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RESUMO

Os astrovirus humanos cléssicos (HAstV-1 a HAstV-8) sdo virus comumente
associados a quadros de gastroenterite em criancas de até cinco anos de idade.
Recentemente novas espeécies de astrovirus, foram reconhecidas e designadas astrovirus
humanos néo classicos, Melbourne (HAstV-MLB) e Virginia (HAstV-VA), que tém sido
também encontrados em associacdo com gastroenterites e também com quadros clinicos
mais graves, tais como meningite e encefalite. Entretanto, ainda sdo escassos 0s estudos
sobre a ocorréncia desde patdgenos no Brasil, e até 0 momento sem relatos na regido
Centro-Oeste. Assim, investigou-se pela primeira vez a ocorréncia de astrovirus nédo
classicos, nessa regido, em amostras de fezes, obtidas entre maio de 2014 e abril de 2015,
de criancas de até 6 anos com ou sem sintomas de gastroenterite aguda. As criangas foram
atendidas no Hospital Materno Infantil na cidade de Goiania, Goias. Para a pesquisa de
MLB foi utilizada a reacdo em cadeia pela polimerase p6s-transcricéo reversa (RT-PCR),
seguida de Semi-Nested PCR tendo como alvo a regido 3’ final da ORF1b do genoma
viral. Foi ainda realizado o sequenciamento genémico e anélise filogenética para a
caracterizacdo molecular. De 250 amostras testadas, uma foi positiva (0,4%) para
astrovirus ndo cléssico, sendo essa caracterizada como HAstV-MLB1. A amostra foi
obtida de uma crianca de 12 meses de idade que apresentava diarreia e sintomas
respiratdrios (tosse), além de febre. Este é o primeiro estudo a detectar astrovirus ndo
classicos em amostras fecais obtidas na regido Centro-Oeste. Esperamos que os dados
obtidos possam contribuir para um melhor entendimento da epidemiologia molecular e

aspectos da patogenia desses agentes na populacdo pediatrica.

Palavras chave: Astrovirus ndo classicos, gastroenterite, HAstV-MLB, Semi-Nested
PCR



ABSTRACT

The classical human astrovirus (HAstV-1 to HAstV-8) are viruses commonly
associated with gastroenteritis in children up to five years of age. Recently new astrovirus
species have been recognized and designated as novel astrovirus, Melbourne (HAstV-
MLB) and Virginia (HAstV-VA), which have also been found in association with
gastroenteritis and other more severe clinical conditions such as meningitis and
encephalitis. However, there are still few studies on the occurrence of these pathogens in
Brazil, and so far without reports in the Midwest region. Thus, for the first time, novel
astrovirus was investigated, in this region, in stool samples obtained between May 2014
and April 2015 from children up to six years-old with or without symptoms of acute
gastroenteritis. The children were attended at the Materno Infantil Hospital in the city of
Goiania, Goias. For the MLB research the reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR) was used, followed by Semi-Nested PCR targeting region 3 'end of the ORF1b
of the viral genome. It was also carried out genomic sequencing and phylogenetic analysis
for molecular characterization. From 250 samples tested, one was positive (0.4%) for
novel astrovirus and characterized as HAstV-MLB1. The sample was obtained from a 12-
month-old child with diarrhea and respiratory symptoms (cough), in addition to fever.
This is the first study to detect non-classical astrovirus in stool samples obtained in the
Midwest region. We hope that the data obtained may contribute to a better understanding
of the molecular epidemiology and aspects of the pathogenesis of these agents in the
pediatric population.

Keywords: Novel astrovirus, gastroenteritis, HAstV-MLB, Semi-Nested PCR



1. INTRODUCAO

1.1. Historico

Os primeiros estudos sobre astrovirus (AstV) iniciaram em 1975, quando Madeley
e Cosgrove identificaram pequenas particulas virais, de diametro entre 28 e 30
nanémetros (nm), de aspecto arredondado e que apresentavam projecdes, conferindo ao
virus a aparéncia de uma estrela (Astron, do grego: estrela). Essas particulas foram
observadas por microscopia eletronica, em amostras fecais provenientes de criangas
menores de dois anos, com quadros de gastroenterite e em amostras fecais de recém-
nascidos, obtidas ap6s um pequeno surto de gastroenterite no Hospital Ruchill na cidade
de Glasgow, Escdcia (Madeley & Cosgrove 1975).

Em 1981, foi realizado por Lee e Kurtz, o cultivo e isolamento de AstVs em
células de rim de embrido humano (HEK) a partir de suspensdo fecal de um individuo
sintomatico, sendo possivel adaptar esses agentes a se replicarem também em células de
rim de macacos Rhesus (LLCMK2) e em células primarias de rim de babuinos (PBK)
(Lee & Kurtz 1981).

No ano de 1982, foram caracterizados, utilizando a técnica de imunofluorescéncia
indireta, os dois primeiros sorotipos de astrovirus humanos (HAstV), associados a quadro
de gastroenterite, sendo designados sorotipo 1 e sorotipo 2 (Lee & Kurtz 1982). Em 1984,
os HAstV, foram classificados em cinco sorotipos distintos (HAstV 1 a 5), pelo teste
imunoenzimatico (IFT) (Kurtz & Lee 1984). Com o avanco das técnicas moleculares, em
1994, foi possivel se obter a sequéncia gendmica completa do HAstV-1 (Willcocks et al.
1994) e, no ano de 1998, os HAstV foram classificados em oito sorotipos (HAstV 1 a 8)
(Matsui et al. 1998). No Brasil, a primeira deteccdo desse virus foi feita por
imunomicroscopia eletrénica nas fezes de uma crianca com diarreia que também
excretava rotavirus (Nozawa et al. 1985). Esses HAstV sdo agora referidos como
astrovirus humanos “classicos”.

Em 2008, Finkbeiner et al, utilizando analises metagenémicas a fim de identificar
novos virus causadores de diarreia, descobriram uma nova espécie pertencente a familia
Astroviridae, a partir de uma amostra fecal, coletada em 1999. A amostra havia sido
obtida de uma crianca de trés anos de idade que apresentava diarreia aguda, na cidade de
Melbourne na Australia. Apos o0 sequenciamento genémico, foi observado que esse virus

apresentava < 67% de similaridade nucleotidica com o genoma de AstV ja conhecidos,



tratando-se de uma nova espécie sendo denominada Astrovirus MLB1 (HAstV-MLB1)
(Finkbeiner et al. 2008).

Para outras espécies de HAstV existem dois sistemas de nomenclatura devido a
caracterizacdo simultanea desses virus por diferentes pesquisadores, sendo denominados
de VA/HMO. Finkbeiner e colaboradores (2009b) descobriram uma nova espécie de
AstV em amostras fecais obtidas durante um surto de gastroenterite em uma creche na
cidade de Virginia, EUA. Analises filogenéticas demonstraram que esse novo Vvirus,
apresentava divergéncia nucleotidica com os HAstV classicos e também com o AstV-
MLB1 (MLB1) que havia sido previamente descrito, sendo mais proximos
filogeneticamente a espécies de virus que infectavam doninhas (MAstV) e ovinos
(OAstV), sendo entdo denominado de Astrovirus VAL (HAstV-VAL).

Analises moleculares feitas por Kapoor et al. (2009) em amostras fecais de
individuos com diarreia, paralisia flacida aguda (ndo-pélio) e individuos saudaveis no
Nepal, Afeganistdo, Paquistdo e Nigéria, identificaram outras variantes de AstV. Foram
entdo, reportadas trés novas espécies de AstV, as quais eram filogeneticamente
relacionadas entre si e também as espécies de MAstV e OAstV sendo denominadas de
HMOAstV (do inglés human-mink-ovine-like astrovirus) e separadas em espécies A, B e
C.

Em outro estudo foram analisadas amostras fecais de criancas com gastroenterite
em duas regides: América do Norte (St. Louis, EUA) e Sul Asiatico (Vellore, india),
sendo detectadas trés novas espécies de AstV designados HAstV-VA2 (VA2), HAstV-
VA3 (VA3), e HAstV-MLB2 (MLB2) (Finkbeiner et al. 2009a). Em 2013, novos AstV
foram detectados em amostras fecais de criancas com ou sem gastroenterite sendo
identificado na india o HAstV-MLB3 (MLB3), e no Nepal 0 HAstV-VA4 (VA4) (Jiang
etal. 2013).

Mais recentemente, em 2014 analises moleculares de amostras fecais de criancas
com diarreia aguda de origem desconhecida em Burkina Faso na Africa, revelaram um
novo virus inicialmente denominado Burkina Faso 34 (HAstV-BF34) e posteriormente
HAstV-VAS (VA5S) (Phan et al. 2014). Juntos esses novos HAstV, chamados de MLB e

VA/HMO, formam o grupo denominado de astrovirus “nao classicos”.
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Figura 1 — Linha do tempo representando o histérico dos HAstV classicos e nao classicos.

1.2. Classificacdo

A familia Astroviridae foi classificada inicialmente pelo Comité Internacional em
Taxonomiados Virus (ICTV) em 1995 e no ano de 2004 foi subdividida em dois géneros:
Avastrovirus (AAstV) e Mamastrovirus (MAstV), ja em 2018 essa familia foi classificada
como pertencente ao reino Riboviria (ICTV 2018). O sistema de classificacdo proposto
pelo ICTV Astroviridae Study Group em 2010 recomenda que as classificages dos virus
sejam feitas baseados na sequéncia da regido que codifica a proteina do capsideo e que as
variantes das mesmas espécies compartilhem >75% de identidade entre as proteinas virais
(Bosch et al. 2012). A similaridade nucleotidica entre as espécies de HAstV, MLB e VA
estdo demonstradas no quadro 1.

Os AstV sdo divididos em dois géneros, Avastrovirus (AAstV), que infectam
aves, e sao divididos em trés espécies (Avastrovirus 1, Avastrovirus 2, Avastrovirus 3); e
0 Mamastrovirus (MAstV) que sdo os detectados em mamiferos, como: humanos
(Mamastrovirus 1), felinos (Mamastrovirus 2), suinos (Mamastrovirus 3), ledes-
marinhos (Mamastrovirus 4 e 11), caninos (Mamastrovirus 5), golfinhos (Mamastrovirus
7), doninha (Mamastrovirus 10), ovinos (Mamastrovirus 13) e morcegos (Mamastrovirus
12,e 14 a0 19) (ICTV 2018).

Comparado com os HAstV classicos, os HAstV néo cléssicos sdo muito diversos
entre si. Os trés clados do MLB pertencem a espécie Mamastrovirus 6 (MLB1, MLB2 e
MLB3), enquanto os virus do clado VA sdo divididos em Mamastrovirus 8 (VA2 e VA4),
e Mamastrovirus 9 (VA1 e VA3) (ICTV 2018).



