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RESUMO

Os adenovirus humanos (HAdVs) sdo importantes agentes causadores de
gastroenterite aguda e doenca respiratdria, principalmente entre as criangas menores
de cinco anos de idade. Dados sobre a carga viral, em mais do que um tipo de amostra
clinica obtida de um mesmo individuo durante a infeccdo, ainda sdo escassos. Os
objetivos do presente estudo foram avaliar a frequéncia do HAdVs, determinar a carga
viral em amostras clinicas, e proceder a caracterizacdo molecular de amostras positivas
de criancas até aos cinco anos de idade, em associagdo com a sintomatologia. Foram
incluidas no estudo amostras de 200 criancas atendidas no Hospital Materno Infantil
de Goiénia, Goias; entre marco de 2014 e julho de 2015. Uma amostra fecal e um swab
nasofaringeano foram obtidos de cada crianga. As amostras foram submetidas a
extragdo, utilizando kit comercial (RNA mini-kit, Qiagen), e triadas por ensaio RT-
gPCR (TagMan, Life Technologies), com iniciadores e sonda especificos para a regido
codificadora do hexon. Foi observado indice global de positividade para HAdVs de
21% (42/200), o indice de positividade nas fezes foi 16% (32/200) e em swab foi de
9,5% (19/200). Entre as criangas sintomaticas (n=129), 21% foram positivas em
amostras fecais (22/105) e 9,2% (10/108) em amostras de swabs. Ainda, 4,5% (9/200)
foram positivas em ambas as amostras clinicas. Cargas virais elevadas foram
observadas em amostras de criangas sintomaticas e assintomaticas, maior positividade
foi encontrada em criangas sintomaticas com maiores cargas virais. Foram detectados
HAdV tipos 3 da espécie B e 41 da espécie F de HadV. Esperamos que os dados
obtidos possam auxiliar em um melhor entendimento da patogenia dos HAdV na

populagéo infantil.

PALAVRAS-CHAVE: HAdV, criangas sintomaticas e assintomaticas, carga viral
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ABSTRACT

Human adenoviruses (HAdVs) may cause several clinical syndromes, and are a major
cause of respiratory and acute gastroenteritis (AGE), especially among children.
However, data on viral load, in more than one type clinical sample obtained from the
same child, are still scarce. The aims of the present study were to evaluate the
frequency of the HAdV, to determine the load viral in clinical samples, and to proceed
molecular characterization of positive samples from children up to five years of age in
association with symptomatology. For this, 200 children attended at Hospital Materno
Infantil in Goiania, Goias; between March 2014 ad July 2015. One fecal and one
nasopharyngeal swab sample was obtained from each child. The clinical samples (fecal
and nasopharyngeal swabs) were submitted the DNA extraction by a commercial kit
(Qiagen-Hilden, Alemanha), and screened by RT-gPCR (TagMan) assay, with specific
primers and probe targeting the hexon region of HAdV genome. The global frequency
of HAdVs was 21% (42/200). Positivity in swabs was 9.5% (19/200), and in fecal
samples 16% (32/200). Among the symptomatic children (n=129), 21% were positive
in fecal samples (22/105) and 9.2% (10/108) in swab samples. Futhermore, 4.5%
(9/200) were positive in both clinical samples. High viral loads were observed in both
fecal and nasopharyngeal swab samples from symptomatic and asymptomatic
children, and major positivity was found in symptomatic children with high load viral.
High viral loads were observed in samples from symptomatic and asymptomatic
children. Major positivity and load viral was found betwenn symptomatic children.
HAdV types 3 of species B and 41 of HadV F species were detected. We hope that the
data obtained can help in a better understanding of the pathogenesis of HAdV in

children.

Key words: HAdVs, symptomatic and asymptomatic children, load viral
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1 INTRODUCAO - REVISAO DA LITERATURA

1.1 HISTORICO E CLASSIFICACAO DOS ADENOVIRUS

Os adenovirus humanos (HAdVs) foram descobertos acidentalmente em
1953, quando pesquisadores tentavam estabelecer culturas a partir de tecidos de
adenoides e tonsilas a serem utilizados na identificacdo do virus responsavel pelo
resfriado comum, a partir de amostras do trato respiratorio de militares com sintomas
respiratorios (Rowe et al. 1953, Hilleman & Werner 1954 apud Ginsberg et al. 1999).
Inicialmente este agente foi chamado de “‘virus da degeneragdo da adenoide’’, “virus
adenoide-faringeo’” e ‘“virus da doenca respiratoria aguda”, sendo posteriormente
denominado adenovirus, em razdo do tipo de células nas quais foram originalmente
isolados (Enders et al.1956).

Em estudos realizados entre 1965 e 1970 foram identificados os
adenovirus tipo 4 e, posteriormente o tipo 7 como causador de epidemias de infeccdes
respiratorias em militares, sendo elucidada a importancia como agente causador de
infeccbes respiratorias esforcos foram estabelecidos para a producdo da primeira
vacina para conferir protecdo contra os tipos adenovirus 4 e 7. Os HAdVs foram
identificados como a principal causa de hospitalizagdes no exeército dos Estados
Unidos no periodo durante o inverno daquele ano (Top et al. 1975). O programa de
imunizacdo de militares teve curta duracdo, chegando ao fim em 1999 (Centers for
Disease Control and Prevention, 2011). Atualmente, ainda ndo ha vacina de adenovirus
disponivel para a populacdo em geral.

Os Adenovirus pertencem a familia Adenoviridae, a qual é composta por
cinco géneros: Atadenovirus, Aviadenovirus, Ichtadenovirus, Mastadenovirus e
Siadenovirus. Apenas os adenovirus classificados no género Mastadenovirus sao
patogénicos para humanos, podendo ainda infectar diversos tipos de animais como
morcegos, equinos, bovinos, murinos, ovinos, suinos dentre outros (Berk 2013,

International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV 2015).



Os adenovirus humanos (HAdVs) sdo ainda classificados em sete espécies
(A-G) de acordo com suas caracteristicas bioldgicas, imunolégicas, genéticas e
bioquimicas, e em mais de setenta tipos por meio de analises da sequéncia do genoma
completo dos HAdVs (ICTV 2013, Lion T 2012, Hage et al. 2015).

Os HAdVs séo classificados nas diferentes espécies, a seguir. Na espécie
A dos HAdV:s estdo classificados os tipos Ad12, 18, 31,61 na espécie B estdo Ad3, 7,
11, 14,16, 21,34, 35, 50, 55,66 na espécie C Adl, 2, 5, 6,37 na espécie D estdo tipos
Ad8 - 10,13, 15, 17, 19, 20, 22 - 30, 32, 33, 36 — 39, 42 — 49, 51, 53, 54, 56,58-60,
63-70 na espécie E 0 Ad4, na espécie F Ad 40 e 41 e na espécie G esta 0 Ad52 (Berk
2013, Lion et al. 2014, Hage et al. 2015).

Desde entdo, os adenovirus vém sendo associados a infec¢des do trato
respiratorio superior e inferior, do trato gastroentérico e diversas outras sindromes
clinicas, tais como hepatite, ceratoconjuntivite, meningoencefalite, cistite e miocardite
(Lichtenstein & Wold 2004, Wold & Ison 2013, Lion T 2014).

1.2 ESTRUTURA E REPLICACAO DOS ADENOVIRUS

A particula de adenovirus ndo possui envelope, tem simetria icosaédrica e
tamanho médio de 90-100 nm, sendo o genoma viral composto por DNA fita dupla
linear (Berk 2013). O capsideo é formado por subunidades proteicas designadas
capsdmeros, sendo os capsdmeros formados por trés proteinas maiores, 0s hexons, 0s
pentons e as fibras, e quatro proteinas menores, a llla, VI, VIII e IX. A estrutura do
capsideo é constituida de 240 hexons e 12 pentons. As vinte facetas do capsideo sdo
formadas por doze trimeros de proteinas dos hexons (Robinson et al. 2011, Reddy &
Nemerow 2014).

Dos pentons (vértices do capsideo) projetam-se fibras, cuja principal
funcdo € realizar a adsorcdo nas células alvo do hospedeiro, aléem de constituirem
epitopos imunodominantes. Os hexons sdo também reconhecidos como determinantes
antigénicos, importantes alvos de anticorpos neutralizantes (Hong et al. 1997, Rux et
al. 2003, Berk 2013) (Figura 1).



Figura 1. Representacdo esquematica da particula viral dos HAdVs. Disponivel em:
http://viralzone.expasy.org/viralzone/all_by species/183.html. Acesso em 17-08-2016.

O core viral é composto por DNA linear envolto por um complexo de
proteinas, constituido por seis proteinas V, VII, u, 1Va2, proteina terminal e protease.
Estimativas estequiométricas indicam que a particula de adenovirus possui massa total
de 150 MDa, enquanto somente proteinas do core possuem massa entre 25 MDa (San
Martin C, 2012) (Figuras 2).
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Figura 2. Micrografia representativa de
uma particula de adenovirus 5.
(Adaptado de Varghese et al. 2004).


http://viralzone.expasy.org/viralzone/all_by_species/183.html

As proteinas menores desempenham papéis essenciais na desmontagem,
na entrada celular, e montagem de novas particulas virais. (Reddy & Nemerow 2014,
Condezo et al. 2015, Ortega-Esteban et al. 2015). As proteinas menores constituem
ainda uma base para a proteina VI ligando-se aos fosfolipidios e auxiliando na lise da
membrana célular, desempenhando seu principal papel na ruptura do endossoma
(Greber et al. 2016). A proteina IX forma uma rede composta por quatro trimeros no
centro de cada faceta, dando sustentacédo e estabilidade a particula viral (Fabry et al.
2009).

O ciclo replicativo dos HAdVs se inicia com a adsor¢do da particula viral
a célula do hospedeiro possibilitando a entrada do virus na célula alvo. A porcao
terminal das fibras se liga aos receptores celulares do hospedeiro, permitindo a
adsorcéo da particula viral a célula alvo (Robinson et al. 2011), e em seguida adentram
nas células através da endocitose mediada por clatrina (Robinson et al. 2011, Fay et
al. 2015). A penetracdo do virus na célula alvo é necessaria para se estabelecer uma
infeccdo, sendo a adsorcdo das particulas virais um processo com duas etapas. No
primeiro momento ocorre a ligacdo da particula viral, através de seu dominio globular
da fibra, ao CAR (Adenovirus Receptor), o receptor primario para a maioria dos
adenovirus € o CAR uma proteina de adesdo intercelular normalmente localizada na
superficie basolateral de diversos epitélios, assim justificando o tropismo dos
adenovirus por diferentes tecidos (Kotha et al. 2015), posteriormente 0s aminoacidos
Arg-Gli-Asp (RGD) da base do penton interagem com as integrinas celulares avp3,
avP5 e avBl que mediam a internaliza¢do dos HAdVs as células (Pozzuto et al. 2015).

