
e de Novembro que, ndo correspondendo aos meses mais frios do periodo em estudo,

sd0 no entanto os meses de transicdo entre o Verdo e Inverno.

O presente estudo permitiu fazer um “Follow-up” continuo dos mesmos voluntdrios ao
longo do ano respondendo assim a um leque mais alargado de questdes do que seria
possivel com estudos ndo longitudinais que apenas se poderiam basear nas frequéncias
em cada momento. Contudo, a fase precoce em que o estudo se encontra, bem como os
muito limitados recursos econdmicos disponiveis para o estudo limitaram fortemente o
alcance do mesmo. E de salientar que devido aos limitados recursos econémicos dos 36
voluntdrios que realizaram colheitas ao longo deste ano apenas foram tratadas amostras
e dados correspondentes a 17 individuos. Apesar de o estudo ter envolvido um nimero
significativo de amostras (148 amostras), este nimero quando distribuido pelos 12
meses do estudo reduz significativamente o poder estatistico dos dados recolhidos.
Também a varidvel adesdao da populacdo alvo do estudo (estudantes Universitdrios
muitas vezes deslocadas das suas zonas de residéncia em férias), comprometeu de
algum modo a consisténcia das conclusdes obtidas, e reforca a necessidade de
prosseguir o estudo completando a andlise a totalidade dos voluntarios envolvidos, a
totalidade das amostras disponiveis para estes voluntdrios, e se possivel alargar o estudo
no tempo, incluindo inclusivamente novas populacdes alvo como as populagdes em

maior risco clinico com esta infecc@o (asmaticos e idosos).

Por tudo o que ja foi dito, parece evidente que o presente estudo, apesar de incluir
resultados muito interessantes, deverd ter continuidade no tempo. Esta continuidade
deve aprender com as limitacdes agora encontradas, procurando limitd-las no futuro.
Uma destas limitacdes prende-se com a forma como o questiondrio foi desenvolvido.
Com efeito foram encontradas alguns pontos que poderdo sofrer melhorias que
permitam uma melhor andlise dos dados: 1) As respostas deverdo preferencialmente

utilizar uma escala discreta de 5 pontos e ndo apenas respostas bimodais Sim/Nao; 2)
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Durante as colheitas tornou-se evidente que a questdo nimero 8 e 9 foram interpretadas
de forma diferente do que se pretendia. Os voluntdrios apenas responderam a questdo 9
quando tinha respondido sim a questdo 8 e o objectivo inicial do questiondrio era tratar
os dados destas duas questdes de forma distinta. Este facto deve passar a estar mais

evidente no questionario.
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Consentimento Informado

Para participagdo voluntaria no projecto “Estudo Molecular da

Epidemiologia da Infeccdo por Rhinovirus na regido do Grande Porto”
O Projecto acima designado, visa estudar mensalmente e pontualmente amostras nasais de
individuos da regido do Grande Porto com ou sem sintomatologia de infec¢do respiratdria
superior. Nestas amostras nasais serd pesquisada a presenga de agentes patogénicos (micrébios)
que causam infecc¢des respiratdrias ligeiras (conhecidas como constipacdes). A cada pessoa serd
também solicitada a recolha de uma amostra de sangue para estudo de variagdes genéticas que
possam explicar a maior ou menor tendéncia individual para ficar doente quando exposto a estes
agentes patogénicos.

Eu abaixo-assinado, declaro que concordei voluntariamente em participar no estudo acima
resumido e que autorizo a utilizacdo das minhas amostras para os fins descritos. Entendo que
em nenhuma situagcdo, a participacdo no estudo seri objecto de qualquer pagamento ou
retribui¢do financeira ou outra, e que os resultados do estudo nio constituem por si qualquer
beneficio pessoal para os participantes. Entendo e aceito que posso em qualquer momento
desistir da minha participagdo no estudo, ainda que as amostras que até essa data tiver
concordado em fornecer poderdo continuar a ser parte integrante do mesmo. Entendo também, e
aceito, que os responsdveis pelo projecto poderdo em qualquer momento desistir da minha
participacdo no projecto, por razdes de ordem cientifica, logistica, financeira ou outra, sem que
tal constitua razao para me sentir lesado.

Os responsaveis do projecto assumem sob compromisso de honra, manter sob estrito sigilo
todas as informagdes de ordem pessoal, nomeadamente as que permitam identificar o voluntério,
cruzar a identificacdo do voluntdrio com a da identificacio da amostra, bem como com os
resultados obtidos tanto para as amostras nasais como para a amostra sanguinea.

O Voluntério O Responsével pelo projecto
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ABET Mg,

Questionario/Inquérito

At
ol

O presente questiondrio destina-se a recolha dos dados sinfomatoldgicos no

MIAAINN
. EX'E'EE;( :

ambito do Projecto de Investiga¢do “Estudo Molecular da Epidemiologia da

7
%‘- r "‘-}t' |
‘%Fsﬁaﬁn"f

Infeccdo por Rhinovirus na regido do Grande Porto”.

Antecipadamente agradecemos o tfempo que dedicou a este estudo.

Identificacdo da Amostra:

1. Nome:
2. Data da colheita: / / Hora da colheita: / /

Caracterizacdo Geral:

(Preencher apenas se este for o seu primeiro inquérito)

3. ldade: anos
4, Profiss@o:
5. Sexo: Masculino .[ ] Feminino.... []

6. Tem manifestacdes de alergia/hipersensibilidade:

Asma brénquica Sim....[] Nd&o....[]
Alergia medicamentosa Sim....[] N&o....[]
Alergia de contacto/pele  Sim....[] Nd&o....[]
Alergia Alimentar Sm-....[] Nd&o....[]
Alergia picada Insectos Sim....[] N&o....[]
Outra L J Qual?

Sintomas nos Ultimos 30 dias:

.7. Durante os dltimos 30 dias alguma vez teve:
Espirros em série/frequentes  Sim..[[] Né&o....[]
Nariz a pingar Sim..[] N&o....[]
Nariz entupido Sim..[] Ndo....[]
Dores de cabeca Sim..[] N&o....[]
Lacrimagdo e prurido Sim..[] N&o....[]
Perda do olfacto e sabor Sim..[] Nd&o....[]
Comichdo intensa no nariz~ Sim..[] Nd&o....[]

8. Durante os dltimos 30 dias, os problemas de nariz foramn acompanhados de estados lacrimais ou de
“comichd&o” nos olhos? Sim [] Ndo []

9. Durante os Ultimos 30 dias que factores pensa que Ihe provocaram os problemas nasais?
P& da casa
Pélen de drvores e/ou plantas
Animais Domésticos
Produtos Irritativos (Quimicos)

Constipacdo

oooogno

Factores ndo identificados

114




