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RESUMO

As gastrenterites sdo a terceira causa de morbi-mortalidade infantii no mundo,
sobretudo entre os menores de 5 anos de idade. Os adenovirus (HAdV) séo virus
icosaédricos ndo envelopados, tém 240 proteinas “hexon” especificas € DNA de fita
dupla. Pertencem a familia Adenovidae, género Mastadenovirus e estao distribuidos
em 7 espécies (A a G) e 57 sorotipos. Estudos epidemioldgicos detectaram HAdV
em 2 a 14% dos casos de diarreia aguda infantii em hospitais e ambulatérios
clinicos. O objetivo deste estudo foi detectar a prevaléncia, definir o perfil
epidemiologico e os tipos de HAdV em criangas hospitalizadas com quadro de
gastrenterite e vacinadas contra rotavirus. Foram analisadas 842 amostras fecais,
coletadas no periodo de maio de 2009 a abril de 2011 em Belém, PA, utilizando-se
as técnicas de ensaio imunoenzimético e imunocromatografia para triagem-e PCR e
sequenciamento de nucleotideos para tipagem e identificacdo molecular. Os HAdVs
foram encontrados em 7,2% (61/842) das amostras testadas, com os adenovirus
entéricos (AdE) equivalendo a 50,8% (31/61) dos casos positivos. A analise quanto
ao género das criangas infectadas demonstrou 7,7% (28/362) de casos do sexo
feminino e 6,8% (33/480) do sexo masculino. A positividade para HAdV por faixa
etaria dos pacientes analisados detectou maior prevaléncia entre os maiores de 24
meses de idade, correspondendo a 8,9% (16/178). Quanto a distribuicdo temporal
dos HAdV, o més de junho foi o de maior prevaléncia, com 11,4% (8/70) do total de
casos. A reacao de sequenciamento de oligonucleotideos caracterizou a espécie F
como mais prevalente em nossa regiao, equivalendo a 64,5% (29/45) das amostras
sequenciadas, com o tipo 41 detectado em 69% (20/29) dos casos positivos para a
espécie F e 31% (9/29) caracterizados como tipo 40. Os resultados obtidos neste
estudo confirmam os HAdV infectando uma proporc¢éo significativa de menores de 3
anos hospitalizados na cidade de Belém, Para, demonstrando a importancia do
estabelecimento de uma vigilancia, sobretudo apds a implantacédo da vacina contra

rotavirus no Brasil.

Palavras-chave: gastrenterite, adenovirus, ensaio imunoenzimatico, PCR,

sequenciamento, pds vacinacdo contra rotavirus.



ABSTRACT

Gastroenteritis are the third cause of infant morbidity and mortality worldwide,
especially among children under 5 years old. Adenoviruses (HAdV) are icosahedral
non-enveloped viruses, possess 240 proteins "hexon" specific and a double-stranded
DNA. They belong to the Adenoviridae family, Mastadenovirus genus, and are
assigned to 7 species (A to G) and 57 serotypes. Epidemiological studies found that
HAdVs account for 2-14% of cases of acute childhood diarrhea in hospitals and
outpatient units. The aim of this study was to determine the prevalence and to assess
the epidemiological features of of HAdV infection, as well as the occurrence of types
in 842 children under three years of age, hospitalized for acute gastroenteritis in
Belém, Brazil. All of these children had been vaccinated against rotavirus.These
children were selected from a previous rotavirus vaccine case-control study
conducted at Instituto Evandro Chagas, Belém, Para, from May 2009 to April 2011.
ELISA and immunochromatography were used for HAdV screening in stool samples
and PCR and oligonucleotide sequencing for typing and molecular characterisation.
HAdVs were found in 7.2% (61/842) of the tested samples, with the enteric
adenoviruses (EAD) accounting for 50.8% (31/61) of the HAdV positive cases. The
distribution of HAdV according to the gender showed that 7.7% (28/362) of whom
were female and 6.8% (33/480) were male. The highest prevalence rates of HAdV
infection were seen among patients older than 24 months of age, corresponding to
8.9% (16/178) of all positive cases. In regards to the temporal distribution, the
highest prevalence rate was observed in June, representing 11.4% (8/70) of cases
overall. The oligonucleotide sequencing showed that HAdV species F was
predominant in our region, accounting for 64.5% (29/45) of the sequenced samples.
These samples included HAdV types 41 and 40, detected at rates of 69% (20/29)
cases and 31% (9/29), respectively. The results of this study indicate that HAdV
accounts for a significant proportion of gastroenteritis among hospitalized children
aged less than 3 years, during a post-rotavirus vaccine introduction period in Belém,

Para state, Brazil.
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1. INTRODUCAO

Aproximadamente 7 milhdes de criancas menores de 5 anos morrem todo ano
nos paises mais pobres por doencgas infecciosas e parasitarias, principalmente
pneumonia, diarreia e HIV/AIDS (GBD, 2015).

As gastrenterites agudas constituem um problema de impacto mundial em
termos de saude publica, representando a segunda causa de morte por doencas
infecciosas entre criangas com menos de 5 anos em todo o mundo, associando-se a
578.000 6bitos ao ano (GBD, 2015; LIU et al, 2016). Segundo o Fundo das Nac¢bes
Unidas para a Infancia (Unicef), apenas 39% das criancas atingidas por tal agravo nos
paises em desenvolvimento recebem tratamento adequado (UNICEF, 2008; RUDAN,
2010).

As doencas diarreicas agudas ocupam lugar de destaque na morbi-
mortalidade infantil, estimando-se que anualmente cerca de 1,3 bilhdo de episddios
diarreicos possam acometer criangas com até 5 anos de idade. Num pais em
desenvolvimento, esses menores podem apresentar de trés a cinco episédios
diarreicos por ano (MISODOR, 2008). Essa doenca também pode ser considerada a
segunda ou terceira causa de consulta nas emergéncias, sobrecarregando os
servicos de saude (BLACK, 2014).

No Brasil, entre 2000 e 2010, houve 22.933 mortes de criangas com idades
inferiores a cinco anos, devido as doencas diarreicas (80,3% delas em menores de
um ano), e 1.209.622 internacdes (62,6% entre um e quatro anos) (MENDES et al,
2013). As microrregidoes situadas nas regides Norte e Nordeste apresentaram em
2009 maiores taxas de mortalidade por gastrenterite aguda (5 e 4 vezes mais,
respectivamente), entre os menores de um ano de idade, do que a regido Sul
(BUHLER et al., 2014).

Dados demogréficos indicam que a taxa de mortalidade infantil entre os
menores de cinco anos no estado do Paré foi de 24,1 ébitos para cada mil nascidos
vivos em 2012. Em Belém, nos anos de 2009 e 2010, a mortalidade infantil era de
16,3 e 16,9, para cada 1000 nascidos vivos, respectivamente. No entanto, para os
menores de um ano a mortalidade em 2013 foi de 4,7%, sendo que grande parte
desses 0bitos ocorreu por doencga diarreica (DATASUS, 2013).

A gastrenterite aguda é geralmente causada por um agente de origem

infecciosa que infecta os enterdcitos da mucosa intestinal e desencadeia alteracao
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na absorcdo de agua, eletrolitos e nutrientes. O resultado pode ser a desidratacao
grave, choque hipovolémico e a evolucdo para o 6bito (TOPOROVISIKI et al., 1999).

Até os anos 1970, as técnicas de diagnostico empregadas na identificacdo da
etiologia infecciosa das diarreias eram limitadas a pesquisa de bactérias,
protozoarios e helmintos. Nao obstante, diversos investigadores ja questionavam,
por exclusdo, o papel dos virus na maioria dos casos, uma vez que
aproximadamente dois tercos ficavam sem uma definicdo etiologica (KAPIKIAN e
CHANOCK, 2007).

Com o advento da microscopia eletrénica (ME) e o uso de técnicas virolégicas
especificas, ficou evidenciada a importancia que os virus assumem na etiologia das
gastrenterites infantis, demonstrando seu envolvimento de forma tdo ou mais
importante do que outros patégenos. Dentre esses virus se destacam os rotavirus do
grupo A (RV), norovirus, adenovirus entéricos tipos 40 e 41 (AdE) e astrovirus
(WILHELMI E SANCHEZ, 2003).

Os adenovirus humanos (HAdV) estdo amplamente distribuidos no mundo e
se relacionam a uma variedade de processos morbidos que inclui doencas
respiratérias, conjuntivite, uretrite, intussuscep¢édo e gastrenterite (WOLD e ISON,
2013). Os que estdo relacionados com a gastrenterite acometem principalmente
criancas com idade inferior a dois anos, assim como individuos
imunocomprometidos de qualquer faixa etéria, podendo levar a morte (MUNOZ et
al.,1998; WILHELMI et al., 2003).

Devido ao impacto do RV na saude publica, no Brasil, desde 2006, foi
introduzida no calendario basico de imunizacfes para criancas a Vacina Oral de
Rotavirus Humano (VORH), Rotarix®, produzida pela GlaxoSmithKline Biologicals
(Rixensart, Bélgica), que obteve resultados satisfatorios quanto a eficacia contra
gastrenterites graves e hospitalizacdes por esses agentes virais (LINHARES e
BREESE, 2000; LINHARES e VILLA, 2006; LINHARES et al, 2008;
MASCARENHAS e LINHARES, 2005; CARVALHO-COSTA et al., 2009).

A vacina Rotarix®, de origem humana, genétipo G1P[8], foi avaliada na
Finlandia e em onze paises da América Latina, obtendo-se eficacia de até 100%
contra os episodios mais graves de diarreia por RV (LINHARES e JUSTINO, 2015;
RUIZ-PALACIOS et al.,, 2006; VESIKARI et al., 2006). Essa vacina foi também
testada em Belém e apresentou eficacia de 86% e 93% contra gastrenterites graves

e hospitalizac6es por RV, respectivamente (ARAUJO et al., 2007). Presentemente, a
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VORH faz parte do calendario oficial estabelecido pelo Programa Nacional de
Imunizacbes e se encontra disponivel nos postos de salde para ser administrada
em duas doses, via oral, aos segundo e quarto meses de idade (BRASIL, 2006).

Apés a introducdo da Rotarix® no Brasil e em varios paises no mundo,
diversos outros agentes virais, ai se incluindo os HAdVs, passaram a adquirir maior
importancia como causa de gastrenterites na infancia. Tal contingéncia reforca a
necessidade de incluir os HAdVs, entre outros enteropatdogenos, no contexto da
vigilancia epidemiologica oficial. Dai podem decorrer medidas de prevencdo e
controle que concorram para a melhoria das condi¢cdes de saude da populacao,
particularmente as criangas.

Diversos estudos realizados em diferentes regides caracterizaram o0s RV
como principal causa de gastrenterite aguda entre criangas menores de cinco anos
de idade (TATE, 2011a; DASHTI et al, 2016). Apesar disso, aproximadamente 25%
dos casos de diarreia continuavam sem uma definicdo etiologica (KOTLOFF et
al.,1989). Logo, constatou-se a necessidade de se estudarem outros agentes virais
gue pudessem estar implicados nesses casos sem causa definida, tais como os
HAdVs.

Estudos epidemiolégicos sobre as infec¢cdes entéricas em todo o mundo
sustentam a importancia dos HAdVs como agente etiolégico de gastrenterite. Ao
contrario dos estudos sobre RV, numerosos desde sua descoberta ha quatro
décadas, a literatura concernente as gastrenterites por HAdV apresenta longos
periodos sem a adi¢cao de novas e relevantes informacdes.

Apesar dessa limitacdo na literatura, foi demonstrada a circulacdo de HAdV
causando gastrenterite nas popula¢cdes adulta e infantil, com taxas de prevaléncia
entre 4 e 22% (HAMKAR et al, 2010; SHOKROLLAHI et al, 2014; REYMAO et al,
2016; LIU et al, 2016).

Ha que se considerar que os HAdVs ja foram caracterizados previamente
como a segunda causa de gastrenterite entre os menores de 2 anos de idade (LIU
et al, 2016)

Um estudo realizado, voltado a pesquisa de HAdV em Belém do Para, com
1.160 amostras provenientes dos periodos pré- e poés-vacinacdo contra RV,
alcancou positividade de 7,2% quanto a presenca desses virus. Os adenovirus
entéricos (HAdE), particularmente, foram detectados em 5% (58/1160) do total de

amostras, correspondendo a 69% (58/84) das amostras positivas (n = 58). No
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periodo pré-vacinacao, a positividade foi de 5,78% (44/760) dos espécimes testados,
enquanto que apos a introducao da vacina contra RV registrou-se 10% (40/400) de
espécimes positivos para HAdV (MULLER, 2011).

A realizacdo deste estudo de vigilancia apds a introducdo da vacina contra
RV no Brasil contempla importantes informacdes adicionais a respeito da
prevaléncia dos HAdV nos quadros de gastrenterite infantil, especialmente dos tipos
entéricos 40 e 41. Acrescam-se a isto novas informacdes a respeito da circulacéo
de outras espécies de HAdV como causa de gastrenterite.

Sao raros os estudos que tenham determinado a diversidade genotipica
inerente as infec¢des por HAdV, pois alguns apenas se estendem além da deteccao
e do enfoque na prevaléncia. Portanto, estudos de vigilancia de agentes virais
relacionados a gastrenterite aguda em criancas vacinadas contra RV sdéo

importantes para identificar eventuais mudancas no perfil dessas infeccoes.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Descrever os aspectos epidemiolégicos da infeccdo por adenovirus em
criancas com gastrenterite aguda grave apds a implementacdo da vacina contra
rotavirus, na cidade de Belém, Para, durante o periodo de maio de 2009 a abril de
2011.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar a prevaléncia de HAdV em criancas com gastrenterite aguda
vacinadas contra RV.

b) Comparar os resultados obtidos pelas técnicas de diagnoéstico sorologico para
HAdV.