Quadro 1 - Similaridade nucleotidica entre os astrovirus classicos (HAstV) e ndo classicos (HAstV-MLB e HAstV-VA). (Adaptado de Vu et al.
2017)

Especie Classico MLB VA2-VA4 VA1-VA3 VAS
Mamastrovirus Mamastrovirus 1 Mamastrovirus 6 Mamastrovirus 8 Mamastrovirus 9 Nao classificado
Sorotipo/Clado HAstV1-8 MLEIi}“’_g'?)LBZ’ VA2 (\H/Z\"f Ae VVAA13((HHMMOC;_CB))9 VAS

*ORF1la (protease e proteinas nédo estruturais)

Cléssico 100 - - - -

MLB 32,8 100 - - -

VA2-VA4 24,1 29,1 100 - -

VA1-VA3 24,2 28,9 67,4 100 -
VA5 23,9 28,2 61,5 59,6 100

ORF1b (RNA polimerase RNA dependente)

Classico 100 - - - -

MLB 54,5 100 - - -

VA2-VA4 51,8 49,4 100 -

VA1-VA3 53,0 49,3 73,7 100 -
VA5 52,2 50,7 74,0 71,5 100

ORF2 (proteinas do capsideo)

Cléssico 100 - - - -

MLB 27,5 100 - - -

VA2-VA4 24,0 21,9 100 - -

VA1-VA3 23,0 22,1 51,9 100 -
VA5 23,8 20,6 58,9 53,1 100

*ORF (do inglés, open reading frame)
Similaridade esta representada em porcentagem (%o)



1.3. Caracteristicas Estruturais

As particulas de AstV medem cerca de 40 nm de diametro, possuem capsideo de
simetria icosaédrica, ndo possuem envelope e apresentam projec6es na sua superficie que
se assemelham a uma estrela de cinco ou seis pontas (Méndez & Arias 2013). Os virus
excretados nas fezes podem medir entre 28 a 30 nm (Figura 1), enquanto os que se
replicam em células em cultura possuem maior didmetro, podendo medir até 41 nm,

considerando as projecdes na superficie da particula (Risco et al. 1995).

Figura 2 — Micrografia eletronica das particulas de astrovirus
humanos. Escala = 100 nm. (Fonte: Méndez & Arias 2013).

O genoma dos AstV consiste em uma molécula de RNA fita simples polaridade
positiva (+fsSRNA), de aproximadamente 6,8 quilobases (kb), excluindo a cauda poli A.
As porcdes terminais do genoma possuem regides nao traduzidas (do inglés, untranslated
region - UTR) nas extremidades 5’ ¢ 3°, além da calda poli A, formada por cerca de 30
adeninas (Bosch et al. 2014) e a VPg (do inglés, viral protein genome-liked) ligada

covalentemente a por¢do 5’ do genoma (Fuentes et al. 2012).



O RNA dos AstV também possui uma regido caracterizada por estar associada a
mudanca de quadro de leitura, denominada de “ribosomal frameshift” (RFS); a qual ¢
essencial na traducdo da RNA polimerase RNA-dependente (do inglés — RNA-dependent
RNA polymerase — RdRp), permitindo a traducdo de mais de um tipo de proteina a partir
de um mesmo RNA mensageiro (RNAmM). Enquanto os poliribossomos estdo traduzindo
0 RNAmM eles encontram essa estrutura que promove o seu deslocamento para frente ou
para trés, fazendo com que encontre o préximo cédon de iniciagdo, resultando em um
produto proteico distinto (Jiang et al. 1993; Marczinke et al. 1994). Existe outra regido
bem conservada no genoma dos AstV denominada de steemloop II, estrutura secundaria
presente no genoma dos HAstV. Essa estrutura ¢ formada quando duas regides
palindrémicas da mesma molécula e formam pares que d&o origem ao loop; sugere-se que
esse steemloop possa atuar na estabilidade do RNA e interagir com proteinas virais e
celulares essenciais para a replicacdo gendmica (Jonassen et al. 1998).

O genoma é subdividido em trés regides de leitura aberta (do inglés —open reading
frame — ORF), nomeadas da extremidade 5’ a 3°, ORFla, ORF1b ¢ ORF2 (Figura 3).

A
1000 2000 3000 4000 5000 6000 nt
: _[oRFX?]
Genoma O ORFla L ORFib | ORF2 b= A(AI
I | | Promotor | I |
RFS (AAAAAAAC) subgendmico Stem loop Il
RNA subgendmico (ed ORF2 b= A(An

Figura 3 - Organizacdo do genoma dos astrovirus humanos, apresentando as regides de
leitura aberta (ORFs) (Fonte: adaptado de Bosch et al. 2014).

As regibes ORF1a e ORF1b codificam proteinas ndo estruturais (nsPs). A proteina
nsPla é codificada pela ORF1a, ja a nsPlab é codificada pela ORFla e ORF1b. Ambas
sdo importantes para a transcricao e replicagdo. A ORF2 codifica a proteinas estrutural
VP90, expressa por RNAs subgenémicos, responsavel pela montagem do capsideo. A
nsPla codifica os dominios da helicase (HEL), transmembranas (TM), coiled-coil (CC),
e 0 dominio da protease (PRO), além da VPg, uma regido hipervariavel (HVR), sinal de
localizacdo nuclear (NLS) e um dominio de morte (DD), enquanto a nsP1ab codifica a

RdRp (Bosch et al. 2014). A proteina estrutural VP90, codificada pela ORF2, possui
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regides conservadas (dominios do capsideo), uma regido variavel (projecoes do capsideo)

e uma regido C-terminal (precursora da VVP70) (Figura 4) (Monroe et al. 1993).

8 190 200 300 4(?0 590 6(?0 790 800 990 aa
NLS
nsPla L HEL? m_ EB_Q__%U
DD
190 200 300 4(1)0 590 aa
nsPlab RdRp
100 200 300 400 500 690 700 800 aa
VP90 Capsideo P1 P2
t i
VP70
: | | |
VP34 VP27/29
L ]
LVP25/26

Figura 4 —Produtos proteicos produzidos a partir das poliproteinas nsP1a, nsP1ab e VP90
(Fonte: adaptado de Bosch et al. 2014).

Uma nova ORF, denominada ORFX foi observada no genoma dos HAstV e em
outras espécies pertencentes ao género MAstV. Esse gene sobrepde a regido 5’ da ORF2
no quadro de leitura +1. Sendo um gene sobreposto, onde a mesma sequéncia de
nucleotideos codifica duas ou mais proteinas em diferentes quadros de leitura, sugere-se
que essa ORFX atue como uma forma de auxiliar na codificacao de proteinas e regulacédo
de expressdo génica, especialmente em genomas compactos como os AstV (Firth &
Atkins 2010) (Figura 3).

1.4. Ciclo Replicativo

Né&o se sabe ainda qual o receptor celular especifico para os HAstV. Entretanto,
foi observado que diferentes sorotipos de HAstV, possuem diferentes tropismos,
sugerindo que o virus possa apresentar mais de um tipo de receptor/co-receptor nas
células-alvo (Brinker et al. 2000). Observagdes em células HEK239 indicam que, apds a
adsorcdo ao receptor, a entrada da particula viral na célula ocorre por endocitose
dependente de clatrina (Donelli et al. 1992). Além disso, a entrada e o desnudamento viral

dependem da diminuicdo do pH e maturagdo do endossoma (Méndez et al. 2012). Foi
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estimado que o tempo de ligacdo do virus ao receptor dure cerca de 10 minutos enquanto
0 processo de desnudamento da particula se aproxime de 130 minutos (Méndez et al.
2012). O processo de entrada do virus também é associado a ativagdo das vias de quinases
dependentes de estresse extracelular, ERK1/2 e PI3K, ambos sendo necessarios para
entrada e infeccdo efetiva (Tange et al. 2013; Méndez et al. 2014).

O genoma viral é entdo traduzido, com acdo importante da proteina VPg, que
modula a tradu¢do do mRNA interagindo com os fatores iniciadores de traducdo, assim
como nos calicivirus (Thorne & Goodfellow 2014), dando origem a duas poliproteinas
ndo estruturais, nsP1a ~101 quilodaltons (kDa), produto da regido ORF1a e nsPlab (160
kDa), produto das regides ORF1la e ORF1b. Essas duas proteinas sofrem clivagens por
proteases celulares e virais, dando origem a proteinas menores, as quais atuam na
replicacdo do genoma viral (Matsui & Kiang 2002). As proteinas nsP1a/4, RpRd e a VPg
interagem e contribuem para a producao de fitas negativas e positivas de RNA. As fitas
negativas sdo transcritas em RNAs subgendmicos, sendo traduzidos na proteina
estrutural. As fitas positivas sdo traduzidas em mais proteinas ndo estruturais ou
encapsidadas como genoma viral (Bosch et al. 2014).

A traducdo da ORF2 da origem a poliproteina VP90 de aproximadamente 90 kDa,
a qual € sintetizada a partir de um RNA subgenémico. Essa poliproteina estrutural atua
na morfogénese da particula viral em associacdo com a membrana intracelular; em
seguida ocorre a acdo das capazes que clivam a proteina VP90, transformando-a em uma
proteina menor de 70 kDa (VP70) (Mendez et al. 2002), o que resulta na maturacao dos
virions. Para que essas particulas se tornem infecciosas é necessario que a VP70 seja
clivada pela tripsina. A VP70 é clivada entdo em trés produtos menores: VP32,
responsavel pela formacao do capsideo, VP29 e VP26, as quais dao origem as projecoes
virais (Bass & Qiu 2000; Méndez et al. 2012).

As particulas virais sdo montadas inicialmente pela associa¢do da VP90 em torno
do genoma, resultando em uma particula viral imatura. O processo de clivagem da VP90
em VP70 além de ativar a infecciosidade da particula viral também se faz necessario para
que o virus seja liberado da célula, sem que ocorra lise celular (Méndez et al. 2004; Bosch
etal. 2014).
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Figura 5 — Ciclo de replicacdo proposto para os HAstV (Fonte: adaptado de Méndez et
al. 2012).

1.5. Patogenia e aspectos clinicos

Os AstVs sao transmitidos pela via fecal-oral, pela ingestdo de agua ou alimentos
contaminados, contato pessoa-pessoa ou por fomites (Midthun et al. 1993; Belliot et al.
1997; Abad et al. 2001). A infeccdo por HAstV causa um quadro de gastroenterite aguda,
sendo, nesse caso, caracterizado por diarreia agquosa de grau moderado, com duracdo de
dois a trés dias, associada com vomito, febre, anorexia e dor abdominal, sendo o vémito
menos comum do que nas infecgdes por calicivirus ou rotavirus (Méndez & Arias 2013).
Casos de internacdo também sdo menos frequentes do que na infecgdo pelo norovirus, o
qual se tornou um dos principais agentes responsaveis por casos de gastroenterite (Hall
et al. 2013). Utilizando dados obtidos de ensaios clinicos realizados em voluntarios e
surtos em creches, um estudo revelou um periodo médio de incubacdo para HAstV de
aproximadamente quatro dias, com 75% dos casos se tornando sintomaticos em cerca de

cinco dias ap6s o contato com o virus (Lee et al. 2013).



Testes in vitro mostraram que os HAstV estdo associados ao aumento da
permeabilidade da membrana celular causada pela interacdo entre as proteinas do
capsideo com as integrinas que existem nas juncdes entre membranas das células, e que
esse efeito € independente da replicacdo viral (Moser et al. 2007). Foi ainda observado
que as proteinas do capsideo encontradas no HAstV-1 se ligam ao receptor C1q e a lectina
ligadora de manose, bloqueando a ativagdo do sistema complemento pela via cléssica da
lectina (Méndez & Arias 2013).

A realizacdo de testes histopatoldgicos, obtidos a partir de material de biopsias
intestinais, realizadas em criangas imunocomprometidas infectadas por HAstV que
apresentavam diarreia, demonstrou que a infeccdo por AstV localiza-se no intestino
delgado, principalmente no jejuno (Sebire 2004).

