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RESUMO

A doenca diarréica aguda (DDA) é, ainda hoje, uma das principais causas de morbidade e
mortalidade infantil, nos paises em desenvolvimento. Na diarreia aguda ndo bacteriana,
os adenovirus entéricos constituem um dos importantes agentes etioldgicos da doenca.
Os adenovirus humanos (HAdV) pertencem a familia Adenoviridae e ao género
Mastadenovirus, cujos membros estéo classificados em 7 espécies (A-G) e 54 sorotipos.
Dentre estes, os sorotipos 40 e 41, ambos da espécie F, sdo 0os mais comumente
associados com a DDA. Considerando-se, entdo, a importancia da DDA em paises em
desenvolvimento, o grande numero de casos que ndo sao esclarecidos e o pouco
conhecimento sobre a infecgdo e a participacdo dos HAdV na génese da DDA, em Juiz
de Fora, Minas Gerais, foi realizado o presente estudo. Entre janeiro de 2007 e dezembro
de 2010, foram analisados 395 espécimes fecais diarréicos, provenientes de individuos
de varias idades, atendidos em servicos ambulatoriais e hospitalizados. A presenca dos
HAdV foi detectada pela reacdo de PCR , utilizando-se os iniciadores especificos e a
caracterizacdo molecular das amostras positivas foi feita pelo seqienciamento e analise
flogenética das sequéncias parciais do gene do Hexon. Para as analises estatisticas, foi
utilizado o programa SPSS verséo 13.0, tendo se adotado um valor de significancia como
p<0,05. A prevaléncia da infec¢cdo por HAdV, no periodo 2007-2010, foi de 10,9%
(43/395). Os resultados mostraram que nao houve correlacdo significante entre a
procedéncia da amostra (ambulatorial X hospitalar) e a ocorréncia da infec¢do (p=0,152),
0 mesmo tendo sido observado em relagdo ao género do individuo infectado (p=0,393).
Por outro lado, a maioria dos casos positivos foi detectada em criancas de até 24 meses
de idade, mostrando uma correlacdo estatisticamente significante entre a idade dos
individuos infectados e a ocorréncia da infeccdo (p=0,007). Na maioria dos casos de
infeccdo pelo HAdV (36/43), este foi o Unico agente viral detectado, no entanto, foram
observados casos de coinfeccdo HAdV/Rotavirus (5/43) e HAdV/Norovirus (2/43). A
analise filogenética das sequéncias parciais do gene do Hexon, de 35 amostras positivas,
revelou que todas agruparam com amostras de HAdV da espécie F, sorotipo 41,
confirmando assim, a associacdo de HAdV entéricos, nos casos estudados. Este
levantamento epidemioldgico revelou a presenca e a circulacdo destes virus na populacéao
de Juiz de Fora, no periodo avaliado, bem como sua importante participacdo na génese
da DDA, permitindo assim, esclarecer uma boa parte dos casos da doenca, que
normalmente ficaria sem defini¢cao etioldgica.

Palavras chave: Adenovirus Humano, Diarreia, Estudos Epidemioldgicos, PCR, Analise
de Sequéncia de DNA



ABSTRACT

Acute diarrheal disease (ADD) is still the major cause of child morbidity and mortality in
developing countries. Among the non-bacterial diarrhea, enteric adenoviruses are one of
the most important etiologic agents of disease. Human adenoviruses (HAdV) belongs to
the Adenoviridae family and Mastadenovirus genus. The virus are classified into seven
species (A-G) and 54 serotypes. Among them, serotypes 40 and 41, both of the species F,
are the most commonly associated with ADD. Taking in consideration the importance of
the DDA in developing countries, the large number of cases that don’t have the etiologic
agent identified and the lack of knowledge about the participation of HAdV infection and
the pathogenesis of ADD, we performed this study in Juiz de Fora, Minas
Gerais. Between January of 2007 and December of 2010 395 diarrheal fecal specimens
originating from individuals of various ages treated in ambulatory and hospitalized were
analyzed. The presence of HAdV was detected by PCR, using specific primers, and
molecular characterization of positive samples was performed by sequencing and
phylogenetic analysis of partial sequences of the hexon gene. For statistical analyzes, we
used SPSS version 13.0, adopting a value of p <0.05 as significant. The prevalence of
infection by HAdV between 2007-2010 was 10.9% (43/395). The results showed no
significant correlation between the origin of the sample (hospital X ambulatory) and the
occurrence of infection (p = 0.152), and the same was observed in relation to gender of
the infected person (P=0,393). Moreover, the majority of positive cases was detected in
children under 24 months of age, showing a statistically significant correlation between the
age of the infected individuals and the occurrence of infection (p=0,007). In most cases of
infection HAdV (36/43), this was the only viral agent detected, however, cases of co-
infection HAdV / Rotavirus (5/43) and HAdV /Norovirus (2/43) were identified. Phylogenetic
analysis of partial sequences of the hexon gene from 35 positive samples revealed that all
samples clustered with HAdV species F, serotypes 41, confirming the association of
enteric HAdV in the cases of this study. This epidemiological survey revealed the presence
and circulation of these viruses in the population of Juiz de Fora in the period studied, as
well as its important role in the genesis of the DDA, our data identified a good number of
cases of the disease, which normally remains unidentified.

Keywords: Human Adenovirus, Diarrhea, Epidemiologic Studies, PCR, DNA sequence

analysis.
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1 INTRODUCAO

A doenca diarréica aguda (DDA) é uma sindrome cuja principal manifestagcéo
€ 0 aumento do numero de evacuacgdes (mais de trés por dia), com fezes aquosas
ou de pouca consisténcia, em alguns casos com muco e sangue e que pode ser
acompanhadas de nausea, vomito, febre e dor abdominal. No geral é uma doenca
auto-limitada, apresentando-se sob formas que variam de leves a graves, sendo
qgue, nestas Ultimas, os distarbios eletroliticos podem acarretar em desidratacéo,
principalmente quando associadas com a desnutricio (MINISTERIO DA SAUDE,
2011).

As primeiras estimativas sobre a carga global de morbidade e mortalidade
infantil tornaram-se disponiveis no inicio dos anos 1980, quando a DDA foi
considerada a principal causa de mortalidade infantil, reponsavel por cerca de 4,6
milhdes de mortes, a cada ano, em todo o mundo. Nesta época, aproximadamente 1
bilhdo de episbédios de diarreia ocorriam entre as criangas menores de cinco anos.
Apés uma década, o numero de mortes atribuiveis a DDA caiu para 3,3 milhdes por
ano, embora nao tenha havido muitas mudancas na ocorréncia da doenca. Apesar
do uso generalizado da terapia de reidratacédo oral (TRO) e do maior conhecimento
sobre a patogénese da DDA, esta doenca €, ainda hoje, uma das principais causas
de morbidade e mortalidade infantil. Estimativas recentes sugerem que 1,5 milhdes
de criancas morrem por esta doenca, principalmente nos paises em
desenvolvimento (UNITED NATIONS CHILDREN'S FUND e WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009), os quais apresentam dificuldade de acesso a agua potavel
(1,1 bilhdo de pessoas ndo tem acesso a agua potavel), precariedade no
saneamneto basico (2,4 bilhdes ndo possuem saneamento) e altas taxas de
desnutricdo infantil (aproximadamente, um quarto das criancas estdo desnutridas)
(THAPAR E SANDERSON, 2004).

As deficiéncias em macro ou micronutrientes em criancas estéo relacionadas

com quadros de diarreia mais graves e persistentes. A deficiéncia do zinco, por
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exemplo, esta associada ao aumento da prevaléncia da diarreia persistente, a qual,
por sua vez, pode resultar em ma absor¢do, o que configura um verdadeiro ciclo, ou
seja, um estado nutricional ruim implica em risco elevado de morte pela doenga.
Caso essa realidade seja transformada, a incidéncia da diarreia e a mortalidade
causada pela doenca podem diminuir (GUIA PRATICO DA ORGANIZACAO
MUNDIAL DE GASTROENTEROLOGIA, 2008).

A DDA pode ser de origem nao infecciosa - como a causada por intolerancia
a lactose, glaten e outros - ou de origem infecciosa. Em termos de saude publica, a
de maior importancia € a doenca de origem infecciosa, que pode ser causada por
parasitos, protozoarios, bactérias e suas toxinas e os virus (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).

No que diz respeito a etiologia viral de DDA, embora os rotavirus (RV) e os
norovirus (NoV) sejam os agentes causais mais conhecidos, outros virus podem
estar implicados, dentre eles os adenovirus entéricos (PARASHAR et al., 1998;
FILHO et al., 2007).

No Brasil, dados do DATASUS relativos ao ano de 2009, indicaram que a DDA
foi responsavel por 2,5% da mortalidade infantil, sendo que o nimero total de 6bitos em
criancas foi de 50.033 e o numero de Obitos, por DDA, foi de 1.258
(http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?idb2010/c06.def). Em Juiz de Fora, um

estudo sobre a prevaléncia da DDA, em criancas hospitalizadas, revelou que esta

doenca foi a terceira causa de hopitalizacéo infantil (ROCHA, 2010).


http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?idb2010/c06.def
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ADENOVIRUS

2.1.1 CLASSIFICACAO E ESTRUTURA

A familia Adenoviridae, a qual pertencem os adenovirus, € subdividida em cinco
géneros: Mastadenovirus, constituido por virus isolados de mamiferos; Aviadenovirus,
composto por virus isolados de aves; Atadenovirus, género assim denominado pelo
seu alto teor de adenosina-timina e formado por virus isolados de répteis, aves e
mamiferos; Siadenovirus, constituido por virus isolados de aves e répteis, e
Ichtadenovirus, que foi aceito pelo Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV-
Internacional on Taxonomy of Viruses) em 2009, e é composto pelo virus do esturjao
(BERK, 2007; http://www.vmri.hu/~harrach/Taxonomy.htm).

Os adenovirus humanos (HAdV) pertencem ao género Mastadenovirus, o qual
consiste de 54 sorotipos, que sao classificados em sete espécies (A-G)

(http://www.vmri.hu/~harrach/AdVtaxshort.htm), baseadas na sua habilidade de

aglutinar células vermelhas do sangue (JONES Il et al., 2007). Outros esquemas de
classificacdo sdo explorados, como o potencial de oncogenicidade em roedores,
mobilidade eletroforética das proteinas virais, similaridade do genoma, além do
percentual de bases (G+C), numero de genes VA RNA (RNA virus-associated) que
codificam moléculas de RNA associadas aos HAdV e a organizacéo genética da regiao
E3 (BERK, 2007; SIQUEIRA-SILVA, 2008). (Quadro 1)


http://www.vmri.hu/~harrach/Taxonomy.htm
http://www.vmri.hu/~harrach/AdVtaxshort.htm

Quadro 1: Algumas caracteristicas dos sorotipos de adenovirus

18

Espécie | Espécie B Espécie C Espécie D Espécie E | Espécie F | Espécie
A G
Sorotipos 12,18, | 3,7,11,14,16, 1,2,5,6 8,10,13,15,1 4 40,41 52
31 21,34,35,50 7,19,20,22-
30, 32,33,36-
39, 42-47,
51, 53,54
Oncogenici- Alta Fraca Negativa Negativa Negativa Negativa -
dade
Receptor da CAR CD46, CD80 CAR, CAR, Acido CAR CAR' -
Fibra e CD86 VCAML1, sidlico
Sulfato de
heparana
N° de genes 1 2(B1), 1(B2) 2 2 2 1 -
VA RNA
Motivos RGD RGD RGD RGD RGD RGDA(40) -
reconhecidos IGDD(41)
pela base do
penton ?
Comprimento 22 6(B1) 22 8 12 Longa21- -
da 6(B2) 22
fibra(repetica Curta 12
o dos
motivos)
Tropismo Entérico | Respiratério( | Respiratério Ocular Ocular Entérico -
B1), Renal Respiratori
(B2) 0
Sindromes DDA Respiratéria | Respiratéria | Conjuntivite Conjuntivi- | DDA infantil -
aguda, Aguda Inaparente, te,
Infeccdes Ulcera Respira-
renais genital téria aguda
persistentes

1: Fibra longa da espécie F se liga ao CAR, mas a fibra curta ndo tem receptor conhecido
2: Motivos expostos na base do penton, através dos quais ocorre o reconhecimento das integrinas

Fonte: Modificado de SIQUEIRA-SILVA, 2008; http://www.vmri.hu/~harrach/AdVtaxshort.htm
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As particulas virais ndo possuem envelope e medem, aproximadamente, 90 nm
de diametro. Apresentam capsideo de simetria icosaédrica, composto de 252
capsdmeros, sendo 240 hexons e 12 pentons. O genoma é constituido de DNA de fita
dupla, de 35 a 40 kb e codifica um proteoma de aproximadamente 45 proteinas, dentre
as quais, pelo menos 11 constituem o virion (Il a IX, llla, p, TP e a protease viral p23) e
sete desses polipeptideos (l1, lll, IV, llla, VI, VIII e IX) formam o capsideo viral (Figura 1)
(CUSACK, 2005; BERK, 2007).

