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RESUMO

O Adenovirus humano foi descrito em 1953 e apresenta consideravel relevancia nas
infeccbes respiratorias, devido a elevada frequéncia e gravidade das manifestacoes
clinicas. Nas infecgbes respiratorias agudas vem sendo um dos principais motivos
de mortalidade mundial em criangas menores de cinco anos. Os objetivos do
presente estudo foram padronizar a técnica de detecgdo genética do adenovirus
humano para introdugéo na rotina do laboratério de virologia do Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parana; comparar as caracteristicas operacionais do
método de biologia molecular padronizado com as técnicas de pesquisa de antigeno
viral e isolamento celular para o adenovirus humano; estudar a caracterizagao
genbmica viral e sua associacdo com a evolugao clinica de adenovirus humano
isolados em amostras de aspirado de nasofaringe desde o ano de 1996 até o ano de
2008; relatar aspectos epidemioldgicos e clinicos dos pacientes pediatricos do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana infectados por adenovirus
humano. O estudo foi realizado retrospectivamente em 22 amostras armazenadas
de aspirado de nasofaringe e prospectivamente em 11 amostras. O DNA foi extraido
utilizando o método do tiocianato de guanidina e a nested PCR foi realizada para
amplificar um fragmento de 168 pb do gene hexon do adenovirus. A subtipagem dos
virus detectados foi realizada por enzima de restricdo e por sequenciamento
genético. Os dados clinicos dos pacientes infectados foram obtidos dos prontuarios
médicos. A nested PCR foi padronizada, para o gene hexon, no setor de biologia
molecular do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana. Os
subgéneros encontrados por enzima de restricdo e sequenciamento foram B:1, B:2,
C e D. Foram obtidas 31 sequéncias para o gene VA-RNA, das quais, 19
representam sequéncias de consenso entre ambas as fitas do DNA, enquanto em
outras 12 apenas uma das fitas apresentava condigdes para analise. A andlise da
arvore filogenética foi organizada com as sequéncias nucleotidicas obtidas para o
gene VA-RNA. Os valores de divergéncia genética entre as amostras obtidas por
este estudo identificadas como de um mesmo grupo apresentaram uma grande
variagdo, com os altos valores de divergéncia sendo encontrados nos subgéneros
B:1 tipo 3 e B:1 sorotipo 7 e baixos valores de divergéncia entre as demais
linhagens. Os resultados de cultura de células demonstraram uma maior
sensibilidade do que a Imunofluorescéncia e menor sensibilidade do que os
resultados da PCR. A incidéncia do HAdV foi maior em criangas com idade inferior a
dois anos. Os sintomas mais observados foram taquipneia, esforgo respiratorio,
febre, taquicardia e tosse. Houve coinfec¢des virais em seis casos (18,2%). Doze
pacientes hospitalizados (36%) evoluiram para o 6bito. Os subgéneros que mais
levaram a internacdo em Unidade de Tratamento Intensivo e a ébito foram B:1 e C.

Palavras-chave: Adenovirus humanos; Analise de sequéncia de DNA; Filogenia;
Infeccao respiratdria; Sintomas; Evolucéo fatal.