A infeccdo por HAstV pode ser sintomatica ou assintomatica. Os sintomas
gastroentéricos causados pelos HAstV geralmente sdo agudos e autolimitados.
Entretanto, em determinados individuos a infec¢do pode causar quadros mais graves com
quadro sistémico (Cortez et al. 2017; Johnson et al. 2017). As complicacGes s&o
principalmente descritas em pessoas idosas (Marshall et al. 2007; Jarchow-macdonald et
al. 2015) e individuos imunocomprometidos. Alguns estudos mostram a relacédo entre a
presenca de particulas de HAstV nas fezes e quadros mais graves de diarreia em pacientes
adultos portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), pacientes que realizaram
transplante de medula 6ssea (Grohmann et al. 1993; Cox et al. 1994; Gallimore et al.
2005) e recém-nascidos prematuros com enterocolitenecrosante (ENC) (Bagci et al.
2008).

A presenca de HAstV no sistema nervoso central (SNC) de um paciente de 15
anos de idade, portador de agamaglobulinemia, uma anomalia ligada ao cromossomo X
também foi reportada, resultando em O&bito em decorréncia de encefalite. Apo6s a
realizacdo de biopsia do cortex frontal desse paciente, foi observada expressdo de
proteinas estruturais de um isolado denominado HAstV Puget-Sound (HAstV-PS), que
era geneticamente relacionado ao HAstV-V A1, localizadas principalmente nos astrocitos.
Também foram detectadas outras alteracBes no cérebro como degeneracdo neuronal
grave, infiltragdes de linfocitos T e macrofagos além de astrdcitos hipotréficos (Quan et
al. 2010).

Um estudo do tipo caso controle, realizado com amostras obtidas na cidade de

Vellore, india, mostrou que a presenca de MLB1 pode n3o estar relacionada a quadros de
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diarreia. Das amostras analisadas foi detectado o0 MLB1 em 3% das amostras de pacientes
sem diarreia, e em 1% dos pacientes com diarreia. Mesmo com essas diferencas de quadro
clinico, quando avaliada a carga viral, observou-se que o numero de particulas virais de
MLBL1 presentes nas amostras clinicas ndo diferiam entre individuos com diarreia (7 x
10%) ou sem diarreia (4 x 10 (Holtz et al. 2011a).

Um estudo de Holtz et al. (2011b), detectou 0 MLB2 no plasma de uma crianga
de 20 meses de idade, que apresentava febre associada a quadro de infec¢do respiratoria,
assim, os pesquisadores hipotetizaram que o MLB2 possa estar associado a doencas
respiratorias. Nenhum outro patdégeno foi encontrado nas amostras, sugerindo que o
MLB2 foi o responsavel pelo quadro febril do paciente. Um outro estudo também
detectou 0 MLB2 no swab nasal de criangas com quadro febril (Wylie et al. 2012). Esses
dados reforcam que a infeccdo dos MLBs ndo esteja restrita apenas ao trato
gastrointestinal, sendo assim importantes mais estudos sobre a patogénese desses agentes.

Cordey et al. (2016b) realizou uma pesquisa com 0 objetivo de determinar a
etiologia da meningoencefalite e de doencas respiratorias por meio de sequenciamento de
nova geracdo. A presenca do MLB2 foi identificada em um dos pacientes com quadro de
meningite aguda, sendo encontradas particulas virais no liquido cefalorraquiano, plasma,
urina e swab anal do paciente. A partir desse caso, foi entdo realizada uma triagem para
MLB2, em 934 amostras fecais de 615 pacientes e 424 amostras de liquido
cefalorraquidiano de outros 404 pacientes previamente hospitalizados, sendo identificado
um segundo paciente com quadro de meningite, com resultados positivos nas fezes e
plasma. Adicionalmente foi identificado o MLB2 nas amostras fecais de outros cinco
pacientes pediatricos, sendo um imunocompetente e quatro imunocomprometidos. Os
dados obtidos sugerem que este virus possa se disseminar para além do sistema digestorio.

Em relacdo aos VAs, a presenca do VAL foi relacionada a quadros de encefalite
em pacientes imunocomprometidos (Brown et al. 2015; Frémond et al. 2015; Naccache
et al. 2015; Lum et al. 2016). Foi reportada a presenca do VA1 em um paciente de quatro
anos de idade diagnosticado com doenga celiaca e que apresentava quadro de
gastroenterite (Smits et al. 2010) e também a presenga do VA3 em soro de pacientes com
hepatite de etiologia desconhecida (Gonzales-Gustavson et al. 2017).

As particulas de HAstV sdo excretadas nas fezes, com as maiores taxas sendo
detectadas no sexto dia apos a infeccdo (Méndez & Arias 2013). Em relacéo a carga viral

dos sorotipos (1, 2, 3, 4 e 8), as médias variaram entre 3,4x10% a 1x10* por grama de
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fezes, sendo detectadas cargas mais elevadas para o sorotipo 3, quando comparado aos
demais, sendo esse sorotipo associado a um quadro mais grave de gastroenterite
(Caballero et al. 2003).

Dados epidemioldgicos indicam que a maioria das criangas adquirem imunidade
contra os HAstV antes de completarem cinco anos de idade, sendo que a maioria delas
apresentam anticorpos conta 0 HAstV-1 (Kriston et al. 1996; Koopmans et al. 1998). A
maior parte dos anticorpos conta o sorotipo 1 e 3 sdo encontrados em crian¢as menores
de dois anos de idade, enquanto que anticorpos especificos para os sorotipos 4 e 8 sdo
encontrados mais frequentemente em criancas maiores de trés anos. Isso sugere que a
resposta imune contra 0s sorotipos mais comuns, geralmente estimulada nos primeiros
anos de vida, falha em apresentar uma protecdo contra novos sorotipos ou variantes (Guix
et al. 2002).

1.6. Diagnoéstico

Para o diagnostico laboratorial da infeccdo por HAstV utiliza-se amostras fecais
obtidas na fase aguda. Podem ser utilizados métodos de detec¢do da particula inteira como
a microscopia eletronica (ME) ou imunomicroscopia eletronica (Madeley & Cosgrove
1975), ensaios imunoenziméaticos (EIA) (Fodha et al. 2006) e testes de
imunocromatografia para a pesquisa de antigenos virais. Em um estudo foi demonstrado
que o uso do kit de imunocromatografia, pode ser uma alternativa mais rapida para a
triagem de HAstV classicos diretamente das amostras fecais de pacientes e apresentando
o resultado entre 15 a 20 minutos (Khamrin et al. 2010). Entretanto, a confirmacéo dos
casos positivos deve ser realizada com a utilizacdo de um método molecular.

Com o advento das técnicas moleculares, que tem como alvo a amplificacdo do
genoma viral, surgiram novas possibilidades de ensaios que aumentam a sensibilidade e
especificidade no diagnostico de AstV em amostras fecais como: Reacdo em cadeia da
polimerase pés-transcricao reversa (RT-PCR), seguido de Nested ou Semi-Nested PCR,
PCR em tempo real e sequenciamento de nova geracéo, para deteccdo do virus e podendo
ainda serem utilizados o sequenciamento genémico e analise filogenética para melhor
caracterizagdo dos AstVs (Noel et al. 1995; Dai et al. 2010; Cordey et al. 2016a) A técnica
de RT-PCR continua sendo a técnica mais utilizada por laboratérios de pesquisa, para a
triagem e genotipagem do HAstV (Verma et al. 2010; Khamrin et al. 2016). Para realizar

a identificagdo dos sorotipos de HAstV 1 a 8, o uso dos iniciadores Mon244/Mon245 e

12



Mon269/Mon270, que tém como alvo a regido 5' da ORF2, sdo os mais utilizados (Noel
et al. 1995).

Com a descoberta dos HAstV néo classicos, os principais alvos dos iniciadores
utilizados para a deteccdo do virus sdo as regides codificantes e bem conservadas do
genoma. Para os MLBs a extremidade 3’ da ORF1b e para os VAs a extremidade 5’ da
ORF2 (Hata et al. 2015).

O ensaio de microarranjo também se mostrou uma ferramenta Gtil na detecgéo e
caracterizacdo dos HAstV. Um estudo mostrou que um ensaio de microarranjo que utiliza
sondas de oligonucleotideos para os oito sorotipos pode ser usado para distinguir os
diferentes sorotipos de HAstV cléssicos (Brown et al. 2008), enquanto a plataforma de
microarranjo “Combimatrix” é capaz de detectar diferentes virus gastroentéricos como
AstV, adenovirus, norovirus e rotavirus de forma simultanea (Kim et al. 2012).
Entretanto, esses métodos possuem ainda um elevado custo, o que torna seu uso ainda
limitado.

O diagndstico de HAstV cléssicos e ndo classicos em sua maioria sdo restritos a
centros de pesquisa, ndo disponiveis em laboratdrios de rotina e sua importancia como
agentes etioldgicos de gastroenterites em casos hospitalares e surtos permanece pouco

compreendida, com poucos estudos, principalmente em relagdo aos ndo classicos.

1.7. Epidemiologia

Como referido, os HAstV sdo transmitidos pela via fecal-oral (Kurtz et al. 1979;
Midthun et al. 1993; Méndez & Arias 2013), sendo que agua e alimentos contaminados
atuam como o0s principais veiculos de transmissdo (Bosch 2007; Koopmans 2008).
Portanto, surtos de HAstV ndo sdo incomuns. Na cidade de Katano, Japéo, a infeccdo por
HAstV acometeu criancgas e adultos em 14 escolas que receberam alimentos fornecidos
por trés cozinhas em comum (QOishi et al. 1994). Foi identificado também a infec¢do por
HAstV, e outros virus entéricos, em um surto de gastroenterite ocorrido na Franga em
pessoas que consumiram ostras, encontrando os HAstV nas amostras fecais e também nos
animais (Guyader et al. 2008). Entre os alimentos envolvidos em surtos encontram-se 0s
mexilhdes, demonstrando que o cultivo de frutos do mar em aguas contaminadas pode
resultar em casos de gastroenterite por estes agentes (Vilarifio et al. 2009).

A comercializacdo de alimentos frescos e prontos para 0 consumo tem aumentado

significativamente entre a populacdo, devido a praticidade e ao desejo de uma
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alimentacdo mais saudavel, os tornando um possivel veiculo de transmisséo de infecgdo
alimentar (Mir et al. 2018). A contaminacg&o desses alimentos pode estar associada a agua
usada na irrigacéo, solo, fertilizantes organicos e manipulacdo humana (Brassard et al.
2012). Alimentos como hortaligas e algumas frutas ja foram reportados em casos de surtos
alimentares (Pintd0 & Bosch 2008). Estes produtos geralmente passam por pouco ou
nenhum processamento antes de serem consumidos e agem como veiculos na transmisséo
de virus entéricos (Bosch et al. 2014).

A presenca dos HAstV também ja foi detectada em aguas de superficies em uma
area onde havia sido reportado surto de gastroenterite (Pinto et al. 1996). Embora o risco
de infec¢do por HAstV no contato com aguas poluidas seja menor do que o risco de
infecgdo pela ingestdo de agua, foi relatado um surto de gastroenterite por HAstV e
norovirus entre pessoas que tomaram banho em uma piscina publica na cidade de Helsink,
Finlandia (Maunula et al. 2004). Além disso, fémites contaminados com fezes também
podem ser implicados na transmisséo dos HAstV, principalmente em locais semifechados
e com aglomeracéo de pessoas como creches, hospitais e escolas (Abad et al. 2001).