Apds a adsor¢do e penetracdo, as particulas virais, migram para ndcleo por
meio da rede de microtibulos, onde se ligam ao complexo de poros nucleares e
transferem o genoma viral para dentro do ndcleo da célula hospedeira, com a finalidade
de expressar genes virais (Leen et al. 2006).

A replicacdo dos HAdVs pode ser dividida em trés fases: precoce,
intermediéria e tardia, de acordo com a ordem temporal de expressdo dos genes, sendo
fase precoce caracterizada pela expressao de genes precoces, processo que ocorre antes
da replicacdo do DNA, a replicacdo do DNA ocorre na fase intermediéria e a fase
tardia apds a replicacdo do DNA. Os produtos de genes da regido precoce estimulam

a célula a entrar na fase S do ciclo de diviséo celular, seguida da replicacdo de DNA
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viral na fase intermediaria, com a sintese de proteinas estruturais virais. Na fase tardia
ocorre a transcrigéo e tradugédo dos genes tardios envolvidos na replicagdo do genoma
e montagem da particula viral com consequente morte celular causada pela liberagédo
de novas particulas (Kim et al. 2000, Fuchsova et al. 2015).

O genoma dos HAdVs possui cinco unidades de transcri¢do precoce E1A,
E1B, E2, E3 e E4. Essas regides sdo as primeiras regides transcritas que codificam
proteinas envolvidas na ativacdo das unidades de transcricdo de outras regides
virais. As proteinas produzidas pela unidade E1A induzem atividade mitogénica na
célula hospedeira e estimulam a expressdo de outros genes virais. As proteinas
produzidas pela unidade E2 mediam a replicacdo do DNA viral e também sdo
transcritas na fase intermediaria da infeccéo, e as proteinas E3 e E4 estdo envolvidas
com as interacdes com elementos do sistema imune do hospedeiro consideradas
unidades de transcricao tardias. As unidades intermediarias produzem dois produtos
intermediarios. A proteina IX e a proteina Va2 que desempenham papel no
encapsidamento do DNA viral e montagem dos virions (Meulenbroek et al. 2004, Saha
et al. 2014, Ahi et al. 2015). A unidade de transcricdo tardia, depois de processada,
gera subsequentemente cinco classes de RNAm tardios (L1-L5) (Hofmayer et al. 2009,
Berk 2013, Fonseca et al. 2014, Saha et al. 2014). A ativacdo da principal regido
promotora tardia (MLP) apds o inicio da sintese do DNA viral permite a expressao dos
genes tardios que codificam as proteinas estruturais. As regides tardias (L1-L5) sdo

transcritas a partir de processamento alternativo (Saha et al. 2014) (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquematica do genoma dos HAdVs. (Adaptado de Hall et
al. 2010).

1.3 PROPRIEDADES BIOLOGICAS

Como referido, as particulas de adenovirus ndo possuem envelope sendo
altamente resistentes a inativacdo agentes quimicos e fisicos, podendo permanecer
infecciosas a temperatura ambiente durante periodos prolongados, em média por até
trés semanas em fomites. Os HAdVs sdo sensiveis a inativacdo por alguns produtos
quimicos como os élcoois: etanol, isopropanol e n-propanol em concentragdo em torno
de 70% ou produtos compostos por cloro (Cassir et al. 2014).

Os HAdVs sao conhecidos por terem alta estabilidade e resisténcia em
ambientes aquaticos quando comparados a outros virus gastroentéricos, sendo
frequente sua presenca em esgotos e superficies em todo mundo, podendo causar sérias
implicacdes para a saude publica. Surtos de adenovirus com veiculagdo hidrica tém
sido relatados também para os tipos ndo entericos, sendo relatada vinculacdo hidrica
de adenovirus causador de ceratoconjutivite (Turston-Enriquez et al. 2003, Aslan et al.
2011, Pimenta et al. 2016).



O é&cido cloridrico sintetizado e secretado pelas células parietais gastricas
pode reduzir o potencial hidrogenionico (pH) intraluminal para abaixo de duas
unidades. Seguindo o trajeto de microorganismos entéricos, no intestino existem varias
proteases e sais biliares que sdo secretados pelas células pancreaticas no duodeno e
trato biliar, os ions de bicarbonato alteram o pH para 6, tais condi¢Ges encontradas no
trato gastrointestinal sdo altamente indspitas para a viabilidade de alguns virus. Virus
gastroentéricos devem ser estaveis ao acido gastrico e resistente a inativacéo por sais
biliares e enzimas proteoliticas provenientes do intestino. Os adenovirus
gastroentéricos sao resistentes as condicBes inOspitas do trato gastrointestinal e
replicam-se no trato intestinal causando geralmente infeccOes autolimitadas
(Armstrong 2004, Echavarria 2008).

1.4 ASPECTOS CLINICOS ASSOCIADOS A INFECCAO POR
ADENOVIRUS

Os virus sdo patdgenos que infectam o hospedeiro utilizando o maquinério
celular, em maior ou menor extensao para se replicar, produzindo a progénie viral e
estabelecendo a infeccdo no hospedeiro (Lam et al. 2010, Berk 2013).

A transmissdo dos adenovirus humanos pode ocorrer pela via respiratoria,
via fecal-oral, contato com secrecdo ocular, contato com fémites, e ainda por
transplante de 6rgédos infectados (CDC 2011, Wold & Ison 2013). Os HAdVs que
adentram o organismo pela via respiratoria, se replicando principalmente em células
do epitélio respiratdério ndo ciliado, como nas tonsilas e adenoides, além de poderem
se replicar de forma limitada em linfcitos.

Ao penetrarem pela via fecal-oral os HAdV se replicam em células
maduras das vilosidades do intestino delgado e séo excretados nas fezes. A partir dos
sitios primarios de infec¢do, os adenovirus podem se disseminar para diversos 0rgaos
ou tecidos do organismo (Wold & Ison 2013). Estima-se que o periodo de incubacéo
dos adenovirus humanos seja de dois a quatorze dias, sendo a maioria das infec¢des

caracterizadas como autolimitada (Ruuskanen et al. 1988, Heemsherk et al. 2006, CDC



2011). As principais sindromes clinicas em humanos associadas aos diferentes tipos
de HAdVs estéo apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1 — Associacdo entre os diferentes tipos de HAdV e quadros clinicos em humanos.

Espécie Tipo Sindromes clinicas em humanos
A 12,18,31,61 Infeccdes entéricas
B 3,7,11,14,16,21,34,35,50,55,66 Conjuntivite, doencas respiratorias, doenca
respiratdria aguda, cistite hemorragica,
meningites
1,2,5,6,37 InfeccBes endémicas, sintomas respiratorios
8,9,10,13,15,17,19,20,22- Queratoconjutivite (em
30,32,33,36-39,42-49, 51,53, imunocomprometidos)
54,56,58-60, 63-70
E 4 Conjuntivite, doencas respiratorias
F 40,41 Gastroenterite
G 52 Gastroenterite

Adaptado de Berk 2013.

Alguns estudos tém sugerido que as infec¢cdes causadas por HAdVs podem
resultar em quadros clinicos mais abrangentes e graves tais como obstrugdo cronica
das vias aéreas, displasia pulmonar, miocardite e miocardiopatia dilatada, sindrome da
mononucleose, morte subita infantil e perinatal e até mesmo o desenvolvimento da
obesidade. Algumas variantes dos HAdVs espécie B, espécie com maior vaiabilidade
de manifestagdes clinicas, sdo associados a infecgdes oculares, respiratorias e do trato
urinario (Gray et al. 2006, Dusatkova et al. 2015, Lenman et al. 2015, Xu et al 2015).

Alguns subtipos virais podem ser considerados mais patogénicos que
outros, provavelmente por possuirem uma maior viruléncia. Todos 0s aspectos
relacionados a viruléncia e ao tropismo dos adenovirus ndo estdo totalmente
esclarecidos. Acredita-se que um dos fatores que resultam em diferentes graus de
viruléncia ou tropismo celular do virus, sdo os genes que codificam as proteinas da

regido E3 ou da fibra, que modulam a resposta imune e desempenham importante papel
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na patogenicidade. Outros fatores predispde os pacientes a infec¢des por HAdVs, sdo
desnutricdo, imunodeficiéncias ou outras infeccOes virais, determinam as
manifestacdes dos sinais e sintomas levando pacientes a quadros clinicos graves nas
infeccdes por HAdVs que podem evoluir para o 6bito, principalmente em criancas
(Carballal et al. 2002).

As coinfecgcbes causadas por mais de um tipo de virus respiratério séo
comuns na populacéo infantil e tém sido reportadas, podendo representar um fator de
risco para complicagbes como insuficiéncia aguda respiratoria principalmente em
criancas, coinfeccOes entre adenovirus e outros agentes virais ou bactérias em muitos
casos, agravam o quadro clinico dos pacientes podendo causar morbidade e
mortalidade nas populacdes infantis (Diaz et al. 2015). Coinfec¢des entre agentes
virais entéricos ocorrem frequentemente em diversas regides do mundo, os HAdVs
associados a rotavirus, norovirus e bactérias, estdo associados principalmente a
quadros graves de desidratacdo, sendo causa comum em hospitaliza¢cbes em todo
mundo em criancas (Lopes-Jodo et al. 2015, Finianos et al. 2016, Torres et al. 2016).
Os rotavirus, norovirus, sapovirus, adenovirus, astrovirus, dentre outros, séo
importantes agentes etioldgicos de gastroenterites virais (Tran et al. 2010), sendo 0s
HAdVs principalmente associados a gastroenterite em lactentes e criangas menores de
cinco anos de idade (Hamkar et al. 2010).