C) Identificar a frequéncia de coinfecc¢des envolvendo HAdV e RV.

d) Descrever o perfil epidemiolégico das infeccbes por HAdV.

e) Analisar as caracteristicas de temporalidade e sazonalidade das infec¢des por
HAdV.

f) Determinar a diversidade genotipica das infeccbes por HAdV de origem
humana.

s)] Descrever as relagdes filogenéticas das amostras de HAdV.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 ADENOVIRUS

3.1.1. Histoérico

Os HAdVs foram isolados e caracterizados como agentes virais por dois
grupos de pesquisadores que estudavam a etiologia das infec¢des respiratorias
agudas. Em 1953, Rowe e colaboradores observaram a degeneracdo de culturas
primarias de adendides humanas (ROWE et al, 1956). Apenas em 1956 foram
denominados adenovirus, devido ao tecido no qual foram descobertos (ROWE et al,
1958).

A capacidade desses virus de induzir tumores em roedores (HAdV tipo 12) e
transformar células “in vitro” estabeleceu os adenovirus como um modelo importante
nos estudos da oncogénese, originando a primeira descricdo de um virus de origem
humana induzindo tumor maligno em animal (TRENTIN et al., 1962).

Em 1960 foi desenvolvida uma vacina contra os HAdV pertencentes aos
sorotipos 4 e 7, pois eram responsaveis por elevada morbidade na populacdo de
recrutas militares, contingente humano sob maior risco de contrair doenca
respiratéria aguda (GAYDOS e GAYDOS, 1995).

Em 1973, um tipo de HAdV foi isolado em células de carcinoma de utero
humano (HelLa), a partir das fezes de uma crianca com gastrenterite na Holanda. De
1979 a 1983 varios HAdVs foram isolados de criancas com diarreia e/ou vomito na
Holanda e noroeste da Alemanha (SANTOS e SOARES, 2015).

Em 1975, o HAdV foi observado por ME a partir de amostras fecais
provenientes de criancas em surto de gastrenterite (FLEWETT, 1976). Essas
particulas virais ndo foram cultivaveis e, devido a sua caracteristica de dificil
replicagcdo nos sistemas celulares convencionais, os adenovirus entéricos (HAdE)
foram denominados adenovirus fastidiosos (BLACKLOW e GREENBERG, 1991).

Atualmente, os HAdEs séo considerados agentes etioldgicos importantes da
doenca diarreica infantil em todo o mundo. Isso, além de afetarem jovens e adultos
em periodos de surtos, havendo também evidéncias de transmissdo nosocomial
(SANTOS E SOARES, 2015).
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A utilidade do estudo de HAdV nos dias de hoje refere-se ao uso deste como
importante vetor na terapia genética, sendo ainda objeto de intensa investigacao.
Neste caso, podem ser usados como vetores de expressdo de genes em

desenvolvimento de vacinas (BERK, 2013).

3.1.2. Estrutura morfolégica, genémica e proteica

Os HAdVs sao virus nao envelopados que possuem simetria icosaédrica (20
faces), diametro de aproximadamente 90nm e fibras semelhantes a antenas de 28 a
33 nm, sendo projetadas dos vértices do icosaedro (Figuras 1A e 1C). As particulas
(virions) tém massa de 150 X 10° D, a qual contém 13% de DNA e 87% de proteinas
(Figura 1 C). Seu genoma é constituido por DNA de fita dupla, linear e nao-
segmentado, com 30 a 38 Kb (HALL, 2010; BERK, 2013).

O capsideo dos HAdVs é formado por 252 caps6meros. Destes, 240 sao
hexagonais — os “héxons” — e contém, em todos os adenovirus, 0s antigenos grupo-
especificos. Os restantes 12 capsémeros — os “pentons” — sdo pentagonais e, a
partir dos mesmos, se projetam os doze filamentos ja citados; os “pentons” contém o
antigeno tipo-especifico (DIETRICH, 1979). Os determinantes antigénicos estao
localizados no hexon e na fibra (Figura 1B). Na superficie interna do hexon se
encontra o determinante alfa, que é o antigeno género-especifico comum a todos os
HAdVs do mesmo género. O epsilon do hexon e o gama da fibra caracterizam os
sorotipos (RUSSELL, 2009).

A fibra é subdividida em trés regides: porcao globular (Knob), haste e cauda.
Os capsideos da maioria dos sorotipos de HAdV apresentam apenas um tipo de
fibra, enquanto que os das espécies F e G codificam proteinas para fibras curtas e
longas (RUSSEL, 2009). O tamanho da fibra varia de acordo com o sorotipo. Os
epitopos das proteinas formadoras das fibras possuem atividade de hemaglutinina e
de neutralizacdo, e sdo ainda responsaveis pela adsor¢cdo a célula do hospedeiro
(BERK, 2013).

As particulas de adenovirus contém DNA, proteinas e apresentam tracos de
carboidratos porque a proteina da fibra do virion € modificada por adicdo de
glicosamina (BERK, 2013). O virion € constituido de 11 proteinas numeradas de Il a
IX, llla, u, TP (proteina terminal, mais a p23 (protease viral), conforme se observa na

Figura 1 D, e a descricdo apresenta-se na Figura 2 (LIU, 2010).
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Figura 1: Modelos do virion do
adenovirus. A: Morfologia interna e
externa do Adenovirus. Fonte:
www.slimfilms.com. B: Particula
demonstrando as trés maiores
proteinas de  superficie do
capsideo: penton, hexon e fibra
(através de seus momomeros).
Fonte: Viruses  (2015). C:
Reconstrucéo de imagem
tridimensional da particula intacta
do adenovirus vista em conjunto
com um icosaedro tri-axial. D: Uma
secdo estilizada da particula do
adenovirus baseada na
compreensdo atual dos seus
componentes  polipeptidicos e
DNA. Os constituintes virais séo
designados por seus nimeros de
polipeptideo com excecdo da
proteina terminal (TP). Fonte:
Adaptado de Fields et al.,
Fundamental Virology (1996).


http://www.slimfilms.com/
http://www.graylab.ac.uk/cgi-bin/omd?query=icosahedral&action=Search+OMD
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Proteina Localizacao Aa Funcéo conhecida
Il Mondmero hexon 952 Estrutural
1l Base do penton 571 Penetragéo
llla Associado a base do penton| 585 Penetracdo, montagem
\Y Fibra 581 Ligacao ao receptor celular
\Y A2 449
Vv Core (associado ao DNA e a| 368 Histona-like, “empacotamento”
base do penton)
Vi Peptideo do hexon 250 Estabilizacdo do capsideo, do

core e rompimento da membrana
do endossoma

VIl Core 174 Histona-like
VIII Peptideo do hexon 227 Estabilizacdo do capsideo e do
core, montagem da particula
IX Peptideo do hexon 140 Estabilizacdo do capsideo e do
core, montagem da particula
TP Genoma Replicagdo do DNA viral
K Core 36 Ligacdo ao DNA viral
p23 Core Protease

Figura 2: Designagao das proteinas dos adenovirus, sua localizacéo e funcdes.
Fonte: Adaptado de LIU, 2010.

O genoma “codifica” seis unidades de transcricdo iniciais (precoces): E1A,
E1B, E2A, E2B, E3 e E4; 3 unidades intermediarias (IX, IVa2e E2 tardio).
Posteriormente, uma unidade de transcricdo tardia (MLP), que, em seu
processamento, gera cinco familias de RNAs mensageiros tardios (L1, L2, L3, L4 e
L5), todos transcritos pela RNA polimerase Il (BERK, 2016).

3.1.3. Classificagéo

A familia Adenoviridae é subdividida em cinco géneros: Aviadenovirus (tem
como hospedeiro as aves), Mastadenovirus (responsaveis por infectar mamiferos),
Atadenovirus (infectam marsupiais, répteis e aves), Siadenovirus (isolados de
répteis, passaros e marsupiais) e Ichtadenovirus (infectam algumas espécies de
esturjao) (BENKO et al.,, 2002, 2005; CARSTENS, 2010). Com base em
caracteristicas biologicas, imunolégicas, bioquimicas e genéticas, os adenovirus
humanos estdo classificados em 57 sorotipos, distribuidos em 7 espécies
designadas de A a G (DAVISON E BENKO, 2003; JONES et al., 2007; HALL et al.,
2010).
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O género Mastadenovirus € formado por mais de 90 sorotipos. No entanto, 0s
sorotipos mais comumente envolvidos em casos de gastrenterite sdo os 40 e 41, da
espécie F (adenovirus entéricos), os tipos 12, 18 e 31, da espécie A (BROWN et al,
1996), e o recentemente incluido tipo 52, pertencente a espécie G (JONES et al.,
2007). Os tipos 2, 5 e 6, da espécie C (BAUM, 2000; HORRWITZ, 2001), raramente
estdo envolvidos na etiologia da diarreia (WILHELMI et al., 2003). No entanto, o tipo
1 da espécie C pode estar relacionado a gastrenterite. A classificacdo dos
adenovirus segundo a espécie e o sorotipo pode ser observada na Figura 3
(BENKO, 2008).

Espécie Sorotipo Manifestacdes Clinicas
A 12,18 e 31 Gastrenterite
B 3,7,16, 21,50 e 55 Infeccao respiratéria aguda (IRA),
11,14,34e 35 Febre, Conjuntivite, Faringite,

Pneumonia, Gastrenterite.
Cistite hemorrégica.

C 1,2,5,6e57 IRA, ocular e gastrenterite.
D 8,9, 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22- Ceratoconjuntivite epidémica;
30, 32, 33, 36-39, 42-49, 51, Ceratoconjuntivite esporadica.
53, 54 e 56 Gastrenterite
E 4 IRA e conjuntivite
F 40, 41 Gastrenterite
G 52 Gastrenterite

Figura 3: Classificagcdo e condicdes clinicas dos seres vivos associados aos adenovirus.
Fonte: Adaptado de BENKO, 2008.

3.1.4. Biossintese viral

A biossintese viral leva cerca de 30 horas e resulta na producdo de
aproximadamente 100.000 novas particulas por célula. Ocorre no nucleo celular e
esta dividida em fases inicial, intermediaria e tardia. Os eventos iniciais
compreendem as etapas de adsorcdo, penetracéo, transcri¢cao e traducao dos genes
iniciais, 0s quais posteriormente irdo regular a expressdo dos genes virais e a
replicagdo do DNA (Figura 4). Os genes iniciais também induzem a progressao do
ciclo celular e bloqueiam a apoptose. Na fase tardia ocorre o inicio da replicacdo do
DNA, com expressao de um novo grupo de genes virais tardios e a montagem da
progénie viral (BERK, 2013).
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Figura 4: Representagdo diagramatica da captacdo e desnudamento de particulas de adenovirus.
Fonte: Adaptado de Zinsser Microbiology 20" Ed.

A adsor¢do dos HAdV dos tipos A, C, D, E e F ocorre através da ligacao da
fibra a um receptor da membrana plasmatica denominado CAR (Coxsackie-virus B
and Adenovirus receptor), sendo este um componente das juncdes das células
epiteliais. Os adenovirus do tipo B utilizam como receptor a molécula CD46
(SANTOS e SOARES, 2008). Apos a adsorcdo, a base do penton se liga as
integrinas da superficie celular. Ocorre remocdao da fibra e internalizacdo da particula
por endocitose. A particula é parcialmente desmontada antes de ser liberada no
citoplasma, com o core entrando no nlcleo através de poros e convertido em

complexo DNA viral-histonas celulares (WICKHAM et al., 1993; SETH et al., 1994).
Apés esta etapa, a RNA polimerase Il celular transcreve os RNAs
mensageiros iniciais e os RNAs tardios. Mecanismos de splicing resultam em varias
copias de RNAs e as proteinas produzem o genoma viral. A sintese do DNA viral
ocorre com auxilio da proteina terminal (TP), a DNA-binding-protein (DBP) e a DNA-
pol. Os genes tardios, que codificam proteinas estruturais, s&o transcritos,
processados e transportados para o citoplasma, onde acontece a sintese proteica

viral. A montagem da particula ocorre no ndcleo, porém, os capsdmeros de hexons e
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pentons sdo montados no citoplasma. A liberacdo dos virions da célula infectada
esta associada com o deslocamento de componentes do citoesqueleto e com a
proteina E3-11, também denominada ADP (adenovirus death protein), que levam a

lise celular (SANTOS E SOARES, 2015).
3.1.5. Expresséo génica

Os HAdV apresentam organizacdo gendémica na qual sdo identificadas duas
origens de replicagcdo, presentes em cada segmento terminal do genoma e oito
unidades de transcricdo, dependentes de RNA polimerase Il, sendo seis unidades
de transcricao inicial (E1A, E1B, E2A, E2B, E3 e E4), duas unidades de transcricdo
intermediéria (pIX e plVa2) e a unidade de transcric¢ao tardia principal (MLTU), a qual
gera 5 familias de RNAsm (L1 ao L5) (SHENK, 1996). O cromossoma viral também
pode conter uma ou duas regifes de transcricdo de pequenos RNAs (VA-RNA),
transcritos pela RNA polimerase Il (KIDD et al., 1995, SHENK, 1996) (Figura 5).

MLP
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Figura 5: Organizagcdo do genoma dos adenovirus: “P” indica os percursos. MLP sdo as iniciais do
principal sitio promotor tardio. O peso da proteina é expresso em quilo Dalton. As setas indicam a
direcdo de transcricdo das regides. O sistema considera os promotores de varios genes em uma
regido. Fonte: AKUSJARVI et al., 1986.