ABSTRACT

The adenovirus was described in 1953 and has considerable significance in
respiratory infections due to high frequency and severity of clinical manifestations.
Acute respiratory infections have been a major source of global mortality in children
under five years. The objectives of this study were to standardize the molecular
detection of adenovirus for introduction into the routine at the virology laboratory of
the Hospital de Clinicas, Federal University of Parana (HC-UFPR), to compare the
operational characteristics of the molecular biology method with standard techniques
of viral antigen research and isolation in cell culture to study viral genomic
characterization study and its association with clinical isolates of adenovirus in
nasopharyngeal aspirate samples from the year 1996 until the year 2008, reporting
epidemiological and clinical aspects of pediatric patients infected with adenovirus at
HC-UFPR. The study was conducted retrospectively on 22 nasopharyngeal aspirate
stored samples and prospectively in 11. DNA was extracted using the guanidine
thiocyanate method and nested PCR was performed to amplify a 168 bp fragment of
the adenovirus hexon gene. The subtyping of the virus was performed by restriction
enzyme and genetic sequencing. The clinical data of infected patients were obtained
from medical records. The nested PCR was standardized in the laboratory of
molecular biology of the HC-UFPR. The subgenus found by restriction enzyme and
sequencing were B:1, B:2, C and D. It was obtained 31 sequences for the VA-RNA
gene, of which 19 represent consensus sequences of both strands of DNA, while in
the remaining only is could be analysed. The incidence of adenovirus was higher in
children younger than two years. The symptoms observed were tachypnea,
respiratory distress, fever, tachycardia, and coughing. There was viral co-infections in
six cases (18.2%). Twelve hospitalized patients (36%) died. The analysis of
phylogenetic tree was organized with the nucleotide sequences obtained for the VA-
RNA gene. The values of genetic divergence among the samples obtained by this
study identified as a group varied widely, with high values of divergence being found
in subgenus B:1 serotype 3 and serotype 7 and low levels of divergence between the
other strains. The subgenus that led to more admissions in the Intensive Care Unit
and death were B:1 and C. The results of cell culture showed a higher sensitivity than
the immunofluorescence and lower sensitivity than the PCR.

Key words: Adenoviruses human, Sequence analysis DNA, Phylogeny, Respiratory
infection, Symptoms, Fatal outcome.
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1 INTRODUGAO

O adenovirus humano (HAdV) pertence a um importante grupo de agentes
causadores de doencgas, que podem provocar em adultos e em criangas infec¢oes
respiratorias, urinarias, oculares e gastroentéricas. O virus € encontrado no mundo
todo e pode circular de forma esporadica, endémica ou epidémica no inverno,
primavera ou comeco do verdao (SPENCER, CHERRY, 1987). Infecgbes
generalizadas podem ser encontradas em individuos transplantados ou portadores
da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS).

As infecgdes respiratorias agudas (IRA) apresentam um periodo de evolugao
menor de 15 dias e sdo a causa mais frequente de morbidade e mortalidade mundial
(VALERO et al., 2009). Nas IRA, os virus sdo os principais agentes etioldgicos,
sendo responsaveis por 45 a 60% de todas as doencas respiratorias em criangas. O
virus sincicial respiratério (RSV), o rinovirus humano (HRV) e os HAdV sdo os mais
frequentes (CANDUCCI et al., 2008). Criangas com doenga respiratéria causada por
HAdV exibem uma ampla diversidade de sintomas envolvendo febre, faringites,
inflamacdes tonsilares, faringo-conjuntivais, bronquiolites e pneumonias (VIEIRA et
al., 2001). No Brasil, os principais tipos de HAdV relacionados a casos de IRA sao
os do subgénero C (tipos 1, 2, 5 e, menos frequentemente, 6) e B (tipos 3 e 7)
(MOURA et al., 2007). No Parana, caracteristicamente, ocorre uma menor taxa de
infecgdes por HAdV que em outros estados (TSUCHIYA et al., 2005; CHONG et al.,
2009). O HAdV tem um aspecto clinico muito importante, faz doenga pulmonar
obstrutiva grave em criangas com persisténcia dos sintomas.

O primeiro estudo referindo as relagdes filogenéticas entre os tipos de HAdV
foi realizado por Bailey e Mautner, no ano de 1994. Em 1995, utilizando a analise
das sequéncias do gene VA-RNA, Kidd et al. estabeleceram relagdes filogenéticas
entre os tipos de HAdV causadores de doengas em humanos e em alguns macacos.

Individuos infectados por HAdV podem apresentar quadros brandos, sem
importancia clinica, ou exibir quadros graves com desfecho fatal. A biologia
molecular tem contribuido para o diagndstico das viroses respiratorias e, por esse
motivo, a caracterizacdo gendmica do HAdV e sua associagdo com a evolugao
clinica é de importancia, assim como o conhecimento do impacto desse patégeno
para a saude e a possibilidade de fomentar estudos sobre a patogenia, investigagao

da variabilidade genética e distribuicao do HAdV.