Os HAstV infectam predominantemente a populacgéo infantil (Shastri et al. 1998;
Kirkwood et al. 2005), em um espectro que varia principalmente entre recém-nascidos a
criangas com até cinco anos de idade, entretanto, um estudo realizado na Espanha mostrou
que a maior parte dos individuos infectados possuiam menos de cinco anos de idade (Guix
et al. 2002). Dados da literatura revelam que as infeccdes por HAstV sdo mais comuns
entre criangcas menores de dois anos (Kim et al. 2019). Foi reportado também a detec¢édo
de HAstV entre pacientes imunocomprometidos, idosos que vivem em asilos (Marshall
et al. 2007; Jarchow-macdonald et al. 2015), e adultos saudaveis (Belliot et al. 1997;
Pager & Steele 2002).

Esses HAstV possuem uma distribuicdo cosmopolita, sendo o sorotipo HAstV-1
0 mais frequentemente detectado em populagdes de diferentes partes do mundo (Palombo
& Bishop 1996; Naficy et al. 2000; Sakamoto et al. 2000; Espul et al. 2004; Gabbay et al.
2007; Nguyen et al. 2008; Verma et al. 2010). A incidéncia dos HAstV varia de 2 a 9%
em quadros de diarreia aguda e ndo bacteriana em criangas (De Benedictis et al. 2011),
porém alcancgando picos de até 61% dependendo da populagdo (Maldonado et al. 1998).

A idade da primo-infecgdo por HAstV pode variar por varios motivos, como
saneamento basico, higiene e habitos alimentares. Em estudos conduzidos em amostras

fecais de criancas dos Estados Unidos, Francga e Japdo, foram encontrados indices de
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positividade para HAstV nas fezes que variou de 6,9% nos EUA, 1,8% na Franca e 1,7%
no Japdo (Shastri et al. 1998; Tran et al. 2010; Jeong & Jeong 2012).

Um estudo recente mostrou que no Brasil, a média de positividade para HAstV
entre a populacdo infantil hospitalizada é de 3,9%, sendo mais elevada considerando-se
as criancas menores de 1 ano (5,3%) (Siqueira et al. 2017). Outros estudos mostram
indices de positividade que variam entre 4,3% a 28,2% em populagdes pediatricas
(Resque et al. 2007; Santos et al. 2007), entretanto pode ser encontrada uma frequéncia
mais elevada durante os surtos, podendo chegar até 56%, como demonstrado em amostras
fecais de populacdo da Reserva Maxakali, Minas Gerais, causado pelo HAstV-2 (Gabbay
et al. 2006). Nos estados do Rio de Janeiro e Para foi detectada positividade de 14% e
14,7%, respectivamente (Victoria et al. 2007; Aragédo et al. 2010). Em um estudo
realizado com amostras coletadas entre janeiro de 2005 e dezembro de 2011, afim de
observar a positividade para HAstV, encontrou-se uma média de 7,1% de positividade
em criangas com menos de cinco anos e que apresentavam casos de diarreia aguda, nas
regides Sul (7,9%), Sudeste (9,2%) e Nordeste (3,9%) do pais (Xavier et al. 2015). Ja em
um estudo realizado recentemente entre criangas menores de cinco anos, com e sem caso
de gastroenterite aguda mostrou positividade global de 4,7% sendo 6,2% em sintomaticos
e 2,4% em assintomaticos (Bitencurt et al. 2019). Todos esses estudos brasileiros foram
feitos utilizando a metodologia de RT-PCR e com excecdo as amostras de um surto, 0
sorotipo mais identificado foi 0 HAstV-1.

Dentre os oito sorotipos circulantes, HAstV 1-8, o sorotipo HAstV-1 é o mais
frequente mundialmente, seguido pelos sorotipos 2-5 e 8, enquanto os sorotipos HAstV-
6 e 7 séo raramente detectados (De Benedictis et al. 2011). Entretanto, ocorrem variagoes
de circulacdo viral dependendo do tempo e localizagdo, como um estudo realizado na
Cidade do México mostrando o sorotipo 2 como o mais frequente na populacao (Guerrero
et al. 1998).

Na regido Centro-Oeste, um estudo realizado com amostras fecais de criangas com
diarreia aguda nas cidades de Campo Grande, Goiania e Brasilia revelou positividade de
3,5% para HAstV utilizando como método de triagem o RT-PCR. Neste estudo foram
detectados os sorotipos HAstV-1, 2, 3, 4, 5 e 6 em Brasilia, e os HAstV-1, 2, 4, 7 e 8
foram detectados em Goiania e em Campo Grande, entre 0os anos de 1994 e 2003. O
HAstV-1 foi o sorotipo mais frequente nas amostras obtidas em Goiania e em Campo
Grande e 0 HAstV-2 na cidade de Brasilia (Silva et al. 2009).
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Em relacdo aos HAstV ndo classicos, um estudo realizado por Finkbeiner (2009),
foi o primeiro a identificar MLB1, analisando 254 amostras fecais, obtidas entre maio e
junho de 2008, por RT-PCR, em um grupo de criangas com quadros de diarreia, que foram
admitidas no St. Louis Children’s Hospital na cidade de St. Louis, Missouri, sugerindo
que o virus tenha saido da Australia e se disseminado pelo mundo. Algum tempo depois,
o MLB3 foi detectado na india em cerca de 0,6% das amostras fecais analisadas (Jiang et
al. 2013). Um estudo realizado no Gambia e Quénia em uma populagéo de criangas com
idade entre 0 e 59 meses, apresentando diarreia moderada ou grave e controles pareados,
mostrou a ocorréncia de HAstV classicos e ndo classicos com positividade total de 9,9%,
para HAstV cléssicos, MLBs e VAs. A espécie MLB3 foi a mais frequente (2,6%) seguida
de HAstV (2,5%) e MLB1 (1,7%), ja as espécies VAL e VA2 foram detectadas em uma
baixa porcentagem, sendo mais detectados nas amostras controle do que nos casos, em
ambos os paises (Meyer et al. 2015).

No Brasil, ao nosso conhecimento, existe apenas um estudo sobre astrovirus néo
classicos. Neste estudo, 200 amostras de individuos provenientes de trés regides costeiras
do pais (Nordeste, Sudeste e Sul) foram analisadas por RT-PCR, sendo o virus MLB1
detectado em duas amostras de criangcas com gastroenterite. Sugerindo a circulacdo do
virus em dois estados brasileiros, Maranhdo e Rio de Janeiro, e revelando que as novas

espécies de astrovirus ja circulam no pais (Xavier et al. 2015).

1.8. Prevencéo e Controle

A medida mais eficiente para a prevengdo da infeccdo por HAstV é a boa
higienizacdo das mdos com agua e sabdo, especialmente ap6s o uso do banheiro e antes
de comer ou preparar alimentos (Vu et al. 2016), principalmente em locais de alto risco,
como hospitais, asilo, creches e restaurantes, onde € mais comum ocorrer o contato
pessoa-pessoa ou a contaminacdo de alimentos. A desinfeccdo de fomites também é
altamente recomendado. O uso de alcool a 90%, mostra-se eficiente na desinfeccdo de
fomites e das méos (Kurtz et al. 1980). A detecgdo e inativagdo do virus em agua e
alimentos representa a melhor opcéo para a prevencdo de surtos relacionados a agua e
alimentos. Os HAstV mostram uma sobrevivéncia prolongada em &gua, mas o uso da
concentracdo de 1 mg/litro de cloro por cerca de duas horas mostra uma boa taxa de
inativacao do virus (Abad et al. 1997).

16



A gastroenterite causada por HAstV é geralmente moderada e autolimitado
podendo afetar a rotina das pessoas infectadas por alguns dias, entretanto ndo é necesséria
uma terapia especifica. Os cuidados indicados para os pacientes acometidas pelo HAstV
sdo 0s mesmos aplicados em quadros de gastroenterites, de uma forma geral. Em casos
onde ocorre a desidratacdo o tratamento € realizado por rehidratacdo oral (Méndez &
Avrias 2013).

Até o momento, ndo foram licenciadas vacinas contra os AstVs. A falta de
interesse pode ser reflexo do conhecimento de dados epidemioldgicos que mostram a
infeccdo por HAstV ser geralmente autolimitada, sendo raros os casos fatais. Um fator
importante a ser considerado para o desenvolvimento de uma vacina eficaz seria que a
vacina devesse fornecer uma cobertura abrangente contra todos os tipos virais circulantes,
ou ao menos 0s mais frequentes. Recentemente foi reportado o desenvolvimento de uma
vacina trivalente de subunidade, pela fusdo dos dominios P dos trés virus: AstV,

Norovirus e o virus da Hepatite E (Xia et al. 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

A gastroenterite aguda (GEA) constitui importante problema de saide mundial,
sendo uma das principais causas registradas de morbidade infantil, em criancas de até
cinco anos de idade, tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises
desenvolvidos (Liu et al. 2012). Enquanto o nimero de infecgdes por bactérias e parasitas
tende a diminuir, ap6s uma maior distribuicdo de dgua tratada e politicas de saneamento
bésico, os indices para 0s casos de gastroenterite associados aos virus ainda permanecem
elevados, sendo varios os agentes associados a esse quadro. Além disso, de tempos em
tempos, novos virus gastroentéricos sdo descobertos e passam a ser associados a quadros
de gastroenterite (Oude Munnink et al. 2016). Ademais, ap6s o licenciamento e
implementacdo das vacinas contra os rotavirus em diferentes paises do mundo, outros
agentes gastroentéricos como os astrovirus, adenovirus e calicivirus tem assumido papel
de destaque na etiologia das gastroenterites virais (Bucardo et al. 2014; Yu et al. 2018),
e, dependendo da populacdo analisada, os HAstV podem ser os mais detectados,

superando os indices de rotavirus e norovirus (Arowolo et al. 2019).

Os astrovirus tém uma ampla gama de hospedeiros de diferentes espécies. E,
recentemente, novas espécies do grupo HAstV-MLB e HAstV-VA/HMO, que infectam
humanos, mas que tem a maior similaridade gendmica com virus que infectam animais,
foram descobertas (Kapoor et al. 2009; Finkbeiner et al. 2009a) Tais agentes além de
serem associados a gastroenterite, tem também sido associados a outros quadros clinicos
(Holtz et al. 2011b, 2011a; Cordey et al. 2016b). Tais fatos sugerem a ocorréncia de
recombinacdo gendmica entre diferentes tipos de astrovirus, bem como do potencial de
emergéncia de novas variantes de HAstV na popula¢do humana (Vu et al. 2017).