Proteinas do capsideo Proteinas do cerne Proteinas de ligagdo

‘ Hexon Q‘ v vili

- IX

. Fibea ‘ Vil -
"

' Penton Base

Mu Vi

Figura 1: Estrutura dos adenovirus.
Fonte : Adaptado de RUSSEL, 2000.

O hexon é a proteina estrutural mais abundante do capsideo viral, formada por
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um trimero do polipeptideo II, unido por ligacdes covalentes, e € responsavel por 63%
da massa total de proteinas (RUX e BURNETT, 2004).

O complexo do penton é formado pela base do penton (um pentamero do
polipeptideo Ill) e pela fibra (um trimero do polipeptideo V), selando o capsideo viral
em cada um dos doze vértices da particula. A fibra € a proteina responsavel pela
ligacdo, enquanto a base do penton € responsavel pela internalizacdo do virus, na
célula hospedeira (RUX e BURNETT, 2004).

As fibras podem ser divididas em trés dominios: uma cauda N-terminal, que a
liga & base do penton, um eixo central com motivos repetidos de aproximadamente 15
residuos, e uma cabeca globular C-terminal, que funciona como local de ligacdo a
célula hospedeira (Figura 2). Ha uma ampla variacdo no tamanho da fibra entre os
sorotipos, devido as diferengas no numero de sequéncias repetidas no eixo, que variam
de 6 no Ad3 (SIGNAS, AKUSJARVI e PETERSSON, 1985) a 22 no Ad2 e Ad5 (GREEN
et al., 1983).

Fibra

= -

3

HEXON

Fibra
Base do
penton

(_L‘J Base do Cauda Eixo Cabega

penton

A B Cc
Figura 2: Esquema do capsideo dos adenovirus.

A: Fibra, base do penton e hexon. B: Fibra ligada a base do penton C: Cauda, eixo e cabeca da fibra.
Fonte: Adaptado de MEDINA-KAUWE, 2003.

O cerne da particula viral contém cinco proteinas conhecidas e o genoma
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viral. O DNA é condensado com proteinas basicas, ricas em arginina, como 0s
polipeptideos V (368 aminoacidos), VII (174 aminoé&cidos) e p (19 aminoacidos)
(RUSSEL, LAVER e SANDERSON, 1968; HOSOKAWA e SUNG, 1976;
ANDERSON, YOUNG e FLINT, 1989). Apenas no género Mastadenovirus,
encontram-se moléculas do polipeptidio V, as quais estdo distribuidas na particula,
sendo que nos vertices, elas estédo ligadas a base dos pentons e ao polipeptidio VI,
unindo o cerne ao capsideo. O polipeptidio VII (174 aminoacidos) € o mais
encontrado no cerne, com mais de 800 copias por virion (RUX e BURNETT, 2004;
SAN MARTIN e BURNETT, 2003). Evidéncias sugerem que este polipeptidio forme
dimeros que condensam o DNA em complexos de 90 a 150 pares de bases (pb)
(NWANEGBO et al., 2004; VAYDA e FLINT, 1987). Uma proteina terminal (TP), de
671 aminoacidos, encontra-se covalentemente ligada a porgcédo 5’-terminal do DNA
viral (REKOSH et al., 1977). O cerne também contém, aproximadamente, 10
moléculas da protease cisteina viral p23, a qual cliva precursores de diversas
proteinas virais (VII, VIII, llla e TP) durante a montagem, sendo esta atividade
necessaria para a maturacdo da particula viral. Esta proteina também atua na
desmontagem das particulas dentro do endossomo e na saida das mesmas para o
citoplasma, durante a infeccdo (Quadro 2) (WEBER, 2003; VELLINGA, VAN DER
HEIJDT e HOEBEN, 2005).



Quadro 2: Localizacao e fungéo das proteinas dos HAdV
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Proteina Localizagéo Funcéo Conhecida
I Monbémero hexon Estrutural
11 Base do penton Penetragéo
Ila Associado a base do penton Penetracéo , montage
v Fibra Ligacdo ao receptor celular,
Hemaglutinacdo
Y Cerne: associado ao DNA e a base Do tipo Histona, empacotamento(?)
do penton
Vi Peptideo do hexon Estabilizacéo do capsideo e do core,
participa do rompimento da membrana do
endossoma
Vi Cerne Do tipo Histona
VIII Peptideo do hexon Estabilizacéo do capsideo e do core,
montagem da particula(?)
IX Peptide do hexon Estabiliza¢éo do capsideo e do core,
montagem da particula(?)
TP Genoma Replicacdo do DNA viral
M Cerne Ligacdo ao DNA viral
p23 Cerne Protease

Fonte: SANTOS, ROMANOS e WIGG, 2008

2.1.2 BIOSSINTESE VIRAL

A infeccdo viral inicia-se através da ligacdo de proteinas virais a receptores da

superficie de uma célula susceptivel. A expressdo dos receptores especificos é

importante para determinar a susceptibilidade da célula a infeccdo e também para o
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tropismo do virus aos tecidos particulares (COYNE e BERGELSON, 2005). No que diz
respeito ao fato dos diferentes tipos de HAdV apresentarem tropismo por diferentes
tipos de tecidos, foi sugerido que seja resultante de interacdes com receptores
celulares distintos (ROELVINK et al, 1998).

O ciclo de replicacao dos AdV € baseado em estudos realizados com HAdV2 e
HAdV5, ambos da espécie C. Este ciclo é dividido em duas fases que séo separadas
pelo inicio da replicacdo do DNA viral. Os eventos iniciais ocorrem assim que 0 Virus
interage com a célula hospedeira. Estes eventos incluem adsorcéo, penetracao,
movimento das particulas virais, parcialmente descapsidadas, para o complexo do poro
nuclear (NPC), transporte do DNA viral, através do NPC, para o nucleo e expressdo de
um grupo de genes iniciais. Os produtos dos genes iniciais medeiam a expressdo dos
demais genes virais e a replicacdo do DNA, induzem a progressédo do ciclo celular,
blogueiam a apoptose e antagonizam as defesas antivirais do hospedeiro. Paralelo a
replicagéo do DNA, a fase tardia do ciclo inicia-se com a expresséo dos genes virais
tardios e montagem da progénie viral. O ciclo infeccioso dura de 24 a 36 horas em
células Hela ( cultura de células de carcinoma de uUtero humano). Ao final do ciclo,
aproximadamente 10* particulas virais sdo produzidas por célula, com sintese de

proteinas virais e DNA em excesso (BERK, 2007).

A proteina fibra dos HAdV é responsavel pela ligacdo inicial do virus aos
receptores primarios na superficie celular (FAVIER et al., 2002), sendo que a por¢éo
C-terminal da fibra confere a especificidade do reconhecimento ao receptor (ROELVINK
et al., 1998). A maioria dos HAdV (espécies A,C, D, E, F) liga-se a célula hospedeira,
através da interacdo da fibra com o receptor para adenovirus-coxsackievirus (CAR)
(ALBINSSON e KIDD, 1999). CAR €é uma proteina transmembrana que medeia
interacBes célula-célula nas jungbes das células epiteliais, e € expressa também no
coracdo, pancreas, sistema nervoso periférico e central, prostata, pulméo, figado
(COYNE e BERGELSON, 2005; BERK, 2007).

Outros receptores podem ser usados por outras espécies de HAdV, como CD46
para alguns HAdV da espécie B (SIRENA et al., 2004); acido sialico usado pelo Ad37
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da espécie D (ARNBERG, PRING-ARKERBLON e WADELL, 2002); CD80 e CD86
usados pelo sorotipo 3 da espécie B (SHORT et al., 2004).

Uma peculiaridade na organizacdo do genoma dos HAdV da espécie F (HAdV
F) é a presenca de diferentes genes, que codificam 2 fibras (uma longa e outra curta)
(PIENIAZEK et al., 1990; KIDD et al., 1993). Os HAdV F expressam somente uma das
duas fibras em cada vértice, sendo que somente as fibras longas se ligam ao receptor
CAR (ROELVINK et al., 1998). A fibra curta ndo possui um receptor conhecido e sua
funcdo na infeccdo ndo estd bem determinada, mas sugere-se que esta fibra e seu
receptor estejam envolvidos com a alta seletividade destes sorotipos pelo intestino
(MEIER e GREBER, 2004; BERK, 2007).

ApOs o contato inicial entre a fibra e o receptor especifico, ocorre uma segunda
interacéo entre o motivo RGD (Arg-Gly-Asp) da base do penton com as integrinas av33
e av35 da superficie celular (Figura 3) (ALBISSON e KIDD, 1999). Esta interacéo leva a
remocao das fibras e a particula é internalizada por meio de endocitose mediada por
receptor, com a formacéo de vesiculas revestidas por clatrina (MIYAZAWA et al., 2001;
MEDINA-KAUWE, 2003)
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Célula do hospedeiro

Glébulo

| Fibra

Eixo

Figura 3: Proteinas dos adenovirus e sua interagdo com receptores.

Integrina

Muitos sorotipos de Adenovirus ligam-se as células através da cabeca da fibra com o dominio extracelular de
CAR, e a internalizagdo necessita da interagéo da base do penton com integrinas celular.

Fonte: Adaptado de CUSACK, 2005.

Os HAdV F ( HAdV40 e HAdV41) apresentam motivos diferentes de RGD. A
base do penton do HAdV40 possui um motivo RGAD (Arg-Gly-Ala-Asp) e o HAdVA41,

IGDD (lle-Gly-Asp-Asp), porém, as proteinas celulares que interagem com eles séo

desconhecidas. Uma possivel razéo para a auséncia de RGD, nos sorotipos entéricos,

€ gue esta seja uma regido potencialmente digerivel pela tripsina (ALBINSSON e KIDD,

1999).

O processo de descapsidacdo inicia-se imediatamente apds a absorcéo

endocitica. As interacdes especificas estabelecidas entre as proteinas, durante a

montagem do virus, sdo sistematicamente quebradas. A alteracdo do pH, dentro do

endossomo, provoca alteracdes conformacionais no penton, que expde regides

hidrofébicas, provocando a lise do endossomo. As particulas subvirais, sem as
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fibras, escapam dos endossomos para o citosol, aproximadamente 15 minutos apoés
a ligacdo a superficie celular. A desmontagem parcial do capsideo continua
concomitante com a liberacdo do endossomo. A exposi¢cdo ao ambiente intracelular
reduzido, no endossomo ou citosol, resulta na reativagdo da protease viral p23, que
degrada a proteina VI, cuja fungéo € ligar componentes do core ao capsideo. Isto é
necessario para a desmontagem final das particulas subvirais em direcdo ao
complexo do poro nuclear, através do qual, o genoma é direcionado ao nucleo, onde
0s eventos da transcricdo serdo iniciados (Figura 4) (GREBER et al., 1993;
RUSSEL, 2000, BERK, 2007).

Penetragao Acido-

T Endoci Dependente Ligagao ao Complexo do
Ligacdo 2 ndocitose Poro Nuclear, Desmontagem
superficie X do Capsideo, Importagao do
celular ,'\\ DNA
o [
/ \ V. |
11‘ [ < 7 X \ H 7 | J
Y\ 1 b 15 min \ ’ 0.3 "ir - » 15.45 mur -
i \ 15 ‘ \ /g N ‘m I
' C [+ 80-85° / @ % 1 a') @> ww% 7 ‘,’ 4 \,/d.
y. “=
S LY BB
1 e
s b Endossomo Acidificacdo do | Hexo
V| |Vesicula Endossomo * 0
revestida SN :
Dissociacio: Degradacio: Dissociagao: ! v
- 1 Fibra(>90%) 4 Proteina VI (80-90%) 7.DNA (40%) * ANA
2 Proteina IllA (80%) Dissociaco: . ] ’
100 3.Proteina VIl (70%) 5Base do Penton (80-90%)  mportacao: e |
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Hexon Complexo do poro

1

/

L1

Figura 4: Sequencia dos eventos associados a desmontagem das particulas de ADV2 durante a entrada na célula.
Fonte: Adaptado de GREBER et al., 1993).

Quando o DNA viral atinge o nucleo, a expressao dos genes precoces inicia-se
com o gene E1A, a partir do qual sdo transcritos 5 RNAms, dos quais 0os mais
estudados sdo os RNAms 12S e 13S, formados durante a fase inicial da infeccéo, os
guais dardo origem as proteinas nao estruturais 243 e 289. Os demais RNAmMs
transcritos do gene E1A acumulam-se na fase tardia da infeccdo e as fungfes distintas

de seus produtos ainda ndo foram bem definidas (BERK, 2007) .
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Os produtos do gene E1A ativam a transcricdo de outros genes e induzem a
célula hospedeira quiescente a entrar na fase S do ciclo celular, proporcionando um
6timo ambiente para a replicacéo viral (BERK, 2007).