1.1 JUSTIFICATIVA

O laboratério de virologia da Unidade de Apoio Diagndstico do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC-UFPR) mantém armazenadas
amostras clinicas de pacientes com pesquisa de HAdV positiva ha mais de 14 anos,
material que permite analise retrospectiva destes agentes, responsaveis por
infeccbes de significativa gravidade na populagéo pediatrica atendida neste hospital.
Trata-se, assim, de um estudo inédito nesta regido, que objetiva contribuir para o
melhor conhecimento da caracterizagao genética deste virus em um meio hospitalar.

A implantagdo de métodos de caracterizagdo genética dos HAdV neste
laboratério de virologia auxilia a embasar a orientagdo de controle da disseminagao
de sorotipos altamente virulentos em setores de atendimento criticos como
bercarios, emergéncia e unidades de terapia intensiva.

Este projeto vem complementar uma lacuna de relevancia técnica e
cientifica no estudo de virus responsaveis por infeccdes respiratorias, em especial o
HAdV.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
Identificar os subgéneros e tipos dos HAdV isolados a partir de amostras

clinicas de pacientes pediatricos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana (HC-UFPR).

1.2.2 Objetivos Especificos

1) Padronizar a técnica de detecgédo genética de HAdV para introdugao na rotina
do laboratério de virologia do HC-UFPR;

2) Comparar as caracteristicas operacionais das técnicas de pesquisa de

antigeno viral e detec¢do molecular para o HAdV;

3) Descrever a caracterizagao genémica dos HAdV isolados, em amostras de
aspirado de nasofaringe (ANF), desde o ano de 1996 até o ano de 2008,

associando-os a evolugao clinica dos pacientes;

4) Relatar aspectos epidemioldgicos e clinicos dos pacientes pediatricos do HC-
UFPR infectados por HAdV.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

Dois grupos de pesquisadores que estudaram a etiologia das infecgdes
respiratorias agudas isolaram o adenovirus. Em 1953, Rowe et al. observaram a
replicacdo de um virus desconhecido presente em culturas de células primarias de
adenoides humanas. Em 1954, Hilleman e Werner, isolaram de secregdes
respiratorias de recrutas americanos um agente que induzia alteragdes citopaticas
em culturas de células humanas (HORWITZ, 2001). O nome adenovirus,
nomenclatura atual, foi criado por Enders et al. (1956).

Em 1962, Trentin et al. descreveram pela primeira vez que um virus humano
poderia induzir o desenvolvimento de tumores malignos em animais. Os autores
observaram que um tipo de HAdV (tipo 12) era capaz de desenvolver tumores em
roedores e que as células transformadas seriam capazes de produzir novos
tumores, quando inoculadas em animais imunologicamente compativeis. Porém,
poucos tipos servem como modelos para a indugéao de cancer em animais (JAWETZ,
MELNICK, ADELBERG, 2009).

Infecgdo respiratoria aguda por HAdV causou significativa morbidade em
populagdes de treinamento militar. A histéria da prevencdo de HAdV entre
estagiarios militares dos EUA, por meio de vacinagéao, era rotina no inicio na década
de 1970, com taxas de eficacia de 82% a 95% (GAYDOS, GAYDOS, 1995). Desde
1971 a doenga respiratoria aguda foi controlada com o uso de vacinas para os HAdV
sorotipos 4 e 7. Este programa de imunizagdo superou problemas significativos em
relacéo a altas taxas de morbidade e as epidemias foram quase esquecidas (GRAY
et al., 2006). Devido a um atraso de producédo, foi cessada a administragdo da
vacina nos postos de treinamento militar na primavera de 1994 (GAYDOS,
GAYDOS, 1995) com inevitavel aumento da morbidade (GRAY et al., 2006).

O alto indice de doencas respiratérias implica elevada alocagao de recursos
médicos e encargos econdmicos decorrentes desta infeccdo. No entanto, existe
pouca informagao sobre os reais custos de tratamento das infecgbes respiratorias
(BIRNBAUM et al., 2002).