A importancia do adenovirus como agente oportunista em individuos
imunocomprometidos é conhecida, e vem sendo relacionada a doenca respiratdria
aguda, ceratoconjutivite e gastroenterite nessa populacdo (Watanabe et al. 2013, Pauly
et al. 2014). As infec¢des locais em individuos imunocomprometidos causadas por
HAdVs podem evoluir, podendo causar disseminacdo se replicando em diversos
Orgdos, tais como figado, pancreas, glandulas adrenais, intestino e pulmdes
(Ganzenmueller & Heim 2011). A persisténcia e aumento progressivo da carga viral
tém sido relacionados com a progressdo da doenca e eventualmente a morte,

principalmente em individuos submetidos a transplantes (Heemsherk et al. 2005).



1.5 EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO POR ADENOVIRUS

Os adenovirus humanos podem infectar individuos de todas as idades, sendo
principalmente detectados em amostras clinicas de criancas menores de cinco anos de
idade (Ampuero et al. 2012). Como referido, neste grupo populacional, estes agentes
podem causar uma variedade de sindromes clinicas, sendo mais comumente relatadas
as do trato respiratdrio e gastroentérico (Lu MP et al. 2013, Lu X et al. 2013). Os
HAdVs sdo agentes oportunistas que causam mortalidade e morbidade em criancas,
por gastroenterites e doencas respiratdrias (Echavarria 2008, Hendrickx et al. 2014).
Estudos demonstram ainda que a hospitalizacédo facilita a disseminacéo desses agentes
em ambiente nosocomial (Cui et al. 2015).

Os HAdVs podem se disseminar de forma rapida em ambientes
semifechados e com aglomeracéao de pessoas, sendo este um dos fatores determinantes
da doenca epidémica em comunidades populosas (Puerari et al. 2015). A World Health
Organization (WHO) estima que entre 2000 e 2003, aproximadamente 10,6 milhGes
de mortes precoces de criangas menores de cinco anos possam ser atribuidas a virus
como HAdVs, desta, 19% foram associadas & pneumonia, 18 % a diarreia (Bryce et al.
2005). Estima-se que os HAdVs causem cerca de 40 a 60% do total de infec¢des
respiratorias virais em criancas, sendo essas comumente associadas aos HAdV dos
tipos 1, 2 e 5. Os adenovirus dos tipos 4, 3, 7, 14 e 21 séo frequentemente associados
a infeccBes desencadeadoras de doengas respiratdrias agudas graves que podem levar
criangas ao 6bito (Toth et al. 2015).

Como referido por Nguyen et al. (2007) a gastroenterite € responsavel por
1,76 milhdes de mortes de criancas abaixo de cinco anos de idade, a cada ano em todo
0 mundo. Os HAdVs sdo uma das principais causas de epidemias de gastroenterite,
além de importante causa de infecgdes esporadicas em criancas de diferentes partes do
mundo, com prevaléncia que varia de 2 a 33 %, sendo as infec¢des causadas por
HAdVs consideradas a terceira causa mais comum de gastroenterite viral em criancas
(Kuypers et al. 2006, Sriwanna et al. 2013, Vetter et al. 2015).

Na Turquia, a frequéncia de positividade para rotavirus e adenovirus foi

avaliada em amostras fecais de 596 pacientes, sendo os adenovirus identificados em
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8,9% das amostras. Neste estudo foi ainda observado um indice de codeteccdo com
outros virus gastroentéricos de 4,4% (Akan et al. 2009).

Em um estudo conduzido em amostras provenientes de criangas com
diarreia aguda, foi reportada positividade para adenovirus em 3,6% das criancas,
menores de cinco anos, com diarreia aguda, em Campo Grande, na regido Centro-
Oeste (Andreasi et al. 2008).

No Rio Grande do Sul, DNA de HAdV foi detectado em 33% de 147
amostras de fezes analisadas de pacientes sem sintomas de diarréia durante o Veréo e
Inverno, no Rio Grande do Sul, Brasil (Vetter et al. 2015). No Parana, regido sul do
Brasil, o indice de positividade de HAdV em 225 amostras de fezes foi de 16%,
demonstrando maior indice de positividade, quando comparado aos rotavirus e
norovirus com indices de 6 e 8%, respectivamente (Raboni et al. 2014). O quadro 2
demonstra algumas caracteristicas de estudos que objetivaram a pesquisa de HAdVs
em amostras de fezes e do trato respiratorio da populagao infantil.

Em um estudo conduzido em amostras de aspirado nasofaringeano com
760 criancas hospitalizadas em Sé&o Paulo, foi observado indice de positividade de 27%
para adenovirus, sendo que mais de 70% da populacdo era composta por criangas de
até 12 meses de idade (Durigon et al. 2015).

Na China os HAdVs sdo responsaveis por infecgdes respiratdrias graves,
podendo ocorrer incidéncia variavel de acordo com a regido do pais, no estudo de Li
et al. (2015) que avaliaram a incidéncia de HAdVs na regido norte e na regido leste da
China (Quadro 2), os HAdVs foram detectados em 20,1% e 8,2% respectivamente.

Alguns estudos demonstram que a elevada incidéncia de HAdVs, esta
estreitamente relacionada com sintomas respiratérios, principalmente em criancas,
sendo a frequéncia desses virus pode variar de 1 a 20%, dependendo da populacao
alvo, amostra clinica e metodologia utilizada para deteccdo viral (Li et al. 2015,
Sriwanna et al. 2013).
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Quadro 2- Caracteristicas epidemiologicas e indices de deteccdo na populacédo infantil em diferentes paises do mundo

LOCAL

Tailandia

China
Gabdo

Estados Unidos

Ird

Qatar

Brasil

Brasil

Brasil

FA’I XA
ETARIA
0-3 Anos

<2 Anos

<5 Anos

<5 Anos

<5 Anos

0-84
AnNos

<6 Anos

0-24 Meses

<24 Meses

METODOLOGIA

PCR

PCR

MULTIPLEX PCR

EM TEMPO
REAL

PCR EM TEMPO

REAL

PCR

TEMPO REAL

NESTED-PCR

PCR em TEMPO
REAL

PCR

INDICE DE
POSITIVIDADE
1,00%

20,1e8,2%

19,6%

3,2%

14%

6,2%

2%

16%

2%

AMOSTRA

Aspirado nasofaringeo

Aspirado nasofaringeo
expectoragéo

Fezes

Lavado nasal e swab, Secre¢édo
traqueal, Lavado
broncoalveolar
Fezes

Fezes

Fezes

Fezes

Aspirado nasofaringeano

REFERENCIA

Sriwanna et al. 2013

Li et al. 2015

Lekana-Douki et al.
2015
Kuypers et al. 2015

Khosdhel et al. 2015

AL-Thani et al. 2013

Amaral et al. 2015

Raboni et al.2014

Pilger et al.2011
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Sriwanna et al. (2013) reportaram indice de positividade de 1,4% para
HAdV em amostras de swab nasal e de 5,8% em amostras fecais, coletadas entre 2009
a 2012, em criancas de 0 e 14 anos de Banguecoque por PCR convencional. Os indices
de positividade encontrados em estudos conduzidos em outros paises asiaticos, tais
como a China foram de 0,9% (Ren et al. 2009), e Malasia 1,8% (Abd-Jamil et al.
2010), bem como indices um pouco mais elevados em paises como Canada 7,7%
(Yeung et al. 2009), Peru 5% (Ampuero et al. 2012) e Colémbia 5% (Rojas et al. 2011)
(Sriwanna et al. 2013).

Dessa forma estudos que tenham como objetivo a avaliagdo do perfil
epidemioldgico em diferentes populages, com énfase na caracterizacdo molecular e
determinacéo da carga viral em associacdo a sintomas clinicos, sdo determinantes para
um melhor entendimento do padrao de circulacdo desses agentes, bem como auxiliar

na tomada de medidas preventivas e terapéuticas futuras.

1.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA INFECCAO POR
ADENOVIRUS

O diagnostico das infecgdes por adenovirus pode ser realizado por
diferentes metodologias que incluem varias técnicas, atualmente podem ser aplicadas
ndo sé para o diagnostico clinico, mas também para pesquisa. Essas técnicas séo
baseadas em principios diferentes os quais remetem ao isolamento viral em cultura de
células, deteccdo de antigenos virais, e deteccao e/ou caracterizacdo de regides parciais
do genoma viral por métodos moleculares (Echavarria 2008).

As amostras clinicas de escolha para o diagndstico variam de acordo com
0s sintomas apresentados pelos pacientes, podendo ser utilizadas secre¢oes
respiratorias e de conjuntiva, fezes, soro, além de material de bidpsia (Ghebremedhin
et al. 2014).

O método padréo ouro indicado para a pesquisa de adenovirus é a detecgdo
viral pos-cultivo celular, podendo se identificar o virus através da observacao de efeito
citopatico caracteristico observado em um periodo de dois a cinco dias. Porém o uso
da cultura de células como método diagndstico para adenovirus 40 e 41 é bem
discutido devido ao pobre crescimento comparando a outros adenovirus por se tratar

de tipos fastidiosos. Apdés o cultivo os virus podem ser identificados por
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imunofluorescéncia (IF), ensaio imunoenziméatico (EIE), além de métodos
moleculares com PCR e PCR em tempo real (Tiemessen et al. 1994, Ko et al. 2003,
Dey et al. 2011).

A microscopia eletronica pode ser aplicada de duas formas na pesquisa de
adenovirus, podendo ser utilizada em amostras provenientes da replicagdo em cultura
ou de forma direta a partir do espécime clinico. A vantagem de utilizar essa
metodologia é que ela permite a observacdo da morfologia do adenovirus, sendo um
método relativamente rapido, porém de baixa sensibilidade, por permitir visualizacdo
das particulas virais somente quando essas se encontram em grande nimero, a partir
de 10° particulas virais por mL de amostra (Osborne et al. 2015, Wold & Ison 2013).

A imunocromatografia e o EIE sdo métodos que possibilitam a deteccédo
de antigenos virais, podendo utilizar em varios tipos de amostras, geralmente utiliza-
se a proteina do hexon como antigeno em ensaios para detec¢do de anticorpos de
adenovirus. A imunocromatografia que fornece resultados rapidos, evitando
contaminacdo de outras amostras, de facil manejo e custo (Kim et al. 2014).

A imunofluorescéncia direta (IFD) em conjunto com o isolamento viral em
cultura de células eram os métodos mais utilizados para deteccao de virus respiratorios
como HAdVs, porém o uso de metodologias moleculares tem ganhado espago nas
instituicBes e laboratdrios de pesquisas para detec¢des de agentes virais (Puerari et al.
2015).