A andlise dos genomas sequenciados demonstrou que nas extremidades de

cada molécula de DNA séo encontradas as RTIs (repeticbes terminais invertidas),
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que variam de 36 pb (pares de base) até mais de 200 pb, dependendo do sorotipo,
as quais sao importantes durante a replicagdo do genoma. Cada terminal 5’ do DNA
do virus é covalentemente ligado a uma TP (proteina terminal), que desempenha um
papel fundamental na iniciacdo da replicagdo do DNA viral, conforme pode ser
observado na Figura 6 (HALL et al., 2010).

proteina de ligagdo a fita simples

!
;

[
|'5= 3

Figura 6: Mapa de transcricdo do adenovirus. Genes inicias sdo mostrados em vermelho. Verde
indica genes tardios. Linhas azuis indicam DNA. Colchetes indicam a posicdo de promotores.
Transcritos primarios sdo feitos a partir de cada promotor e em seguida sofrem splicing alternativo, o
diagrama acima ndo mostra o transcrito primario. Mostra apenas aquelas regibes presentes nos
produtos do splicing alternativo. Regifes ausentes indicam introns removidos. Fonte: Adaptado de
Broker, 1984.

3.1.6. Gene hexon

O gene hexon possui uma regido hipervariavel e codifica o mais importante
proteoma para classificacdo e reconhecimento sorotipo-especifico (Figura 7). A parte
remanescente da proteina hexon (765 aa) mostrou uma pequena variabilidade entre
diferentes sorotipos de adenovirus, indicando que o gene hexon pode ser 0 mais
conservado componente do genoma adenoviral. No entanto, 0 nimero de sorotipos
de HAdV com a sequéncia completa de informagdes sobre o gene hexon ainda é
muito limitada (CRAWFORD-MIKSA E SCHNURR, 1996).
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Figura 7: Diagrama do hexon gene. A: com exons 1, 2 e 3. B: Micrografia eletrénica de um hibrido
de mRNA do hexon gene. Fonte: BERK, 2016.

3.1.7. Epidemiologia

Estudos epidemiolégicos sobre as infeccbes entéricas em todo o mundo
confirmam a importancia dos HAdVs como agente etioldgico de doenca diarreica em
menores de 5 anos de idade (DASHTI et al, 2016). Ao contrario dos estudos sobre
RV, numerosos desde sua descoberta, a literatura concernente as gastrenterites por
HAdV apresenta longos periodos sem a adicao de novas informacdes.

Os HAdVs podem estar relacionados a segunda ou terceira causa de diarreia
nao bacteriana entre criangcas menores de 3 anos de idade (BARRELLA et al, 2009;
LIU et al, 2016). Estudos epidemiol6gicos desenvolvidos em diversos paises
demonstram que os HAdV foram detectados em 2 a 20% dos casos de gastrenterite
aguda infantil em hospitais e ambulatérios (MOTAMEDIFAR et al, 2013; SHOJA et
al, 2014).

De um modo geral, os adenovirus ja foram detectados em amostras fecais de
criancas causando gastrenterite aguda infantil em diversos paises como citados a
seguir: 6,9 % nos EUA; 8% na Suécia; 8,3% na Alemanha; 7,9% no Reino Unido;

6,7% no Ird; 10,8% na China; e 4% na Indonésia. Estes dados comprovam que,
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mesmo em baixas prevaléncias, os adenovirus podem ser encontrados em
diferentes areas do mundo (WOLD e ISON, 2013).

Em um estudo multicéntrico conduzido na Asia, utilizando-se PCR, 4,4% dos
pacientes pediatricos com diarreia estavam infectados com o0s sorotipos de
adenovirus mais frequentes, HAdV 40 e 41 (LI et al., 2005). J& a pesquisa destes
agentes virais realizada em uma escola elementar de uma cidade de Portugal,
identificou um surto de gastrenterite causado pelo HAdV 41 (GONCALVES et al.,
2010). Outra pesquisa feita em Los Angeles (EUA), em 2007, conseguiu identificar
um novo sorotipo (HAdV 52), semelhante ao HAdV 41, isolado de cinco pacientes
com gastrenterite (JONES et al., 2007).

Estudos epidemioldgicos realizados com criangas e adultos em Nova lorque e
Seattle mostraram que os sorotipos HAdV1, HAdV2 e HAdV5 sdo os mais comuns e
estdo presentes em 40 a 60% das criancas. J&a os tipos HAd3, HAd4 e HAd7 sdo
pouco frequentes. No entanto, entre os adultos, a incidéncia ocorre de maneira
inversa, sendo os tipos HAdV 1, HAdV 2 e HAdV 5 menos frequentes e os HAdV 3,
HAdV 4 e HAdV 7 mais comumente encontrados neste grupo (FOX et al., 1969).

No Brasil, um estudo com 268 criancas de nivel sdcio econémico baixo na
cidade de Belo Horizonte, relatou a presenca de HAdV em 4,4% das amostras fecais
de criancas com gastrenterite aguda grave ha mais de 7 dias (DUARTE, 2012). E em
Rondbnia, os HAdV foram detectados em 6,4% das criangas menores de cinco anos
hospitalizadas com diarreia aguda (MAGALHAES et al., 2007).

Uma pesquisa para deteccdo de HAdV realizada em Sao Luis, Maranh&o,
com 245 amostras diarreicas e ndo diarreicas obteve-se um total de 21 casos
positivos para HAdV (8.6%). Os HAdJE foram detectados em 3,3% das amostras
(8/243) e os ADNE estavam presentes em 5,3% das amostras (13/245) (FERREIRA
et al., 2004).

A andlise molecular de um estudo realizado com criancas no periodo pré- e
pés- vacinacdo contra RV em Belém, utilizou um total de 30 amostras positivas para
HAdV. O resultado apontou 70% (21/30) positivas para a espécie F, sendo 85,7%
(18/21) do subtipo 41 e 14,3% (3/21) pertencentes ao tipo 40. Uma amostra
possivelmente continha os tipos 40 e 41 simultaneamente. Observou-se um
percentual de 30% (9/30) das criancas infectadas com AdNE, sendo 20% (6/30) da
espécie A e 10% (3/30) agrupadas com a espécie C. Dentre as que foram positivas

para espécie A, 3 eram do tipo 31, 2 do tipo 12 e uma amostra do tipo 18. Enquanto
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entre as agrupadas com a espécie C, 2 eram do tipo 2 e uma do tipo 1 (MULLER,
2011).

3.1.8. Fisiopatologia

A transmissdo dos HAdV pode ocorrer por contato direto ou indireto,
aerossois, secrecdes oculares e respiratorias e, no caso dos HAdE, através da via
fecal-oral por agua, alimentos e fémites contaminados (SANTOS E SOARES, 2015).

Os HAdV podem infectar e se multiplicar em varios sitios do organismo,
sobretudo nos tratos respiratorios, gastrintestinal e ocular. Em menor escala,
também podem infectar o figado, bexiga urinaria, pancreas, miocardio e sistema
nervoso central. As infec¢des incluem faringite, conjuntivite, infeccdes respiratorias,
bronquiolite e gastrenterite, além de cistite, miocardites e meningites (JIANG, 2006).

O tropismo celular dos adenovirus € variado e pode causar infeccoes liticas
em células mucoepiteliais do trato respiratorio e gastrointestinal, bem como na
conjuntiva, atingindo o tecido linfoide onde pode causar infec¢des persistentes ou
ainda ingressar na corrente circulatoria e produzir infeccbes em outros tecidos do
organismo (FLOMENBERG e GUTIERREZ, 1997).

Esses agentes virais, apos ultrapassarem as barreiras do trato gastrintestinal,
penetram nas células epiteliais maduras que revestem microvilosidades do intestino
delgado, principalmente o jejuno, e posteriormente, pelo processo de replicacéo
viral, atingem o ileo. Os mecanismos fisiopatologicos da gastrenterite associada aos
adenovirus ainda ndo estdo totalmente elucidados. Sustenta-se que 0 processo
diarreico é de natureza osmética, provocado pelo acumulo de dissacarideos no
limen intestinal, dai resultando m& absorcdo dos carboidratos (KAPIKIAN E
CHANOCK, 2007).

3.1.9. Quadro clinico

Os sintomas clinicos das gastrenterites ou inflamacgdes causadas por HAdV
sdo caracterizadas por febre, vomito e diarreia (WOLD e ISON, 2013). Geralmente
as infec¢cdes sdo autolimitadas, todavia, casos fatais ja foram observados entre
pacientes imunocomprometidos (GONCALVES e DE VRIES, 2006).



30

A relagdo entre gastrenterites e HAdV manteve-se obscura por muito tempo
na histéria, mas agora esta bem definida. O periodo de incubacédo é relativamente
longo se comparado aquele de outros enteropatdégenos virais, variando de 3 a 10
dias (BLACKLOW e GREENBERG, 1991; LEBARON et al., 1990). Admite-se que o
mecanismo basico de transmissdo desses agentes virais ocorra de pessoa a
pessoa, via fecal-oral, instalando-se em células epiteliais do trato gastrintestinal,
considerando-se, ainda, que o trato respiratorio possa constituir-se numa fonte de
infeccdo (ALBERT, 1986; BLACKLOW e GREENBERG, 1991).

Os HAdV podem causar infec¢des persistentes, caracterizadas pela excregcao
fecal prolongada e intermitente, principalmente em relagcdo a presenca de HAdE
(CARTER, 2005). Estdo presentes principalmente em criancas menores de dois
anos, podendo ficar latentes por meses, sendo assim responsaveis por propagacao
endémica pela via fecal-oral, disseminando-se entre as criangas susceptiveis (KIM,
2009). Esta laténcia viral pode resultar em imunidade nos portadores, sem causar
sintomas clinicos particulares. Este fato p6de ser comprovado através de estudo
durante um surto em Houston, no qual se registrou 38% de positividade entre 249
criancas testadas, sendo que 46% destas eram assintomaticas, demonstrando que
mesmo durante surtos epidémicos de adenovirus muitas criangas infectadas néao
desenvolvem gastrenterite (WOLD e ISON, 2013).

As gastrenterites causadas por HAJE apresentam uma evolucao prolongada,
com duracdo de 5 a 12 dias, ocorrendo diarreia aquosa, vomitos, hipertermia
moderada e desidratacéo leve. Sdo usualmente de gravidade moderada, embora um
caso de o6bito ja tenha sido relatado (WHITELAW et al., 1977). Os HAdE acometem
individuos menores de dois anos de idade, principalmente ao longo do seu primeiro
ano de vida. Criangas em faixas etarias mais elevadas e adultos podem também ser
infectados com ou sem sintomatologia (KOTLOFF et al., 1989).

Um dos fatores relevantes para o estudo do HAdV refere-se ao fato deste
patbgeno possivelmente se associar a aproximadamente 50% dos casos de
intussuscepcao intestinal (IS) pediatrica, provavelmente precipitada pela hipertrofia
das placas de Peyer, o que atuaria como “ponto de partida” para a obstrugdo. Como
sinais e sintomas da IS, h& inicio abrupto com dor devido cdlica violenta (90%),
vomitos (85%), massa abdominal (60%) e fezes sanguinolentas com consisténcia
de/ou com formato de em "geleia de groselha" (60%). A localizacdo mais comum é

ileocdlica (75-95%), seguindo-se a ileoileal (4%) e a colocdlica. Como possiveis
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complicacbes tem-se comprometimento vascular secundario (hemorragia, infarto,
inflamacgéo aguda) (GINELLI et al., 2011).

Manifestacfes respiratorias também aparecem com certa frequéncia. Em
adultos sob condi¢bes normais de saneamento, as infec¢des por HAdV tém carater
esporadico, sendo responséaveis por cerca de 1 a 3% dos casos de resfriado. Esta
situacdo se altera quando os individuos sdo alojados em habitacBes coletivas
(quartéis, internatos, etc). A infeccdo assume entdo carater epidémico (DIETRICH,
1979).

Os AdNE multiplicam-se no epitélio das vias respiratérias superiores, na
conjuntiva e no epitélio da mucosa intestinal. Os quadros clinicos envolvem faringite,
rinite, tragueobronquite, via de regra acompanhados de conjuntivite (febre
faringoconjuntival). Os tipos 3 e 7 (e outros) determinam principalmente quadros de
conjuntivite folicular tipica. A infeccdo nas vias respiratérias pode agravar-se,
resultando em pneumonia viral. O tipo 8, entre outros, € 0 agente causal de uma
ceratoconjuntivite dolorosa e epidémica. Pode determinar a turvacdo da coOrnea
(DIETRICH, 1979). As sindromes pulmonares observadas envolvem necrose
bronquica, bronquite, pneumonia intersticial, assim como presencga de fibrinas e
membrana hialina dentro dos alvéolos (DUGGING et al., 1972). Também ocorrem
lesbes dentro da conjuntiva, onde sdo encontrados exsudatos e infiltrados
mononucleares (JAWETZ et al. 1994).

A detecgcdo do genoma viral de HAdV foi descrita em casos de miocardite,
morte subita infantil, sindrome do “choque toxico-like” e morte “ndo explicada”; isto,
além da associacdo a quadros de displasia broncopulmonar e doenca pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC). Os HAdV também ja foram isolados do sistema nervoso
central de pacientes com paralisia flacida aguda e encefalite. Podem ainda causar

infeccdes persistentes em pacientes imunocomprometidos (FERREIRA et al, 2014).

3.1.10. Imunidade

A imunidade mediada por anticorpos (Ac) € sorotipo-especifica, sendo
importante na resolucdo das infeccdes liticas e protecdo contra reinfecgdo por um
mesmo sorotipo. Ac tipo-especificos contra a fibra inibem a sua adsor¢do aos
receptores celulares (ENGLER e HONG, 2007). Os Ac neutralizantes, inibidores da

hemaglutinacéo e fixadores do complemento aparecem sete dias ap0s o0 surgimento
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dos sintomas e atingem concentracdo maxima em duas a trés semanas. Os Ac
fixadores do complemento persistem por seis a doze meses apos a infeccao,
enguanto os neutralizantes e inibidores da hemaglutinacdo permanecem por oito a
dez anos. A imunidade celular é importante para limitar a producdo viral, como
evidenciado pela presenga de doenga recorrente em pacientes imunocomprometidos
(WOLD e ISON, 2013).