2.1.1 Taxonomia e Filogenia

O adenovirus pertence a familia Adenoviridae, a qual pode ser
filogeneticamente dividida em quatro géneros: Mastadenovirus, constituido por virus
que infectam mamiferos; Aviadenovirus, que infectam aves; Siadenovirus, que
infectam aves, anfibios e peixes; Atadenovirus, que infectam ruminantes, aves e
marsupiais (DAVISON, BENKO, HARRACH, 2003) (Figura 1).

Os pesquisadores discutem sobre a criagdo de um novo género,
Fishadenovirus, devido a identificacdo de um adenovirus isolado de esturjao, cujas
caracteristicas ndo se enquadram em nenhum dos géneros existentes (DAVISON,
BENKO, HARRACH, 2003).

A classificagdo dos HAdV em subgéneros ocorreu pelo fato de apresentarem
grande variabilidade genética e, por consequéncia, diferentes proteinas virais
(WIGAND et al, 1986). Essa classificacdo se baseia nas propriedades de
hemaglutinagdo e neutralizagdo que sao relevantes na taxonomia dos HAdV
(MADISCH et al., 2005). Porém, outras particularidades, como capacidade de induzir
tumores, proporgdo de guanina e citosina no DNA, dimensdo do genoma,
organizagdo gendmica e homologia do DNA, comprimento da fibra, tecido-alvo e
epidemiologia, definem os subgéneros a que pertencem os HAdV. Os dados citados
sdo os critérios utilizados distinguir o subgénero do HAdV e sua preferéncia por
determinado ¢6rgao (HIERHOLZER et al., 1988; TIEMESSEN e KIDD, 1995;
JAWETZ, MELNICK, ADELBERG, 2009; MAHY e VAN REGENMORTEL, 2010).

Os taxonomistas acordam que a distancia genética, realizada por novas
técnicas como a analise filogenética, sdo mais fidedignas em comparagédo com os
testes de neutralizagao viral, pois, com esta, a unica informagao adquirida sugere o
parentesco de alguns antigenos importantes (o hexon e fibras relacionados com
epitopos de adenovirus) alocando-os em subgéneros, enquanto as técnicas
moleculares confrontam os genes completos a fim de determinar diferengas ou
semelhancas entre os HAdV (BENKO et al., 2005).
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FIGURA 1- DISTANCIA FILOGENETICA DOS GENES HEXON DA FAMILIA ADENOVIRIDAE
NOTA : Os membros de cada género sdo indicados em cores diferentes, e os virus que pertencem ao
mesmo subgénero sdo agrupados por circulos ovais. As abreviacbes dos nomes dos virus séo
indicadas nas extremidades dos ramos. Os subgéneros listados sdo: B (bovino), C (canino), D (pato),
E (equino), F (aves), Fr (sapo), H (humano), M (murino), O (ovino), P (suino), Po (gambd), Sn
(cobra), T (peru) e TS (primata primitivo). A distancia filogenética foi calculada com base na
sequéncia nucleotidica do gene hexon, disponivel no Genbank. HAdV (adenovirus humano), SAdV

(simian adenovirus — infectante para o macaco)
FONTE : DAVISON, BENKO e HARRACH (2003)



O HAdV pertence ao género Mastadenovirus e neste encontram-se bem
definidos, até o momento, 56 tipos distribuidos em sete subgéneros (A — G), de
acordo com as caracteristicas antigénicas, morfologicas e moleculares (Quadro 1),
(De JONG et al., 1999; SHENK, 2001; MADISCH et al., 2005; MAJHEN e
AMBRIOVIE-RISTOV, 2006; SANTOS, ROMANOS, WIGG; 2008; COLLIER,
KELLAM, OXFORD, 2011).