O gene E2 codifica trés proteinas que participam diretamente da sintese de
DNA viral: uma proteina de ligacdo ao DNA (DBP), DNA polimerase (ADPol), e o
precursor da proteina terminal (pTP), a qual age como iniciadora da sintese de DNA
viral (MEDGHALCHI, PADMANABHAN e KETNER, 1997).

O gene E3 codifica proteinas com fungédo de subverter a resposta imune do
hospedeiro, como por exemplo, a proteina 19K, que se liga a moléculas de complexo
principal de histocompatibilidade de classe |I (MHC-I) no reticulo endoplasmatico,
impedindo assim seu transporte para a superficie celular e o reconhecimento dos

peptideos virais pelos linfocitos T citotoxicos (RUSSEL, 2000).

O gene E4 codifica sete proteinas, das quais trés estdo relacionados a
regulacéo da expressao do DNA viral (MEDGHALCHI, PADMANABHAN e KETNER,
1997). A proteina viral EAORF6 blogueia a funcdo do fator de transcricdo celular p53, o

gual ativa genes apoptoticos (BERK, 2007).

Dado o inicio da replicacdo viral, tem-se a expressdo dos genes tardios,
responsaveis por codificar as proteinas estruturais. As regides tardias estédo
organizadas dentro de uma grande unidade de transcricdo, que sofre processamento
para gerar cinco familias de RNAms (L1 a L5). A expresséao desta familia de RNAms
tardios é controlada pelo promotor tardio principal (MLP- major late promoter) . Apos o
inicio da replicacdo viral, a unidade E2 é transcrita por um promotor alternativo, o
promotor E2 tardio. Ha também um ou dois genes VA (associado aos virus)(depende

do sorotipo) transcritos pela RNA polimerase Il celular (BERK, 2007).

Grandes quantidades de polipeptideos estruturais sao produzidas no

citoplasma. Hexons e pentons sdo importados para o nucleo, onde a montagem do
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virion ocorre. O DNA, associado com a proteina V e com 0s precursores das proteinas
VIl e u, € empacotado dentro do capsideo. A clivagem dos precursores das proteinas
VI, VII, VIII, u e TP, por uma protease viral, torna o virion infeccioso (BERK, 2007).

Sao conhecidos trés processos que facilitam a liberacdo dos virus da célula
infectada. Na fase tardia da infeccdo, a protease viral p23 cliva a citoqueratina celular
K18, originando uma proteina que ndo é capaz de polimerizar e formar filamentos, o
gue torna a célula infectada mais susceptivel a lise. O segundo processo envolve o
acumulo da proteina denominada E3 11.6 kd, também conhecida como ADP
(adenovirus death protein- proteina letal dos adenovirus) , no ciclo final da infecgéo,
lisando a célula por um processo ainda desconhecido. O Ultimo processo esta
relacionado ao excesso de proteina fibra, que é liberada quando a célula é lisada e
interfere com a oligomerizacdo de CAR, nas juncdes comunicantes de células
infectadas, desmembrando o epitélio, 0 que provavelmente, promove a liberacdo dos
virus no lumen do trato respiratorio (Figura 5) (CHEN, ORNELLES e SHENK, 1993;
TOLLEFSON et al., 1996; WALTERS, FREIMUTH e MONINGER, 2002).

Adenovirus—_
Ve
Fibra <.

Figura 5: Virus e fibra sdo liberados na superficie basolateral . A fibra aumenta a permeabilidade
paracelular por competir com a adeséo célula-célula mediada por CAR.
Fonte: Adaptado de WALTERS, FREIMUTH e MONINGER, 2002.
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2.1.3 PATOLOGIA E PATOGENIA

A DDA causada pelos adenovirus entéricos € uma doenca auto-limitada,
geralmente, de gravidade moderada, com duracdo de cinco a doze dias. Além da
diarreia aquosa, podem ocorrer outros sintomas como vOmitos, nauseas, dor

abdominal, hipertermia moderada e desidratagdo (MULLER et al., 2010 ).

Os EAdV (HAdV40 e HAdV41) foram detectados em células intestinais, mas
ndo em secrecdes nasofaringeas, 0 que sugere que sejam restritos ao trato
gastrintestinal (UHNOO et al., 1984). Além destes, os HAdV da espécie A (sorotipos 12,
18 e 31) também apresentam tropismo pelo trato gastrointestinal, podendo causar DDA,
embora ndo sejam, obrigatoriamente, entéricos. Entretanto, ocorre ainda, de alguns
HAdV das espécies B e C serem, ocasionalmente, excretados nas fezes (FILHO et al.,
2007; VERMA, CHITAMBAR e VARANASI, 2009), embora esses virus infectem,
principalmente, o trato respiratério (BERK, 2007). Sendo assim a presenca de HAdV
nas fezes deve ser interpretada de forma cuidadosa, uma vez que esta nao significa,

necessariamente, que estejam associados a DDA.

Os EAdV infectam os enterécitos maduros da extremidade da vilosidade do
intestino delgado. As lesGes produzidas levam a atrofia das microvilosidades e
repovoamento compensatorio do epitélio, por células secretoras imaturas, causando
hiperplasia das criptas, com consequente ma absorcéo e perda de liquido (Figura 6). O
mecanismo que induz a producao da diarreia ndo € bem entendido, embora pareca ser
mediado pela diminuicdo da absorcdo de acUcares, pela incapacidade secretéria das
células da cripta, que substituem as células maduras, mortas, levando a perda de
permeabilidade intestinal, devido a diminuicdo das dissacaridases. A destruicdo das
células produtoras de dissacaridases e as consequentes alteracfes digestivas
acentuam a carga osmética do célon, com concomitante eliminacdo de &gua
(BEVIGLIERI, 1979; WILHELMI, ROMAN e SANCHEZ-FAUQUIER, 2003).
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Replicagao e
liberagao dos virus
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delgado distorgao celular e perda

de microvilosidades

Figura 6: Acéo dos adenovirus no intestino.
Fonte: Adaptado de THAPAR e SANDERSON, 2004.

2.1.4 DIAGNOSTICO

O diagnostico laboratorial dos HAdV se estabeleceu, inicialmente, a partir da
deteccdo das particulas virais, através da microscopia eletrbnica, devido a
dificuldade de cultivo nos sistemas celulares convencionais (BAUM, 2000). A
microscopia eletrénica possibilita a identificacdo rapida e especifica destes agentes
virais em espécimes clinicos, devido a sua morfologia Unica, embora ndo permita a
classificacdo em espécie e sorotipo (Figura 7) (FLOMENBERG, BABBIT e
DROBYSKI, 1984).
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Figura 7: Microscopia eletrbnica mostrando particulas de HAdV

Os sorotipos 40 e 41 sao fastidiosos, logo, de dificil isolamento nas
linhagens celulares normalmente utilizadas para a propagacdo dos HAdV.
Entretanto, nas células Graham 293 ou HEK-293 (rim embrionario humano,
transformado pelo HAdV 5), eles séo replicados com sucesso, com visualizacdo do
efeito citopatico, que consiste em arredondamento e agregacao de células
intumescidas (WOLD e HORWITZ, 2007). A identificacdo pode ser realizada, ainda,
utilizando-se as técnicas de imunofluorescéncia (IF), ensaio imunoenzimatico (EIE) e
teste de neutralizacdo (TN). Os teste de inibicdo da hemaglutinacdo (IH) e TN
medem antigenos especificos e podem ser efetuados para identificacdo dos

sorotipos.

O EIE é um método pratico, sensivel e especifico para a deteccdo dos HAdV
entéricos. Além de permitir estudos epidemiolégicos em larga escala, possibilita a
identificacdo do antigeno viral, diretamente das fezes (BENKO e HARRACH, 2003).

No Brasil, durante muitos anos, foi utilizado, nos laboratorios de referéncia
para DDAs, um EIE combinado para RV e HAdV (EIERA), fabricado por
Biomanguinhos, na FIOCRUZ-RJ. Este teste era muito sensivel e especifico para a
deteccdo desses agentes, além da concordancia dos resultados quando

comparados com outras técnicas diagnosticas (PEREIRA et al., 1985). Entretanto,
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sua producéao foi descontinuada, a partir de 2004.

Outra técnica de deteccdo € o teste de aglutinacdo em latex, que depende
do anticorpo especifico para aglutinar em presenca de proteinas do HAdV. Este
método possui valor pratico para os laboratérios de pequeno porte, mas € um
método menos sensivel, podendo gerar resultados positivos com HAdV néo
entéricos (GRADIEN, 1996; BENKO e HARRACH, 2003).

A partir do advento da biologia molecular, outras técnicas tem sido
empregadas para a detecgdo do genoma viral e caracterizagdo dos HAdV, como a
amplificacdo pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), andlise do DNA viral por

enzimas de restricdo e sequenciamento.

Para a deteccdo de adenovirus, por PCR, sédo utilizados iniciadores
especificos para amplificacdo de uma regido do gene que codifica o hexon, a qual
apresenta homologia entre os diferentes tipos de adenovirus. Assim é possivel
detectar adenovirus de diferentes espécies e sorotipos, inclusive o0s entéricos
(ALLARD; ALBINSSON; WADELL, 2001). A visualizacado de bandas mais fortes na
eletroforese em gel de agarose pode indicar maior quantidade de genoma viral
presente nas amostras, sugerindo uma replicacdo viral no epitélio intestinal, ao
passo que as bandas mais fracas podem ser resultado da disseminacéao viral a partir
de outros tecidos infectados, sem que haja replicacdo no intestino. A genotipagem
por seqienciamento é necessaria para se confirmar a espécie e o sorotipo do HadV
detectado. Portanto, a simples deteccdo do virus a partir de amostras fecais, sem a
identificacdo de espécie e do sorotipo, deve ser interpretada com cautela, uma vez
gue os adenovirus ndo entéricos podem ser excretados nas fezes, sem associagao
com a DDA (BERK, 2007).
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2.1.5 EPIDEMIOLOGIA

Em todo o mundo ocorrem infec¢cdes por adenovirus, em humanos e em
animais. Os adenovirus animais sao patogénicos somente para as espécies de
origem e poucos HAdV sdo, também, patogénicos para alguns animais (BERK,
2007).

Os HAdV-F (sorotipo 40 e 41) sédo de transmissao fecal-oral, principalmente
através do contato pessoa a pessoa (GINSBERG et al., 1999). Uma grande quantidade
de virus é produzida e liberada pelos individuos infectados, em geral, excedendo 10°

particulas , por grama de fezes (BANIAY et al., 2009).

Estes enteropatdgenos ja foram detectados em varias partes do mundo, tanto
em casos esporadicos como em surtos de DDA, em locais como creches e escolas
(VAN et al., 1992; AKIHARA et al., 2005). Estudos epidemiologicos demonstraram
indices significativos da infeccdo por HAdV associados a DDA, confirmando a
importancia desses virus como agentes etiologicos da doenca (COLOMBA et al., 2006;
DEY et al.,, 2011). A prevaléncia de infeccdo pelos EAdV é variavel, tendo sido
encontrados em levantamentos realizados em paises industrializados, indices que
variaram de 1% a 8%, e em paises em desenvolvimento, indices que variaram de 2% a
31% (WILHELMI, ROMAN e SANCHEZ-FAUQUIER, 2003).

Embora os sorotipos 40 e 41 sejam responsaveis por 1 a 20 % dos casos de
DDA, sorotipos das espécies A, B e C, também j& foram relacionados a doenca
(VERMA, CHITAMBAR e VARANASI, 2009; JOTHIKUMAR et al., 2005). Diferentes
estudos, realizados entre os anos 2002 e 2011, mostraram que os HAdV40 e
HAdV41 tem sua participacdo comprovada em casos de diarreia em varios paises,
de diferentes continentes, apresentando indices de detecc¢éo variados (AMINU et al.,
2007; LENNON et al., 2007; VERMA, CHITAMBAR e VARANASI, 2009; BANYAI et
al., 2009; CUNLIFFE et al., 2010; LORROT et al., 2011). Em diversos paises foi
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encontrada uma predominancia do HAdV41 em relacdo ao HAdV40 (FUKUDA et al.,
2006; LENNON et al., 2007; BANYAI et al., 2009; VERMA, CHITAMBAR e
VARANASI, 2009; DEY et al., 2011), entretanto no Brasil, duas pesquisas
envolvendo tipagem mostraram uma prevaléncia dos HAdV40 (SOARES et al.,
2002 ; FILHO et al.,2007) .