A importancia da imunidade celular na infec¢cdo por esses agentes encontra-
se sob analise. Estudos demonstram que varias citocinas, tais como IFN-a, IFN-Y,
IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-qa, sdo secretadas por leucdcitos infectados pelos HAdV ou
células de murinos infectddas com HAdV da espécie C, ainda que a funcéo que elas
desempenham na patogénese e no controle da doenca permanecam indefinidos

(GINGSBERG et al., 1991; KAJON et al., 2003).

3.1.11. Diagnéstico

As manifestacbes clinicas da doenca causada pelos HAdV ndo séo
suficientes para permitir o diagndéstico, uma vez que outros enteropatdgenos podem
provocar quadros clinicos semelhantes, dai a necessidade da realizacdo de um
diagnéstico diferencial com exames laboratoriais especificos para sua confirmacéo.

O diagnostico laboratorial para HAdV visa a deteccéo de antigenos ou acidos
nucleicos em amostras clinicas, coletadas em sitios anatémicos especificos da
infeccdo. Neste caso, faz-se necessario observar o periodo agudo de excrecéao viral.
Para deteccdo de HAdV em fezes, este periodo pode ser de trés a cinco dias para
0os pacientes com febre, de 3 a 6 semanas para aqueles com sintomas
generalizados ou até de 2 a 12 meses para 0s pacientes imunocomprometidos. No
entanto, mesmo apés o periodo de infeccdo aguda, ainda é possivel detectar por
meses ou anos a presenca de HAdV latente em alguns tecidos ou fezes. As
amostras necessitam ser imediatamente processadas e, caso ndo seja possivel,
devem ser congeladas a temperatura de -70°C (WOLD e ISON, 2013)

Os HAdV podem ser detectados em uma grande variedade de espécimes
biolégicos como aspirados de nasofaringe, swab de garganta, nariz e conjuntiva,
liguido cefalorraquidiano, sangue, urina, fezes e, ainda, biopsias. O tipo de espécime
€ indicado de acordo com o quadro clinico (WOLD e ISON, 2013).
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A microscopia eletronica (ME) foi a primeira técnica utilizada com propésito de
detectar particulas virais em secdes do epitélio intestinal (Figura 8). Essa técnica
apresenta boa sensibilidade, sendo de rapida execucdo. Nao obstante, possui alto
custo e requer técnicos qualificados, o que limita seu uso em larga escala. Tem sido
utilizada em situagbes especificas para uma identificacdo rapida e, sobretudo, para
identificar em amostras fecais os HAdEs, que néo sédo cultivaveis facilmente (WOLD
e ISON, 2013).

Figura 8: Micrografia eletrénica de particula viral de adenovirus (X40.000) do Projeto de
Vigilancia Hospitalar e Ambulatorial. Fonte: Secdo de microscopia eletrdnica do Instituto Evandro
Chagas.

O diagnéstico de AANE é frequentemente baseado no isolamento viral em
linhagens celulares como A549 (carcinoma de pulmao humano), HelLa (carcinoma
de colo de datero humano) e HEp-2 (carcinoma de laringe humano), entre outras
(SANTOS E SOARES, 2008). As linhagens celulares suscetiveis aos adenovirus
mostram efeito citopatogénico tipico (Figura 9). Estes efeitos consistem em
arredondamento (formato “baloniforme”), formagdo de agrupamentos celulares e
edema mitoconcrial das células infectadas (KASEL, 1979). O cultivo celular, além de
promover o isolamento viral, apresenta a vantagem de aumentar a quantidade de

particulas virais para posterior caracterizacao (RUUSKANEM et al., 1997).
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Figura 9: Efeito citopatogénico (ECP). (a) e (b) Monocamada normal de células HEp-2 em objetivas
de 5x e 10x, respectivamente. (c) e (d) Efeito citopatogénico de adenovirus ndo- entérico. Observa-se
a formacgdo de agrupamentos entre as células, o arredondamento e o destacamento das mesmas,
objetivas de 5x e 10x respectivamente. Figuras observadas em microscopia optica. Fonte: Secao de
Virologia do Instituto Evandro Chagas.

O virus isolado pode ser posteriormente identificado por imunofluorescéncia
(IF), ensaio imunoenzimatico (EIE) ou teste de neutralizacdo (TN). O diagndstico
pode ser realizado por detecgéo direta do antigeno (Ag) viral na amostra clinica, por
métodos como EIE e IF (SANTOS e SOARES, 2015). Também existem os testes de
fixacdo do complemento (FC) e imunocromatografia (IC), os quais utilizam Ag e Ac
padrao-especificos, 0 que permite a identificacdo para todas as amostras isoladas
de origem humana. Testes de inibicAo da hemaglutinacdo (IH) e soroneutralizagcdo
(SN) permitem identificar adenovirus tipo-especifico e distinguir membros de cada
grupo (WOLD E HORWITZ, 2007).

O “Food and Drug Administration” (FDA) aprovou para a triagem laboratorial
alguns kits comerciais de EIE, tais como o Ridascreen® ou Adenoclone® (Meridian,
Biosciense) para a deteccdo direta em amostras oculares ou espécimes fecais.
Estes testes detectam a maioria dos HAdV em cerca de 1 hora e podem ser
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realizados em ambientes ambulatoriais. No entanto, necessitam de elevada
concentragao viral, com sintomas clinicos de 1 a 3 dias (WOLD e ISON, 2013).

O teste de imunocromatografia (IC) se baseia na deteccdo qualitativa de
antigenos virais em amostras de fezes. Essa técnica € de rapida execucao e possui
sensibilidade e especificidade comparavel a do EIE (MULLER et al., 2005).

Técnicas da biologia molecular, como hibridizac&o in situ, digestdo do DNA
viral com endonucleases de restricdo e a reacdo em cadeia mediada pela
polimerase (PCR) tém sido utilizadas tanto visando a identificagdo de
subgénero/sorotipo, quanto para identificagdo do genoma viral (LOGAN e O'LEARY,
2006). O produto da amplificacdo pode ser visualizado pela eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA) ou agarose (EGA) (HUSSAIN e COSTELLO, 1996).

As técnicas moleculares apresentam grande vantagem frente aos ensaios que
envolvem o cultivo celular. Dentre estas podemos relacionar a agilidade na obtencao
dos resultados, elevadas sensibilidade e especificidade, desde que realizadas
adequadamente. Devem-se considerar também para diagndstico molecular as
variacbes da PCR convencional, tais como a nested-PCR, multiplex PCR e PCR em
tempo real. A semi-nested PCR e a nested-PCR aumentam a sensibilidade e a
especificidade da PCR pela utilizagdo de um ou dois iniciadores “primers” internos,
respectivamente. No entanto, um aumento no risco de contaminagcdo tem sido
observado nestas técnicas durante a transferéncia do produto da primeira para a
segunda reacéo de PCR (FONG e LIPP, 2005).

A PCR em tempo real assume maior importancia entre a populacdo de
pacientes imunocomprometidos, na qual € possivel simultaneamente identificar o
sorotipo envolvido e determinar a carga viral (SANTOS E SOARES, 2008). O teste
utiliza os mesmos reagentes da PCR convencional acrescido de fluorocromos,
intercalados em cadeias de DNA (metodologia SybrGreen) ou presentes em sondas
de hibridizacdo especificas (metodologia TagMan). A fluorescéncia emitida €
mensurada em tempo real a medida que os produtos sdo gerados no decorrer da
reacao. Neste caso, 0 monitoramento do ensaio ocorre durante todo o processo de
producdo de amplicons e a cada ciclo da PCR. Uma curva vai sendo gerada de
acordo com a concentracdo do produto sintetizado e em funcédo do nimero de ciclos
(PEREIRA e MACIEL, 2004).

A genotipagem dos HAdV pode ser feita por métodos como sequenciamento

de nucleotideos. A regido do genoma que codifica o hexon € altamente conservada
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e foi a escolhida por Allard et al. (2001) para nortear o desenho dos iniciadores para

a identificacdo dos sorotipos das espécies.

3.1.12. Tratamento

Considerando que a maioria das infec¢cdes por adenovirus é assintomatica,
geralmente ndo ha necessidade da administracdo de drogas antivirais para trata-los
(LEEN e BOLLARD, 2006). Ja nos casos dos pacientes imunocomprometidos, ha
grande interesse no desenvolvimento de drogas antivirais (KINCHINGTON e
ROMANOWSKI, 2005).

Uma classe de drogas denominada nucleosideos aciclicos fosfonatos tem
sido efetiva contra muitos virus de DNA, incluindo os adenovirus. Um destes,
conhecido como cidofovir, tem sido estudado extensivamente no tratamento das
infeccbes por estes virus. O cidofovir pode funcionar como um inibidor da DNA
polimerase, sendo o seu trifosfato um substrato para a polimerase, agindo por uma
variedade de mecanismos e inibindo a sintese final da cadeia do DNA. Este
medicamento também se mostrou um potente inibidor da replicagdo de HAdV em
culturas celulares (DE CLERCQ, 2011; HOSTELER, 2009).

Além do cidofovir, outros antivirais como ribarivina e ganciclovir tém sido
utilizados experimentalmente no tratamento das infec¢cdes por HAdV, mas nenhum
deles apresentou resultados que conduzissem a liberacdo para uso pela FDA
(SANTOS e SOARES, 2015).

O tratamento das infec¢cdes por adenovirus € o mesmo aplicado aos outros
casos de gastrenterite viral. Por ser uma doenca autolimitada e de manejo
relativamente simples, a correta identificagdo do tratamento hidroeletrolitico
necessario e a manutencdo da dieta habitual da crianca poderdo evitar mortes e
reduzir as chances de mortalidade pela doenca enquanto se aguarda que a melhoria
das condi¢cdes socioeconOmicas das populacées possa diminuir a incidéncia e
gravidade da diarreia infantil (MISODOR, 2008).

Em alguns paises, a terapia de reidratacao oral (TRO) foi capaz de reduzir em
aproximadamente 75% das mortes infantis e 61% das hospitalizacGes por diarreia
entre 1980 e 2008 (SANTOSHAM et al, 2010). No Brasil, com a disseminacdo do
uso da TRO (medida de baixo custo e eficacia comprovada), o perfil de mortalidade

por diarreia sofreu modificagcdo significativa. A reposicdo hidroeletrolitica,
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principalmente por via oral, apresenta-se como recurso terapéutico amplamente
usado nos quadros de gastrenterites, tendo determinado um sensivel declinio nos
indices de morbimortalidade (AAP, 1998). O tratamento por via parenteral é usado
em situacbes de maior gravidade, justificando a necessidade da reposi¢cao imediata
de eletrolitos, devido a diarreia e vomito (BRASIL, 2008).

3.1.13. Vacinas

Como resultado de um significativo aumento de infeccdo por HAdV na
populacdo militar dos EUA nos anos 60, o National Institutes of Health (NIH) e o
laboratorio Wyeth-Lederle® desenvolveram e disponibilizaram uma vacina oral e
entérica, efetiva para os sorotipos HAdV 4 e HAdV 7, a qual protege contra infec¢des
respiratérias causadas por HAdV (LYONS et al, 2008). Esté disponivel para militares
e nao para a populacao civil em geral. Também n&o é administrada em criancas
suscetiveis (GAYDOS e GAYDOS, 1995). Nesta vacina, 0s sorotipos sé&o
“‘empacotados” em capsulas entéricas, as quais atravessam o epitélio gastrintestinal,
ocorrendo a replicacdo viral apenas ao alcancar o intestino. A infec¢do entérica é
assintomatica e resulta em resposta imune satisfatoria em termos de Ac
neutralizantes (COUCH et al., 1963).

Em 1996, a fabricacédo da vacina cessou e diversos surtos de IRA por HAdV
ocorreram em instalacdes militares (BARRAZA et al., 1999). Devido a esta
reemergéncia, a vacina foi novamente desenvolvida e implantada pelo Laboratorio
Wyeth-Lederle®. Os genomas das vacinas Ad4 e Ad7 foram sequenciados,
anotados e comparados com os protétipos HAdV 4 e HAdV 7. Observou-se que o
ITR da vacina do HAdV 4 era idéntico a espécie C dos adenovirus, enquanto que o
ITR do protétipo HAdV 7 era idéntico a espécie B1 dos adenovirus. Curiosamente,
tanto o HAdV 4 como o HAdV 7 parecem nao ter as mudancas de bases que
sugiram um fendtipo atenuado nas analises de bioinformatica (PURKAYASTHA et
al., 2005).

Em marco de 2011 foi novamente aprovada uma vacina oral e entérica,
efetiva contra os sorotipos HAdV 4 e HAdV 7 e disponivel a populacdo militar de 17
a 50 anos de idade. A infeccdo entérica causada pela vacina € normalmente
assintomatica e resulta em resposta imune satisfatéria em termos de Ac

neutralizantes. No entanto, efeitos adversos relacionados a esta vacina incluem
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hematuria, gastrenterite, febre, gastrite e pneumonia. A efetividade da vacina € de
94,5% e 93,8% frente as infec¢bes por HAAV 4 e HAdV 7, respectivamente (LYONS
et al, 2008).

A vacina ndo € administrada em criangas ou populagéo civil por causa dos
riscos de transmissdo pelos sintomas clinicos, desenvolvidos por individuos
vacinados. Também é possivel contaminagcédo pelo virus ndo atenuado em adultos
pelo contato sexual (PURKAYASTHA et al., 2005).