Pesquisas recentes trazem propostas de novos tipos de HAdV; Jones et al.
(2007) apresentaram em seu trabalho a caracterizacdo de um novo HAdV, o tipo 52,
que muito provavelmente pertence a uma nova espécie humana, para a qual foi
proposta a denominacdo HAdV G. Este novo HAdV foi confirmado por
sequenciamento genémico e analise filogenética, detectado em um paciente durante
um surto de gastroenterite. Esse estudo sugere que o HAdV-52 pode ser um dos
muitos agentes que causam gastroenterite de etiologia desconhecida. Em 2009, na
Nona Conferéncia Internacional de Virologia (Hungria), foram discutidos os dados
caracterizados por gendmica e bioinformatica que definiram dois outros HAdV
patogénicos e recombinantes: tipos D53 e D54 (WALSH et al, 2010). Foi
identificado também um patégeno respiratério re-emergente, o HAdV-B55, que
contém uma recombinacado parcial do hexon (ZHU et al, 2009). Na Franca,
Robinson, et al. (2011) relatam o isolamento do HAdV D56 que causou fatalidade
em um recém-nato, e ceratoconjuntivite em trés trabalhadores de saude que
cuidaram desta crianga. Possivelmente o virus encontrado apresenta tropismo
ocular. Com base nesses dados, esse virus parece ser um novo tipo do subgénero
D (HAdV-D56), ressaltando a importancia de eventos de recombinacao na evolugao

dos HAdV e o aparecimento de novos adenovirus patogénicos.

QUADRO 1 — SUBGENEROS E TIPOS DE ADENOVIRUS HUMANO

SUBGENEROS TIPOS

A 12,18, 31

B:1 3,7,16, 21,50 } 55

B:2 11, 14, 34, 35

C 1,2,56

D 8,9, 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, 36-39, 42-49, 51, 53, 54, 56
E 4

F 40, 41

G 52

FONTE: MAJHEN, AMBRIOVIE-RISTOV, (2006); ROBINSON, et al. (2011), BUCKWALTER, et al.
(2012) — Modificado pelo autor




Até o momento, 56 diferentes tipos foram identificados e agrupados em sete
diferentes subgéneros humanos, estabelecendo um novo subgénero, o qual
denominaram subgénero G, segundo Walsh et al. (2010) e Mandelboim et al. (2011).
Porém, os cientistas tém relatado que os tipos 52 a 56, recém-descobertos, podem
ter origem em recombinagdes genéticas (rearranjos) entre os tipos ja existentes
(MANDELBOIM et al., 2011).

O novo subgénero G se faz presente na pagina de classificagdo dos HAdV
no “International Committee on the Taxonomy of Viruses” (ICTV). O sequenciamento
completo dos novos isolados evidenciados (tipos 52 a 56) encontram-se na pagina
“National Center for Biotechnology Information” (NCBI).

Observa-se no Quadro 1 que o subgénero B, ao contrario dos demais, é
dividido em subgénero B:1 e B:2. Esta subdivisdo foi baseada em analise de enzima
de restricdo. Os tipos pertencentes a B:1, exceto HAdV-50, sdo comumente
associados com doencas respiratérias, enquanto os membros do B:2 raramente
estédo relacionados a esta patologia, exceto os HAdV-14 e HAdV-11 (SETO et al.,
2009).

A Filogenia € um ramo da ciéncia que procura estabelecer as relagdes
evolutivas ou de parentesco presente em um grupo de taxons ou as unidades
taxondmicas operacionais (OTU — Operational Taxonomic Unit). As arvores sao
representacdes graficas das relagdes entre as OTU. A classificagdo taxonémica
atual utiliza dados moleculares para realizagao das analises filogenéticas (GEVERS
et al., 2006). O alinhamento das sequéncias é um passo fundamental para o estudo
filogenético, porque ele nos permite definir as posigdes idénticas (VINUESA et al.,
2005).