Ensaios moleculares, como a Reagdo em Cadeia Pela Polimerase
(Polymerase Chain Reaction -PCR), constituem ferramentas valiosas para a pesquisa
viral, devido a sua alta sensibilidade e especificidade para a pesquisa de regides
parciais do genoma do virus, determinacdo da carga viral, e uso de pouco volume de
amostras clinicas ndo comprometem a eficiéncia do ensaio. Sua aplicacdo no
diagnéstico clinico tem aumentado significativamente nos Gltimos anos, seguida de
sequenciamento gendmico e analise filogenética (Sadeghi et al. 2011, Berk 2013, Lin
et al. 2015). Existem alguns PCR, tais como: PCR convencional, PCR multiplex,
nested-PCR, PCR em tempo real. A reacdo em cadeia pela polimerase multiplex € um
formato que utiliza mais de um par de iniciadores, podendo detectar simultaneamente
diferentes espécies virais, diferentemente a nested-PCR é um teste que utiliza o
produto da PCR convencional, com iniciadores com alvos internos de regides
conservadas geralmente do gene que codificam para a proteina do hexon ou penton,

aumentando a sensibilidade do teste (Puig et al. 1994, Xagoraraki et al. 2007). Regides
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alvos mais variaveis do genoma viral podem também ser utilizadas para determinar a
variabilidade genética dos adenovirus.

A reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real ou PCR quantitativo
(Real-time PCR) permite identificar todos os tipos de adenovirus descritos, dependo
do desenho dos iniciadores e sonda, sendo um teste muito sensivel, consideravelmente
rdpido, menos passivel de contaminagdes e que permite ainda a quantificacdo do
genoma viral, porém a metodologia é de alto custo para amplo uso na pratica clinica
(Sarantis et al. 2004, Bil-Lula et al. 2012).

O Sequenciamento genomico constitui importante ferramenta para a
caracterizagdo dos diferentes tipos de HAdV, além de virus recombinantes. As novas
tecnologias de sequenciamento, denominadas “de nova geracdo”, comegaram a ser
disponibilizadas comercialmente em 2005 e estdo evoluindo em um curto prazo de
tempo. Todas essas tecnologias promovem o sequenciamento de DNA em plataformas
capazes de gerar informacdo sobre milhdes de pares de bases em uma Unica corrida
(Carvalho & da Silva et al. 2010). O Sequenciamento tem sido utilizado com
frequéncia na identificacdo e caracterizacdo genémica das variantes de HAdV e outros
agentes virais. Para os adenovirus as regides sequenciadas sdo usualmente as regides

codificantes da fibra, base do penton e hexon (Hiroi et al. 2013, Wang et al. 2016).

1.7 PREVENCAO E TRATAMENTO DA INFECCAO PELOS
ADENOVIRUS

A transmissibilidade dos HAdVs pode ser reduzida com uso de medidas
basicas de higiene pessoal e educacdo, saneamento bésico. Entretanto ndo sdo
suficientes para a total eliminacéo viral. Em geral, as medidas profilaticas educam a
populacéo a evitar a vinculacdo de virus pelas vias de transmissao do agente, tais como
lavar bem as maos, evitar contato das maos nas mucosas oral, nasal e conjuntiva dos
olhos, evitar tossir e espirrar em proximidade a outros individuos, e evitar contato com
doentes, principalmente em ambientes nosocomiais que sdo fechados e vinculadores
desses agentes (CDC 2011).

Uma vez que o programa de vacinagdo foi interrompido os casos de
doencas respiratdrias causadas por Ad4 e Ad7 aumentaram em militares e, em 2001,

os esfor¢os para restabelecer o programa de vacina foram iniciados (Weaver EA 2014).
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Nos Estados Unidos licenciaram, em marco de 2011, para uso somente em militares,
uma vacina oral composta por virus atenuados que imuniza contra os sorotipos 4 e 7
(CDC 2011).

O tratamento atualmente disponivel para infeccdes por adenovirus inclui
farmacos antivirais como a ribavirina, cidofovir e imunoterapia (Rutella & Lotelli
2011), o tratamento profilatico com o valganciclovir é principalmente indicado para o
tratamento de pacientes de alto risco como os imunocomprometidos, tais como
pacientes transplantados (Toth et al. 2015, Wold & Toth, 2015), entretanto ndo é
indicado uso desses farmacos para a populagdo em geral.
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2 JUSTIFICATIVA

Os HAdVs séo virus com perfil de amplo de quadros clinicos em diferentes
populacdes, podendo ser detectados em diversos espécimes clinicos. Sdo importantes
agentes causais de infecgdes do trato respiratério e gastroenterites, principalmente em
criancas de diferentes partes do mundo (Chen et al. 2016, Dashti et al. 2016).

As infeccdes respiratorias agudas do trato inferior sdo uma das principais
causas de hospitalizagcdes em lactentes e criangas em todo mundo. Em criancas, as
infeccbes agudas respiratdrias causadas por HAdVs sdo frequentes e podem evoluir
para 0 acometimento do trato respiratério inferior podendo resultar em pneumonia e,
eventualmente ao oObito (Tang et al.2011). Em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento gastroenterites virais sdo causa comum de hospitalizacbes de
criancas podendo, ocasionalmente, levar a quadros de desidratacdo grave (Cebey-
Lopez et al. 2015, Ozsari et al. 2016).

As altas taxas de morbimortalidade em criancas no mundo por doencas
respiratorias e gastroentéricas, além da escassez de dados sobre a frequéncia, carga
viral e tipo de adenovirus, em diferentes tipos de amostras clinicas de uma mesma
crianga, em associagdo com a sintomatologia apresentada refletem a relevancia do
presente estudo.

Espera-se que este trabalho possa auxiliar no maior esclarecimento do
perfil epidemioldgico das infeccBes causadas por HAdVs em criangas em Goiania,
Goias, além de demonstrar caracteristicas clinicas associadas a sintomatologia da
populacdo. Ao nosso conhecimento nenhum trabalho foi realizado em Goiania, Goias
envolvendo criangas com e sem sintomas de GEA e ou respiratdério com objeto de

pesquisa a associagao entre positividade, idade, carga viral e sintomatologia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
e Pesquisar adenovirus humanos em amostras clinicas obtidas de criangas, com
até cinco anos de idade, com ou sem sintomatologia de gastroenterite e/ou

doencas respiratérias atendidas no Hospital Materno Infantil, em Goiénia,

Goiés.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Pesquisar HAdV em amostras fecais e de swab respiratorio da referida
populagéo;
e Caracteizar o tipo de adenovirus e determinar a carga viral das amostras
analisadas;
e Auvaliar a existéncia de possiveis associacdes entre a frequéncia, carga viral e
tipo de adenovirus presente nas amostras positivas com a sintomatologia das

criancas participantes do estudo.
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4 METODOLOGIA

4.1 POPULACAO E MATERIAL DE ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional, de corte transversal. Participaram do
estudo 200 criangas, com idade entre zero e cinco anos, atendidas no Hospital Materno
Infantil, entre margo de 2014 e julho de 2015. As criangas foram divididas em dois
grupos: o primeiro composto por (N =129) criangas que apresentavam sintomas de
gastroenterite aguda (diarreia, dor abdominal ou vémito, acompanhados ou nao de
febre) e/ou sintomas de doenca respiratoria (dispneia/chiado, tosse, acompanhados ou
n&o de febre), e 0 segundo (N=71) com criangas que ndo apresentavam sintomatologia
caracteristica de gastroenterite aguda ou de doenga do trato respiratorio.

O Hospital Materno Infantil é referéncia estadual em urgéncia e
emergéncia nas areas da saude infantil e maternal no Estado de Goias, com enfoque
na humanizacdo da assisténcia integral a criancas e mulheres atendendo a populacéo
desde 1972.

Como critério de inclusdo no estudo, foi determinado que criancas com até
cinco anos de idade divididas em dois grupos, um de criancas com sintomas e 0 outro
sem sintomas gastroentéricos ou respiratérios, que foram admitidas ao Hospital entre
maio de 2014 e julho de 2015 e das quais tivessem sido possiveis coletar dois tipos de
amostras (fezes e swab nasofaringeano) seriam incluidas no estudo. A coleta do
material de estudo (fezes e swab nasofaringeano) foi realizada somente mediante
autorizacdo prévia concedida através da assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecida (TCLE) pelos pacientes ou responsaveis legais. O presente estudo foi

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas (Anexo I).

4.2 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS FECAIS

As amostras de fezes foram coletadas em frascos coletores estéreis e
estocadas a 4°C até serem transportadas (em no maximo duas horas) para o laboratério
de Virologia/IPTSP/UFG, onde foram processadas para a obtencdo de uma suspenséo

fecal a 20% (em tampé&o salina fosfato pH 7,4). As suspensdes homogeneizadas e
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clarificadas por centrifugacdo a 120 x g por sete minutos, e 0s sobrenadantes
recolhidos e estocados a -20°C até 0 momento do uso.

43 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DO TRATO
RESPIRATORIO

As amostras do trato respiratorio foram obtidas por meio de swabs
nasofaringeanos, a coleta foi realizada por um profissional habilitado coletou amostras
utilizando swab nasofaringeano e armazenou o produto em tubo estéril fechado
adequadamente, conservados e transportados refrigerados (gelo 4° a 8°C) até o
Laboratorio de Virologia/IPTSP/UFG, sendo imediatamente processadas,
armazenadas em tubos estéreis contendo trés ml de Meio Minimo Essencial MEM
(Grand Island, USA) , homogeneizado em vortex e centrifugado a 227 X g por 10

minutos, o sobrenadante foi retirado e armazenado em aliquotas e estocadas & -80° C.

4.4 EXTRAQAO DO DNA VIRAL
4.4 .1 Amostras de fezes

O DNA viral foi extraido a partir de suspensao fecal a 20%, utilizando kit
comercial e seguindo as instrucdes do fabricante, (Qiamp Viral RNA Mini Kit da
Qiagen). Inicialmente foram pipetados 560 puL do tampdo AVL em 140 pL da
suspensdo fecal, incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente (15°C-25°C),
seguido de centrifugacgéo (6.000 g por 1 minuto). As amostras foram entéo pipetas em
colunas contendo membrana de silica e foram centrifugadas, adicionou-se 500uL de
cada tampdo (AW1 e AW2) seguindo de centrifugacdo (20.000 g por 2 minutos). As
amostras foram eluidas em 60uL do tampdo de eluicdo (AVE) e armazenadas a -20°C

até o momento do uso.