Embora pouco realizados no Brasil, levantamentos epidemiolégicos sobre os
EAdV tem mostrado um envolvimento importante desses patdgenos, 0s quais Sao
responsaveis por uma parcela consideravel de casos brandos e graves de DDA.
Pesquisas realizadas em diferentes cidades comprovaram a circulacdo desses
agentes nas diferentes regides geograficas brasileiras, mostrando a prevaléncia da

infeccéo e/ou a definicdo da espécie e do sorotipo do HAdV detectado.

Em S&o Paulo, Harsi e colaboradores (1995) reportaram 10% (7/67) de
amostras fecais positivas para HAdV, em estudo realizado com criancas
hospitalizadas com DDA, sendo que os HAdV 40/41 foram o0s sorotipos mais

encontrados.

Outro trabalho, realizado com criancas com DDA, hospitalizadas e né&o
hospitalizadas, no Rio de Janeiro e em Salvador, entre 1996 e 2003, analisou um
total de 3060 amostras fecais, das quais 61 (2%) foram positivas para adenovirus.
Dentre as amostras positivas que puderam ser tipadas, observou-se que 65%
(35/57) pertenciam a espécie F, tendo sido encontrados, também, HAdV das
espécies A, C e D, bem como casos de co-infeccdo das espécies F/A, FIC, FID e
B/D (FILHO et al., 2007).

Um outro estudo envolvendo amostras de casos esporadicos de DDA nas
cidades do Rio de Janeiro, Niteroi, Juiz de Fora e Londrina, realizado no periodo de
1999 a 2000, reportou que os HAdV foram detectados em 4,9% (69/1420) das
amostras fecais analisadas. Destes, 32% (22/69) pertenciam a espécie F (SOARES
et al., 2002).
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Em Juiz de Fora, Minas Gerais, BARLETTA e colaboradores (2009)
realizaram um levantamento epidemiolégico de patégenos virais associados a
gastrenterite infantil, no periodo 2005-2006, tendo reportado uma positividade de
5,38% (17/316) para HAdV, utilizando o kit EIERA. Nesta mesma cidade, ROQUE
(2010) detectou HAdV utilizando EIERA e PCR em 6,03% (14/232) de amostras

diarréicas infantis , obtidas de casos esporadicos da doenca.

Em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, os HAdV foram detectados em
3,6% (15/145) das amostras fecais de criancas hospitalizadas por gastrenterite
(ANDREASI et al., 2008). Também na regido centro-oeste, um estudo epidemiolégico
realizado entre os anos 1989 e 2003, mostrou que entre as 39 amostras de HAdV
detectadas, a mais prevalente foi a espécie F (76,9%) , seguida da espécie C (15,4%)
e da especie A (5,1%) (FREITAS et al., 2010).

Em Sao Luis, Maranhdo, uma pesquisa realizada entre junho de 1997 e julho
de 1999, com amostras fecais obtidas de criancas menores de 2 anos,
hospitalizadas, mostrou uma prevaléncia de 6,5% (8/123) de HAdV entéricos, nas
amostras analisadas (FERREIRA et al., 2004).

Na Amazonia brasileira, a investigacao da presenca de virus entéricos numa
populacdo infantil, realizada entre os anos 2000 e 2002, mostrou que os HAdV
estavam presentes em 6,4% (30/470) das amostras fecais de criancas
hospitalizadas por DDA, em Porto Velho (MAGALHAES et al., 2007). Em Belém,
Para, os HAdV foram detectados em 6,3% (24/380) das amostras fecais analisadas,
sendo que os sorotipos 40 e 41 perfizeram 58,3% (14/24) das amostras positivas
(MULLER et al., 2010).

Além dos levantamentos epidemiolégicos de HAdV em espécimes clinicas,
esses virus também tem sido pesquisados em amostras de agua ambiental. As altas
taxas de deteccdo encontradas,apontam que este virus pode ser considerado um
indicador potencial de patégenos virais entéricos humanos no ambiente (PINA et al.,
1998 ; BOFFIL-MAS et al., 2006).
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No Brasil, pesquisas recentes envolvendo a analise de &guas
demonstraram a expressiva presenca de HAdV neste ambiente. Na cidade de
Limeira, SP, foi constatada a presenca destes agentes em todas as 50 amostras de
efluentes domésticos analisados, sendo que os HAdV da espécie F foram
identificados em 82% das mesmas (BARELLA et al., 2009). RIGOTTO e
colaboradores (2010) detectaram esses virus em 64,2% das amostras analisadas,
em Floriandpolis, SC (RIGOTTO et al., 2010).

Em relacdo a ocorréncia da infeccdo pelos HAdV entéricos, diversos
trabalhos realizados no mundo, inclusive no Brasil, sugeriram que esta néo
apresenta perfil de sazonalidade (HERRMANN et al., 1988; BANYAI et al.,
2009;FUKUDA et al., 2006, ANDREASI et al., 2008., BARLETTA et al., 2009),
embora tenha sido observada uma tendéncia para ocorréncia desta infeccdo na

estacdo seca, em pesquisa realizada na Nigéria (AMINU et al., 2007).

No que diz respeito a faixa etaria, de uma maneira geral, tem sido observado
gue as infeccdes por HAdV entéricos ocorrem, principalmente, em criancas de até 24
meses de idade, entre os individuos imunocompetentes (HERRMANN et al., 1988;
FERREIRA et al., 2004; FILHO et al., 2007; BARLETTA et al., 2009; VERMA,
CHITAMBAR e VARANASI, 2009; MULLER et al., 2010; DEY et al., 2011). No entanto,
em individuos infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), a DDA é uma
complicacdo frequente em qualquer idade. Entre adultos HIV positivos, a diarreia
cronica € uma das principais causas de morbidade e mortalidade e entre as criancas
imunodeprimidas, a prevaléncia da diarreia, duracdo, gravidade e mortalidade s&o
maiores, quando comparadas com as criancas imunocompetentes (KOSEK, BERN e
GUERRAND, 2003).

Alguns autores apontaram que, em individuos imunodeficientes, os HAdV
foram o0 segundo virus mais frequentemente associado a DDA e que nestes 0s
sorotipos 50 e 51 foram relacionados aos quadros de diarreia (DE JONG et al., 1999;
THOMAZ, POLLOK E GAZARD., 1999; TREVINO, PRIETO E PENALVER ., 2001).
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No Brasil, estudos desenvolvidos em Sdo Paulo e no Rio de Janeiro,
envolvendo pacientes HIV positivos com diarreia, mostraram uma prevaléncia de HAdV
de 7,5% (10/133) e 7,7% (2/26) dos casos analisados, respectivamente (MORILLO et
al., 2010.; SILVA et al., 2010.)

2.1.5 TRATAMENTO E PROFILAXIA

Para as infec¢bes entéricas por HAdV, o tratamento utilizado € o mesmo que o
recomendado para os casos de DDA viral, para os quais a terapia recomendada € a

reidratacao oral, podendo-se aplicar nos casos mais graves, a reidratacdo intravenosa.

Desde 1970, a TRO tem sido utilizada para prevenir a desidratacdo associada
a diarreia. A solucao feita a partir de sais de reidratagéo oral (SRO) € o “padrao ouro” da
TRO e deve ser utilizada, tdo logo os episodios de diarreia se iniciem. Uma nova
formula, conhecida como SRO de baixa osmolaridade (menor concentracéo de sodio e
glicose) foi desenvolvida e tem apresentado resultados melhores que o da versao de
SRO original, pois provoca menos vomitos e fezes e diminui a necessidade de infusdes
intravenosas  (GUIA  PRATICO DA  ORGANIZACAO MUNDIAL  DE
GASTROENTEROLOGIA, 2008; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). Esta
terapia tem como objetivo a reposicéo de eletrélitos perdidos em decorréncia de vomito
e diarreia. Contudo, medidas preventivas como boas condi¢fes sanitarias e de higiene
pessoal sdo as melhores maneiras para a reducédo do numero de casos (WILHELMI,
ROMAN e SANCHEZ-FAUQUIER, 2003). Melhor acesso a agua potavel, saneamento
adequado e boa higiene pessoal sdo fundamentais para a prevencdo da diarreia. A
lavagem das méos com agua e sabdo é uma medida muito importante para se evitar a
transmissdo da doenca (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Para criancas com diarreia persistente, a Organizacdo Mundial de Saude
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(OMS) recomenda a suplementacdo com sulfato de zinco, o qual reduz a duragéo e os
episddios de diarreia (GUIA PRATICO DA ORGANIZACAO MUNDIAL DE
GASTROENTEROLOGIA, 2008).

O estado nutricional da crianca é um fator que influencia a gravidade da
doenca, pois criancas mal nutridas tendem a ter diarreia mais prolongada, com
episodios mais frequentes, que consequentemente podem agravar ainda mais o seu
estado nutricional e comprometer seu desenvolvimento (UNITED NATIONS
CHILDREN’S FUND e WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). As crian¢as que séo
adequadamente alimentadas com o leite materno desenvolvem menos infec¢Oes
graves nos dois primeiros meses de vida, correndo menos risco de morte por doencas
infecciosas, como a diarreia. O leite materno contem nutrientes e anticorpos
necessarios para que a crianga cresca e se desenvolva. Além disso, € Util para a
reposicao de liquidos e deve continuar sendo oferecido mesmo durante a diarreia,
simultaneamente com a solucdo de reidratacdo oral (UNITED NATIONS CHILDREN’S
FUND e WORLD HEALTH ORGANIZATION, 20009).

2.1.6 RELEVANCIA DO ESTUDO

A DDA afeta milhdes de individuos em todo o mundo, destacando-se como a
segunda maior causa de morte entre criancas menores de cinco anos, atras apenas da
pneumonia (BOSCHI-PINTO, VELEBIT e SHIBUYA, 2008; UNITED NATIONS
CHILDREN’S FUND e WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). A OMS estima uma
ocorréncia anual de 2,5 bilhdes de casos da doenca, responsaveis por 1,5 milhdo de
mortes anuais, ultrapassando o numero de mortes provocadas pela sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), malaria e sarampo, juntos (UNITED NATIONS
CHILDREN’S FUND e WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).
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Deve se considerar, ainda, que muitos casos da doenca nao sao
contabilizados, seja pela ocorréncia de formas brandas de DDA, em gue 0s pacientes
ndo procuram por atendimento médico, seja pela falta de atendimento, devido a
sobrecarga na rede publica de saude e/ou pela inexisténcia ou subutilizacdo dos
poucos testes diagnosticos disponiveis para a maioria dos agentes virais causadores da
doenca (VICTORA et al., 2000). Assim sendo, varios casos de DDA ficam sem
definicdo etioldgica. Dentre 0s agentes virais envolvidos na etiologia da doenca, os RV
podem ser rapidamente identificados em laboratérios de andlises clinicas, ja que para
estes existem kits de deteccdo, comercialmente disponiveis. A andlise da participacédo
dos demais virus entéricos € restrita aos laboratérios de pesquisa, devido aos altos
custos dos testes e demanda de tempo para realizacéo das reagdes, 0 que 0s tornam
comercialmente inviaveis para a utilizacdo em laboratorios de analises clinicas. No que
diz respeito aos HAdV, pouco se sabe sobre a circulacdo dos mesmos em Minas
Gerais. Assim, a realizacdo de estudos epidemiologicos se faz necessaria, para verificar
a presenca e a circulacdo desses virus, bem como caracterizar, genotipicamente, as
amostras detectadas, a fim de se conhecer os tipos de HAdV circulantes em nosso
meio e gerar dados epidemiologicos, que poderdo contribuir para um maior
conhecimento sobre esta virose em Minas Gerais e no Brasil e para o desenvolvimento

de possiveis estratégias futuras de controle e prevencéo desta doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo epidemioldgico sobre os HAdV associados a DDA, na
cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais, no periodo de janeiro de 2007 a dezembro de
2010.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Detectar a presenca de HAdV nos espécimes fecais obtidos de pacientes

apresentando DDA .

- Determinar a prevaléncia da infeccdo por HAdV ao longo do periodo

estudado.

- Avaliar se houve associacdo entre a procedéncia das espécimes fecais

(hospitalar/ ambulatorial ) e a ocorréncia da infeccao por HAdV

- Avaliar se houve influéncia de fatores demograficos, como género e idade do

individuo, na ocorréncia da infeccdo pelos HAdV.

- Avaliar, pela curva de deteccdo dos casos positivos, se houve influéncia de

fatores climaticos na ocorréncia da infeccdo, bem como a existéncia de um perfil de
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sazonalidade para a mesma.

- Verificar a ocorréncia de coinfec¢cdo de HAdV com outros virus entéricos, como
RV, NoV e Astrovirus (HAstV), detectados em outras pesquisas paralelas do

laboratorio.

- Fazer a caracterizagdo molecular das amostras de HAdV detectadas, para a
determinacdo da espécie e dos sorotipos das mesmas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 AREA ESTUDADA

Este trabalho foi realizado em Juiz de Fora, cidade situada na Zona da Mata do
estado de Minas Gerais, regido Sudeste do pais. Segundo dados oficiais, a maior parte
da populacéo (98,9%) de aproximadamente 518.000 habitantes tem acesso a agua
potavel, sendo que 97,7% do esgoto recebe tratamento, antes de ser dispensado
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2010).