Para classificar o HAdV em subgéneros e tipos, a analise filogenética de
fragmentos selecionados do genoma viral tem sido cada vez mais utilizada (EBNER,
PINSKER, LION, 2005). Suas aplicagdes vao desde a detec¢cdo de casos de
coinfeccao com multiplas espécies de HAdV até a identificagcdo de novas linhagens
recombinantes (MADISCH et al., 2005). Finalmente, a analise filogenética tem se
tornado uma ferramenta importante na investigacao epidemiolégica de surtos de
doenga causados pelo HAdV (YEUNG et al., 2009).

Com o desenvolvimento de ensaios clinicos para detectar HAdV, o numero
de sequéncias conhecidas de hexon tem aumentado rapidamente. Esses ensaios

envolvem hibridizacdo do DNA e técnicas de PCR utilizando oligonucleotideos



iniciadores especificos para o gene hexon tornando possivel sua analise filogenética
(RUX, KUSER, BURNETT, 2003).

Dentre os 56 tipos de HAdV, apenas alguns estdo associados com risco de
vida e doencas disseminadas em pacientes imunodeficientes; a deteccdo de um
desses tipos pode ter valor prognostico e levar a uma intervengao terapéutica
imediata. A tipagem molecular também ¢é util para investigagdes epidemiolégicas
(MADISCH et al., 2005).

O HAdV tem sido estudado intensamente por mais de 50 anos como modelo
de interagdo virus-célula e ultimamente como vetor génico (RUSSELL, 2009). Ao
longo da ultima década, avancgos tecnoldgicos na biologia estrutural tém ajudado a
esclarecer as primeiras fases de replicagcao do HAdV, bem como as interagdes do

virus com o sistema imune do hospedeiro (NEMEROW et al., 2009).

2.2 DESCRICAO DO ADENOVIRUS

2.2.1 Estrutura do Adenovirus

A particula viral do adenovirus n&o possui envelope e o genoma é
constituido de DNA linear de fita dupla. Todos os adenovirus apresentam a mesma
estrutura geral: particulas virais de simetria icosaédrica, sem invélucro e com um
didametro médio de 80nm. A molécula de DNA apresenta aproximadamente 36 kb
contendo cerca de 40 genes (DAVISON, BENKO, HARRACH, 2003).

A Figura 2 mostra a estrutura do adenovirus, na qual pode-se observar as
proteinas que fazem parte de sua organizagao.

Os adenovirus apresentam capsideo constituido por 252 capsémeros: 240
hexons, que formam as 20 faces triangulares, e 12 pentons, que formam os vértices
do icosaedro. Com o advento de técnicas de analise estrutural, estdo descritas 13
proteinas estruturais e todas elas desempenham papel diante de uma infeccdo na
célula hospedeira (DAVISON, BENKO, HARRACH, 2003).

Os principais antigenos adenovirais sao a fibra (proteina 1V), hexon (proteina
II) e penton (proteina Ill), sendo importantes na classificagado do virus e diagnéstico
da doenca (JAWETZ, MELNICK, ADELBERG, 2009). Esses antigenos séao
produzidos em grande quantidade, podendo ser detectados no sobrenadante das

células infectadas e, por isso, denominados antigenos soluveis. Hexon e penton sao
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0s principais componentes da superficie da particula viral, sendo que o hexon atua
como antigeno, sendo a particula mais imunogénica (SABAN et al., 2006).

Os pentons ocorrem nos 12 vértices do capsideo e as fibras se projetam a
partir de cada penton. A base penton apresenta atividade parecida a de uma toxina,
levando ao rapido aparecimento de efeitos citopaticos e descolamento das células
na superficie na qual estdo crescendo (JAWETZ, MELNICK, ADELBERG, 2009). No
Quadro 2 estdo apresentadas as diversas proteinas do virus, sua localizagdo e

funcao conhecida.

Capsid proteins Minor proteins Core proteins
- v
- Hexon 4“' lla
® Vi
' Penton base - Vi o Mu
Terminal
, &, Vi @ protein
e Fibre
& IX = Va2
@ Protease

FIGURA 2 - ESTRUTURA DE UM ADENOVIRUS

NOTA: As principais proteinas do capsideo s&o: hexon, penton e fibra. O capsideo é estabilizado
externamente pela proteina plX. As demais proteinas do capsideo (pllIA, pVI e pVIll), foram
localizadas por meio da microscopia crioeletrbnica. Apenas um subconjunto de hexons esta
associado com pVI. No interior sdo encontradas as proteinas: terminais, Mu, V e VI, que estdo
associadas com o genoma viral.