Atualmente; esta em estudo uma vacina contra os sorotipos Adl, Ad2 e Ad5
que induza resposta imune no epitélio intestinal, faringe e soroconversdo em termos
de Ac humorais. No entanto, sem maiores efeitos clinicos (WOLD e ISON, 2013).
Até o momento, ndo existe uma vacina contra a infeccdo entérica por HAdV
(SANTOS e SOARES, 2015).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. AREA DE ESTUDO

Os espécimes clinicos obtidos para o presente estudo foram coletados na
cidade de Belém, Para, Brasil, localizada na Amazénia oriental, confluéncia dos rios
Pard e Guama. O clima é tropical e umido, apresentando niveis pluviométricos
elevados no periodo de fevereiro a abril. A estimativa da populacdo é de 1.437.600
habitantes, ocupando uma érea de 1.065 Km? (IBGE, 2010).

4.2. CASUISTICA

Foram analisadas 842 amostras fecais de criangas originalmente participantes
de um estudo caso-controle para avaliar a efetividade da vacina Rotarix® na
prevencdo de gastrenterite grave por RV. Este estudo foi do tipo observacional,
transversal, com abordagem descritiva e analitica.

Os critérios de inclusdo dos espécimes clinicos a serem testados quanto a
presenca de HAdV eram: criancas hospitalizadas com quadro de gastrenterite
aguda, nascidas apos 6 de marco de 2006 e com pelo menos 12 semanas de idade,
as quais tenham sido vacinadas contra RV na rede publica de saude.

Conduziu-se tal investigagcdo no periodo de maio de 2008 abril de 2011,
guando se coletaram cerca de 8.000 espécimes fecais de criancas na faixa etaria de
3 meses a 3 anos, internadas em dois hospitais pediatricos de Belém, Para. As
coletas nesses hospitais foram realizadas diariamente. Para este estudo sobre
HAdV foram selecionadas 842 amostras (Tabela 1) obtidas no periodo de maio de
2009 a abril de 2010 (Ano Il do estudo original) e de abril de 2010 a maio de 2011
(Ano II), utilizando como critério o “sorteio aleatorio” do programa Bioestat 5.0
(AYRES et al., 2008). Com base nas taxas relativas a ocorréncia de adenovirus no
ambito hospitalar em estudos no Brasil (14%), estimou-se o tamanho minimo da
amostra em 374, considerando erro amostral maximo de 5% e valendo-se do

programa preconizado por Santos et al. (2016).
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Projeto Rotavirus Caso Controle

Amostras Clinica Selecionadas Clinica Selecionadas Total
coletadas Pediatrica Teste HAdV Pio XII Teste HAdV Testadas
Ano Il 1076 227 1048 221 448
Ano Il 798 169 1063 225 394
Total 1874 396 2111 446 842

Tabela 1: Esquema representativo do projeto de pesquisa e respectivas quantidades de espécimes
selecionados para pesquisa de Adenovirus no presente estudo.

4.3. ASPECTOS ETICOS E DE BIOSSEGURANCA

O presente estudo ndo ofereceu riscos ou prejuizos aos pacientes, uma vez
gue todas as amostras ja foram coletadas e ndo houve contato com 0s mesmos. Em
relacdo aos beneficios, essa investigagdo proporcionara melhor compreensao
acerca da ocorréncia de HAdV de origem humana na cidade de Belém, Par4a, com
énfase para os caracterizados como entéricos. Dai podem advir medidas
relacionadas ao tratamento, controle e prevencao.

A presente investigacdo foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos (CEP) do IEC sob numero do parecer de aprovacao 0034/2011
(CAAE: 0013.0.72.000-11), em observancia as normas nacionais e internacionais
gue regulamentam tal atividade (Anexo A).

No que se refere aos aspectos da biosseguranca, em todos os procedimentos
foram utilizados equipamentos de protecdo individual (EPIS) e o material
potencialmente contaminado foi manipulado em laboratério de seguranca NB2 com

0 uso de cabine de fluxo laminar tipo 2.

4.4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados deste estudo foram organizados em graficos nos programas
Microsoft Office Excel 2010 e Harvard Graphics 98. As medidas de frequéncia dos
dados epidemioldgicos (género, idade e sazonalidade) foram analisadas utilizando o
Programa BioEstat 5.0, aplicando o teste estatistico do Qui-Quadrado (x2) e de
particdo; e adotando o nivel de significAncia naquelas amostras de grupos que

apresentaram valores de p menores ou iguais a 5% (p<0,05) (AYRES et al., 2008).
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As medidas de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VVP),
valor preditivo negativo (VPN) e acuracia do método de IC foram testadas em
comparacao com o EIE utilizando o Programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2008).

4.5. TECNICAS EMPREGADAS (Figura 10):

Preparagao das suspensoes

fecais Andlise Filognética
Teste por EIA para Adenovirus  Teste por imunocromatografia Eletroforese Seq. Aut
. i Purificagao Seq
Positivas Negativas

Sorotipagem EIA Sequenciamento

Ad 40/41
Biologia molecular Eletroforese em gel Quantificagdo
Extracao PCR Purificagao do PCR

Figura 10: Algoritmo exibindo os procedimentos laboratoriais.

45.1. Ensaios imunoenziméticos

Suspensbes fecais a 10% (massa/volume) foram testadas pela técnica de
EIE, utilizando-se método Ridascreen® Adenovirus, com o uso de “kits” fabricados
pelo laboratério R-Biopharm (Darmstadt, Alemanha). O método utiliza anticorpos
monoclonais em um processo tipo “sanduiche”. A superficie da cavidade da placa de
vem sensibilizada com anticorpos monoclonais contra o antigeno hexon dos
adenovirus.

Inicialmente foram preparadas as suspensdes fecais com 1 ml do tampé&o de
diluicdo do kit e cerca de 100ul da amostra. No caso das fezes sélidas, utilizou-se
uma quantidade de aproximadamente 50 — 100 mg. A homogeneizacdo da

suspensdo de fezes foi feita por agitacdo em vortex. Apés um periodo curto de
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repouso para a sedimentacdo de particulas maiores de fezes, o sobrenadante foi
utilizado diretamente no teste.

Cada orificio recebeu 100 puL de suspensao fecal e 100 pL do anticorpo
conjugado com biotina (Conjugate 1). Foram utilizados controles positivo e negativo,
e a placa foi incubada a temperatura ambiente. Apds 1h foram realizadas cinco
lavagens com agua deionizada. Em seguida, procedeu-se nova incubacdo, desta
vez adicionando-se 100 pL do conjugado poli-estreptavidina (Conjugate 2) durante
30 minutos. Foram realizadas mais 5 lavagens e adicionados 100ul do substrato,
incubando-se por 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, sendo a
reacdo interrompida pela adicdo de 50ul de acido sulfarico. A leitura dos resultados
foi realizada visualmente e, quantitativamente, com a utilizacdo do espectrofotdmetro

(filtro A4sp), conforme especificacdes do método (Figura 11).

Amostra + conjugado 1 Leitura do resultado em
Incubagao por 60 min Espectrofotometro filtro A;s5,

Amostra + conjugado 2 Interrupgéo da reacgéao
Incubagéo por 30 min Com acido sulfarico

Aplicagcao de substrato
Incubagao por 15 min

Figura 11: Esquema representando a metodologia do teste de EIE.

O valor de corte (“cut-off”) foi determinado como sendo aquele de absorbancia
do controle negativo acrescido de 0,15. Amostras com absorbancia acima deste
valor foram consideradas positivas, e as que apresentaram absorbancia 10% acima,
ou abaixo deste valor, foram submetidas a novo teste. Os espécimes que
desenvolveram cor e uma absorbéancia duas vezes maior que a do controle negativo,
porém menor que o valor do “cut-off”, foram considerados suspeitos.

Todas as amostras positivas obtidas pelo EIE foram sorotipadas para HAJE
pelo método Premier Adenoclone® Type 40/41, proveniente do laboratério Meridian
Bioscience (Ohio, EUA). Esta técnica tem o mesmo fundamento do EIE global, no
entanto, consiste em detectar apenas os antigenos especificos da por¢do hexon de

HAdE 40/41, com metodologia semelhante a anterior.
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4.5.2. Ensaio imunocromatografico

Todas as amostras selecionadas neste estudo foram retestadas pela técnica
de imunocromatografia (IC). Para este ensaio foi utilizado o método “Rida®Quick”, do
laboratorio R-Biopharm AG (Darmstadt, Alemanha). Este teste consistiu na utilizacao
de fitas reativas contendo uma membrana de nitrocelulose, a qual possuia particulas
de latex vermelhas (com Ac especificos para RV) ou azuis (com Ac especificos para
HAdV).

Neste teste, a amostra de fezes foi suspensa a 10% no tampdao de extracéo e
entdo sedimentada. A tira do teste foi mergulhada no sobrenadante, sendo que este
migrou entdo pela membrana com as particulas coloridas de latex, as quais em caso
positivo o antigeno disponivel se ligava especificamente as tiras de captacao.
Dependendo do antigeno presente na amostra, era entdo visivel uma linha azul e/ou

vermelha (Figura 12).

Resultado

- Diluente

4 v ] <
\ Ce Ce Ce Ce
| R+ R+ R R
A+ As A-

{ 10 minutos

1

Figura 12: Esquema representando a metodologia do teste de Imunocromatografia (IC).
Fonte: adaptado de http://www.corpodiagnostica.com.

ROTA + ROTA + ROTA ROTA
ADENO + ADENO ADENO + ADENO

4.4.3. Técnicas de caracterizacdo molecular

Os espécimes positivos pelo EIE e IC foram entdo submetidos a reacdo em
cadeia mediada pela polimerase (PCR), conforme descrito nas etapas a seguir.
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4.4.3.1. Extragcdo do genoma viral

A extracdo do DNA viral foi feita utilizando-se o “kit” QIAamp® DNA Stool Mini
kit, fabricado pelo laboratorio QIAGEN (Valencia, EUA), que consiste na extracdo e
purificacdo do DNA da amostra deixando-a livre de impurezas que possam causar
dificuldades quando na reacdo de PCR. Para realizar a extracdo do material fecal
utilizou-se o procedimento abaixo descrito.

Pesaram-se 180 a 220 mg da amostra em um tubo de 2 ml e adicionou-se 1,4
ml de tampdo ASL no tubo, promovendo assim a quebra das particulas virais.
Agitou-se em “vortex” por 1 minuto e entdo foi feita uma incubacdo durante 5
minutos a 70°C. Em seguida agitou-se em “vértex” por 15 segundos e centrifugou-se
por 1 minuto. Retirou-se 1,2 ml do sobrenadante, o qual foi colocado em um tubo
novo de 2 ml.

Adicionou-se um tablete de “inhibitex” e agitou-se em vortex por 1 minuto. Em
seguida foi realizada uma incubacdo por 1 minuto a temperatura ambiente para
permitir a inibicdo e absorgdo do “inhibitex matrix”, o qual promoveu a digestdo das
proteinas. Apds esse periodo, centrifugou-se por 3 minutos e o sobrenadante foi
colocado em um novo tubo de 1,5 ml e centrifugou-se por mais 3 minutos. Foram
pipetados 15 pl de Proteinase K em um novo tubo de 1,5ml ao qual foram
adicionados 200 pl do sobrenadante e 200 pl de tampdo AL e foi feita uma
incubacéo a 70°C durante 10 minutos. Em seguida foram acrescentados 200 pl de
etanol e o tubo foi agitado em “vortex”. Este conteudo foi adicionado a coluna e
centrifugou-se por 1 minuto. Em um novo tubo foram adicionados 500 ul de tampéo
AW1 (na coluna) e centrifugou-se por 1 minuto. Em outro tubo contendo a mesma
coluna foram colocados 500ul do tampao AW12 e centrifugou-se por 3 minutos. A
coluna foi transferida para um novo tubo de 1,5 ml e foram adicionados 200 pl do
tampdo AE diretamente na membrana. Foi feita uma incubacdo por 1 minuto a
temperatura ambiente e as amostras foram centrifugadas por 1 minuto para extrair o

DNA; sendo este armazenado a — 20°C.

4.4.3.2. Reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR)
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A reacdo ocorreu com o uso dos “iniciadores” de 301 pares de bases (pb)
hexldeg (5'-GCC SCA RTG GKC WTA CAT GCA CAT C-3') e hex2deg (5'-CAG
CAC SCC ICG RAT GTC AAA-3'), descritos por Allard et al. (2001).

Foi utilizada a seguinte metodologia para a PCR: incubaram-se 10 pl do DNA

viral a 94°C por 5 minutos, resfriou-se em banho de gelo durante 2 minutos, e

adicionaram-se 20 ul da mistura cujos reagentes estdo descritos na Figura 13. A

reacao foi realizada em termociclador automatico, conforme condi¢des descritas na

Figura 14.
Reagentes Volume por reacao (ul)
Agua DNAse/RNAse free 12,2
dNTP (20uM) 2
Tampao 10X 2,5
MgCl, (50mM) 1
Iniciador Hex1Deg (0,5 uM) 1
Iniciador Hex2Deg (0,5 puM) 1
Taq polimerase (5 U/uL) 0.3
Volume final 20

Figura 13: Reagentes e respectivos volumes utilizados na PCR.

Etapa da Reagdo | N°de Temperatura (°C) | Tempo (segundos)
Ciclos
Desnaturacgao 1X 94 300
Desnaturacao 35X 91 40
Anelamento 40 30
Extensao 72 40
Extenséo final 1X 72 600
1X -10 o0

Figura 14: Condicdes de termociclagem utilizadas na PCR.

O produto de amplificacdo da PCR foi analisado por eletroforese horizontal

(120 volts por 35 minutos) em gel de agarose a 1,5%, corado previamente em “sybr

safe®”, utilizando tampédo TBE 1X pH 8,4. A visualizagdo dos “amplicons” foi

efetuada em aparelho de foto-documentagdo Gel-Doc 1000® (Vilber Lourmat,

Franga) em sistema de captura de imagem “Biocapt”. Utilizou-se como padrdo um

peso molecular de 123 pares de base (pb).