Com altitude variando entre 463m a 1.104m, a cidade apresenta clima tropical
de altitude , que se caracteriza por apresentar dois periodos bem definidos: o da
estacdo umida que vai dos meses de outubro a abril, com temperaturas mais elevadas
e maiores indices de precipitacdo pluviométrica; a da estacédo seca, que abrange os
meses de maio a setembro, periodo de temperaturas mais baixas e menores indices
pluviométricos (SECRETARIA DE POLITICA URBANA DA PJF/LABORATORIO DE
CLIMATOLOGIA GEOGRAFICA E ANALISE AMBIENTAL /UFJF/2010).
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4.1.2 ESPECIMES FECAIS

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da
Universidade Federal de Juiz de Fora (CEPH-UFJF), sob os pareceres de n® 049/2007
e n°®058/2010 (anexo A).

As amostras fecais foram coletadas apdés assinatura do Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) pelos responsaveis dos menores, nao tendo
sido possivel determinar se foram oriundas ou ndo de surtos epidémicos. Estas foram
enviadas, em ambiente refrigerado, ao Laboratério de Virologia do DMPI/ICB-UFJF,
onde receberam codificacdo e foram registradas de acordo com a data da coleta, idade,
género do individuo e procedéncia (hospitalar/ ambulatorial). Todas as amostras foram
estocadas sob refrigeracéo (-20 °C), até 0 momento de sua analise.

Este estudo transversal, realizado no Laboratério de Virologia do DPMI/ICB-
UFJF, contou com 395 espécimes fecais, a maioria proveniente de pacientes com até
60 meses de idade, com sintomas de diarreia aguda, atendidas em servi¢os de saude
da rede publica e privada do municipio de Juiz de Fora, no periodo de janeiro de 2007 a
dezembro de 2010. Das 395 amostras, 339 foram de origem ambulatorial e 56 de
hospitalar. Quanto ao género, 175 amostras pertenciam a individuos do sexo
masculino, 176 ao sexo feminino e em 44 amostras nao foi possivel determina-lo.

Todas as amostras foram anteriormente testadas para a presenca de RV, NoV, HAsSTV.

4.1.3 DADOS CLIMATOLOGICOS

Os dados climatologicos, como as médias de temperatura e pluviosidade

mensais, referentes ao periodo de estudo, foram obtidos no Laboratério de
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Climatologia Geogréfica e Andlise Ambiental da UFJF (LCAA-UFJF).

4.1.4 AMOSTRAS CONTROLE

Para a padronizacdo da técnica de PCR e controle positivo dos experimentos
realizados, foi utilizada uma amostra de HAdV C sorotipo 5, geneticamente
caracterizada no Laboratério de Virologia Comparada e Ambiental da FIOCRUZ-RJ,
gentilmente cedida pelo Dr. José Paulo Gagliardi Leite. Como controle negativo foi

utilizada agua livre de Dnase/Rnase (Invitrogen®) .

4.1.5 OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES DEGENERADOS

Para realizar a deteccdo dos HAdV foram utilizados oligonucleotideos
iniciadores degenerados, para uma regido de aproximadamente 301pb do gene que

codifica 0 hexon, cujas sequéncias podem ser encontradas no quadro 3 .

Quadro 3- Caracteristicas dos oligonucleotideos usados nas rea¢fes de PCR para deteccéo de

HAdV.
P Produto
. . A . . Posicéo no
Oligonucleotideos Sequéncia (5—3’) genoma (pb)
Hex 1 GCC SCA RTG GKC WTA CAT GCA 21-45
CAT B
301
Hex 2 CAG CAC SCC ICG RAT GTC AAA 302-322

Fonte: ALLARD, ALBINSSON e WADELL (2001) S=C/G, R=A/G, K=G/T, W=A/T, I=Inosina



45

4.2 METODOS

A composicdo e o modo de preparo das solucdes utilizadas durante os

experimentos encontram-se disponiveis no apéndice A.

4.2.1 PREPARO DAS SUSPENSOES FECAIS

Suspensdes fecais 10%-20%, preparadas em tamp&o Tris-Ca™ HCI 0,01M, pH
7,2, foram homogeneizadas e a seguir clarificadas (5.000 RPM por 10 minutos, a 4°C).
O sobrenadante clarificado foi estocado a —20°C, até a sua utilizacao.

4.2.2 EXTRACAO DO GENOMA VIRAL

Neste estudo, foi utilizada a técnica de extracdo do genoma viral, de acordo
com a metodologia descrita por Boom et al. (1990), como brevemente relatada a

seguir:

Em um microtubo estéril foram adicionados 1000uL de tampé&o L6, 400uL do
sobrenadante clarificado acima e 20uL de uma suspensao de silica a 12%. Apoés
homogeneizacéo por 10 segundos, o microtubo foi colocado em plataforma de agitacdo
lenta, por 30 minutos e nova centrifugacédo a 14000RPM por 1 minuto. O sobrenadante
foi descartado em solucéo de NaOH 10N e ao precipitado foram adicionados 1000uL de
tampéao L2. Apés homogeneizacao por 10 segundos, foi realizada outra centrifugacdo a

14000RPM por 1 minuto e o sobrenadante novamente descartado em solucédo de
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NaOH 10N. A seguir foram adicionados ao precipitado, 1000 pL de etanol 70%, gelado
(4°C), seguindo-se uma homogeneizacdo por 10 segundos e centrifugacdo a
14000RPM por 1 minuto. O sobrenadante foi novamente descartado e, em seguida,
adicionado ao precipitado, 1000uL de acetona PA, gelada (4°C). Ap6s homogeneizacéo
por 10 segundos, a suspensao foi centrifugada a 14000RPM por 1 minuto e o
sobrenadante novamente descartado. O microtubo foi levado ao banho-maria, a
temperatura de 56°C por 15 minutos, com a tampa aberta, para a evaporagdo dos
residuos de acetona. A seguir, foram adicionados 60uL de agua livre de Rnase/Dnase
(Invitrogen®) e apds homogeneizacdo por 10 segundos, obteve-se uma suspensédo. O
microtubo foi novamente incubado em banho-maria a 56°C por 15 minutos, com a
tampa fechada e apés este periodo, foi realizada outra centrifugacéo a 14000RPM por 1
minuto. Cerca de 45 uL do sobrenadante, contendo o acido nucléico viral extraido, foi
coletados e transferido para microtubo limpo e estéril, estocado a -20 °C ou mantido a 4

°C, quando usado no mesmo dia.

4.2.3 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR) PARA DETECCAO DO
ADENOVIRUS

Para a deteccédo de adenovirus pela PCR, foi utilizado o protocolo descrito por

Allard, Albinsson e Wadell (2001), como descrito a seguir.

Em um microtubo de 200uL foram adicionados 5uL do DNA e 20uL da mistura
de reagentes (quadro 4), para um volume final de 25uL. Essa mistura foi submetida a
desnaturacdo inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos subsequentes de
desnaturacdo (94°C/20 segundos), hibridizacdo (56°C/20 segundos), extensao (72°C/30
segundos) e um ciclo de extensdo final (72°C/7 minutos). Os produtos amplificados

foram armazenados a 4°C, até o momento da analise.
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Quadro 4: Reagentes utilizados na Reacdo em Cadeia da Polimerase

Reagentes Concentracéo Volume/Reacé&o
H.O livre de Dnase/Rnase
. - 32,2uL
(Invitrogen®)
Tampéo de PCR sem
) 10X 5,0uL
MgCl; (Invitrogen®)
dntp: dATP, dTTP, dGTP, 2,5uM
. 4,0uL
dCTP ( Invitrogen®)
MgCl, (Invitrogen®) 50 mM 1,50pL
Taq DNA polimerase
) ) 5 U/uL 0,3uL
platinum (Invitrogen®)
Mistura de iniciadores
25uM 2uL (1 pL de cada)
Hex1-Hex2

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese (100 volts por 1
hora) em gel de agarose a 1,5%, incorporado com solucdo de brometo de etideo
0,5ug/ml (Sigma Chemical Company®), utilizando-se cuba horizontal (HMEDI10-BUV,
Biosystems®) com tampédo TBE 0,5M 1X, pH 8,4. Foram aplicados em cada poco, 10uL
do produto da reacdo, somados a 2uL do corante “blue orange loading dye”
(Invitrogen®). Como referéncia para o tamanho dos produtos foi utilizado um padréao de
tamanho de DNA de 100pb (Promega®). ApOs a corrida, os produtos foram
visualizados em transiluminador de luz ultravioleta (GE HEALTH CARE, United
Kingdon) e o registro feito em sistema de captura de imagem (IMAGE QUANT 100- GE

HEALTH CARE, United Kingdon), para posterior analise.

Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram fragmentos

amplificados de, aproximadamente, 301pares de bases.
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424 SEQUENCIAMENTO PARCIAL DO GENE DO HEXON PARA
IDENTIFICACAO DA ESPECIE E DO SOROTIPO DOS ADENOVIRUS

Como a reacdo de PCR néo permite identificar os HAdV detectados, é
necessario submeter os produtos amplificados (DNA) das amostras positivas a
reacdo de sequenciamento, para a determinacdo da espécie e sorotipo dos virus.
Esta definicdo € importante, uma vez que o fato de estar presente nas fezes ndo
significa, necessariamente, que o HAdV detectado esteja associado a DDA, como ja

explicado anteriormente.

Assim, os produtos amplificados das amostras de HAdV positivos (DNA)
foram submetidos a reac&o de purificacéo, utilizando-se o kit comercial “QlAquick®
PCR Purification Kit> (QIAGEN® , Valencia, CA, USA), seguindo-se as

recomendacdes do fabricante.

Apos a purificagdo, os “amplicons” foram quantificados em gel de agarose a
2%, utilizando-se um padrdo de massa “‘Low DNA Mass Ladder’(Invitrogen®). Os
produtos de PCR purificados e quantificados foram usados como molde para a
reacdo de sequenciamento parcial do gene do Hexon, segundo a metodologia
descrita por Allard, Albinsson e Wadell (2001), utilizado-se o kit comercial “Big Dye
Terminator® v 3.1 Cycle Sequencing Kit “ (Applied Biosystems®, CA, USA),
conforme recomendado pelo fabricante. Os produtos foram sequenciados em
sequenciador automatico ABI Prism 3130 (Applied Biosystems®), de acordo com as

recomendacdes do fabricante.
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4.2.5 ANALISE FILOGENETICA DAS SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS

As sequéncias parciais obtidas foram editadas e alinhadas, utilizando-se o
programa “BioEdit Sequence Alignment Editor ” (HALL, 1999). Para a andlise
filogenética das sequencias foi utilizado o programa MEGA 5 versao 5.05 (TAMURA et
al., 2007). A distancia genética foi calculada pelo modelo Kimura 2-parametros,
utilizando-se o método neighbor-joining com bootstrap de 1000 réplicas. As sequéncias
obtidas foram comparadas com as sequéncias de diferentes amostras protétipo de
HAdV e outras sequéncias provenientes de diferentes paises do mundo, depositadas

no portal GenBank.

4.2.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa SPSS verséo 13.0. A
associacdo da ocorréncia da infeccdo com o género e a idade dos pacientes , bem
como com a procedéncia das amostras foi verificada, utilizando-se o Teste Qui-
Quadrado, estabelecendo-se um valor de p < 0,05, como valor de significancia

estatistica.
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5 RESULTADOS

Neste estudo, foram analisadas 395 amostras fecais diarréicas, ndo tendo sido
possivel determinar se as mesmas foram provenientes de casos esporadicos ou de
surtos da doenca. Os resultados obtidos que respondem aos objetivos propostos estéo

apresentados a seguir.

A distribuicdo anual das amostras testadas e positivas para HAdV, no periodo

2007-2010, pode ser observada na tabela 1 e na figura 8.

Tabela 1: Detecgdo de HAdV, em Juiz de Fora, no periodo 2007-2010

Amostras
Ano —
Testadas Positivas ADV
2007 96 6
2008 148 11
2009 94 16
2010 57 10

Total 395 43
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Figura 8: Gel de agarose para deteccdo de HAdV.

(P) Padrdo de tamanho de DNA (100 pb); (4) controle positivo; (5) controle negativo;
(6,9,12,13,14,16,18) amostras positivas (301pb); (7,8,10,11,15,17,19,20) amostras
negativas. O fragmento amplificado de aproximadamente 301pb é caracteristico dos HAdV,
guando séo utilizados os iniciadores Hex1 e Hex2.

Os resultados obtidos mostraram que das 395 amostras fecais testadas,

foram detectadas 43 amostras positivas para HAdV .