Apesar do aumento de estudos acerca dos HAstV classicos, dados sobre HAstV
ndo cléssicos sdo ainda escassos. Ao nosso conhecimento, ndo existem ainda estudos
sobre os HAstV néo classicos em populagdes de outros paises da América do Sul e, no
Brasil, existe apenas um estudo que pesquisou 0s HAstV nao classicos na regido litoranea
do pais (Xavier et al. 2015). Portanto, dados sobre a frequéncia e a distribuigdo geografica
dos genotipos desse virus pelo pais, bem como suas associa¢fes com sintomatologia

apresentada pelos individuos infectados sdo limitados.
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Com o passar dos anos dados da literatura demonstram o surgimento de novas
espécies de astrovirus (HAstV ndo classicos) que infectam humanos, bem como sua
associagdao a quadros mais graves, 0s quais sugerem a disseminacdo desses virus para
outros locais do organismo. Dessa forma, é notoria a lacuna no conhecimento em relagéo
a epidemiologia molecular desses agentes virais no Brasil, fato que suporta a realizagédo

do presente estudo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
3.1.1. Pesquisar astrovirus humanos nao classicos em uma populacéo de criangas com
ou sem sintomas de gastroenterite, atendidas em um hospital de referéncia para o

atendimento infantil em Goiania, Goias.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Determinar a positividade para astrovirus humanos néo classicos (HAstV-MLB)
em amostras de fezes das criancas participantes do estudo;

3.2.2. Realizar a caracterizacdo molecular das amostras positivas para HAstV-MLB,;

3.2.3. Associar os sintomas apresentados pelos participantes do estudo com a
positividade para HAstV-MLB.
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4. METODOLOGIA

1.1. Local de estudo

O Hospital Materno Infantil (HMI) é um hospital publico de referéncia no
atendimento pediatrico em Goias. Além do atendimento ambulatorial e de emergéncia
oferece atendimento nas especialidades de pediatria, ginecologia e obstetricia, sendo sua
atencdo voltada para criangas e mulheres.

1.2. Coleta de amostras

Este é um estudo observacional descritivo, de corte transversal para a pesquisa de
astrovirus humanos nao classicos em amostras de fezes, obtidas por conveniéncia entre
maio de 2014 a abril de 2015, de criangas com ou sem sintomas de gastroenterite aguda,
atendidas no HMI, com ate seis anos de idade. As amostras fecais foram coletadas

semanalmente, sendo obtida uma amostra de cada crianca participante do estudo.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goias (CAAE 19948113.6.0000.5078) (Anexo 1). O
trabalho faz parte do monitoramento continuo das gastroenterites virais na regido Centro-
Oeste, em diferentes populacées, que vem sendo realizado desde a década de 1980 pelo
Laboratdrio de Virologia Humana e Cultivo Celular/IPTSP/UFG.

Para a inclusdo das criancas, procedeu-se uma abordagem direta dos possiveis
casos elegiveis. Os prontuarios/fichas de avaliacdo clinica das criangas selecionadas
foram avaliados pela médica da equipe de pesquisa, e, para a definicdo de quadro
sintomético, foram considerados 0s seguintes critérios: apresentacdo de sintomas
gastroentéricos (vomito e/ou diarreia com ou sem dores abdominais, com ou sem febre),
ja o quadro assintomatico foi constituido por criancas que apresentavam outros sintomas,
sendo atendidas no hospital por outros motivos, como: outras doencas infecciosas,

procedimentos cirurgicos, doencas congeénitas, entre outros.

Apos identificacdo dos casos elegiveis, realizou-se o recrutamento dos pacientes
e esclarecimentos a respeito dos objetivos da pesquisa e metodologia de coleta de
amostra. Em caso de consentimento foi obtida a assinatura do Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1) pelos pais ou responsaveis, e realizada
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entrevista para preenchimento do questionario contendo dados sociodemogréaficos
(Apéndice 2).

As amostras de fezes foram coletadas em frascos coletores estéreis e armazenadas
a 4°C até serem transportadas para o laboratério de virologia/IPTSP/UFG, onde foram
processadas a fim de se obter uma suspensao fecal de 20% em tampéo salina fosfato (PBS,
pH 7,4). As amostras foram aliquotadas e estocadas a -80°C, até a realizacdo dos ensaios

laboratoriais.
1.3. Extracdo do RNA viral

A extracdo de RNA viral foi realizada por meio do kit comercial QlAamp Viral
RNA Mini Kit (Qiagen - Hilden, Alemanha), a partir das suspensdes fecais, seguindo
instrugbes do fabricante. Inicialmente, as amostras foram incubadas a temperatura
ambiente por dez minutos com tampédo AVL de lise fornecidos pelo kit. Em seguida, 560
uL de etanol foram adicionados as amostras, as quais foram aplicadas em colunas, e 0
produto lisado foi descartado por centrifugacdo. A proxima etapa consistiu de sucessivas
etapas de lavagem utilizando 500 pL dos tampdes AW1 e AW2 também fornecidos pelo
kit. Na ultima etapa, foram utilizados 60 pL do tampdo AVE, para eluir as amostras,

sendo separados 20 pL de cada amostra para serem utilizadas na sintese do cDNA.
1.4, Sintese de cDNA

Aos 20 pL do RNA viral foi adicionado o iniciador randémico (pd (N)6 (100
ng/uL) (Random Hexamer — Amersham Biosciences) e realizada a desnaturagdo em
termociclador (Mastercycler Personal, Eppendorf) a 80°C/15min e 4°C/5min. Em
seguida, o produto foi adicionado a mistura do cDNA ( H20 DEPC q.s.p/ Tampéo de
reacdo a 1 x/ 0,4 mM de cada dNTP/ 4 mM de MgCIl2/ 1 mM de DTT/ inibidor de RNAs
20 U/uL e Transcriptase Reversa - MMLV 200 U/uL), com um volume final de 50 pL.
Os reagentes foram incubados no termociclador por 37°C por 60 minutos. O cDNA foi

estocado a -20°C, até o momento do uso.
1.5. Ensaios de RT-PCR e Semi-Nested PCR

Para a pesquisa de HAstV-Melbourne (MLB), foi utilizada a metodologia de RT-
PCR seguida de Semi-Nested PCR, segundo a descricdo de Hata et al. (2015), sendo
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incluidas degeneracdes nos iniciadores a fim de que fossem sensiveis para a deteccdo de
todos os MLBs (1-3).

Brevemente, na primeira etapa da RT-PCR foi realizada uma reacdo com um
volume final de 25 pL contendo 5 pL de cDNA adicionado a uma mistura de reagéo
contendo 1x de GoTaq Colorless Master Mix (Promega — EUA), agua livre de nucleases
g.s.p, MgCl2 a concentracdo de 3,5 mM e 0,4 pM dos iniciadores sense e antisense
SF0073 e AHMLBRI1, que tem como alvo a regido 3’ final da ORF1b (Tabela 1).

Tabela 1 — Iniciadores utilizados nos ensaios de RT-PCR e Semi-Nested PCR, descritos por

Hata (2015), com modificagdes.

Localizacao

(nt)

Ensaio Iniciador Sequéncia (5°-3°) Sentido

RT-PCR e

Semi-Nested

SF0073 GAYTGGACHMGATTTGATGG Sense 3110 - 3129

RT-PCR AHMLBR1 CAGGYTTAGGCCCAGTTGTA  Antisense 4016 —4035

Semi-Nested AHMLBR2 GAGTGAAGCGCCTTGGYAAG  Antisense 3779 —3798

Os tubos de PCR foram colocados no termociclador (Mastercycler Personal -

Eppendorf) e a seguinte ciclagem programada:

Desnaturacdo inicial: 94°C — 5 min
Desnaturacgéo: 94°C — 30 seg
Anelamento: 52°C — 45 seg 40 ciclos
Extensao: 72°C —1min
Extenséo final: 72°C —7 min

Para a segunda reacédo (Semi-Nested), 1,0 yuL do produto da primeira reacao, foi
adicionado a uma mistura de reacdo com as mesmas condi¢cdes da primeira etapa,
contendo 0,4 UM dos iniciadores sense e antisense SF0073 e AHMLBR2. Os tubos de
PCR foram colocados no termociclador (Mastercycler Personal - Eppendorf) com a

seguinte ciclagem programada:
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Desnaturacéo inicial: 94°C —5 min

Desnaturacéo: 94°C — 15 seg
Anelamento: 52°C — 30 seg 30 ciclos
Extensao: 72°C — 45 seg
Extensdo final: 72°C —7 min

Os produtos da Semi-Nested PCR, juntamente com amostras, controle negativo
(dgua MilliQ), controle positivo (MLB1 (GenBank: KC294576.1), gentilmente doado
pela Dra. Marize Pereira Miagostovich do Laboratorio de Virologia Comparada e
Ambiental da FIOCRUZ) e padrdo de peso molecular 100 pares de bases (pb), foram
submetidos a corrida eletroforética em tampao (Type Il 6x), em gel de agarose a 1,5% e
tampdo Tris Borato EDTA (TBE 0,5 x). Sendo esperados fragmentos de 689 pb para 0s
MLBs.

1.6. Sequenciamento molecular

Apo6s as amostras serem amplificadas, os amplicons foram submetidos a
purificacdo com isopropanol e etanol nas concentracdes de 65% e 70%, respectivamente.
Brevemente, a purificacdo consistiu de trés passos. O primeiro foi a precipitacdo, quando
foi adicionado 2X o volume da amostra de isopropanol 65% seguido de centrifugacéo
(13000 rpm a 10°C por 10 minutos) e descarte do sobrenadante. O segundo foi a lavagem,
onde adicionou-se 2X o volume da amostra de etanol 70% seguindo novamente de
centrifugacdo (13000 rpm a 10°C por 5 minutos), sendo descartado o sobrenadante. O
terceiro foi a secagem dos tubos, em temperatura ambiente, que foram invertidos sendo
aguardada aproximadamente uma hora até a secagem completa do residuo de etanol do
passo anterior. Apds a secagem o produto purificado foi eluido em 16 pL de agua DEPC
a concentracao de 0,1% (Sambrook 1989).

A amostra positiva por Semi-Nested PCR, foi submetida em duplicata a reacéo de
sequenciamento gendémico utilizando o kit comercial BigDye Terminator versédo 3.01
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), com os iniciadores
sense e antisense (SF0073 e AHMLBR?2) utilizados na reagéo de Semi-Nested PCR, em
duplicata. Em seguida a amostra foi levada ao termociclador utilizando a ciclagem: 25
ciclos de 90°C por 20 segundos, 58°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos.
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Posteriormente, a amostra foi precipitada com isopropanol a 65% e etanol 60%, e
apos centrifugacdo o etanol foi retirado da placa e colocada novamente no termociclador
para a secagem completa (2 minutos a 95°C) e por fim, foi adicionado a formamida. A
reacao de sequenciamento foi realizada em sequenciador automatico ABI 3130 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), para obtencdo das sequencias e leituras dos

eletroferogramas.

1.7.  Analise das sequéncias

A qualidade das sequencias obtidas foi analisada por meio do algoritimo
phred/phrap (Ewing et al. 1998) utilizando a ferramenta disponivel no site
Electropherogram quality analysis (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) da
EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), o qual também foi utilizado
para a montagem de uma sequéncia consenso. Em seguida foi realizado o BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) da sequéncia obtida, a qual foi alinhada com as
sequencias dos virus MLBs que possuiam maior identidade nucleotidica obtidas no
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) com o programa Clustal X (Thompson et al.
1997). Para a edicdo das sequéncias foi utilizado o programa BioEdit. Para a construcao
da arvore filogenética foram utilizados protétipos de astrovirus humanos nao classicos
(HAstV-MLB1-3) obtidas no GenBank e utilizando o programa MEGA X (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) (Kumar et al. 2018). As analises foram realizadas
através do método Neighbor-Joining, modelo de substituicdo de nucleotideos Kimura 2

parametros, considerando 1500 replicatas e valores bootstraps acima de 80%.
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5. RESULTADOS

Foram incluidas nesse estudo 250 criancgas, sendo obtida uma amostra fecal de

cada um dos participantes, entre o periodo de maio de 2014 e abril de 2015. A populagéo
foi constituida de 55,6% (139/250) de pacientes do sexo masculino e 44,4% (111/250) do

sexo feminino, com idades variando entre 0 e 70 meses. Os pacientes com sintomas

gastroentéricos representaram 43,2% (108/250) da populacdo enquanto os assintomaticos

para gastroenterite 56,8% (142/250).