4.4.3.3 Purificagédo do produto da PCR
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O produto obtido na PCR foi encaminhado para um processo de purificacao,
objetivando o posterior sequenciamento de nucleotideos. Utilizou-se o kit disponivel
comercialmente denominado QIAQuick PCR purification (QIAGEN®), selecionados
segundo os parametros para purificacao, diretamente do produto da PCR e segundo
0 protocolo descrito.

Em um primeiro momento, adicionou-se 5 vezes o volume do tampéao PB para
cada volume de PCR usado. Apés homogeneizacédo, a mistura foi transferida para a
coluna acoplada ao tubo coletor de 2 mL, a qual foi centrifugada (10.000 Xg) por um
minuto. O sobrenadante foi descartado e a coluna novamente acoplada ao tubo.
Adicionaram-se 750 pL do tampado PE diluido a coluna e este produto foi
centrifugado por um minuto para lavagem.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado novamente para remocdo dos
residuos de reagentes e a coluna centrifugada por 60 segundos sem adicdo de
qualquer outro reagente. Posteriormente, a coluna foi transferida a um tubo coletor e
o DNA eluido em 50 yL do Tampao EB (10mM Tris-Cl, pH 8,5). O material foi
incubado a TA por um minuto e, logo apés, centrifugado por um minuto para coleta e
armazenamento do produto final a -20°C para ser quantificado e usado na reacao de

sequenciamento.

4.4.3.4 Quantificacdo do DNA

A quantificacdo do DNA para a determinacdo da concentracdo do mesmo foi
realizada segundo o protocolo descrito pelo fabricante com o uso do marcador de
peso molecular “Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen). O DNA purificado foi aplicado
em gel de agarose a 1,5% corado com “Sybr Safe®” em TBE a 1X, sendo aplicado
também em outro orificio o peso molecular (Low Mass Ladder). Apés eletroforese
horizontal, as bandas de interesse no gel foram comparadas com o peso molecular,
segundo a intensidade da banda, e a concentracdo do DNA foi expressa em

nanogramas (ng), a qual serviu de parametro para a reagao de sequenciamento.

4.4.3.5 Reacao de sequenciamento de nucleotideos

Foram utilizados os “iniciadores” hexldeg (5'-GCC SCA RTG GKC WTA CAT
GCA CAT C-3') e hex2deg (5'-CAG CAC SCC ICG RAT GTC AAA-3"), descritos por
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Allard et al. (2001) para caracterizacdo das espécies e identificacdo dos diversos
tipos de HAdV.

A reacédo de sequenciamento foi conduzida segundo o protocolo descrito pelo
fabricante do kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems), utilizando-se a mistura da
reagdo conforme se observa na Figura 15. A mistura foi colocada no temociclador
nas seguintes condi¢des: 25 ciclos de 96°C por 30 segundos (desnaturacao), 50°C

por 15 segundos (hibridizacdo) e 60°C por 3 minutos (extensao).

Reagentes 1X/uL
Iniciador (0,5 uM) 2
Tampao 5X 2
Big Dye Terminator 2
DNA Depende da concentracdo (maximo 4pL)
H,0 Depende da quantidade de DNA (maximo 3uL)
Total 10

Figura 15: Reagentes usados na reagéo de sequenciamento dos genes

4.4.3.6. Purificacédo do produto da reacdo de sequenciamento

O produto dessa reacao foi purificado por precipitacdo com isopropanol, com
a finalidade de retirar 0 excesso de terminadores nao incorporados na reacao de
sequenciamento. Apos a precipitacdo, o produto foi centrifugado a 14.000 rpm por
30 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento seco em aparelho
Speedvac (Eppendorf) a 60°C por 15 minutos. A seguir, os produtos foram

armazenados a 20°C, protegidos da luz para posterior eletroforese.

4.4.3.7. Eletroforese em sequenciador automéatico

As amostras foram ressuspensas em 10 pL de formamida, transferidas para
uma placa de 96 orificios e desnaturadas a 96°C por 5 minutos em termociclador e
colocadas em banho de gelo a 0°C por 3 minutos. Em seguida, a placa foi colocada
no sequenciador automatico ABlI PRISM 3130 xl (Applied Biosystems), para a

realizacdo da eletroforese e obtencéo das sequéncias.

4.4.3.8. Alinhamento e edicdo das sequéncias para construcéo da arvore filogenética
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Apoés o téermino da eletroforese, foram obtidas as sequéncias dos genes, 0s
quais foram alinhados e editados no programa Bioedit (v. 6.05), obtendo-se uma
sequéncia consenso para cada amostra. Em seguida, foi realizada uma pesquisa no

banco de genes (http://www.ncbi.nim.nih.gov) no programa BLAST

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast) para comparar as sequéncias de adenovirus. As

arvores filogenéticas foram construidas, a partir das sequéncias alinhadas obtidas,

em programa Mega 5.0 (Analise Weighbor-joining) com boodstrap de 2.500 réplicas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm/blast
http://www.ncbi.nlm/blast
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5. RESULTADOS

5.1. PREVALENCIA DE ADENOVIRUS

Dentre as 842 amostras testadas para HAdV por EIE e IC, obteve-se uma
positividade de 7,2% (61/842). A sorotipagem por EIE para HAdV 40/41 demonstrou
que os HAdE foram encontrados em 3,7% (31/842) do total de espécimes,
correspondendo a 50,8% (31/61) das amostras positivas, e os AJANE estavam
presentes em 49,2% (30/61) delas (Figura 16).

AdNE
B 30 49,2%
Neg | Pos
92,8% 7.2%
AdE
31 50,8%

Figura 16: Prevaléncia de adenovirus em 842 espécimes fecais de criancas com gastrenterite obtidas
apos a introdugdo da vacina contra rotavirus no Brasil, coletadas no periodo de maio de 2009 a abril
de 2011, em Belém, PA.

5.2. CONCORDANCIA ENTRE AS TECNICAS DE DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Todas as amostras foram testadas tanto pelo EIE como pela técnica de IC.
Dessas, 5,6% (47/842) foram positivas por ambas as metodologias, 11 espécimes
foram positivos apenas por EIA e 3 apenas por IC (Tabela 2).

A avaliacdo do método de IC frente ao EIE utilizado como referencial
demonstrou sensibilidade de 84% [58/(58+11)] e especificidade de 99,6%
[781/(3+781)]. O valor preditivo positivo (VPP) obtido foi de 0,95 ou 95% [58/(58+3)],
engquanto que o valor preditivo negativo (VPN) foi de 0,98 ou 98,6% [781/(781+11)];
e a acurcia foi de 0,98 ou 98,3% [(47+781)/(58+3+781)].
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Técnicas
EIE Imunocromatografia Total
Positivas Negativas
Positivas a7 11 58
Negativas 3 781 784
Total 50 792 842

Tabela 2: Resultados dos testes para HAdV obtidos por EIE e IC em 842 amostras fecais de
criancas hospitalizadas com gastrenterite coletadas em Belém, PA, no periodo de maio de 2009 a
abril de 2011.

5.3. CASOS DE COINFECCAO ENVOLVENDO ADENOVIRUS E ROTAVIRUS

Em relacédo a andlise de amostras indicativas de coinfeccdo por HAdV e RV,
foram detectados 2 casos, correspondendo a 0,23% (2/842) do total de espécimes
fecais testados; ou 3,3% (2/61) dentre as amostras positivas. Um caso foi
identificado no ano Il do estudo, periodo de maio de 2009 a abril de 2010; e outro

caso no ano lll, periodo de maio de 2010 a abril de 2011.

5.4. PERFIL EPIDEMIOLOGICO DAS INFECCOES PEDIATRICAS POR
ADENOVIRUS

Na andlise quanto ao género das criancas infectadas foi observada maior
prevaléncia de infeccdo por HAdV entre as criangcas do sexo feminino, com 7,7%
(28/362); quando comparado ao sexo masculino, 6,9% (33/480) foram positivas
(Figura 17). Nao houve diferenca estatisticamente significativa quanto a prevaléncia

(p=0,7334) em relacdo a esta variavel analisada.
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Figura 17: Distribuicdo dos adenovirus por género dentre as 842 criancas hospitalizadas
participantes de um estudo durante o periodo de maio de 2009 a abril de 2011, apds a implantacéo
da vacina oral contra rotavirus humano (VORH) no Brasil.

Em relacdo a analise de positividade por faixa etaria dos pacientes infectados
por HAdV, observou-se maior prevaléncia entre as criangas com mais de 24 meses
de idade, correspondendo a 9% (16/178) do total de casos positivos, seguidas pelas
idades entre 6 a 12 meses com 8% (9/113), e 12 a 18 meses com 7,6% (22/289) do

total de amostras testadas (Figura 18).
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Figura 18: Frequéncia dos adenovirus de acordo com a faixa etaria das 842 criancas hospitalizadas
participantes de um estudo pés-vacinagdo contra rotavirus. Nimero de amostras positivas, negativas
e percentuais por idade.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa em relacdo a variavel de
idade entre as criangas infectadas por HAdV apés a vacinacgdo contra RV, conforme
se observa na Tabela 3.
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Faixa Etéria Adenovirus / Total P valor — Teste x?
0 a 6 meses 3,4% (2/58) 0,8884
6 - 12 meses 8% (9/113) 0,2739
12 - 18 meses 7,6% (22/289) 0,8330
18 — 24 meses 5,9% (12/204) 0,5040
Acima de 24 meses 9% (16/178) 0,3954
Total 7,2% (61/842) 0,8756

Tabela 3: Frequéncia de adenovirus de acordo com a faixa etéria das criangas. Amostras coletadas
no periodo de maio de 2009 a abril de 2011, em Belém, Para.

5.5 AVALIACAO DA TEMPORALIDADE E SAZONALIDADE DAS INFECCOES

Quanto a distribuicdo temporal dos HAdV (Figura 19), o més de junho foi o de
maior prevaléncia, com 11,4% (8/70) do total de casos positivos, abrangendo os dois
anos do estudo (Ano Il e Ano Ill). No entanto, a avaliacao individual de cada ano do
estudo demonstrou maior prevaléncia nos meses de agosto de 2009, com 16,2%
(6/37) e marco de 2010, com 16% (4/25) dos casos positivos, seguidos pelos meses
de dezembro de 2009, com 14,8% (4/27) e junho de 2009, com 14,6% (6/41). Esta
pequena diferenca de positividade, observada ao longo dos meses de conducao do

estudo nao foi estatisticamente significativa (Tabela 4).
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Figura 19: Distribuicdo mensal dos adenovirus detectados em 842 espécimes fecais provenientes de
estudo poés-vacinagdo contra rotavirus, conduzido no periodo de maio de 2009 a abril de 2011.
Amostras positivas de acordo com a data de coleta.
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Més Ano I P Ano Il P Adenovirus / P
2009 - 2010 2010 - 2011 Total
Maio 3% (1/33) 0,0883 12,2% (5/41) 0,4377 8,1% (6/74) 0.4901

Junho  14,6% (6/41) 0,6414 6,9% (2/29) 0,8844 11,4% (8/70) 0.8189
Julho 12% (6/50) 0,3185 9,2% (5/54) 0,1172 10,5% (11/104) 0.6958

Agosto  16,2% (6/37) 0,1118 2,3% (1/44) 0,4255  8,6% (7/81)  0.0918
Setembro 3% (1/33) 0,3233 3,4% (1/29) 0,7782  3,2% (2/62)  0,3542

Outubro  4,1% (1/24) 0.8993 5,7% (2/35) 0,4181 5% (3/59)  0.5192
Novembro 10,5% (2/19) 0,4043 11,5% (3/26) 0,5488 11,1% (5/45) 0,7857
Dezembro 14,8% (4/27) 0,1417 4% (1/25) 0,1472  9,6% (5/52)  0,0537
Janeiro  3,8% (2/52) 0,2201 0% (0/32) 0,8814  2,3% (2/84)  0,4134
Fevereiro  3,9% (2/51) 0,0608 7,1% (2/28) 0,1004 5% (4/79)  0,6734
Marco 0% (0/42) 0,9812 16% (4/25) 0,5525  5,9% (4/67)  0,7414
Abril 7,7% (3/39) 1,0000 3,8% (1/26) 1,0000  6,1% (4/65)  1,0000

Total 7,6% (34/448) 0,2147 6,8% (27/394) 0,6174 7,2% (61/842) 0.6553

Tabela 4 - Frequéncia de adenovirus de acordo com o més da coleta do espécime fecal das 842
criangas participantes de estudo pés-vacinacdo contra rotavirus. Amostras coletadas no periodo de
maio de 2009 a abril de 2011, em Belém, Para.

5.6 DIVERSIDADES SOROTIPICA E GENOTIPICA DAS INFECCOES

Um total de 61 amostras positivas para HAdV pelas técnicas de EIE e IC foi
encaminhado para a PCR, e, destas, 91,8% (56/61) denotaram amplificacdo pelos

iniciadores genéricos Hex1Deg (forward) e Hex2Deg (reverse) (Figura 20).

2 3 4 5 6 7 & 9 10 1112 13 1415
C=

ADENO-PCR-PROT-06

Figura 20: Resultados da PCR para o gene hexon. Fotografia de gel de agarose a 1,5%, contendo
amostras positivas para HAdV usando o primer Hex1Deg e Hex2Deg amplificadas na altura de 301
pares de bases. Da esquerda para direita: no orificio 1 observa-se o peso molecular de 123 pares de
bases, orificio 2 ao 13 revelam amostras positivas para HAdV e os orificios 14 e 15 demonstram os
controle positivo e negativo, respectivamente. Fonte: Sec¢do de Virologia do Instituto Evandro
Chagas.
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Dentre as 56 amostras positivas para HAdV pela PCR, 80,3% (45/56)
apresentaram a qualidade de amplificagcdo necesséaria para serem definidas pela
técnica de sequenciamento de nucleotideos. O resultado apontou 64,5% (29/45)
positivas para a espécie F, caracterizadas como HAdE. Observou-se um percentual
de 35,6% (16/45) das criancas infectadas com adenovirus do tipo ndo entérico,
sendo 15,5% (7/45) da espécie A, 11,1% (5/45) agrupadas com a espécie C, 4,4%
(2/45) pertencentes a espécie B e 2,2% (1/45) para cada uma das espécies D e E de
HAdV (Figura 21).