4.2.2 Amostras do trato respiratorio

O DNA viral foi extraido a partir de 200 pL de cada amostra utilizando kit
comercial (Qlamp cador Pathogen Mini Kit), seguindo as instru¢Ges do fabricante.

Inicialmente foram adicionados a cada amostra, 20 pL de proteinase K e adicionou

20



100 pL do tampdo VXL, incubou-se em temperatura ambiente por 15 minutos e
centrifugou brevemente (6.000 g e por 1 minuto). Foram adicionados 300 puL do
tampdo ACB, seguido de centrifugacéo e o lisado foi entdo transferido para a mini
coluna, seguido de breve centrifugacdo (6.000 g por 1 minuto). Foi entdo adicionado
a cada coluna 600 pL do tampdo AWL1, centrifugado e adicionado 600 pL do tampéo
AW?2, apbs outra etapa de centrifugagdo (20.000 g por 2 minutos) foi adicionado o
tampéo AVE para eluicdo das amostras que foram armazenadas a -20°C até o momento

do uso.

45 PESQUISA DE HAdV E DETERMINACAO DA CARGA VIRAL POR
PCR EM TEMPO REAL TagMan (qPCR)

Para a pesquisa e determinacdo da carga de HAdV nas amostras de fezes
e do trato respiratorio por qPCR, foi inicialmente, construida uma curva padrao a partir
de diluicBes seriadas (10° a 107 /10uL) do plasmideo (pBR322), contendo como inserto
a regido do hexon do adenovirus, sendo o resultado expresso em cdpias genémicas por
mililitro (CG/mL). Para validagdo da curva foram observados o0s parametros
coeficiente de correlacdo R (~0,99) e eficiéncia da reacdo (88-116). Amostras com
cycle threshold < 38 foram consideradas positivas (Figura 4).

Para a determinacdo da presenca de inibidores foi utilizado um controle
interno (TagMan Exogenous Internal Positive Control Reagent, Applied Biosystems).

A reacdo consistiu na adi¢do de 1uL de DNA a um volume de reagao de
19uL, volume final de 20 pL, contendo 1x de Universal Master Mix
(AppliedBiosystems), 0,9uM de cada iniciador (primeira regido do hexon) F 5'-
(CATTACATGCACATCGTCCGGG-3") e R (5'-CAGC GGG CGAA ACTT GCA
CCA G-3) e (0225uM de sonda TagMan: HAdV F (5-
CWTACATGCACATCKCSGG-3") para sonda foi usado HAdV R (5-
CRCGGGCRAAYTGCACCAG -3") (Hernroth et al. 2002) 2 uL do controle interno
(10x Exo IPC mix) 0,4 pL do DNA (50x Exo IPC).

O programa de ciclagem foi de 50 °C por 1 min, 95 °C por 10 min, seguido

de 45ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min, com coleta de dados na ultima
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temperatura, conforme protocolo descrito por Hernroth et al. 2002, com adaptacdes.

As amplificacdes foram feitas no aparelho (Biorad iQ-5).

& Tancad b Unknown |
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o L

Threshold Cpcle
L]

Figura 4. Grafico representativo de uma corrida de gPCR. Os circulos representam
pontos da curva padrdo e as cruzes representam amostras de swab da populagédo
estudada.

46 SEQUENCIAMENTO GENOMICO E ANALISE FILOGENETICA

Para a caracterizacdo molecular, as amostras positivas com concentracdo
suficiente de DNA foram submetidas ao sequenciamento gendmico e foram
submetidas a um PCR convencional.As amostras foram amplificadas utilizando
iniciadores para as regides hipervariantes (HVR-7) do hexon dos HAdVs, que
flaqueam uma regido de 605-629 nucleotideos, e posteriormente as amostras foram
purificadas. (Sarantis et al. 2004) (5°CTG ATG TAC TAC AAC AGC ACT GGC
AAC ATG GG 37)

Foi realizada utilizando-se BigDye Terminator versdo 3.01 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Para cada reacgdo de
sequenciamento, empregou 10 puL do DNA purificado e uma mistura contendo 3 ou 1
pL de agua MilliQ, 2 uL de tampé&o 5X, 1 pL de primer (2 pmol) e 1pL de Big Dye (o
qual possui didesoxinucleotideos trifosfatos (ddNTPs) com marcadores fluorescentes,
dNTPs e Tag DNA polimerase).

22



Em seguida, as amostras foram precipitadas utilizando isopropanol a 65%
seguido de etanol a 60% para a retirada dos ddNTPs ndo incorporados. Apos
centrifugacdo, o etanol foi retirado e a placa colocada em termociclador para completa
secagem (2 minutos a 95°C).

Adicionou-se 10 pl de formamida Hi Di (Applied Biosystems) as
amostras, e a placa foi colocada em termociclador durante 5 minutos a 95°C para
desnaturacdo da fita de DNA. Imediatamente ap0s, as amostras foram colocadas em
gelo por dois minutos, e a placa levada para o sequenciador automatico ABI 3130
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) para a leitura dos eletroferogramas.

Para analise das sequéncias obtidas montou-se uma sequéncia consenso
das fitas sense e antisense utilizando a interface phred/phrap (Ewing et al. 1998,
Gordon et al. 2001) por meio do site http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ da
EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria). Posteriormente, foi feito
o alinhamento das sequéncias consenso de cada amostra com a utilizagdo do programa
Clustal X (Larkin et al. 2007), juntamente com sequéncias prototipos de cada genotipo
de HAdVs obtidas no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Para edicdo do
alinhamento utilizou-se o programa BioEdit.

A érvore filogenética foi construida utilizando-se o programa MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versdo 7.0 (Kumar et al. 2015). As
analises foram realizadas pelo método Neighbor-Joining, modelo de substituicdo de
nucleotideos Kimura 2 parametros e sendo consideradas 1000 replicatas e valores
boostraps acima de 80%.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa Epi Info
versdo 7.0, para analise univariada, como o teste de 2, sendo que valores de p < 0,05

serdo considerados estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS

A populacéo de estudo foi composta por 200 criancas, com até cinco anos
de idade com ou sem sintomas de gastroenterites aguda e manifestacdes de infecgdes
respiratdrias, atendidas no Hospital Materno Infantil, localizado em Goiéania, Goiés.

Das 200 criancas participantes do estudo, 113 eram do sexo masculino e
87 do sexo feminino. A maioria das criangas (82,5% -165/200) tinha idade entre sete
dias a 24 meses, 20% (35/200) com idade até 60 meses, sendo a idade média da
populacdo estudada de um ano e 34 dias. Foi observado um indice de positividade
global (positividade nas fezes ou swab) para adenovirus de 21% (42/200), sendo a
positividade para HAdVs em amostras de fezes de 16% (32/200) e em swab
nasofaringeano de 9,5% (19/200). Ainda, 21,4% (9/42) das criangas apresentaram
DNA viral em ambos tipos de amostras clinicas. A tabela 1 representa as caracteristicas

da populacédo de estudo em relacéo a positividade para HAdV.

Tabela 1 - Caracteristicas da populacdo em relacédo a positividade para adenovirus

Caracteristicas N (%)
Idade (meses)

0-24 35/165 (21,2%)
<24 7135 (20%)
Sexo

Masculino 26/113 (23.0%)
Feminino 16/87 (18,3%)
Positividade Global

Fezes 32/200 (16%)
Swab 19/200 (9,5%)
Periodo

Seca 26/107 (24,3%)
Chuvoso 25/93 (26,8%)
Sintomas

GEA e/ou Respiratorio 28/129 (21,7%)
Assintomaticos 14/71 (19,7%)
Total de criangas posi

tivas/Total de criangas 42/200 (21%0)

Quanto a positividade para HAdV em relacdo ao sexo das criancas, foi
observado indice de 23% entre criancas do sexo masculino e de 18,4% entre criangas

do sexo feminino sem diferencas estatisticas. Em relacdo & idade maior indice de
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positividade para HAdV foi observado em amostras de criangas entre 0-24 meses
(21,2%), 20% em criangas com idade superio a 24 meses, esses dados estatisticamente
significativos (y?=0,02 p=0,87).

As criangas com algum sintoma de gastroenterite (dor abdominal, diarreia
ou vomito) representavam 81,4% (105/129) da populagdo sintomatica. Dessas, 21%
(22/105) foram positivas para HAdV em fezes, analisando associagao entre pacientes
com sintomatologia de GEA e positividade em amostras fecais observamos relacédo
com dados estatisticamente significativos (0=0,04) (Tabela 2). Foi ainda observado
que 83,7% (108/129) das criancas sintomaticas possuiam um ou mais sintomas
respiratérios. Quando analisamos a positividade para HAdV em amostra de swab
nasofaringeano, observamos que 9,2% (10/108) das criancas com algum sintoma
respiratorio eram positivas para HAdV, estabelecendo associacéo entre pacientes com
sintomas respiratorios e positividade ndo foi observado dados significativos (0=1,0)
(Tabela 2).

Com relacdo a positividade de criangas assintomaticas para HAdV, 19,7%
(14/71) delas foram positivas para HAdV, sendo que 50% (7/14) foram positivas nas
fezes e 50% (7/14) no swab nasofaringeano, dados de positividade em criancas

assintomaticas e sintomaticas niio apresentaram relacio estatistica (x>=0,66 p=0,41).

Tabela 2 - Populacdo estratificada de acordo com a sintomatologia e positividade para

adenovirus em amostras de fezes e swab nasofaringeano.

Sintomatologia/Amostra Clinica N Positividade p/ HAdVs p/a
Sintomas Gastroentéricos 129 105 (81,4%0) a=0,04
Positividade em swab nasal 105 11 (10,4%)
Positividade em fezes 105 22 (21%)
Sintomas Respiratorios 129 108 (83,7%0) a=1,0
Positividade em swab nasal 108 10 (9,2%)
Positividade em fezes 108 19 (17,%)
Assintomaticos 71 14 (19,7%) p=0,41
Positividade em swab nasal 14 7 (50%)
Positividade em fezes 14 7 (50%)
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Analisando a circulacdo de HAdVs durante o periodo de um ano,
considerando-se os indices pluviométricos, detectou-se a circulagdo de HAdV durante
as duas estacdes, seca (maio a setembro) e chuvosa (outubro a abril). Entretanto, ndo
foi detectada positividade em marco de 2015 e em agosto de 2014 em amostras fecais,

e em janeiro e marco de 2015 em amostras de swab nasofaringeano.