Tabela 2 — Caracteristicas gerais da populacdo de estudo

Caracteristicas N Porcentagem (%)
Feminino 111 44 4
Sexo
Masculino 139 55,6
0-24 205 82,0
Idade
25-48 31 12,4
(meses)
49-70 14 5,6
Presenca de Sim 108 43,2
sintomas N30 142 56,8
Diarreia e vOmito 37 34,3
Diarreia sem

) 61 56,5

vOmito

Sintomas GEA \VBmito sem

L 0 0,0

diarreia

Sem dados sobre

10 9,2

sintomas
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Todas as 250 amostras de fezes foram testadas pela técnica de RT-PCR seguido
de Semi-Nested PCR, sendo encontrada uma amostra positiva, 0 que representa uma
positividade de 0,4% (1/250) para o virus HastV-MLBL1.

A amostra positiva pertencia a paciente L.R.S do sexo feminino, de 12 meses de
idade na data da coleta da amostra. A paciente foi atendida no pronto socorro do hospital
com sintomas de GEA, diarreia com uma frequéncia >2x/dia, de aspecto semi-liquido,
sem vOmito e sem dor abdominal, e com sintomas respiratorios (tosse), além de febre. O
cartdo de vacinacdo estava atualizado, e a crianc¢a havia recebido vacinas contra influenza
e contra rotavirus (esquema completo). A mesma foi diagnosticada como tendo diarreia

e infecgdo das vias aéreas superiores.

A amostra positiva pela técnica de Semi-Nested PCR foi entdo submetida ao
sequenciamento a fim de caracterizar o tipo de HAstV-MLB, sendo classificada como
HAstV-MLBL.

— AB823732 2010/BHU

—— MH933755 2014/CMR.

FJ222451 1999/AUS MLB1

— LC460089 2016/JPN

—— @& IMN097150 2015/BRA

JX857870 2004/IND ] MLB3

LC009667 2008/JPN

— JFT742758 2008/USA MLE2

— GQ502192 2008/USA

Y15936

Figura 6 — Arvore filogenética da sequéncia parcial (689 pb) da RNA polimerase RNA
dependente do HAstV-MLB1 detectado em amostra fecal proveniente de uma crianca
com sintoma de gastroenterite. As amostras prototipo sdo representadas pelo nimero de
acesso do GenBank. A amostra encontrada nesse estudo (MNQ097150) esté representada
por um circulo cheio (e). A amostra Y15936 (Avastrovirus 1) foi utilizada como
outgroup.
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6. DISCUSSAO

Até 0 momento, nenhum estudo descreveu a circulacdo dos HAstV néo classicos
no Centro-Oeste sendo este o primeiro estudo a realizar a pesquisa desse agente na regiéo.
O presente estudo faz parte de um projeto maior que objetivou a pesquisa e caracterizacdo
de diversos virus gastroentéricos nessa mesma populacdo, sendo detectadas elevados
indices de positividade para norovirus (18,8%) (Débilla et al. 2017) e sapovirus (18,6%)
(Neres Silva et al. 2017) e a diminuicdo da frequéncia de rotavirus (16,4%) (Almeida et

al. 2015), quando comparada a estudos anteriores em populacdo semelhante.

Estudos realizados em diferentes partes do mundo tém reportado a circulacdo dos
diferentes sorotipos de astrovirus classicos (HAstV1-8) (Chhabra et al. 2013; Dai et al.
2010; Ouédraogo et al. 2016; Resque et al. 2007). A ocorréncia de astrovirus ndo classicos
(MLBs e VAs) tém também sido reportada em varios paises, sendo os indices de

positividade mais baixos do que os HAstV classicos (Vu et al. 2016).

Neste estudo foi observado uma positividade de 0,4% (1/250), por Semi-Nested
PCR para astrovirus ndo classico MLB1. Como referido, a positividade para HAstV nao
classicos € geralmente baixa, em média 1,5%, podendo variar de 0,2% a 10,6% em
pacientes com GEA (Vu et al. 2017), sendo semelhante aos dados obtidos. Apesar da co-
infecgdo por virus gastroentéricos ndo ser incomum a amostra positiva identificada neste

estudo ndo foi positiva para nenhum dos outros virus pesquisados.

Nos Estados Unidos, foi realizado um estudo utilizando a técnica de RT-PCR em
amostras de criancas menores de cinco anos de idade com quadro de GEA, sendo
identificado uma positividade de 0,6% para MLB1 (Finkbeiner 2009). Na China, também
utilizando amostras de criancas menores de 5 anos com GEA, o0s autores encontraram
frequéncia de 1,2% para HAstV-MLB1 e MLB2 (Wang et al. 2013). Estudos conduzidos
em paises africanos entre criangas com e sem GEA mostraram o MLB1, no Quénia,
associado a 6,1% dos casos e 0,6% dos controles, e no G&mbia em 0,8% dos casos e 0,6%
dos controles (Meyer et al. 2015), enquanto no Japéo foi reportado uma positividade de
10,6% para HAstV néo classicos entre criancas com GEA, sendo o MLB1 o virus mais
prevalente (59.2%) em relacdo aos HAstV cléssicos e HAstV-VA (Khamrin et al. 2016).
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Um estudo realizado no Brasil, foi o primeiro a identificar a circulacdo do HAstV-
MLB1 no pais, por meio da técnica de RT-PCR, com uma positividade de 1% em
amostras nos estados do Maranh&o e Rio de Janeiro em criangas menores de 5 anos, com
quadro de GEA demonstrando a circulacdo do virus nas regides Nordeste e Sudeste do
pais (Xavier et al. 2015).

Neste estudo, a Unica amostra positiva para MLB foi obtida de uma crianga de um
ano de idade que apresentava diarreia, sintomas respiratorios e febre. Apesar da
identificacdo dos HAstV-MLB e HAstV-VA ser principalmente associada a casos de
GEA, Holtz e colaboradores (2011a) demonstraram uma maior positividade parao MLB1
entre 0s pacientes assintomaticos enquanto Meyer e colaboradores (2015) mostraram uma
maior positividade para MLB2, MLB3, VAL e VA3 em pacientes controle (sem GEA),
demonstrando que os HAstV nao classicos podem ser encontrados em individuos com ou

sem sintomas.

A amostra positiva para MLB foi caracterizada como MLB1, por sequenciamento
e analise filogenética, ratificando a circulacdo do mesmo em outros estados do pais. Ndo
foi possivel realizar uma analise de identidade nucleotidica entre a amostra e as outras ja
sequenciadas no Brasil, em razdo da regido sequenciada ndo ser a mesma. A andlise de
matriz de identidade entre a amostra sequenciada desse trabalho e sequéncias semelhantes
depositadas no GenBank demonstrou elevada identidade nucleotidica entre a amostra
sequenciada nesse estudo e as sequencias do banco de dados, sendo a maior identidade
(97%) (LC460089 2016/JPN) observada entre uma amostra isolada do esgoto no Japao
no ano de 2016, sugerindo que 0 mesmo virus estava circulando em diferentes partes do

mundo no mesmo periodo.

Apesar dos estudos publicados em relacdo ao MLB e VA, o diagndstico da
infeccdo por esses virus ndo é feito na rotina laboratorial, ficando 0 mesmo restrito aos
centros de pesquisas, com foco principalmente em populacGes hospitalizadas ou em
amostras provenientes de surtos de GEA (Svraka et al. 2007; Lyman et al. 2009; Verma
et al. 2010b; Medici et al. 2012; Chhabra et al. 2013; van der Doef et al. 2016). Tal fato
contribui para que a ocorréncia desses virus ndo seja analisada em outros ambientes e em

diversos tipos de populacéo.
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Em razdo do ineditismo desse estudo, acreditamos que os dados vém a contribuir
para a epidemiologia molecular dos astrovirus ndo classicos na populacdo pediétrica.
Mais estudos, com um maior nimero de amostras deverao ser conduzidos a fim de melhor

avaliar a epidemiologia desses agentes na regido, bem como o seu perfil molecular.
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7. CONCLUSOES

Nesse estudo foi observada baixa positividade (0,4%) para astrovirus nédo
classicos, semelhante aos indices de positividade reportados em outras regides do mundo

em populacdo pediatrica com ou sem sintomas de gastroenterite aguda.

A amostra positiva foi caracterizada como astrovirus ndo classico MLB1, sendo

este o primeiro trabalho a identificar a circulacdo desse virus na regido Centro-Oeste do

Brasil.

A crianca positiva para MLB1 apresentou diarreia, além de tosse e febre. Sintomas

que tém sido reportados em associacdo aos astrovirus ndo classicos em diferentes

populacGes pediatricas.
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ANEXOS E APENDICES

Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UFG - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA UNIVERSIDADE W"‘“@
FEDERAL DE GOIAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: MONITORAMENTO DE VIRUS GASTROENTERICOS NA REGIAQO CENTRO-OESTE
Pesquisador: Divina das Déres de Paula Cardoso

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 19948113.6.0000.5078

Instituicao Proponente: Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica/lUFG

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 2.037.509

Apresentacao do Projeto:
Trata-se de um estudo relevante sobre gastroenterites em criangas menores de cinco anos de idade que
fundamentara a tese de Tamera Nunes Vieira Almeida (conforme declaragédo Laboratério Virologia).

Obijetivo da Pesquisa:

"Geral:- Avaliar a ocorréncia e a diversidade gendmica dos rotavirus do grupo A, calicivirus, adenovirus,
astrovirus, enterovirus, virus Aichi e salivirus/klassevirus em criangas com até cinco anos de idade com
sintomas de gastroenterite.

Especificos: - Determinar a prevaléncia da infecgdo por rotavirus do grupo A, calicivirus, adenovirus,
astrovirus, enterovirus, virus Aichi e salivirus/klassevirus; - Avaliagao da existéncia ou nio de sazonalidade
para rotavirus do grupo A, calicivirus, adenovirus,

astrovirus, enterovirus, virus Aichi e salivirus/klassevirus; - Identificar os sorotipos/genétipos circulantes de
rotavirus do grupo A, calicivirus, adenovirus, astrovirus, enterovirus, virus Aichi e salivirus/klassevirus; -
Proceder a andlise comparativa por meio de filogenia molecular para estabelecer a correlagdo entre os
isolados da regido Centro-Oeste e isolados de outras regides do Brasil e do mundo;

Enderego: 12 Avenida s/n° - Unidade de Pesquisa Clinica

Bairro: St. Leste Universitario CEP: 74.605-020
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3269-8338 Fax: (62)3269-8426 E-mail: cephcufg@yahoo.com.br

Pégina 01 de 06

46



UFG - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA UNIVERSIDADE “& Zm“wmo
FEDERAL DE GOIAS

Continuagao do Parecer: 2.037.509

- Caracterizar os genoétipos dos 11 genes de rotavirus do grupo A das amostras obtidas antes e apds a
implantagdo das vacinas; - Caracterizar as constelagdes genotipicas considerando os 11 segmentos de
rotavirus do grupo A do periodo anterior e apds a implantagdao das vacinas; - Estimar as taxas de
recombinacdo e mutagao para os segmentos gendémicos de rotavirus do grupo A, bem como, a pressao
seletiva intracddon; - Proceder & modelagem molecular para a verificagdo de possiveis alteragdes em
relacédo a estrutura

tridimensional das proteinas de rotavirus do grupo A" (fl. 09).