A distribuicdo mensal e anual das amostras fecais testadas e positivas, bem
como as taxas de ocorréncia da infeccdo por HAdV, podem ser observados na tabela
2.
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Tabela 2: Distribuicdo mensal e anual das amostras testadas e positivas e a prevaléncia
anual das infec¢bes para HAdV , em Juiz de Fora, no periodo 2007-2010

2007 2008 2009 2010 Total
Més Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
ftotal " Itotal " Itotal % Itotal % ftotal "

Jan 0/3 0/7 0 3/10 30 0/10 0 3/30 10
Fev 0/2 0/5 0 111 9.1 0/2 0 1/20 5
Mar 0/22 /7 14.3 0/7 0 0/6 0 1/42 2.4
Abr 4/20 20 1/11 7.7 1/10 10 0/1 0 6/44 13.6
Mai 1/12 8.3 0/13 1/8 125 0/2 0 2/35 5.7
Jun 0/10 0 0/18 1/3 33.3 2/8 25 3/39 7.7

Jul 0/5 0 0/13 217 28.6 0/1 0 2/26 7.7
Ago 0/6 0 1/33 3.2 1/6 16.7 4/9 44.4 6/52 115
Set 0/5 0 1/9 111 3/11 27.3 3/11 27.3 7/36 194
Out 0/3 0 1/13 7.7 2/11 18.2 1/3 33.3 4/30 13.3
Nov 0/6 0 2/8 25 Ya 50 0/3 0 3/19 15.8
Dez Y 50 4/11 36.4 0/8 0 0/1 0 5/22 22.7
Total 6/96 11/148 16/94 10/57 43/395

% 6.25 7.4 17.0 17.5 10.9

De acordo com os dados obtidos, verificou-se que nos anos 2007 e 2008, as

taxas de prevaléncia foram de 6,25% e 7,4 %, respectivamente. Entretanto, a analise

dos anos de 2009 e 2010, mostrou que houve um aumento na prevaléncia da infeccao,

guando as taxas de deteccdo alcancaram indices de 17% e 17,5%, respectivamente.

procedéncia das mesmas, pode ser observada na tabela 3.

A distribuicdo das amostras testadas e positivas para HAdV , segundo a
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Tabela 3: Procedéncia das amostras testadas para adenovirus, no periodo 2007-2010, em Juiz de
Fora, Minas Gerais. (p=0,152)

Origem
Ano Ambulatorial Hospitalar Total
Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total
2007 6 78 84 0 12 12 96
2008 9 120 129 2 17 19 148
2009 16 66 82 0 12 12 94
2010 9 35 44 1 12 13 57
Total 40 299 339 3 53 56 395

Os resultados revelaram que 93% (40/43) das amostras positivas foram
detectadas em pacientes atendidos em ambulatério, enquanto apenas 7% (3/43) foram
detectadas em pacientes hospitalizados. No entanto, o calculo do qui-quadrado mostrou
um valor de p=0,152.

Na figura 9, pode-se verificar a distribuicdo das amostras positivas para HAdV,

de acordo com o género do individuo.

| O Masculino BEFeminino

Figura 9: Distribuicdo por género de amostras positivas, no periodo 2007-2010, em Juiz de Fora,
Minas Gerais. (p=0,393).
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A distribuicdo das amostras positivas, de acordo com o género, mostrou que
47% (20/43) foram detectadas em individuos do sexo masculino e 53% (23/43) em
individuos do sexo feminino. A andlise estatistica apontou um valor de p=0,393.

A distribuicdo das amostras testadas e positivas, por faixa etéria, pode ser
observada na tabela 4.

Tabela 4: Distribuicdo das amostras positivas, por faixa etaria, no periodo 2007-2010, em Juiz de
Fora, Minas Gerais.

2007 2008 2009 2010 Total
Pos Pos Pos Pos Pos
Idade % % % % %
ftotal ftotal /total /total /total

0-12 3/25 12 8/50 15 5/21 23 5/10 50 21/106 17,9
13-24 1/26 3,8 1/42 2,4 9/41 22 1/8 1,2 12/117 10,9

25-36  2/14 14 1/15 6,7 0/8 - 1/3 33 4/40 125
37-48 0/5 - 1/10 10 0/1 - 0/2 - 1/18 5,5
49-60  0/10 - 0/9 - 0/2 - 0/5 - 0/26 -
>60 0/15 - 0/21 - 2/20 10 3/24 11 5/80 6,1
Total  6/95" 11/147" 16/93" 10/52°
43/387

¥ em uma amostra ndo foi possivel obter informacdo sobre a idade, em cada um dos anos
2007,2008 e 2009.
% em cinco amostras nao foi possivel obter informagcao sobre a idade, no ano 2010.

A maioria das amostras obtidas pertencia a faixa etaria de 0 a 24 meses, sendo
gue, em todos os anos deste estudo foram detectados amostras positivas para HAdV
nesta mesma faixa, o que nem sempre foi observado com as amostras fecais oriundas

de criancas maiores de 24 meses.

A figura 10 mostra o percentual acumulado, por faixa etéria, das amostras

positivas para HAdV.
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Figura 10: Percentual acumulado das amostras positivas para HAdV em relacdo a faixa etaria, no
periodo 2007-2010, em Juiz de Fora, Minas Gerais.

Foi possivel observar que 76,7% das amostras positivas detectadas
pertenciam a criancas na faixa de 0 a 24 meses. A andlise estatistica da
associacao entre ocorréncia da infeccdo e faixa etaria mostrou um valor de p=
0,007.

Na figura 11 pode se observar a ocorréncia dos casos positivos relacionados
com os valores médios de temperatura e pluviosidade, nos quatro anos de

estudo.
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Figura 11:: Distribuicdo mensal das amostras positivas para HAdV e valores médios de temperatura
e precipitagdo no municipio de Juiz de Fora em 2007(A), 2008 (B), 2009 (C) e 2010 (D).

De uma maneira geral, os HAdV foram detectados ao longo dos meses do
ano, sem correspondéncia consistente com o0s indices de temperatura e
pluviosidade. No ano de 2007, foram detectadas amostras positivas nos meses de
abril, maio e dezembro. Em 2008, as infeccbes por HAdV foram detectadas nos
meses de marco, abril e de agosto a dezembro. Em 2009, houve grandes variacbes
nas médias de pluviosidade e ocorreram casos positivos de infec¢cdes por HAdV em,
praticamente, todos os meses do ano. Em 2010, os casos positivos foram
detectados somente em meses onde foram registrados baixos indices

pluviométricos, como junho, agosto, setembro e outubro.

Com o objetivo de verificar a ocorréncia de coinfec¢do, foram cruzados os
dados de deteccao de HAdV, obtidos nesse estudo, com dados de deteccdo de RV,
NoV e HAstV, obtidos em outros estudos realizado, paralelamente, no Laboratério de
Virologia da UFJF (Tabela 5).
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Tabela 5: Coinfecgdo de HAdV com NoV, RV, HAstV, por ano.

HAdV AdV-NoV AdV-RV AdV-HAstV
2007 5 - 1 -
2008 10 - 1 -
2009 12 3 2 -
2010 9 - 1 -
Total 36 2 5 -

A andlise das 43 amostras positivas, mostrou que em 36 delas o HAdV foi o
Unico agente detectado, dentre os virus pesquisados. Foi observada coinfeccdo com
RV (5/43) e com NoV (2/43), nao tendo sido detectada coinfeccdo com HAstV.

Para realizar a caracterizacdo molecular das amostras de HAdV, visando definir
a espécie e 0 sorotipo das mesmas, as 43 amostras positivas foram submetidas a
reacdo sequenciamento. Das sequéncias obtidas, apenas 35 puderam ser utilizadas na
analise filogenética. As oito amostras que ndo apresentaram qualidade satisfatoria e
geraram resultados inconclusivos serdo, posteriormente, ressubmetidas ao

sequienciamento para caracterizacao.

A andlise filogenética das 35 sequéncias parciais que apresentaram boa
gualidade mostrou que estas foram agrupadas com a amostra protétipo X51783 e outras
do Brasil e de outras partes do mundo, depositadas no GenBank, todas pertencentes a
espécie F, sorotipo 41. Portanto, este resultado permite indicar que as amostras
detectadas em Juiz de Fora devem pertencer ao sorotipo 41, da espécie F (Figuras 12 e
13).
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Figura 12: Arvore filogenética, baseada na sequéncia de nucleotideos do gene do hexon, de
amostras de HadV isoladas de crian¢as de Juiz de Fora, Minas Gerais, entre 2007 e 2010.

O programa MEGA , versdo 5.05 foi utilizado, empregando-se o método “Neighbor-Joining” e o
modelo “Kimura 2-parameter”. Para a construcdo dessa arvore foram utilizadas as sequencias
obtidas neste estudo, sequencias de outras amostras do Brasil e do mundo, além dos protétipos,
obtidos no Portal Entrez Pudmed GenBank. As designacdes indicam o nimero da amostra
/gendtipo/nome da amostra/ pais da infeccdo. Os protétipos usados foram: X51782 (HAdV40),
X51783 (HadV 41).
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Figura 13: Arvore filogenética baseada na sequéncia de nucleotideos o gene do hexon de amostras
de HadV isoladas de criancas de Juiz de Fora, Minas Gerais, entre 2007 e 2010.

O programa MEGA , versdo 5.05 foi utilizado, empregando-se o método “Neighbor-Joining” e o
modelo “Kimura 2-parameter”, com Bootstrap de 1000 réplicas. Para a constru¢ao dessa arvore foram
utilizadas as sequencias obtidas neste estudo, sequencias de outras amostras do Brasil e do mundo,
além dos protétipos, obtidos no Portal Entrez Pudmed GenBank. As designa¢des indicam o nimero
da amostra /genétipo/nome da amostra/ pais da infeccdo. Apenas os valores de bootstrap acima de
80 foram colocados nessa arvore. Os prototipos usados foram: X51782 (HAdV40), X51783 (HadV
41).
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6 DISCUSSAO

A DDA é uma das doencas mais comuns em humanos, constituindo uma das
principais causas de morbi-mortalidade nos paises em desenvolvimento, devido a
sua associacdo com os problemas higiénico—sanitarios, ma nutricdo e atendimento
precario nos sistemas publicos de sautde. Assim, em paises da Africa, Asia e
América Latina esta doenca constitui a segunda causa mais comum de mortalidade
infantil, sendo responséavel por 1 a 3 milhdes de ébitos em criancas menores de 5
anos, por ano (BLACK et al., 2010). Mesmo nos paises desenvolvidos ha registros
de altos indices de morbidade associada a doenca, a qual pode comprometer o
desenvolvimento infantil, além de gerar custos diretos e indiretos a sociedade
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2004).

Entre 1980 e 2000, houve uma reducédo notavel (98,6%) nas taxas de
mortalidade infantil por diarreia. No Brasil, esses dados se confirmaram, visto que
esta doenca foi responsavel por 17,3% dos 6bitos infantis, no periodo 1985-1987, e
no periodo 2003-2005, a taxa de Obitos caiu para 4,2%. Diversos fatores
contribuiram para o declinio da mortalidade infantil por DDA, no Brasil. Na década
de 1980, foram realizadas intensas campanhas para ado¢cao de reidratacao oral,
com a participacdo do Ministério da Saude, da Sociedade Brasileira de Pediatria, da
Pastoral da Crianca, do UNICEF e da Organizacdo Pan-Americana de Saude.
Durante esse periodo, houve grandes avancos referentes as melhorias nas
condicbes de saneamento e tratamento de agua, além de terem sido criados o
Sistema Unico de Saude (SUS) e o Programa de Salde da Familia (VICTORA,
2009). Embora tenha havido essa reducdo nessa taxa de Obitos, muito ainda precisa
ser feito. Segundo dados DATASUS, a DDA foi responséavel por 2,5% das mortes
ocorridas em criancas abaixo dos 5 anos, em 2009, no Brasil, sendo que em
Roraima, essa taxa foi de 7,7%. Além disso, deve-se ressaltar o fato que essas
taxas podem nao expressar exatamente a realidade, uma vez que a DDA ndo é uma
doenca de notificagdo compulséria nacional, em se tratando de casos isolados (
MINISTERIO DA SAUDE, 2011).
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No que diz respeito a etiologia viral da DDA, trabalhos realizados em varias
partes do mundo j& comprovaram que o0s adenovirus entéricos sdo agentes
eitologicos responséaveis por varios casos da doenca (AMINU et al., 2007; LENNON
et al., 2007; VERMA, CHITAMBAR e VARANASI, 2009; BANYAI et AL., 2009) e de
fato, estes virus j& foram considerados por alguns autores como o segundo agente
viral, mais associado a DDA (UHNOO et al., 1984; KIDD et al., 1986 ). Entretanto, no
Brasil, os levantamentos epidemiolégicos sobre essa virose ainda sdo bem restritos
e pouco é conhecido, particularmente em Minas Gerais, onde a pesquisa de HAdV
nos espécimes fecais de individuos hospitalizados e atendidos em ambulatérios,
visando estudar sua circulacdo, aspectos demograficos e climatoldgicos, bem como

a caracterizacado molecular ainda néo tinha sido realizada até o momento.