D 11.1% B

84.4%

Figura 21: Resultados obtidos pela técnica de sequenciamento de nucleotideos nas 45 amostras
fecais positivas para adenovirus, provenientes de estudo em criancas hospitalizadas com
gastrenterite apds vacinacéo contra rotavirus no Brasil.

Os casos obtidos de HAdE, espécie F, foram caracterizados como sendo 69%
(20/29) do subtipo 41 e 31% (9/29) pertencentes ao subtipo 40. Dentre as amostras
gue foram positivas para espécie A, 4 eram do tipo 12, 2 do tipo 31 e uma amostra
do tipo 18. No tocante as agrupadas com a espécie C, todas 5 pertenciam tipo 1. Ja
as 2 positivas para espécie B se caracterizavam como do tipo 3, a da espécie D era
17 e a amostra positiva para espécie E também se caracterizou como tipo 4 (Figura

22).



55

10

Numero de casos
—
—

9

8

7

6

5

4 1

3 _

2 -

3] == | |

Tipo 12 ‘ Tipo 18 ‘ Tipo 31 Tipo 3 Tipo 1 Tipo 17 Tipo 4 Tipo 40 Tipo 41
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Figura 22: Resultado da caracterizagdo por espécie e tipo de adenovirus definidos pela técnica de
sequenciamento de nucleotideos, em um total de 45 amostras sequenciadas do projeto rotavirus
caso-controle, em Belém, PA, coletadas no periodo de maio de 2009 a abril de 2011, em espécimes
fecais de criancgas hospitalizadas com quadro de gastrenterite aguda.

Os resultados da analise filogenética destes 45 espécimes estao
representados na Figura 22 e demonstram o agrupamento das amostras
selecionadas entre as espécies A a G.
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Figura 23: Andlise filogenética baseada na sequéncia nucleotidica do gene hexon envolvendo 45
amostras positivas para adenovirus provenientes do projeto pdés-vacinacdo contra rotavirus na
cidade de Belém, Para. Os espécimes de cor vermelha denominados HEX-1 representam 0s casos
positivos do presente estudo. Valores de bootstrap (2.000 pseudoréplicas) estao indicados nos nés
da arvore, valores menores que 50% néo estéo representados.

As amostras de HAdV de A a F, do presente estudo, apresentaram similaridade
nucleotidica variando de 86,9% a 98,8%. As espécies A (86,9%), C (90,4%) e F
(92,2%) apresentaram os menores graus de similaridade interna em comparagao
com a espécie B (98,8%). Nao foi possivel comparar a similiariade nucleotidica
intraespécie dos grupos E e D por haver apenas uma amostra positiva para cada.

Ao compararmos todas as espécies do presente estudo com os demais

prototipos inseridos na figura 22, a similaridade entre os grupos de espécies variou
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de 89,6% (espécie A) a 98,3% (espécie E). As amostras deste estudo positivas para
a espécie F do tipo 41 apresentaram similaridade nucleotidica de 95% com
espécime descrita por Lemiale et al, 2008, nos Estados Unidos (DQ315364). As
amostras positivas do tipo 40, demonstraram similaridade nucleotidica de 96,8%,
quando relacionadas a descrita por Davison et al, 1993, no Reino Unido
(F_NC_001454). Os demais resultados de similaridade nucleotidica entre as
amostras deste estudo e dos grupos de espécies comparados na analise filogenética

estdo inseridos na Tabela 5.

Similaridade Nucleotidica

Espécie Entre as amostras do estudo Entre o grupo de espécies
A 86,9% 89,6%
B 98,8% 91,7%
C 90,4% 90,5%
D - 97,1%
E - 98,3%
F 92,2% 92,7%
F tipo 40 96,6% 96,8%
Ftipo 41 94,6% 95%

Tabela 5: Resultados da analise filogenética, exibindo o perfil de similaridade nucleotidica entre
amostras fecais positivas para AdV e sequenciadas para o gene hexon. Espécimes obtidos do projeto
“rotavirus caso controle”, coletados de maio de 2009 a abril de 2011, de criangas hospitalizadas na
cidade de Belém, PA.
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6. DISCUSSAO

Os HAdV foram encontrados em 7,2% das amostras testadas neste estudo,
sendo os HAdEs detectados em 3,7% do total ou 50,8% entre 0s casos positivos
para HAdV, correspondendo, portanto, a uma parcela relativamente expressiva das
amostras testadas. Ao compararmos os resultados deste estudo com os obtidos
antes da introducéo da vacina contra RV no Brasil, com amostras fecais de criancas
coletadas em 2003 na cidade de Belém, PA, obteve-se um percentual de 5,8%
(44/760) de positividade por meio das técnicas EIE e IC; ambas também utilizadas
para a deteccgéo de HAdV neste estudo (MULLER, 2011). No entanto, esta diferenca
de positividade ndo se mostrou estatisticamente significativa (p=0,23). Considerando
gue todas as criancas participantes do atual estudo eram vacinadas contra RV e o
principal foco deste foi identificar se esta vacina aplicada em larga escala resultaria
em aumento da prevaléncia de HAdV, observou-se que os resultados obtidos néo
sustentam esta hipoétese.

Entretanto, ao compararmos os resultados da prevaléncia de HAdV deste
estudo (7,2%), o qual ocorreu no periodo de maio de 2009 a abril de 2011, com um
prévio realizado no periodo de maio de 2008 a abril de 2009 com criancas
hospitalizadas na cidade de Belém, PA, observou-se que o primeiro ano do estudo
detectou a presenca de HAdV em 10% (40/400) das amostras testadas (MULLER,
2011). No entanto, apesar da positividade de HAdV ter sido maior neste primeiro ano
de vigilancia pés-vacinagao contra RV no Brasil, esta diferenca obtida comparando-
se ambos estudos ndo se mostrou estatisticamente significativa (p=0,09).

Estudos anteriores levados a efeito na divisa das cidades de Ananindeua e
Marituba, em uma comunidade quilombola, exibiram uma positividade maior de
HAdV e HAdE, respectivamente, de 61,5% (48/78) e 9% (9/78) (SPADA et al., 2013).
Resultados expressivos também se obtiveram em outra investigacao realizada com
amostras fecais de criangas hospitalizadas no periodo de marco de 2012 a mar¢o de
2015, na cidade de Belém, o qual registrou uma positividade de 46,8% (81/173) para
HAdV e 9,2% (16/173) para HAJE (REYMAO et al, 2016). Entretanto, estes
percentuais maiores podem estar relacionados as diferentes técnicas de detecc¢éo
empregadas para a realizagdo dos testes, uma vez que ambos utilizaram
metodologia de biologia molecular enquanto que este estudo utilizou o método de
diagnéstico por EIE e IC.
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Os dados obtidos neste estudo sdo mais expressivos do que os observados
em outras cidades brasileiras. Em uma avaliagdo realizada em Belo Horizonte, por
exemplo, alcancou-se 4,1% (16/392) de positividade com amostras fecais de
criancas com e sem gastrenterite (DUARTE et al, 2012). Outro estudo realizado com
pacientes pediatricos atendidos em um servigo de emergéncia na Bahia, com quadro
de gastrenterite, detectou 4,2% de espécimes positivos para HAdV (ROCHA, 2012).
Isto também foi verificado em amostras de criancas diarreicas analisadas nas
cidades do Rio de Janeiro, Niter6i, Londrina e Juiz de Fora, com uma positividade de
1,55% para HAJE (SOARES et al, 2002). Outras localidades do Brasil
demonstraram frequéncias de positividade que variaram de 2% a 5,4% nas cidades
de Goiania, Salvador e Porto Velho (CARDOSO et al., 2002; ROCHA, 2012;
AMARAL et al, 2015).

Ao compararmos os dados deste estudo com aqueles oriundos de outros
paises, observou-se que na Argentina a frequéncia para HAdV foi menor tanto em
Cordoba, com 1,5% (GIORDANO et al., 2001) como em Buenos Aires com 3% de
positividade (BERECIARTU et al., 2002). Em Roma, na Itélia esta positividade foi de
1,5% (DJENEBA et al, 2007), na Grécia, 3,5% (LEVIDIOTOU et al, 2009), e no Ird
2,3% de casos positivos, todos observados em criancas com gastrenterite (HAMKAR
et al, 2010). Ja uma outra pesquisa, também conduzida no Ird, relatou positividade
de 5,1% (SHOJA et al, 2014), sendo este um resultado proximo a prevaléncia de
HAdV encontrada no presente estudo. No entanto, a regido de Coimbra, em
Portugal, apresentou resultados mais elevados para os testes de HAdV, com 13,1%
(32/244) de amostras positivas em criancas hospitalizadas com quadro diarreico
(RODRIGUES et al, 2007).

A presente investigacdo realizada em Belém apresentou um percentual de
casos positivos para os HAJE (3,7%) similar ao encontrado por outros autores. Um
estudo conduzido na Francga (Paris) durante 2 anos, alcangcou uma positividade de
3,5% para HAJE (LORROT et al.,, 2011). Na Tunisia registrou-se 6% de casos
positivos para HAdV e os HAdE corresponderam a 57% (20/35) das amostras
positivas (FODHA et al., 2006). Na Venezuela, em Portugal e no Ird, alcancou-se 5%
de positividade para HAJE (GONZALEZ et al, 2011; ESCOBAR et al, 2013; DASHTI
et al, 2016). No entanto, os HAdE foram encontrados em percentuais mais elevados
na cidade de Shenzhen, China (9,65%); no Ird (6,7%); e em Berlim, Alemanha
(14%), infectando criancas diarreicas hospitalizadas (HE E YANG, 2000; SADERI et
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al., 2002; OH et al., 2003). Ou até em percentuais menores que neste estudo, tais
como 1,9% de HAdE apresentado por Leite et al (1985).

Vale ressaltar que ja se esperava uma maior prevaléncia para HAdE, uma vez
gue todas as criangas participantes se encontravam hospitalizadas com quadro de
gastrenterite aguda grave. Neste caso, pode ser que a gastrenterite que levou a
hospitalizacdo destes menores fosse causada, de fato, pelos HAdV, uma vez que
apenas dois casos de coinfeccdo com HAdV e RV foram identificados.

No que se refere aos resultados da comparacgao entre os testes de EIE e IC

para deteccdo de HAdV, observou-se que estes agentes foram detectados em 5,6%
(47/842) dos espécimes testados por ambas as técnicas. Comparando-se as
técnicas de EIE e IC, o teste IC mostrou sensibilidade de 84% e especificidade de
99%. O percentual de concordancia (98,36%) entre as técnicas empregadas neste
estudo foi menor que o observado em 2003, no periodo pré-vacinacdo contra RV, o
qual obteve 9,1% (15/164) de amostras positivas por ambas metodologias (MULLER
et al, 2010). Nao foram obtidos dados de estudos em outras localidades que
tivessem como um dos objetivos a comparacdo entre estes dois métodos de
diagnostico. Estes dados reafirmam as especificidade e sensibilidade do teste de IC
na triagem de HAdV e sugere que o teste IC pode ser utilizado na rotina laboratorial
para o diagnéstico de HAdV em criancas com gastrenterite, apresentando menor
custo em relacao ao EIE e dispensando a utilizacdo de equipamentos laboratoriais.

Todos os 842 espécimes incluidos no presente estudo foram previamente

testados quanto a presenca dos RV, com uma positividade de 20,4%. Analisando-se
os resultados obtidos, observou-se um percentual de 0,2% (2/842) de casos de
infeccdo mista (HAdV e RV) ou 3,3% (2/61) do total de amostras positivas. Em tais
situacdes, a gastrenterite que levou a hospitalizacdo pode ter sido causada tanto
pelo RV quanto pelo HAdV, pois ndo se pode determinar qual o efetivo agente
causal. Estes resultados foram inferiores aos observados em outro estudo realizado
em RondOnia, com 477 criangas hospitalizadas com diarreia, o qual detectou cerca
de 7% de espécimes contendo HAdV e RV (MAGALHAES et al., 2007). Também
foram mais expressivos os dados de coinfeccdo encontrados na Tunisia, com 9%
(17/191); na Costa da Turquia, com 7,2% (23/363); e no Ird, com 4% de amostras
positivas tanto para RV quanto HAdV (FODHA et al, 2006; OZDEMIR et al., 2010;
MOTAMEDIFAR et al, 2013).
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No entanto, os resultados de coinfec¢do entre RV e HAdV deste estudo foram
idénticos (0,2%) aos registrados em Valéncia, Venezuela (GONZALEZ et al, 2011).
Este achado também foi relatado em baixos percentuais em outras localidades: 2%
em Coimbra (Portugal) e 1,2% na Bahia (RODRIGUES et al, 2007; ROCHA, 2012).
Seria relevante considerar que uma outra pesquisa realizada em Goiania néo
conseqguiu identificar nenhum caso (0%) de coinfeccdo entre esses dois virus
(CARDOSO et al, 2002). Os resultados citados associados aos encontrados neste
estudo, demonstram uma grande oscilagdo em relacdo aos casos de coinfecgéo
viral; bem como enfatizam a importancia da investigacédo de diversos agentes virais
em quadros diarreicos de criancas hospitalizadas para o esclarecimento do agente
etiologico.