Indice de Positividade para HAdVs em Amostras
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Gréfico 1. Gréfico representativo da distribuicdo do indice de positividade para
HAdVs em amostras fecais com relacédo a dados pluviométricos (mm?®) no periodo
do estudo.
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Gréfico 2. Gréafico representativo da distribuicdo do indice de positividade para
HAdVs em amostras de swab nasofaringeano em relagdo aos indices
pluviométricos (mm?3) no periodo do estudo.
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Durante o estudo a temperatura entre 0 més de maio de 2014 a julho de
2015 variou de 29,75 a 35,5 ° C, a umidade relativa do ar durante o periodo de coleta
de amostras do estudo variou de 37,12 a 75, 94 mm?, a positividade para HAdV (tanto
em amostras fecais quanto em swab nasofaringeano) em meses de seca foi 24,3%
(26/107) e em meses de chuva foi de 26,8% (25/93). Nao sendo observadas diferencas
significativas na positividade global, em relagdo as estacOes secas e chuvosas.
(x*=0,02, p=0,86). Dentre as 21 amostras positivas na estacdo de seca 11 eram
provenientes de amostras de swab nasofaringeano (52,3%), ndo sendo observada
associacdo entre as varidveis descritas (x>=0,21; p=0,64), dentre as 25 amostras
positivas na estacdo de chuva 15 eram amostras fecais (60%), ndo foi observado dados
significativos (%= 0,25; p=025) (Graficos 1 e 2).

As cargas virais de HAdVs nas amostras clinicas variaram de 7,02x108 a
1,88x10% copias/g por mL ou g de amostra clinica, com média de carga viral total de
1,48x10% (Figura 5). As amostras fecais tiveram média de carga viral de 1,57x10%
copias/g de fezes, as amostras de swab nasofaringeano possuiam carga viral méedia de
8,79x10* copias/mL.

As amostras dos pacientes assintomaticos apresentaram cargas virais que
variaram de 7,02x10° a 4,22x10*2 copias/g ou mL, com média de 6,42x10*! copias/g
ou mL de amostra clinica. Ao analisar dados de cargas virais obtidos através do qRT-
PCR deste estudo, foi observado que uma amostra fecal apresentou um log a mais que
todas as amostras de swab nasofaringeano, em geral as cargas virais mais altas foram
observadas com maior frequéncia em amostras fecais se comparadas com as cargas
virais em amostras de swab nasofarinegano.

Dentre as nove criancas positivas para HAdVs em ambas as amostras
clinicas, 66,6% (6/9) apresentaram sintomas gastroentéricos e respiratorios, sendo que

77,7% (7/9) destas apresentaram carga viral superior a 10x° copias/mL.
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Figura 5. Gréfico representativo de uma corrida de gPCR com a curva padrdo de amostras fecais
de criancas assintomaticas participantes do estudo.

Treze amostras detectadas com cargas virais acima de log 12 e, portanto,
quantidade suficiente de DNA, foram submetidas ao sequenciamento genémico e
purificacdo. Dessas, doze eram amostras de fezes e uma amostra de swab
nasofaringeano, entretanto a amostra de swab nasofaringeano apresentou grande perda
de DNA viral durante o processo de purificacdo inviabilizando posterior analise
filogenética da mesma. Das treze amostras, cinco foram caracterizadas como espécie
F tipo 41, e uma amostra foi caracterizada como espécie B tipo 3 HAdV todas
provenientes de amostras fecais. A amostra caracterizada como tipo 3 de HAdVs nao
apresentou boa qualidade.

As amostras com qualidade suficiente para serem analisadas eram dos
pacientes 93, 194, 196, 222 e 293. O paciente 93 tinha um més de idade, do sexo
masculino, ndo apresentava sintomas e foi detectado carga viral de 1,57x10%, o
paciente 194 possuia um ano de idade, do sexo feminino, assintomatico, foi detectado
carga viral de 2,07x10, o paciente 196 tinha dois anos de idade, era do sexo feminino
apresentava sintomas de gastroenterites, apresentou carga viral de 1,88x10%, o
paciente 222, sexo masculino, possuia 9 meses de idade e demonstrou sintomas de

gastroenterites e respiratorios, foi detectado carga viral de 9,81x10%2 e o paciente 293
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do sexo masculino, tinha 11 meses de idade, apresentava sintomas de gastroenterite e
respiratérios, com carga viral de 3,70x10%,

As amostras positivas para HAdVs com identidade nucleotidica entre 98-
100% foram designadas haplotipos, das cinco sequéncias de qualidade duas foram
escolhidas para representarem as demais sequéncias similares e estas duas sequéncias
hapldtipos foram depositadas no GenBank. O haplétipo 1 representa as amostras
93,194 e 222 (n° de acesso: KY052790) e o hapldtipo 2 representa as amostras 196 e
293 (n° de acesso: KY052791) (Figura 6).

Ainda com relagdo a analise das sequéncias obtidas, foi possivel observar
uma insercao de trés nucleotideos 1355- 1357 bp (aa 451) na sequéncia das amostras
representadas pelo haplétipo 1, apos o alinhamento das sequéncias com uma sequéncia
completa do hexon extraido do GenBank n° de acesso AB330082.A regido em que

apresentou uma insercao de nucleotideos esta localizada no loop dois no hexon.
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Figura 6. Arvore filogenética das sequéncias parciais do
hexon das sete regides hipervariaveis dos adenovirus
detectados no estudo. Os nos internos sdo representados
por valores de bootstrap obtidos em 1000 replicadas. Os
diamantes  representam as amostras  haplétipos
caraterizadas do estudo.
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6 DISCUSSAO

Os HAdVs infectam pessoas em todo mundo, sendo associados a
sintomas oculares, respiratorios, gastroentéricos, dentre outros, com alta incidéncia
principalmente entre criancas (Mandelboim et al. 2011, Miura-Ochiai et al. 2007). Os
HAdVs séo considerados como o terceiro mais frequente causador de GEA em todo
mundo e ainda € um dos principais agentes causadores de doencas agudas respiratorias,
atingindo individuos de todas as idades, porém o0s maiores indices de
morbimortalidade ocorrem nas criangas menores de cinco anos e em individuos
imunocomprometidos (Ampuero et al. 2012, Dey et al. 2011).

Considerando a relevancia desse agente epidemiolégico, o presente estudo
teve como objetivo a pesquisa de HAdVs em amostras clinicas de criancas com até
cinco anos de idade, com e sem sintomas de GEA e ou sintomas respiratérios,
atendidas em um hospital de Goiénia, Goias durante o periodo de um ano. Neste estudo
foi observado indice de positividade global para HAdVs de 21 %. Dados da literatura
revelam indices de positividade para HAdVs nas fezes ou swab nasofaringeano variam
de 1 a 33%, conduzidos em diferentes regides do mundo, tais como Tailandia, Estados
Unidos, China e Brasil (Kuypers et al. 2006, Sriwanna et al. 2013, Raboni et al. 2014,
Li et al. 2015, Vetter et al. 2015).

No presente estudo, a positividade nas fezes em criancas foi de 16%. Os
indices de positividade para HAdV em amostras de fezes, por métodos moleculares,
variam de acordo com a populagéo de estudo e regido no mundo, trabalhos exibem
indices de positividade variam de 0,5-48,4% em amostras de criancas diferentes paises
(Bonot et al. 2014, Fajr et al. 2014, Legoff et al. 2013, Mans et al. 2014, Moyo et al.
2014). No estudo de Duarte et al. (2012), realizado no Brasil no estado de Minas
Gerais, foram avaliadas amostras fecais de 392 criangas, sendo detectado positividade
4,1%, indice menor do que o encontrado nesse estudo. Entretanto, deve-se ressaltar
que no estudo de Duarte et al (2012) a metodologia utilizada para a pesquisa de HAdV
foi a imunocromatografia, enquanto que neste estudo foi utilizada metodologia mais
sensivel.

Os HAdVs entéricos causam gastroenterites principalmente em criangas
com frequéncias variaveis. A gastroenterite aguda é uma causa comum de

hospitalizacbes entre criancas e adultos, sendo caracterizada principalmente por
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diarreia, vomitos e dores abdominais (Al-Thani et al. 2013). Foi observado que 21%
das criancas com sintomas de GEA eram positivas para HAdV nas fezes. No estudo
de Ouédraogo et al. (2016), foi observado um indice de positividade em fezes de
criancas com sintomas de gastroenterite aguda (31,2%) utilizando gPCR multiplex,
entretanto deve-se levar em consideracéo o elevado indice de positividade devido ao
indice de mal nutricdo de criancas, bem como assiténcia sanitaria e de salde
inadequadas presentes no pais africano Burkina Faso onde o estudo foi realizado.

Na regido Centro-Oeste, no Brasil, Andreasi et al. (2008) analisaram
amostras de fezes em criangcas com diarreia, e detectaram DNA de HAdVs em 3,6%
do total de amostras analisadas por PCR convencional, este indice foi menor do que o
do presente estudo, devendo ser observado que no presente estudo a metodologia
utilizada para a pesquisa de HAdV foi o0 gPCR TagMan. Em outro estudo no Brasil,
realizado em Juiz de Fora Minas Gerais, foi observado indice de positividade de 12,4%
para HAdVs em criangas sintomaéticas, também por PCR convencional (Reis et al.
2016).

Os HAdVs desempenham um papel importante nas infeccdes do trato
respiratdrio, representando 1-20% das doencas respiratorias em paises asiaticos e
americanos (Estados Unidos, China, Tailandia, Brasil) (Sriwanna et al 2013, Li et al
2015, Kuypers et al 2006). De acordo com a literatura, a positividade para HAdVs por
TagMan gPCR em amostras do trato respiratorio varia de 1,8 a 19,1% em diferentes
regides do mundo (Arango et al. 2015, Esposito et al. 2016, Grijalva et al. 2014;
Marcone et al. 2015, Tortora et al. 2015).