E importante esclarecer que os espécimes fecais analisados foram obtidos
por conveniéncia, ou seja, sem busca ativa. Portanto, a prevaléncia de 10,9%
encontrada neste estudo, pode nao refletir a situacéo real, uma vez que apenas uma
infima percentagem dos casos ocorridos na cidade, foi analisado. Mesmo levando
este fato em consideracdo, a prevaléncia encontrada foi similar aquelas relatadas,
anteriormente, em outros trabalhos realizados no Brasil, cujos indices de
positividade variaram de 3,6% a 10% dos casos analisados (HARSI et al., 1995;
SOARES et al., 2002; FERREIRA et al., 2004; MAGALHAES et al.,2007; ANDREASI
et al., 2008; BARLETTA et al., 2009 ; MULLER et al., 2010;ROQUE et al., 2010 ).

Analisando-se separadamente os anos de estudo, observou-se que as
prevaléncias dos anos 2007 e 2008 apresentaram valores proximos, mas com um
aumento consideravel na deteccdo de HAdV em 2009, a qual se manteve
semelhante em 2010. Levando-se em consideracdo que as amostras foram obtidas
em todo o periodo do estudo sem busca ativa, pode-se inferir que nos anos 2009 e

2010 houve um aumento na circulagédo destes virus em Juiz de Fora.

Segundo a literatura, a infeccdo entérica pelos HAdV causa geralmente

doenca branda ou moderada (MULLER et al.,2010), o que requereria, ha maioria
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das vezes, apenas atendimento ambulatorial. Sendo assim, houve interesse em
verificar a possivel influéncia da origem da amostra (ambulatorial ou hospitalar)
sobre a ocorréncia da infeccdo. Entretanto, a andlise desse dado ndo mostrou
correlagdo estatisticamente significativa entre a ocorréncia da infec¢éo e a origem da

amostra.

Em relacéo a influéncia do género do individuo acometido sobre a ocorréncia da
infeccdo pelos HAdV, a andlise dos resultados mostrou que ndo houve relagdo com
significancia estatistica entre estes fatores, fato observado anteriormente por Andreasi
et al( 2008), mas diferente do relatado por Jarecki-khan, Tzipori e Unicomb( 1993), que
encontrou maior positividade para HAdV entre criancas do sexo masculino.

A ocorréncia da infec¢éo, quando relacionada a idade dos infectados, mostrou
gue a maioria das amostras positivas para HAdV foram detectados em criangas de 0 a
2 anos, confirmando trabalhos realizados, anteriormente, no Brasil e no mundo,
segundo os quais, a maioria dos casos foi encontrada nessa faixa etaria (HERRMANN
et al., 1988; FERREIRA et al., 2004; FILHO et al., 2007; BARLETTA et al., 2009;
VERMA, CHITAMBAR e VARANASI, 2009; MULLER et al., 2010; DEY et al., 2011). A
analise destes dados mostrou que houve relagdo com significancia estatistica entre
idade e ocorréncia da infec¢édo. Entretanto, vale salientar que, de uma maneira geral, a
procura por atendimento clinico, em casos de DDA, é feita principalmente pelos
responsaveis por criangas mais novas, uma vez que estas sdo mais susceptiveis a
complicacdes mais sérias. Casos brandos e moderados de DDA em criancas maiores e

adultos, geralmente, ndo requerem atendimento clinico, seja ambulatorial ou hospitalar.

Neste trabalho, ndo se observou uma clara associacao entre a ocorréncia da
infeccdo pelos HAdV entéricos, sua distribuicdo mensal e os indices de temperatura
e pluviosidade, assim como foi verificado em diversos trabalhos ja realizados, que
sugeriram auséncia de sazonalidade das infec¢des por estes virus (HERRMANN et
al., 1988; FUKUDA et al., 2006, ANDREASI et al., 2008., BANYAI et al., 2009;
BARLETTA et al., 2009), entretanto, uma pesquisa realizada na Nigéria apontou

uma tendéncia para ocorréncia desta infec¢do na estacdo seca, neste pais (AMINU



66

et al., 2007).

No que diz respeito a ocorréncia de coinfeccdo de HAdV com outros virus
entéricos, os resultados obtidos com o cruzamento dos dados de detecgdo de RV, NoV
e HAsSTV, mostrou que na maioria das amostras positivas para HAdV, este foi o Unico
agente viral detectado, dentre os pesquisados, confirmando sua importante participacao
na génese da DDA. Este resultado € semelhante ao relatado num trabalho realizado na
Tunisia, no qual os HAdV foram detectados como agentes Unicos na maioria dos casos
desta infeccao (77,7%), com poucos casos de coinfeccdo com RV e NoV (SDIRI-
LOULIZI et al., 2009). Numa outra pesquisa realizada na Franca, os HAdV foram os
Unicos agentes virais detectados em casos de DDA (LORROT et al., 2011).

A caracterizacdo molecular dos adenovirus é imprescindivel para a
determinacdo da espécie e do sorotipo da amostra. Assim, a analise das sequéncias
parciais das 35 amostras de HAdV detectadas em Juiz de Fora revelou que todas
foram classificadas na espécie F, a qual pertencem o0s adenovirus entéricos,
confirmando assim, que os HAdV detectados foram, de fato, os responsaveis pelos
guadros de DDA ocorridos. Os HAdV da espécie F, que sao os estritamente entéricos,
compreendem os sorotipos 40 e 41. Nesse trabalho, todos os HAdV da espécie F
detectados sdo do sorotipo 41. A predominancia de HAdV 41 ja tinha sido,
anteriormente, apontada em alguns trabalhos (FUKUDA et al., 2006; BANYAI et al.;
2009; SDIRI-LOULIZI et al., 2010 ), entretanto, em pesquisas realizadas por alguns
autores brasileiros (SOARES et al.,, 2002 ; FILHO et al.,, 2007), foi observada a
predominancia de HAdV40.

Os resultados obtidos permitiram comprovar a presenca e circulacdo dos
adenovirus entéricos, mostrando sua importante participacdo como causa de DDA
infantil, em Juiz de Fora. Estes resultados produziram dados epidemiologicos mais
consistentes sobre os adenovirus entéricos no estado e contribuiram para aumentar o
conhecimento sobre esta virose no Brasil. Essas informacdes sao fundamentais para o
desenvolvimento de possiveis estratégias de controle e prevencdo desta infeccao,

pelas autoridades de saude.
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7 CONCLUSOES

Este trabalho permitiu constatar a presenca e a circulagdo dos adenovirus
entéricos na populacéo da cidade de Juiz de Fora, no periodo 2007-2010, confirmando

a sua importante participacdo como agente etiolégico da DDA.

As andlises dos dados obtidos mostraram que houve correlagdo com
significancia estatistica entre a idade do individuo e a ocorréncia da infeccdo, 0 mesmo
ndo tendo sido observado com relacdo a procedéncia da amostra a ao género do
individuo infectado.

N&o foi possivel observar perfil de sazonalidade das infecgbes por HAdV nem
uma relacdo de sua ocorréncia com as variacbes de temperatura e pluviosidade, no

periodo estudado.

Na maioria dos casos de DDA, positivos para HAdV, este foi 0 Unico agente
viral detectado, entre os virus pesquisados, embora tenham sido observados casos de

coinfeccdo com RV e NoV.

A andlise filogenética das sequéncias parciais do gene do Hexon das amostras
de HAdV detectadas em Juiz de Fora permitiu inferir que elas devem pertencer a

espécie F, sorotipo 41.
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APENDICE A - COMPOSICAO E PREPARO DE SOLUCOES

1 SOLUGAO UTILIZADA NA CLARIFICACAO DE AMOSTRAS FECAIS
1.1SOLUCAO 0,01M TRIS /HCL /CA**(0,0015M) PH 7,2

1.1.1 Composicao

THIS BASE...eiiiiiiiiiiie ettt 0,659

(04 [0] (=] (o]0 [T o7 | [ox [0 FO T 0,11 g

Agua destilada (quantidade suficiente para- g.s.p)................ 500 mL

FXelTe [o Rl (o1 g o (i oto Mo TRcTy o PN para ajustar o pH em
7,2

1.1.2 Preparo

1) Separe todo o material e proceda a pesagem.

2) Em um béquer, coloque o tris e o cloreto de célcio pesados e a seguir adicione
um pouco da agua destilada para dissolver os reagentes. Ndo coloque toda a agua
de uma vez, pois ocorre expansao de volume pela propria reacao.

3) Ajuste o pH em 7,2 com a adicdo gota a gota do acido cloridrico, utilizando o
pHmétro. A seguir ajuste o volume final com a agua destilada, utilizando uma

proveta.

2 SOLUCOES UTILIZADAS NO PROCESSO DE EXTRACAO DO DNA VIRAL

2.1 SUSPENCAO DE SILICA
2.1.1 Composicao

SHlICA e ———— 60 g
Agua deionizada g.S.P.....cccveeeeieeieee e 500 mL
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2.1.2 Preparo

1) Pesar 60 g de silica em um béquer, completar para 500mL com agua deionizada,
utilizando uma proveta, homogeneizar e deixar sedimentar por 24 h.

2) ApoOs este tempo, retirar 430 mL do sobrenadante por aspiracdo e dispensar.
Ressuspender a silica para 500ml com agua deionizada, utilizando uma proveta,
homogeneizar e deixar sedimentar por mais 5 h.

3) A sequir, retirar 440 mL do sobrenadante por aspiracdo e desprezar. Adicionar
600 uL de acido cloridrico puro e verificar o pH da suspensao, que deve ficar em
2.

4) Colocar um agitador magnético dentro do béquer para manter a suspensédo de
silica em constante homogeneizacdo e pipetar aliquotas de 5mL para frascos
ambar ou para microtubos de 1,5 mL envolvidos com papel aluminio.

5) Autoclavar por 20 min/121°C e estocar na geladeira.

2.2 TAMPAO DE L6

2.2.1 Composicao

Isotiocianato de guaniding...............eeeeerieiiineeeiiieie e e eeeeeeeeanns 120 g
TrS-HCI 0,1 M PH 6,4... .o 100 mL
EDTAO2MPH8,0. e, 22 mL

Triton X-100. ... 2649

Ocorre uma expanséao do volume, de modo que o volume final é de 200mL.
2.2.2 Preparo

1) Pesar o Triton X-100 e o Isotiocianato de guanidina e colocar em um béquer.
2) Medir o EDTA e o Tris -HCI e adicionar ao béquer.

3) Colocar um agitador magnético e deixar dissolver.

4) Armazenar em frascos estéreis.

2.3 TAMPAO DE L2

2.3.1 Composicao

Isotiocianato de guaniding..............ccceeeevieieeeeeeiiiii e, 120 g
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Tris-HCI O, M PH 6,4 ... 100 mL
Ocorre uma expansao do volume, de modo que o volume final é de 200mL.
2.3.2 Preparo

1) Pesar o Isotiocianato de guanidina e colocar em um béquer.

2) Medir o Tris -HCI e adicionar ao béquer.

3) Colocar um agitador magnético e deixar dissolver.

4) Armazenar em frascos estéreis.

2.4 SOLUCAO DE TRIS-HCL 0,1M pH 6,4 (utilizada nos tamp&es L6 e L2)

2.4.1 Composicao

ST STz T 141¢g

Agua destilada (quantidade suficiente para (g.s.p))............. 100 mL

FXelTe [o Rl (o1 g o [ oto Mo TRcTy o PN para ajustar o pH em
6,4

2.4.2 Preparo

1) Pesar o tris e colocar em um béquer.

2) Adicionar um pouco da agua destilada para dissolver o reagente.

3) Ajuste o pH em 6,4 com a adicdo gota a gota do acido cloridrico, utilizando o
pHmétro.

4) Ajustar o volume em 100 mL, utilizando uma proveta.

2.5 SOLUCAO DE EDTA 0,2 M pH 8,0 (utilizada no preparo do tamp&o L6)

2.5.1 Composicao

E D T A e 3,72 ¢

Agua destilada 0.S.P....cceeveeeeireeee et 100 mL

ACIAO CIOMANCO G.S.Pu e eeee et para ajustar o pH em
8,0

2.5.2 Preparo
1) Pesar o EDTA e colocar em um béquer.

2) Adicionar um pouco da agua destilada.
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3) Ajuste o pH em 8,0 com a adicdo gota a gota do acido cloridrico, utilizando o
pHmMétro.

4) Ajustar o volume em 100 mL, utilizando uma proveta.