No gue concerne ao seqguenciamento gendmico, observou-se que dentre 0s
espécimes positivos para HAdV detectados neste estudo, houve maior prevaléncia
da espécie F (64,5%), com predominancia do tipo 41 (69%). Estes dados
corroboram os registrados em estudo prévio levado a efeito apds a introducdo da
vacina contra RV, no periodo de 2008 a 2009, na cidade de Belém. Nessa
investigacdo, a prevaléncia da espécie F foi de 70%, com clara predominancia do
tipo 41 (85,7%). Esta situacdo também ja ocorria antes da introducdo da vacina
contra RV, pois no periodo de vigilancia pré-vacinacao, ocorrido em 2003, detectou
a espécie F de HAdV em 80% (8/10) dos casos positivos, com o tipo 41 estando
presente em 75% (6/8) das amostras sequenciadas (MULLER, 2011). Ou seja, a
vigilancia epidemioldgica realizada em criancas com quadro de gastrenterite, tanto
antes quanto apo0s a vacinacao contra RV na cidade de Belém, confirmou a espécie
F (tipo 41) de HAdV como a mais prevalente na regido. Este resultado foi similar com
0 observado em outros estudos conduzidos em varios paises, 0s quais geralmente
demonstram o predominio do tipo 41 em relacdo ao tipo 40 (LI et al., 2004; 2005;
LOGAN et al., 2006; HUH et al., 2009; ESCOBAR et al, 2013). Esta foi a mesma
situacdo de um estudo conduzido no Vietnd, o qual apresentou o tipo 41 em 32 de
37 amostras positivas para HAdV sequenciadas (NGUYEN et al., 2007); além disso,
a espécie F e tipo 41 foi detectada em 94,5% do total de amostras positivas na
Tunisia (SDIRI-LOULIZI et al.,, 2009). Em outros paises, como na Australia,
realizaram-se estudos que identificaram um aumento gradual na frequéncia do tipo
41, de modo que no periodo de 1981 a 1992 a prevaléncia deste subiu de 25% até
atingir 100% dos casos positivos ao final do estudo (GRIMWOOD et al., 1995). No
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entanto, na Alemanha, em 1983, um estudo realizado com criancas hospitalizadas
identificou um perfil similar de circulagdo entre os tipos 40 e 41 (DE JONG et al.,
1983).

Uma vez que os HAdV possuem como forma de transmissao a via fecal-oral,
a origem de contaminacao das criancas por estes virus pode ter sido a inter-humana
ou por meio da agua destinada ao consumo e lazer. Estudos prévios realizados em
ambientes aquaticos na cidade de Belém e na ilha de Mosqueiro, utilizando técnicas
moleculares, detectaram a presenca de HAdV em 26,5% e 34,5% das amostras
analisadas. Nestes casos, a espécie F predominou em 100% dos casos de HAdV
identificados por sequenciamento (SPADA, 2012; CORREA, 2014).

Apesar de a espécie F ter sido identificada na maioria dos casos positivos
para HAdV, vale destacar que os HAdV da espécie A deste estudo corresponderam
a 15,6% (7/45) entre as sequenciadas, sendo 4 do tipo 12, 1 do tipo 18 e 2 do tipo
31. Esta caracterizacdo genética dos HAdV da espécie A em segundo lugar dentre
0S casos positivos ja havia sido observada em outro estudo realizado em Belém, no
periodo de 2008 a 2009, correspondendo a 20% (6/30) das amostras agrupadas;
sendo 3 do tipo 31, 2 do tipo 12 e 1 do tipo 18 (MULLER, 2011). Estes dados s&o
similares aos observados em outro estudo conduzido em Gana, o qual demonstrou
17,8% das amostras positivas agrupadas com a espécie A dos HAdV (SILVA et al.,
2008). Ha alguns anos, outros autores ja postulavam a relagdo entre esta espécie
(A) e a etiologia da gastrenterite aguda, sobretudo os tipos 31, 12 e 18 obtidos em
amostras fecais de criancas (THORNER et al., 1993). Os resultados obtidos neste
estudo confirmam os HAdV da espécie A, além da ja estabelecida espécie F, como
causa de diarreia aguda em criangas hospitalizadas.

Este estudo registrou 11,1% das amostras agrupadas com a espécie C (tipo
1), sendo este valor similar ao obtido anteriormente na cidade de Belém, o qual
correspondeu a 10% das amostras sequenciadas (MULLER, 2011). No entanto, este
resultado € menor que o observado por Silva e colaboradores em 2008, em Ghana,
que obtiveram 15,1% de cepas da espécie C dos HAdV. Durante muitos anos esta
espécie esteve relacionada a etiologia de manifestacfes respiratérias e infeccbes
latentes do tecido linfoide (PRING AKERBLOM et al, 1999); no entanto, estudos
mais recentes sugerem que a espécie C de HAdV pode estar relacionada a etiologia
da gastrenterite (BENKO et al, 2008; BERK, 2013).
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Outra possibilidade seria a de que os HAdV das espécies nao entéricas
detectados nos testes poderiam estar causando outros sintomas que ndo foram
avaliados (tais como respiratorios ou oculares) e estarem sendo excretados através
das fezes das criancas participantes deste estudo, considerando que foram
identificados casos positivos para as espécies B (4,4%), D (2,2%) e E (2,2%). Nao
foi detectado nenhum caso positivo para a espécie G de HAdV, a qual tem sido
relatada como agente etiolégico de gastrenterite (JONES et al, 2007).

A andlise filogenética das amostras positivas para HAdV da espécie F do tipo
41 demonstrou um perfil de similaridade nucleotidica de 95% com uma amostra
encontrada nos Estados Unidos (LEMIALE et al, 2008). Ja o tipo 40 foi comparado a
um protétipo do Reino Unido, obtendo-se um percentual de 96,6% de similaridade
entre os nucleotideos (DAVISON et al, 1993). Entretanto, se compararmos apenas
as amostras do presente estudo, observou-se que a variabilidade nucleotidica entre
as espeécies oscilou de 1,2% a 13,1%, sendo as amostras mais discrepantes
encontradas na espécie A.

A andlise quanto ao género das criancas participantes deste trabalho néo
demonstrou diferenca estatisticamente significativa (p=0,73) entre os sexos feminino
(7,7%) e masculino (6,8%). Estes dados estdo de acordo com estudos anteriores
realizados em Belém, o qual avaliou este parametro tanto com amostras do periodo
pré-vacinacdo quanto apds a introdugdo da vacina contra RV (MULLER, 2011). Este
perfil também foi observado na Turquia e no Ir4, onde outras investigacfes
demonstraram indices mais elevados de HAdV em criancas do sexo masculino, mas
o valor ndo chegou a ser estatisticamente significativo (OZDEMIR et al., 2010;
MOTAMEDIFAR et al, 2013). No entanto, estes resultados estdo em desacordo com
outro estudo conduzido com menores de 5 anos no Ird, o qual identificou clara
predominéncia de casos positivos entre 0 sexo masculino (62,9%) em relacdo ao
sexo feminino (37,1%), sendo este achado estatisticamente significativo (DASHTI et
al, 2016).

No que se refere a distribuicdo por idade das criancas participantes deste
estudo, observou-se que o grupo mais acometido pelos HAdV ficou entre os maiores
de 24 meses (8,9%); no entanto, este dado nao foi estatisticamente significativo
quando comparado com os demais grupos etarios. A frequéncia maior nesta faixa
etaria € concordante com outras investigacdes, a quais evidenciaram maior

positividade de HAdV em criancas maiores de 24 meses, porém menores de 5 anos
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de idade (HAMKAR et al, 2010; SHOKROLLAHI et al, 2014). Diferentemente dos
RV, com maior frequéncia na faixa etaria compreendida entre 6 e 17 meses de idade
(MOTAMEDIFAR et al, 2013). Outro estudo conduzido no Brasil, na cidade de
Goiania, mostrou que a faixa etaria de maior prevaléncia para HAdV situava-se entre
1 e 3 anos de idade (CARDOSO et al., 2002). No entanto, um trabalho realizado no
Ir identificou as criangas menores de 24 meses como 0S mais acometidos pela
infeccdo por HAdV (91,6%), sendo 58,3% dos casos entre os menores de 12 meses
e 33,3% na faixa etaria de 12 a 23 meses (DASHTI et al, 2016).

No que se refere a distribuicdo temporal dos casos positivos para HAdV, este
estudo demonstrou a circulacéo do virus em todos os meses do ano, registrando-se
maior deteccdo nos meses de junho (11,4%) e novembro (11,1%). Esta diferenca de
positividade obtida ao longo dos meses ndo foi estatisticamente significativa,
conforme esta representado na Tabela 4 (pag. 53). Estes resultados estdo de acordo
com outro estudo realizado em Belém, o qual identificou mais casos de HAdV no
més de junho (21%) entre criangas vacinadas contra RV (MULLER, 2011). No
entanto, um estudo anterior conduzido antes da vacinacdo contra RV também na
cidade de Belém (em 2003), detectou maior frequéncia para HAdV no més de marco
(10%) (MULLER et al, 2010).

Diferentemente do observado nas demais regides brasileiras, o estado do
Para ndo conta com a divisdo sazonal em quatro estacdes climéaticas ao longo do
ano. Portanto, os critérios relativos aos indices de precipitacdo pluviométrica desta
regido sao referentes a periodos de mais chuva ou menos chuva, com variacdes de
temperatura que refletem mais ou menos calor. Na avaliacdo do perfil sazonal de
distribuicdo dos HAdV, observou-se que sua prevaléncia na cidade de Belém nao
sofre alteracdes significativas quanto as variaveis de temperatura e precipitacdo
pluviométrica, ja que foram obtidos picos de deteccdo de HAdV tanto em um més
classificado como chuvoso e de menor temperatura (novembro), quanto em um més
tido como periodo de menos chuva e maior temperatura (junho).

Alguns estudos sobre a ocorréncia de RV, relatam distribuicdo tipicamente
sazonal das infec¢Oes por esses agentes, com maior prevaléncia entre os meses de
janeiro a marco, onde h& periodos com mais altos indices de precipitacdo
pluviométrica ou o inverno tipico (LEVIDIOTOU et al, 2009; GONZALEZ et al, 2011,
ESCOBAR et al, 2013). No Brasil, regido norte especificamente, os RV predominam

nos meses de julho a setembro (FERNANDES et al, 2000), correspondendo a



65

periodos mais quentes e com menor precipitacdo pluviométrica. No que tange aos
HAdV do presente estudo, o perfil de sazonalidade se mostra diferente, similares,
contudo, aos obtidos em outras pesquisas conduzidas em paises de clima
temperado ou ndo, 0s quais ndo demonstram sazonalidade para este virus (BASU et
al, 2003; FILHO et al, 2007; LEVIDIOTOU et al, 2009; GONZALEZ et al, 2011,
REYMAO et al, 2016). Um estudo conduzido no Ird detectou maior prevaléncia de
HAdV nos meses de julho e outubro, mas este achado, assim como na presente
investigacdo, nao revelou diferencas estatisticamente significativas (MOTAMEDIFAR
et al, 2013). No entanto, uma investigacdo também realizada no Ird identificou mais
alto indice de positividade (77,8%) para HAdV no periodo do inverno (HAMKAR et al,
2010).

Dentre as limitacGes do presente estudo, podem ser destacados o fato de ndo
ter sido realizada a pesquisa de outros enteropatdégenos (virais, bacterianos ou
parasitarios), eventualmente associados a génese da gastrenterite. Também nao
incluiu a técnica de PCR para o diagnostico das infec¢des por HAdV. Outra limitacéo
seria que esta investigacdo nao contemplou um grupo-controle ndo diarreico que
melhor configurasse a postulada relacdo causa-efeito entre a gastrenterite e a
presenca de HAdV.

Os dados encontrados neste estudo corroboram os descritos por Rocha
(2012), os quais sugeriram o0 monitoramento das infec¢cbes por causas virais e
mistas; podendo contribuir com informacdes que visem a nortear acfes para a
reducdo dos impactos socioecondmicos relacionados as diarreias virais, tais como
perda de dias de trabalho por parte dos pais, perda de rendimento escolar das
criangas, aumento da demanda por servigos de saude e hospitalizacéo.

A realizacdo de investigagcbes como esta, com a elucidagdo dos novos
agentes virais como causa de gastrenterite, além dos RVs, pode atualizar os
profissionais de saude, sobretudo pediatras, no sentido de evitar a prescricao
indiscriminada de antibiéticos e incentivar o uso racional de medicamentos. Isso
compreende a reidratacdo precoce e a adocao de medidas higiénicas e sanitarias
preventivas no que concerne aos quadros de diarreia aguda infantil.

Perspectivas para a continuagcdo deste estudo envolverdo a andlise quanto a
presenca e perfil molecular de HAdV e outros agentes virais em amostras obtidas
em outras localidades do Brasil, apés a introducéo da vacina contra RV. Os estudos

adicionais também compreenderdo a andlise e a comparacdo de nucleotideos e
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aminoacidos do gene hexon, detectando-se possiveis variacdes na epidemiologia

molecular dos HAdV.
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7. CONCLUSOES

X/
L X4

Os resultados obtidos neste estudo confirmam a circulacdo de HAdV em
Belém, Pard, apds a vacinacdo em larga escala contra RV a partir de 2006.

A espécie F (tipo 41) foi identificada como a mais prevalente, mas também se
detectou a presenca das espécies A e C causando gastrenterite, sendo que a
similaridade nucleotidica entre as espécies deste estudo foi alta.

N&o foi detectado nenhum caso positivo para a espécie G de HAdV.

N&o houve diferencas de positividade entre o género e idade das criangas
infectadas, sem perfil temporal e de sazonalidade para esta regido; com
apenas 2 casos de coinfeccao entre RV e HAdV.

Recomenda-se a técnica de IC como alternativa ao método EIE.

Portanto, este estudo ressalta a importancia do estabelecimento de uma
vigilancia em longo prazo para avaliagdo do impacto de outros agentes virais

na etiologia das gastrenterites infantis.
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