Foi detectado indice de positividade em amostras de swab nasofaringeano
de 9,5% no presente trabalho. Em Camardes, na Africa, foi avaliado a incidéncia de
HAdVs em criancas hospitalizadas com sintomas respiratorios utilizando metodologia
de duplex gRT-PCR, foi observado um indice de positividade de 27,4%, (Kenmoe et
al. 2016), sendo este consideravelmente superior ao observado no presente estudo. Na
China, foi observado indice de positividade de 16% em criancas com sintomas
respiratorios (Wang et al. 2016). Em um estudo realizado no nordeste brasileiro
realizado com criangas sintomaticas, foi observado indice de positividade de 3,7%
(Gurgel et al. 2016). Ja na regido sudeste do Brasil, em Sdo Paulo, o indice de
positividade de adenovirus foi de 27% em criancas menores de dois anos
hospitalizadas, utilizando o método de PCR convencional, sendo este indice superior

ao encontrado no presente estudo, entretanto a populacdo de estudo era composta
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somente de criangas até dois anos de idade com infec¢Ges agudas no trato respiratério
(Durigon et al. 2015).

Das criangas sintomaticas que apresentaram um ou mais sintomas
gastroentéricos e/ou respiratorios e ndo foram positivas para HAdVs possivelmente
poderiam ser positivas para outros virus ou até mesmo outros agentes infecciosos,
como bactérias que geralmente causam sindromes respiratorias e gastroentéricas
dentre outros (Puerari et al. 2015, Thongprachum et al. 2016).

A0 nosso conhecimento, este € o primeiro estudo a realizar a pesquisa de
HAdV nos dois tipos de amostras de criangas com ou sem sintomas, atendidas em
hospital em Goiania utilizando método de RT-qPCR. Bil-lula et al. (2010) realizaram
a pesquisa de HAdV em amostras fecais de criancas submetidas a transplante de
medula 6ssea, com idade média de 9,5 anos, e observaram positividade para HAdV de
44,8%, sendo esta bem superior a encontrada nesse trabalho, provavelmente devido ao
carater oportunista dos HAdVs em pacientes imunocomprometidos e do potencial de
persisténcia dos adenovirus em ambiente nosocomial (Ganime et al. 2014,
Ganzenmueller et al. 2011).

Os principais sintomas apresentados nas criangas no Nnosso grupo de
pesquisa foram semelhantes aos relatados por outros, sendo tosse, febre, diarreia e
vomito mais frequentes, entretanto, deve-se ressaltar que sintomas néo sdo especificos
e restritos somente as infec¢des causadas por HAdV, podendo estar associada a outros
virus (Chen et al. 2014, Raboni et al. 2014).

Os adenovirus tém sido detectados em criancas assintomaticas em
alguns trabalhos como de Horward et al (2015) que detectarm HAdVs em 11%
utilizando RT-PCR, sendo também observado neste estudo que além de detectar a
presenca dos HAdVs constatou uma consideravel positividade em criancas
assintomaticas. Alguns estudos trazem dados de positividade em populacdes
assintomaticas por HAdVs como Dey et al. (2011) com incidéncia de 0,7%, entretanto
a metodologia utilizada no estudo foi ensaio imunoenzimatico, diferente deste estudo
no qual utilizamos como metodologia um ensaio mais sensivel e especifico o gRT-
PCR. A pesquisa viral em amostras de criangas sem sintomas é importante a fim de
fornecer informagdes sobre a eventual ocorréncia de virus em pacientes
assintomaticos, que poderiam ser potenciais disseminadores desses agentes,

principalmente em ambiente nosocomial (Kenmore et al. 2016, Najioullah et al. 2004).
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Os HAdVs foram detectados em ambas as estagdes seca e chuvosa na
populagéo atendida em hospital de Goiania. Chan et al. (2015) estudaram o padréo de
sazonalidade de varios virus respiratorios em Hong Kong por um periodo de 15 anos
e observaram um decréscimo na incidéncia de HAdVs nos meses de agosto e setembro
em hospitalizados, semelhante a este estudo que observou auséncia de positividade no
més de agosto e setembro em swab nasofaringeano. Moyo et al. (2014) em seu estudo
na Tanzania pesquisaram HAdVs em amostras fecais de criancas e ndo observaram
diferencas na positividade para HAdVs na estacdo chuvosa e seca. No Brasil a
sazonalidade é variavel, tem sido detectado HAdVs em vérios meses do ano (Raboni
et al. 2014, Cardoso et al. 1992, Andreasi et al. 2008, Maranhao et al. 2009). Estudos
como de Proenca-Mddena et al. (2014) relatam flutuacdes na positividade de HAdVs
respiratorio sem periodos sazonais, com baixas nas estacdes de seca e picos durante as
estacOes secas e chuvosas. Em outro estudo realizado no Brasil por Raboni et al.
(2014), foi descrita maior incidéncia estaces de seca, entretanto ndo foi observado
padrdo sazonal em HAdVs detectados em amostras fecais.

As cargas virais nas amostras fecais foram 1,57 x 10 copias/g e nas
amostras de swab nasofaringeano foram em média 8,79 x 10! copias/mL. Alguns
estudos tém demonstrado que a carga viral pode ter direta correlacdo com a gravidade
dos sintomas (Walls et al. 2005), entretanto, outros estudos reportam elevadas cargas
virais também em amostras fecais criangas imunocompetentes durante a primeira
infeccdo (Aberle et al. 2003, Tsou et al. 2012), sendo, portanto, necessarios mais
estudos que tentem associar sintomas clinicos com a carga viral. Em pacientes
imunocomprometidos com infeccdo por HAdVs a carga viral pode resultar na
disseminacéo viral e doenca sistémica (Shike et al. 2005).

Pacientes com gastroenterite viral podem excretar cerca de 10x° a mais de
10x!* particulas virais por grama de fezes (Okoh et al. 2010). No trabalho de Berciaud
et al. (2012), estudo como o0s poucos ja descritos, com participantes do estudo criangas
imunocompetentes e criancas imunodeprimidos, foram detectadas cargas virais
elevadas (10*° copias/mL), em fluidos respiratorios e fezes, de pacientes
imunocompetentes, de modo semelhante ao que foi observado neste trabalho,
entretanto, os limites superiores de cargas virais observadas neste estudo foram
superiores aos relatados na maioria dos estudos realizados na populagéo infantil, sendo
ainda observadas elevadas cargas virais tanto em criangas com ou sem sintomas. Em

um estudo conduzido em pacientes submetidos a transplante alogénico de células
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progenitoras hematopoiéticas, realizado recentemente em Goiénia, foi observada
positividade para HAdV em 57% dos pacientes e cargas virais de até 2x108 copias/g
nas fezes sendo a grande maioria dos pacientes individuos adultos (Santos et al. 2016).
Como referido, em pacientes imunocomprometidos como os submetidos a transplante,
as infeccdes por HAdVs podem resultar em elevada carga viral que pode refletir um
pior progndstico (Shike et al. 2005)

No estudo de Kohdera et al. (2006) cargas virais em amostras clinicas
variaram de 10x10° & 10x10%° copias/mL de swab de garganta, enquanto que no estudo
de Lu et al (2013), foram detectadas cargas virais de 108 copias/mL de HAdVs em
mais de um tipo de amostras respiratorias (swab nasofaringeano, swab de garganta e
escarro), cargas virais altas, assim como as cargas virais encontradas neste estudo em
amostras de swab nasofaringeano.

Em geral, neste estudo, foram encontradas cargas virais altas tanto em
amostras fecais como nas de swab nasofaringeano, as amostras com menores cargas
virais apresentaram 108 copias gendmicas por mL. Foi observado que cargas mais
elevadas estavam presentes em amostras de pacientes sintomaticos, podendo-se
sugerir uma associacao entre altas cargas virais e sintomas, entretanto, outros fatores
também devem ser considerados, tais como estado imunoldgico do paciente, idade,
dentre outros.

Foram observadas, com maior frequéncia, cargas virais mais altas em
amostras de criancas sintomaticas tanto em fezes quanto em swab nasofaringeano, em
relacdo as assintomaticas.Como ja referido, a carga viral tem direta correlacdo com a
gravidade dos sintomas, entretanto altas cargas virais sdo observadas em criangas
durante a primeira infeccdo (Aberle et al. 2003, Tsou et al. 2012), sendo, portanto,
necessarios mais estudos que associem sintomas clinicos com cargas virais.

Os adenovirus podem ser excretados tanto nas fezes quanto em secrecdes
nasais e tem sido demonstrado que os tipos de HAdVs que infectam o trato respiratorio
podendo ser encontrados nas fezes, provavelmente devido a degluticdo das secrecbes
do trato respiratorio superior, mesmo ndo ocorrendo replicacdo ou doenca no trato
gastrointestinal (Vetter et al. 2015). Avaliando as amostras submetidas ao
sequenciamento a fim de determinar as espécies e tipos de HAdVs, das treze amostras
sequenciadas, uma amostra positiva para HAdV caracterizada como pertencente a
espécie B tipo 3 e cinco amostras pertenciam a espécie F tipo 41, todas provenientes

de amostras fecais. A espécie B é comumente encontrada em amostras de em pacientes
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com sindromes respiratorias como a doenga respiratdria aguda, podendo ser resultado
da degluticdo de particulas virais presentes nas vias superiores, como ja descrito (Berk
etal. 2013).

Amostras do tipo 41 circulam frequentemente no Brasil e no mundo,
sendo conhecidamente associadas a GEA (Rey et al. 2011), cujos sintomas
caracteristicos foram observados nas criangas participantes desse estudo positivas para
HAdVs com sintomas de GEA. Nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento,
HAdV-F tipo 40 e 41 foram descritos em casos esporadicos e surtos da doenga em
pacientes internados e ambulatoriais, causando sindromes gastroentéricas e até mesmo
a morte, principalmente de criangas menores de 5 anos idade (Reis et al.2016). Dey et
al. (2011) observaram maior incidéncia de HAdVs tipo 41 em criangas com menos de
dois anos de idade nos meses chuvosos, especificamente nos meses de fevereiro e
mar¢o. No estudo de Filho et al. 2007 realizado no Brasil, foi observado maior
incidéncia de HAdVs tipo 41 em criancgas hospitalizadas e as sequéncias apresentaram
100% de identidade nucleotidica, com maior incidéncia nos meses de fevereiro a abril.
No estudo na regido Centro-Oeste realizado por Freitas et al. 2010, foi observado
maior frequéncia de HAdVs caracterizados como espécie F em 76,9% das amostras.
A predominancia da espécie F em amostras de fezes de criangas da regido foi
corroborada pelo presente estudo.