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: ndo ha riscos eminentes. O risco envolve o constrangimento do procedimento da coleta do material
pelo responsavel legal. Nao sera utilizado nenhum procedimento invasivo para esse fim.

Beneficios: indireto: ampliagcdo dos conhecimentos referentes aos virus gastroentéricos e, por conseguinte,
para a adogao e o melhoramento de medidas mais eficientes para a prevengao das infecgoes causadas por
estes agentes virais e, com isso, contribuir para a reducdo da morbidade e mortalidade infantil (fl.12).
Embora nao apresentado pelo pesquisador, o acesso ao resultado também serd um beneficio.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma emenda na qual a pesquisadora solicita corregac do Parecer Consubstanciado Namero
453.268 datado de 11/11/2013 pelo exposto a seguir:

1. Item Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Consta uma andlise das respostas das pendéncias e considera que foram plenamente atendidas e foi
recomendada a aprovagado desta pesquisa.

2. Situagao do Parecer: Aprovado

3. No item Consideragdes Finais a critério do CEP consta o seguinte texto: "Projeto com pendéncias.
Informamos que de acordo com a Resolugdo CNS 466/2012 o pesquisador responsavel tem até 30 dias
para encaminhar a este Comité, via Plataforma Brasil, as respostas as pendéncias. Findo este prazo o
projeto sera considerado "arquivado"."

Nota-se aqui de uma incongruéncia entre os itens 1, 2 em relagao ao item 3.
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Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Encontram-se anexados e adequados

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

Parecer Consubstanciado Numero 453.268 datado de 11/11/2013 apresenta as seguintes informacgoes:

1. Item Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Consta uma andlise das respostas das pendéncias e considera que foram plenamente atendidas e foi
recomendada a aprovagdo desta pesquisa.

2. Situagéo do Parecer: Aprovado

3. No item Consideragdes Finais a critério do CEP consta o seguinte texto: "Projeto com pendéncias.
Informamos que de acordo com a Resolugcdo CNS 466/2012 o pesquisador responsavel tem até 30 dias
para encaminhar a este Comité, via Plataforma Brasil, as respostas as pendéncias. Findo este prazo o
projeto sera considerado "arquivado"."

Nota-se aqui de uma incongruéncia entre os itens 1, 2 em relagio ao item 3.

Diante do exposto acima faz-se necessario as seguintes corregoes:

Onde se |&:"Projeto com pendéncias. Informamos que de acordo com a Resolu¢cdo CNS 466/2012 o
pesquisador responsavel tem até 30 dias para encaminhar a este Comité, via Plataforma Brasil, as
respostas as pendéncias. Findo este prazo o projeto seréa considerado "arquivado"." Leia-se: "Diante do
exposto, a Comissédo de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias-
CEP/HC/UFG, de acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 466/12 e na Norma Operacional
CNS 001/13, manifesta-se pela aprovagao do projeto de pesquisa proposto. Lembramos que o pesquisador
responsavel devera encaminhar ao CEP/HC/UFG, através de Notificagado via Plataforma Brasil, os relatérios
trimestrais/semestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusdes e publicagdes.

O CEP/HC/UFG pode, a qualqguer momento, fazer escolha aleatéria de estudo em desenvolvimento para
avaliacao e verificagao do cumprimento das normas da Resolugcdo 466/12 e suas complementares.
Situagao: Protocolo aprovado.

Considera¢des Finais a critério do CEP:

Diante do exposto acima faz-se necessario as seguintes correcoes:

Onde se lé:"Projeto com pendéncias. Informamos que de acordo com a Resolugdo CNS 466/2012 o
pesquisador responsavel tem até 30 dias para encaminhar a este Comité, via Plataforma Brasil, as

respostas as pendéncias. Findo este prazo o projeto sera considerado "arquivado”.
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o

Plataforma

asil

Leia-se: "Diante do exposto, a Comissao de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Goias-CEP/HC/UFG, de acordo com as atribui¢cdes definidas na Resolugdo CNS 466/12 e na
Norma Operacional CNS 001/13, manifesta-se pela aprovacao do projeto de pesquisa proposto. Lembramos

que o pesquisador responsavel devera encaminhar ao CEP/HC/UFG, através de Notificagao via Plataforma

Brasil, os relatdrios trimestrais/semestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusdes e

publicagoes.

O CEP/HC/UFG pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatdria de estudo em desenvolvimento para
avaliacao e verificagdo do cumprimento das normas da Resolugido 466/12 e suas complementares.
Situagao: Protocolo aprovado.
ESTE PROJETO FOI APROVADO EM 11 DE NOVEMBRO DE 2013.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_270384| 26/04/2017 Aceito
do Projeto E1.pdf 17:11:28
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS _DO_P | 17/10/2013 Aceito
do Projeto ROJETO 199481 .pdf 08:44:18
Qutros Declaracao do Laboratério de 16/10/2013 Aceito
Virologia.pdf 08:08:38

QOutros Parecer Consubstanciado do 16/10/2013 Aceito
CEP_CONEP aprovando o 08:08:16
Biorrepositorio.pdf

Outros Regulamento biorrepositorio.pdf 16/10/2013 Aceito

08:07:56

Outros Justificativa referente ao questionario 16/10/2013 Aceito
aplicado na entrevista do responsavel 08:07:37
legal pela crianga participante do
estudo.pdf

Qutros Questionario aplicado na entrevista do 16/10/2013 Aceito
responsavel legal pela crianga 08:06:26
participante do estudo.pdf

Outros Informagéo detalhada sobre a fungdo 16/10/2013 Aceito
dos pesquisadores.pdf 08:03:35

Outros Curriculo Lattes dos pesquisadores.pdf | 16/10/2013 Aceito

08:01:34

Outros Termo de Assentimento Livre e 16/10/2013 Aceito
Esclarecido.pdf 07:59:52

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 16/10/2013 Aceito

Assentimento / 07:59:24

Justificativa de
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Auséncia TCLE.pdf 16/10/2013 Aceito
07:59:24
Outros Documento sobre o processo de 16/10/2013 Aceito
obtencdo do TCLE.pdf 07:59:05
Projeto Detalhado / | Projeto Gastro.pdf 16/10/2013 Aceito
Brochura 07:58:37
Investigador
Outros Declaragao de comprometimento do 16/10/2013 Aceito
pesquisador responsavel.pdf 07:57:58
Outros Declaragao do Orientador.pdf 16/10/2013 Aceito
07:57:15
Outros Autorizagdo da Chefia do 16/10/2013 Aceito
SAME HMI.pdf 07:57:01
Outros Autorizagdo para manuseio de 16/10/2013 Aceito
prontudrios médicos e fichas clinicas.jpg| 07:56:14
Outros Solicitacdo para manuseio de 16/10/2013 Aceito
prontudrios e ou fichas clinicas.pdf 07:55:50
Qutros Concordancia_coleta_UTI_HMI.pdf 16/10/2013 Aceito
07:55:13
Qutros Concordancia_coleta_PS e 16/10/2013 Aceito
enfermaria HMI.pdf 07:54:57
Outros Concordancia_coleta_HMI.pdf 16/10/2013 Aceito
07:54:37
Outros Declaragao da Chefia_IPTSP-UFG.pdf 16/10/2013 Aceito
07:54:21
QOutros Parecer do Comité de Etica do Hospital 16/10/2013 Aceito
Materno Infantil.pdf 07:53:55
Outros Certiddo do Conselho Diretor _IPTSP.jpg| 16/10/2013 Aceito
07:53:26
Outros Finalidade do estudo.pdf 16/10/2013 Aceito
07:52:45
Outros Encaminhamento do protocolo de 10/10/2013 Aceito
pesquisa.pdf 11:00:37
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 26/08/2013 Aceito
do Projeto ROJETO 199481 .pdf 09:18:50
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 30/07/2013 Aceito
do Projeto ROJETO 199481.pdf 21:47:54
Folha de Rosto Folha rosto_Gastro.JPG 30/07/2013 Aceito
21:28:43

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao
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Assinado por:

JOSE MARIO COELHO MORAES
(Coordenador)

Endereco: 1?2 Avenida s/n? - Unidade de Pesquisa Clinica

Bairro: St. Leste Universitario CEP: 74.605-020

UF: GO Municipio: GOIANIA

Telefone: (62)3269-8338 Fax: (62)3269-8426 E-mail: cephcufg@yahoo.com.br

Pdgina 06 de 06

51



Apéndice 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido
Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Titulo do projeto de pesquisa: Detec¢do de Bocavirus Humano (HBoV) em criancgas

com infecgéo respiratoria e/ou gastroenterite: estudo caso-controle.
Pesquisador responsavel: Teresinha Teixeira de Sousa

Orientadora: Profa. Divina das Dores de Paula Cardoso.

Vocé autoriza a crianca a participar de uma pesquisa, em gue ela, seu filho (a) ou
a crianca pela qual vocé é responsavel estd sendo convidado (a) como voluntério (a) a
fazer parte deste estudo que tem como titulo: "Deteccao de Bocavirus Humano (HBoV)

em criancas com infeccéo respiratoria e/ou gastroenterite: estudo caso-controle™.

Meu nome é Teresinha Teixeira de Sousa, sou a pesquisadora responsavel e minha
area de atuacdo é de médica pneumologista, aluna de doutorado da UFG/IPTSP. A
participacdo da crianca € importante, mas antes de decidir se vocé quer que ela faca parte
da pesquisa em que € preciso coletar fezes e secrecdo do nariz de criancas doentes (com
infeccbes respiratérias e com gastroenterite-diarreia) e também daquelas sem estas
doencas (que é o grupo controle, estudar a presenca do virus em quem ndo esta doente),
é preciso que o senhor ou a senhora, entenda 0 motivo da pesquisa: 0 convite esta sendo
feito porque os virus respiratorios e entéricos sdo causas comuns de infeccdes

respiratdrias e de gastroenterite em criancas.

Varios novos virus estdo sendo descobertos e pouco se conhece sobre seu impacto
(importancia) em pacientes com essas doengas. Esta pesquisa pretende estudar as
infeccdes respiratorias e gastroenterite por virus (bocavirus humano/HBoV) em criancas
com idades abaixo de 5 anos. Durante o periodo de um ano atendidas no Hospital Materno
Infantil de Goiédnia/Goiés. A pesquisa seré realizada em criangcas com sintomas clinicos
(casos) de infeccdo respiratoria e/ou gastroenterite e comparar o virus também em

pacientes sem estas doencas (que é o grupo controle, onde estudamos o virus também em
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quem esta sadio, pois em alguns casos a crianca pode ser portadora do virus, mas ndo
manifestar a doencga). Ap6s o atendimento do paciente pelos pediatras do hospital, um
dos membros da equipe pedira autorizacdo para 0s pais e/ou responsaveis pelas criancas
e explicara em detalhes todos os procedimentos para a pesquisa: havera o preenchimento
de um questionario e uma coleta de cada material (secrecdo nasal e fezes), em todas as
criancas tanto as doentes como as sadias que estdo no hospital por outros motivos. Todos
estes procedimentos serdo feitos pela pesquisadora responsavel (Teresinha, médica) em
sala ao lado do ambulatério no térreo e sala procedimentos no segundo andar /
enfermarias do Hospital Materno Infantil, onde sera garantida a privacidade da crianca,
por ocasido das consultas e/ou hospitalizacdo, sem a necessidade de comparecimento ou
retorno ao Hospital por motivo relacionado a Pesquisa.