2.6 SOLUCAO DE HIDROXIDO DE SODIO 10M (para descarte dos tampdes L6 e
L2)

2.6.1 Composicao

Hidroxido de SOAI0........ccooiiuiiiiiiieiiiiiiie e 200 g

Agua destilada g.S.Pu.cccveeeeeeeeeeeeeeieieeeeeeee e 500 mL

2.6.2 Preparo

1) Pesar o hidroxido de sodio e colocar em um béquer.

2) Adicionar a agua destilada aos poucos até completar o volume de 500 mL, com

auxilio de uma proveta.

2.7 SOLUCAO DE HIPOCLORITO DE SODIO 10% (para descontaminar o material)

2.7.1 Composicao

Solucéo de hipoclorito de sodio comercial................cceennnnn. 200 g

Agua destilada g.S.Pu...ccveeieeieeeireee e .1000 mL

2.7.2 Preparo

1) Medir o hipoclorito de sddio comercial em proveta e colocar em um béquer.

2) Adicionar a agua destilada aos poucos até completar o volume de 1000 mL, com

auxilio de uma proveta, e homogeneizar.

2.8 SOLUCAO DE ETANOL 70%

2.8.1 Composicao

ELANO] 95%0....cciiiiiiiiiiiiie e 700 mL
Agua destilada 0.S.P...ceecveieeeeieeeeeee et 1000 mL
2.8.2 Preparo

1) Medir o etanol e colocar em uma proveta.
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2) Adicionar a agua destilada aos poucos até completar o volume de 1000 mL e
homogeneizar.

3) O uso do Alcoémetro de Gay-Lassac, quando disponivel no laboratério, garante
maior precisédo no preparo da solugéo.

3 SOLUCOES UTILIZADAS NO PROCESSO DE ELETROFORESE EM GEL DE
AGAROSE

3.1 TAMPAO TBE 5X 0,5 M

3.1.1 Composicao

Tris (hidroximetil-tris-aminometano) (SIGMA®).................... 54 ¢
EDTAO5M PH 8..ee e 20mL
ACIHO BOTICO.... ettt ee e eee e, 27,59
Agua destilada 0.5.p. c.oeeveeereeeieeeeeeeee e, 1000mL

3.1.2 Preparo
1) Em um bécher de 1000mL foram adicionados os reagentes e homogeneizados
com agitador magnético em 800mL de agua.

2) O conteudo foi transferido para proveta de 1000mL e o volume final completado.
3.2. TAMPAO TBE 1X 0,5 M, pH 8,4

3.2.1 Preparo

1) Em uma proveta de 1000mL foram adicionados : 200mL do tampéo TBE 5X e 800
mL de agua destilada, perfazendo o volume final de 2000MlI.

2) A solucdo foi transferida para um bécher de 1000mL, homogeneizada e

posteriormente armazenada em frasco de vidro a 22-25°C.

3.3 GEL DE AGAROSE A 1,5%
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3.3.1 Composicao
Agarose (INVItrogen®)..........ueeeeiieeeriiiiiieiieeeeeeeeeeeeee e 1,29
Tampao TBE IX O,5MPH 8,4.....cciiieiiiiiiiiiiieeee e 80mL

3.3.2 Preparo
1) A agarose foi pesada e colocada em um erlenmeyer de 250mL.

2) Foram adicionado 80mL de tampdo TBE 1X 0,5M. O erlenmeyer foi levado ao
forno de microondas por 1lminuto (em poténcia alta) até que a agarose fosse
dissolvida, deixando resfriar até +/- 50°C.

3) A seguir, a agarose foi colocada na cuba de eletroforese, tendo sido evitada a

formacgéo de bolhas.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUIS: - CEPUFJE
36036900~ JUIZ DE FORA - MG = BRASIL

Parecer n® 049/2007

Protocolo CEP-UFJF: 990.036.2007 FR: 124418 - CAAE: 0028.0.180.000-07 .
Projeto de Pesquisa: "Estudo da prevaléncia da diarréia aguda em criangas atendidas em hospitais publicos e
privados no municipio de Juiz de Fora — MG, e sua associagdo com os rotavirus”

Pesquisador Responsavel: Ménica Couto Guedes Sejanes da Rocha

Pesquisadores Participantes: Maria Luzia da Rosa e Silva, Sandra Helena Cerrato Tibiriga, Ina Pires de
Carvalho, Gilmara Soares da Silva.

Instituicio: Universidade Federal de Juiz de Fora, ICB/Departamento de Parasitologia, Microbiclogia e
Imunologia.

Sumario/comentarios

O CEP analisou o Protocolo 990.036.2007, Grupo IIl e considerou que:

- Este & um estudo justificado pelos autores pela relevancia de estudos epidemiolégicos sobre as doengas
diarréicas, em especial as rotaviroses. Segundo os sutores, 0s dados obtidos poderdo contribuir para
um maior conhecimento desta infecgéo e dos tipos de rotavirus mais prevalentes em nosso meio, além
de fornecer subsidios para o desenvolvimento de politicas publicas de saude no municipio de Juiz de
Fora.

- A metodologia a ser empregada para 3 investigagao e adequada aos objetivos do estudo, e sera
bascada na coleta de dados clinicos em prontuarios e analise ce fezes para pesquisa de rotavirus,
oblidas dos pacientes que apresentam sintomas de doenga diarréica.

. O embasamento teérico apresentado sustenta o objetivo do estudo.

. Caracleristicas da populag@o a estudar: & proposta a avaliagao de aproximadamente 5000 prontuérios
hospitalares de 2005 a 2008 de pacientes, criangas de 0 a 5 anos, atendidos em diferentes hospitais do
municipio de Juiz de Fora, além da analise de aproximadamente 2000 amostras fecais coletadas de
pacientes deste mesmo perfil atendidos nos hospitais participantes.

- O estudo prevé a coleta de dados em 4 hospitais, dois publicos (Santa Casa de Misericordia e Hospital
Universitario da UFJF) e dois privados (Hospital Albert Sabin e Hospital Monte Sinai). Encontra-se
anexado ao protocolo documento de autorizag@o da coleta de dados e material das instituigdes citadas.

- Os custos e planejamento orgamentario encontram-se anexados ao protocolo, sendo que o custeio sera
de responsabilidade do Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do ICB/UFJF, além
de verba ja existente em projeto apoiado pela FAPEMIG cujo termo de outorga foi apresentado.

- O cronograma foi devidamente apresentado em meses, considerando-se a provagao do protocolo neste
comité em margo de 2007, para o inicio da coleta de dados e materiais, com estudo previsto para 24
meses de duragao. y

- Avaliagao de risco foi realizada, sendo a pesquisa classificada como de risco minimo.

. 0O termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE esta claro, em linguagem adequada para
compreensao do sujeito, apresenta descrigao suficiente dos procedimentos de coleta de dados, e
considera a avaliagao de risco.

A qualificagao do pesquisador responsavel & pertinente para o desenvolvimento do projeto de pesquisa.

- O pesquisador responsavel deve encaminhar a este comité um relatorio final da pesquisa.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFJF, de acordo com as atribuicoes definidas na

Res. CNS 196/96, manifesta-se pela aprovagao do protocolo de pesquisa proposto.

Situagéo: Projeto Aprovado
Juiz de Fora, 17 de maio de 2007

Profa. Dra.
Coordenadigra — CEP/UFJF

DATA: [ 12007

ASS:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP LFJF
36036900- JUIZ DE FORA - MG — BRASIL

Anexo ao Parecer n° 049/2007
Protocolo CEP-UFJF: 990.036.2007 FR: 124418 . . CAAE: 0028.0.180.000-07 i
Projeto de Pesquisa: “Estudo da prevaléncia da diarréia aguda em criangas atendidas em hospitais publicos e
privados no municipio de Juiz de Fora — MG, e sua associagdo com 0s rotavirus”
Pesquisador Responsavel: Monica Couto Guedes Sejanes da Rocha
Pesquisadores Participantes: Maria Luzia da Rosa e Silva, Sandra Helena Cerrato Tibirica, Ina Pires de
Carvalho, Gilmara Soares da Silva.
Instituicao: Universidade Federal de Juiz de Fora, ICB/Departamento de Parasitologia, Microbiologia e
Imunologia.
Matéria Analisada: Solicitacdo de alteragao da data de término do projeto

Sumario/comentarios

O CEP/UFJF toma conhecimento da solicitacio e da justificativa para alteragdo da data de termino do
referido projeto de pesquisa do ano de 2008 para o ano de 2010. Apds avaliagéo do pedido e do parecer
emitido. este Comité manifesta-se pela aprovagao da solicitagio. Sendo assim, a documentagdo sera
anexada ao protocolo e sera arquivada.

Juiz de Fora, 17 de abril de 2008

Ttn
Profa. Ms. Cyntia Pace Schmitz Correa
Coordenadora — CEP/UFJF

&
'®)
(1
=

DATA: i 12008

ASS:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/UFJF
36036900- JUIZ DE FORA - MG — BRASIL

Parecer n° 058/2010

Protocolo CEP-UFJF: 1999.058.2010 FR: 320628 CAAE: 0032.0.180.000-10

Projeto de Pesquisa: Investigagao epidemiolégica de patdgenos virais e bacterianos associados a manifestagdes
clinicas no trato gastrointestinal, em criangas, na Zona da Mata Mineira.

Versdao do_Protocolo e Data: Primeira versao.

Area Tematica: Grupo lll.

ge_s_qwmp_msé_ve_ Maria Luzia da Rosa e Silva.

TCLE: Primeira versao.

Pesquisadores Participantes: Claudio Gallupo Diniz, Véania Lucia da Silva, Sandra Helena Cerrato Tibiriga, Monica
Couto Guedes Sejanes da Rocha e lvana Damasio.

Instituicdo: Instituto de Ciéncias Biologicas Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia da
Universidade Federal de Juiz de Fora.

Sumario/comentarios do protocolo:

- Justificativa: Trata-se de tematica relevante para o avango cientifico sobre a gastrinterite aguda. A
gastrinterite aguda € uma das doengas mais comuns na infancia, acometendo criangas em todo o
mundo. De alta morbidade, esta associada, também, a altas taxas de mortalidade infantil, nos paises em
desenvolvimento. A definicdo dos agentes virais e bacterianos envolvidos nos casos € crucial para o
manejo de pacientes, o tratamento adequado, desenvolvimento de medidas higiénico sanitarias para
evitar propagagao, prevencao e mapeamento de possiveis reservatorios.

- Objetivo: O objetivo geral do projeto é levantar a caracterizar agentes virais e bacterianos envolvidos em
casos de doenga diarréica infantil. Esse objetivo esta coerente com a justificativa apresentada.
Metodologia: Serao analisadas pelo menos 500 amostras fecais provenientes de criangas de 0-5 anos de
idade, atendidas em consultérios particulares de Juiz de Fora. A pesquisa de agentes virais sera
realizada por testes sorolégicos e de biologia molecular, como eletroforese em gel de poliacrilamida, PCR
e RT-PCR, para detecgao e caracterizagao genotipica. A pesquisa de bactérias envolvera isolamento em
maios de cultura, desenvolvimento de provas bioquimicas para a identificagao e técnicas de biologia
molecular para triagem, caracterizagao e pesquisa de genes de resisténcia e viruléncia.

- Revisao e referéncias: As referéncias apresentadas sustentam todo o projeto.

- Caracteristicas da populagao a estudar: tamanho da amostra...no centro e no total...; faixa etaria dos
sujeitos....

- Lista de centros participantes go Brasil: Foram apresentadas trés declaragbes de concordancia e
infraestrutura de médicas respohséaveis por clinicas e duas declaragbes dos responsaveis pelos
laboratérios da UFJF.

- Paises participantes: Um.

- Orgamento: O orgcamento sera financiado por recursos ja pertencentes aos pesquisadores.

- Cronograma: O cronograma apresentado esta adequado para o pleno desenvolvimento da pesquisa.

- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE: Esta em linguagem adequada, clara para
compreensao do sujeito, descreve os procedimentos, explica os riscos e desconfortos esperados,
informa a possibilidade de ressarcimento de
despesas, indenizagao diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa, informa o sujeito da pesquisa
sobre reagdes adversas, forma do sujeito fazer
contatos com o pesquisador informando que esta de acordo com a Res. 196/96 CNS.

- Qualificagdo da pesquisadora: A pesquisadora apresenta experiéncia e competéncia para o
desenvolvimento dessa pesquisa.

-  Salientamos que o pesquisador devera encaminhar a este comité o relatério final da pesquisa.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFJF, de acordo com as atribuigdes
definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se pela aprovagao do protocolo de pesquisa proposto. v

Sltuagéo: Projeto Aprovado

Juiz de Fora, 18 de margo de 2010
Hido Ueasle

Prof: D lfredo Chaoubah
Coordenador €ém Exercicio — CEP/UFJF

. RECEBI

- ASS:

DATA: / /2010
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