As sequéncias obtidas através do sequenciamento gendmico foram
alinhadas pelo software ClustalX 2.1, foi observada uma insercédo de trés nucleotideos
na posicao 1355 bp- 1357 (451 aa), na regido v3 do loop dois do hexon na sequéncia
hapl6tipo um, insercdo presente em algumas sequéncias posteriormente depositadas
no GenBank. As regides de variabilidade estdo localizadas nos loops um e dois da
proteina do hexon, a regido v3 esta localizada no loop dois da proteina do hexon. O
loop um (aa 131-331) e o loop dois (aa 423-477) da proteina hexon sdo voltados para
a superficie do virus e contém epitopos especificos imunogénicos (Toogood et al.
1992). Baley & Mautner (1994) compararam sequéncias do hexon de varios tipos de
HAdV, e observaram que as regides pedestais do hexon sdo altamente conservadas e
os loops sdo regides com consideravel variabilidade. O estudo Pichla-Gollon et al.
(2007) relatou que as mutacGes nos loops permitem que o virus escape do
reconhecimento do sistema imunologico como, por exemplo, a neutralizagdo por
anticorpos especificos (Crawford-Miksza et al. 1996, Ebner et al. 2005, Onion et al.
2007, Rux et al. 2003, Wu et al. 2005).
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Embora o presente estudo tenha avaliado 200 criangas com ou sem
sintomas em dois tipos de amostras diferentes provenientes de um mesmo paciente,
mais estudos devem ser realizados no intuito de se obter mais dados sobre a ocorréncia,
carga viral e tipo de HAdV em relacdo a sintomatologia e dados demogréaficos das
criancas. Esperamos que os resultados obtidos possam contribuir para um maior

esclarecimento a respeito das infec¢des causadas pelos HAdVs em criangas.
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7 CONCLUSAO

e Foi observado consideravel indice de positividade para HAdV (21%), nas fezes
(16%) e em swab nasofaringeano (9,5%) obtidas de criangas com até cinco
anos de idade com ou sem sintomas de GEA e respiratorio de criancas
atendidas no Hospital materno infantil, sendo ainda observado que algumas
criancas foram positivas em ambas as amostras clinicas. No grupo
assintomatico foi também detectada positividade significativa (19,7%). Uma
maior frequéncia de positividade foi observada em criangas com até 48 meses
de idade;

e Em geral, as criangas que apresentaram algum tipo de sintoma (gastroentérico
e/lou respiratério) apresentaram cargas virais mais elevadas, quando

comparadas as assintomaticas;

e Foi observada relagéo entre sintomas e positividade em criangas com sintomas
de GEA;

e Foram identificados, dentre as amostras positivas, HAdVs espécies F tipo 41,
e ainda uma amostra espécie B tipo 3. Todas provenientes de amostras fecais.
Sendo ainda observada que trés amostras sequenciadas apresentaram uma

insercdo de trés nucleotideos em regido variavel do hexon;

e Como perspectivas, esperamos que, ao final do estudo, possamos obter
resultados que fornecam informacdes sobre a frequéncia, epidemiologia
molecular e carga dos adenovirus em dois tipos de amostras clinicas da
populacdo de estudo, em associagdo com sintomatologia apresentada pelas

criancas participantes do estudo;
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Termo de consentimento livre e esclarecido

Titulo do projeto de pesquisa: Deteccdo 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 crianga a participar de uma pesquisa, em que ela, seu filho (a) ou
a crianca pela qual vocé é responsavel estad sendo convidado (a) como voluntario(a) a
fazer parte deste estudo que tem como titulo: “Detec¢do de Bocavirus Humano (HBoV)
em criancas com infeccao 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 medica pneumologita, aluna de doutorado da UFG/IPTSP. A
participacao da crianga € 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 respiratorias e com gastroenterite-diarréia) e também daquelas sem estas
doencas (que é o grupo controle, estudar a presenca do virus em quem nao esta doente),
é preciso que o senhor ou a senhora, entenda 0 motivo da pesquisa: o convite esta sendo
feito porque os virus respiratdrios 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 Goiania/Goias. A pesquisa sera realizada em criangas com sintomas clinicos
(casos) de infeccdo respiratoria e/ou gastroenterite e comparar 0 virus também em
pacientes sem estas doencas (que é o grupo controle, onde estudamos o virus também em
quem esta sadio, pois em alguns casos a crianca pode ser portadora dos virus, mas ndo
manifestar a doenca). Apos o atendimento do paciente pelos pediatras do hospital, um
dos membros da equipe pedira autorizacao para os 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 participagédo de
seu filho (a) ou a crianga pela qual vocé é responsavel € importante, mas vocé e a crianga
podem recusar participar da pesquisa a qualquer momento. Os procedimentos apresentam
riscos baixos & integridade fisica da crianga, 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
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coleta de fezes é espontanea, durante a evacuacao, aqual sera recolhida em um frasco
especifico, sem a utilizacdo de medicacdo ou instrumentos para tal. Nao acarretando
nenhum desconforto direto, podendo ser acompanhado pelo responsavel legal da crianca.
Além da coleta das amostras de secre¢des nasais e de fezes, o responsavel pela crianca
devera responder um questionério para o registro das informagdes 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
Patologia e Doengas Tropicais da UFG seguindo todas as normas do regulamento
aprovado pelo CEP/IPTSP a respeito de biorrepositorio (segundo as normas da resolugédo
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 0s 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 estard sendo financiada com recurso do
préprio laboratorio e de convénios regularmente firmados sem nenhum custo para o0 SUS,
familiares ou planos de sadde. 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 decisdes sobre os remédios necessarios para o tratamento do problema
atual (o médico do hospital que atender seu filho (a) decidirdo por procedimentos
necessarios, como os 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 os 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 identificacdo 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 implicaréa 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 nao ha despesas decorrentes da participacdo na pesquisa
por parte do sujeito da pesquisa, neste caso, o responsavel legal e a crianca participante
ndo haverd nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo financeira pela sua participacéo.
Este estudo tem inicio no ano de 2013 e previsao de encerramento em 2014.

Autorizo o0 armazenamento e guarda de amostras de secrecdo nasal e de fezes,
formando um banco de dados/biorrepositorio para investigacoes futuras, e que toda nova
pesquisa a ser feita com o material sera submetida a aprovacdo do CEP da instituicao e,
quando for o caso, da CONEP e com a dispensa de novo consentimento a cada pesquisa
(Res. CNS n.0 347/2005-1.1, 1.2, 1.3, 1.4).

Ap0s receber os esclarecimentos e as informag6es, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, vocé devera rubricar todas as paginas e assinar ao final deste documento e, que
estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel A qualquer
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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 poderd entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Materno Infantil de Goiania Telefone (62)
3201-3374.

Local e Data: Goiénia, ........ [....... [voiiinnn,

Nome e Assinatura do pesquisador

Consentimento da participagdo da crianca 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 infecgdes 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 0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes da participa¢do da crianca pela qual sou responsavel legal.

Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer 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 copia 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
secrecOes 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,
virus respiratorio sincicial, virus influenza A e B, virus da parainfluenza, adenovirus
respiratdrio, rinovirus, metapneumovirus humano, coronavirus e os HIN1.

Local e data:

Nome e assinatura do sujeito ou responsavel legal:
Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite
do sujeito em participar.

Testemunhas

Nome e assinatura:

Nome e assinatura:
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Anexo 3. Ficha de Investigacdo Clinica

Ficha de investigacao clinica.

DATA: ....[.....l....... Registro geral (................ ) N° Amostra
(PP )

1. Controle: 1.1 Fezes assintomatico ( ) 1.2 Swab assintomatico ( )
2. Caso: 2.1 Sintomas GEA ( ) 2.2 Sintomas respiratérios ()
3. Amostra: 3.1 Fezes( ) 3.2Swab ()

Dados epidemioldgicos

4. NOME: <. bbbttt r et b et bbbt e e e e
5 COLETA: DATA (... evciid....)  HORA (v )

6. UNIDADE COLETA:( )PS ( )ENFERMARIA ADMISSAO: ...
7 SEXO: () MASC. ( )FEM.

8 DATA DE NASCIMENTO: ......... [ [ IDADE: ......coovvvnnn.
9. Natural: ......ooeveveirieieeceeece Procedéncia: ........cccceeeveevveviecineennn.
Lo =T =T ol o SRS
Bairro:.....ccoovee e Cidade:......ccoevveveeiicecee, UF............
Telefone: ( )evevvvevecvciecieiee Nome reSPONSAVEL: .......cccccvviieiieiiic e
Profissdo: Mae ........ccccoevvvevvevciiece e Pal..cviiiiiicc e

Renda familiar (em salario minimo): ........cooiiiiiiiiic e

Habitacdo: ( ) prépria ( ) alugada
Asfalto: sim( ) ndo( ) Agua: ( )tratada ( )cisterna ( )pogo Esgoto: sim( ) n&o ()

10. RACAJ/COR:( )branca, ( )morena, ( )negra, ( )indigena

11. ESCOLARIDADE: ( )publica, ( )creche, ( )particular

12.  ASSISTENCIA MEDICA: ( ) SUS, ( ) plano desaude, ( )particular
13.  ALIMENTAGCAO: ( ) leite materno, ( ) leite materno e outro, ( ) outro
14.  TIPOPARTO: ( ) normal, ( ) cesariana

Sintomatologia:
15.  A. Respiratorio:

Febre: sim( ) nédo( ), Tosse ( )sim ( )ndo, Dispnéia/Chiado ( )sim ( )ndo
AUSCUNtA: .o [ TeMPEratura: .......c.cocevevvrienieerieneneens

B. GASTROENTERITE:
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Diarréia: sim( ) nao( )/ Frequéncia: la2x( ), >2x( )
Aspecto: liquida( ), semi-liquida( ), pastosa( ), sangue( ), fétida( )
Febre: sim( ) ndo( )/ Vomitos: sim( ) ndo( )/ Dor abdominal: sim( ) ndo( )

Antecedentes epidemioldgicos:
16.  Contato caso suspeito (Respiratorio e/ou GEA): ( )domicilio, ( )creche, ( ) escola

17.  Uso de medicacdo antes coleta: sim( ) nao( ), qual? .....ccccccevvvievieiesiiereeieennn,
18.  Vacinacdo completa: sim( ) néo( )

Vacina contra gripe: sim( ) ndo( )  Ultima dose:........c..ccoecvvvervrrnnnne,

Vacina rotavirus (VORH)( ), Rotarix ( ), Rotatec( )— 13dose( ), 22dose ( )
Comprovacao: sim( ), ndo( )

19.  Diagnostico clinico

20. Outras patologias/CITUIGIAS: .........oieiiririiieieie et
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