Os exames de fezes e secrecdo nasal ndo substituirdo os exames regularmente
colhidos no Hospital como parte do seguimento médico dos pacientes. A participacao de
seu filho (a) ou a crianca pela qual vocé é responsavel € importante, mas vocé e a crianga
podem recusar participar da pesquisa a qualquer momento. Os procedimentos apresentam
riscos baixos a integridade fisica da crianca, serdo realizados pela pesquisadora
(Teresinha) e consistem em: Coleta de lavado nasal é feita através de uma pequena sonda
com soro fisioldgico, introduzida nas narinas e aspirada (‘como uma lavagem do nariz
com soro, so que aspirado o liquido de volta™), podendo ocorrer desconforto local e muito
raramente pequeno sangramento nasal, sem danos posteriormente para a crianca. E a
coleta de fezes é esponténea, durante a evacuacao, a qual sera recolhida em um frasco
especifico, sem a utilizacdo de medicacdo ou instrumentos para tal. Ndo acarretando
nenhum desconforto direto, podendo ser acompanhado pelo responsavel legal da crianca.
Além da coleta das amostras de secrecBes nasais e de fezes, o responsavel pela crianca
devera responder um questionario para o registro das informacGes pessoais da crianca e a
pesquisadora podera, também, anotar dados dos prontuarios. O destino dessas amostras
sera para o Laboratério de Virologia Humano da UFG/IPTSP, onde por exames
moleculares os virus respiratorios e entéricos serdo detectados através de técnicas
laboratoriais sofisticadas chamadas de PCR em tempo real (material genético dos virus,
DNA e RNA).

Informo, aos pais ou responsaveis pela crianga, que as amostras (material

bioldgico de fezes e de secre¢des nasais) ficardo armazenadas (guardadas) no Instituto de

53



Patologia e Doengas Tropicais da UFG seguindo todas as normas do regulamento
aprovado pelo CEP/IPTSP a respeito de biorrepositorio (segundo as normas da resolucéo
do CNS 441 de 2011), e, caso eu tenha seu consentimento por escrito autorizando 0 uso
para esta pesquisa e no futuro para qualquer outra pesquisa, ndo sera necessario preencher
um novo termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE); sobre o bocavirus humano
e também para os outros virus como o: rotavirus (A), calicivirus, adenovirus, astrovirus,
enterovirus, aichivirus, salivirus/klassevirus, virus respiratorio sincicial, virus influenza
A e B, virus da parainfluenza, adenovirus respiratorio, rinovirus, metapneumovirus
humano, coronavirus e os HIN1. Esta pesquisa estara sendo financiada com recurso do
proprio laboratorio e de convénios regularmente firmados sem nenhum custo para o SUS,
familiares ou planos de satde. E importante ressaltar, entretanto que a pesquisa esta

restrita aos procedimentos listados acima.

A participagio no estudo NAO IMPLICA na realizagdo de outro exame e NAO
INTERFERE nas decisfes sobre os remédios necessarios para o tratamento do problema
atual (o médico do hospital que atender seu filho (a) decidirdo por procedimentos
necessarios, como 0s medicamentos ou outros exames). Estes dados procedimentos e/ou
seus resultados, entretanto serdo registrados para analise futura. Todos os pacientes serdo
convidados a participar do estudo, e a qualquer momento podem também deixar de
participar, se assim o desejarem. Somente 0s pesquisadores e/ou equipe de pesquisa terdo
conhecimento de suas identidades e do questionario. Os pesquisadores pretendem
publicar os resultados obtidos pela pesquisa, mas 0 nome e dados pessoais dos pacientes
sdo TOTALMENTE CONFIDENCIAIS (ndo havera identificagdo dos participantes) os

dados também poderdo ser utilizados em estudos futuros de outros virus citados acima.

Em caso de recusa, vocé e seu filho (a) ndo serdo penalizados (as) de forma
alguma, esta recusa em nada implicara na assisténcia que seu filho (a) recebera. Se aceitar
participar e depois retirar seu consentimento também, em nada sera prejudicado. E
importante destacar que, como ndo h& despesas decorrentes da participacdo na pesquisa
por parte do sujeito da pesquisa, neste caso, o responsavel legal e a crianca participante
ndo havera nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo financeira pela sua participagéo.

Este estudo tem inicio no ano de 2013 e previsao de encerramento em 2014.

Autorizo o armazenamento e guarda de amostras de secrecdo nasal e de fezes,
formando um banco de dados/biorrepositorio para investigacdes futuras, e que toda nova
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pesquisa a ser feita com o material serd submetida a aprovacédo do CEP da instituicdo e,
quando for o caso, da CONEP e com a dispensa de novo consentimento a cada pesquisa
(Res. CNS n° 347/2005-1.1, 1.2, 1.3, 1.4).

Ap0s receber os esclarecimentos e as informaces, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, vocé deveré rubricar todas as paginas e assinar ao final deste documento e, que
estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra € do pesquisador responsavel A qualquer
momento, antes e durante a pesquisa, vocé podera solicitar esclarecimentos e em caso de
duvidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a pesquisadora responsavel,
Teresinha Teixeira de Sousa no telefone: (62) 81595675. Em caso de duvidas sobre 0s
seus direitos como participante nesta pesquisa, vocé podera entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Materno Infantil de Goiania Telefone (62)
3201-3374.

Local e Data: Goiania, ........ [o..... |

Nome e Assinatura do pesquisador

Consentimento da participagdo da crianga como sujeito da pesquisa pelo
responsavel legal

Eu, ,RG :
CPF , endereco , abaixo
assinado  concordo  que cuja
responsabilidade legal me é conferida autorizo que a crianca participe do estudo
“"Deteccad de Bocavirus Humano (HBoV) em criangas com infec¢des respiratotias
e/ou gastroenterite: estudo caso-controle”, como sujeito de pesquisa.

Fui devidamente informado e esclarecido pelo Pesquisador
sobre a pesquisa, 0s procedimentos envolvidos, assim com os possiveis riscos e beneficios
decorrentes da participacdo da crianca pela qual sou responsavel legal.

Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualgquer momento, sem
que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo do seu acompanhamento
assisténcia/tratamento e que todas as informacfes pessoais obtidas serdo mantidas em
sigilo. Recebi uma cdpia deste documento com todas as paginas rubricadas e assinadas
por mim e pelo pesquisador participante deste estudo. Autorizo a execucdo do trabalho
de pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos neste estudo sobre o bocavirus humano e,
ainda, a formacao de um banco de dados e um biorrepositério das amostras (fezes e de
secrecdes nasais) cujo regulamento foi aprovado pelo CEP/IPTSP/UFG, seguindo as
normas da resolucdo do CNS 441 de 2011. E que as amostras obtidas poderdo ser
utilizadas em pesquisas futuras sem a necessidade do preenchimento de um novo termo
de consentimento (TCLE); para o bocavirus humano e para outros virus como o: rotavirus
(A), calicivirus, adenovirus, astrovirus, enterovirus, aichi virus, salivirus/klassevirus,
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virus respiratorio sincicial, virus influenza A e B, virus da parainfluenza, adenovirus
respiratorio, rinovirus, metapneumovirus humano, coronavirus e os HIN1.

Local e data:

Nome e assinatura do sujeito ou responsével legal:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite
do sujeito em participar.

Testemunhas

Nome e assinatura:

Nome e assinatura:
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Apéndice 2 — Ficha de Investigacao Clinica

Ficha de investigacao clinica

DATA: ........ R /S Registro geral (.........ccv.... ) N° Amostra (......c.c......
Controle: 1.1 Fezes assintomatico ( ) 1.2 Swab assintomatico ( )

Caso: 2.1 Sintomas GEA ( ) 2.2 Sintomas respiratérios ()
Amostra: 3.1 Fezes( ) 3.2Swab ( )

Dados epidemiolégicos

NOME: ..ottt ettt b et bbbt bR e et et bbb ne s
COLETA: DATA (...l ecccid....)  HORA (ovvoee. )

UNIDADE COLETA:( )PS ( )ENFERMARIA ADMISSAQ: .....ccccoovvrvrenn,
SEXO: ( ) MASC. ( ) FEM.

DATA DE NASCIMENTO: ......... [ [ IDADE: ......oooovvieien
Natural: ......ccccoeevvieiieieeceee e ProCedenCia: .......ccevveeeeiieriesienieeie e
Lo T =T od o SRS
Bairmo:. ..o, Cidade:.......ccoovvviiiiieisee UF........
Telefone: ( )evevvveveceeie e, Nome responsavel: ...,
Profissdo: MEe .......cccovvivviiiieecec i Pal.eciiiiieicee
Renda familiar (em salario MiNIMO): ......coiviiiiiic e

Habitacdo: ( ) propria ( ) alugada
Asfalto: sim( ) ndo( ) Agua: ( )tratada ( )cisterna ( )poco Esgoto: sim( ) n&o ()

RACA/COR: ( )branca, ( )morena, ( )negra, ( )indigena
ESCOLARIDADE: ( )publica, ( )creche, ( )particular
ASSISTENCIA MEDICA: ( ) SUS, ( ) plano desaude, ( )particular
ALIMENTACAO: ( ) leite materno, ( ) leite materno e outro, ( ) outro
TIPO PARTO: ( ) normal, ( ) cesariana

Sintomatologia:

A. Respiratoério:

Febre: sim( ) ndo( ), Tosse ( )sim ( )ndo, Dispnéia/Chiado ( )sim ( )ndo

AUSCUNTA: ..o, [ TemMPEratura: ........ccoeevevvreneeieennnnens
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B. GASTROENTERITE:

Diarréia: sim( ) ndo( )/ Frequéncia: la2x( ), >2x( )
Aspecto: liquida( ), semi-liquida( ), pastosa( ), sangue( ), fétida( )

Febre: sim( ) ndo( )/ Vomitos: sim( ) ndo( )/ Dor abdominal: sim( ) ndo( )

Antecedentes epidemioldgicos:

Contato caso suspeito (Respiratdrio e/ou GEA): ( )domicilio, ( )creche, ( ) escola

Uso de medicacdo antes coleta: sim( ) ndo( ), qual? ......cccccoeoeiieieiiiie e,

Vacinagdo completa: sim( ) nédo( )

Vacina contra gripe: sim( ) n30( ) UIIMa dOSE:........co.veveveereeerceiireiererseneeas

Vacina rotavirus (VORH)( ), Rotarix ( ), Rotatec( )— 12dose( ), 22dose ( )
Comprovacao: sim( ), ndo( )

Outras PatologiaS/CITUIGIAS: .........eieriiiieieieie ettt
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