FONTE: SABAN et al. (2006); RUSSELL (2009)
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QUADRO 2 — PROTEINAS DO ADENOVIRUS, LOCALIZACAO E FUNCAO

PROTEINA LOCALIZAQ/:\O FUNQAO CONHECIDA

Il (hexon) Capsideo viral Estrutural

Il (penton) Capsideo viral Penetracéo

llla Proteina do capsideo ligada ao penton Penetracao

IV (fibra) Capsideo viral Receptor ligante; hemaglutinagéo

\% Proteina interna ligada ao DNA Histonas e Enovelamento do DNA

\ Proteina do capsideo ligada ao hexon Estabilizagéo da particula viral

" Proteina interna ligada ao DNA Histonas e Enovelamento do DNA

VI Proteina do capsideo ligada ao hexon Estabilizagéo da particula viral (?)

IX Proteina do capsideo ligada ao hexon Estabilizagéo da particula viral (?)

TP (proteina terminal) Core Facilita a replicagdo do DNA

Mu Core Propriedades semelhantes as Protaminas. Enovelamento do DNA
Va2 Core Processo de montagem especifica do virus e regulagdo da transcricdo
Protease Core Facilita a lise celular na fase inicial da infecgéo

FONTE: SANTOS, ROMANOS, WIGG (2008) - Adaptado pela autora
NOTA: As interrogacdes representam que as fun¢des de determinadas proteinas, presentes nos adenovirus,
ainda nao estdo bem esclarecidas

Os HAdV sé&o relativamente resistentes aos solventes orgénicos e aos
acidos, porém, sao inativados pelo calor (56°C / 10 min), desinfetantes e
detergentes. Sao relativamente estaveis dentro e fora das células do hospedeiro e
podem se manter infectantes a temperatura ambiente por duas semanas (LEITE,
1994; De CARVALHO, JOHNSTON, FONSECA, 2007).

2.2.2 Receptores Celulares Utilizados pelos HAdV e Penetracao Viral

A interacao inicial com células hospedeiras € mediada por uma elevada
afinidade de interagao da fibra com um receptor celular. Para quase todos os tipos
de HAdV, os receptores sdo o Coxsackie-Adenovirus (CAR) ou a molécula
denominada CD46 (BERGELSON et al., 1997, GAGGAR, SHAYAKHMETOV,
LIEBER, 2003; NEMEROW et al., 2009).

Os HAdV tipos 5 e 2 receptor denominado CAR
(imunoglobulina) (BERGELSON et al., 1997). Em 2002, Cohen et al. detectaram

esta imunoglobulina nas jungdes dos epitélios e indicaram que ela teria a fungéo de

ligam-se ao

manter a integridade juncional dessas células (PATZKE et al., 2010). A molécula de
adesao CAR apresenta dois dominios extracelulares (ZHANG, BERGELSON, 2005)

e é expressa em muitos tipos celulares, incluindo hepatdcitos, superficie basolateral
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das células epiteliais, células endoteliais, mioblastos, cérebro, pancreas, intestino,
pulmbes, figado, rins e células de musculo cardiaco. Células linfoides néao
expressam CAR, mas sdo um reservatorio para infecgoes persistentes pelo HAdV
que utilizam tal receptor (COHEN et al., 2002; ZHANG, BERGELSON, 2005). Os
diferentes sorotipos de HAdV que se ligam a molécula CAR o fazem com diferentes
graus de afinidade. Ao contrario dos sorotipos dos subgéneros A, C, D, E e F, a
maioria dos sorotipos do subgénero B liga-se a uma proteina de membrana
denominada CD46 (ROELVINK et al., 1998, SIRENA et al., 2004).

O subgénero B ¢é dividido em subgénero B:1 cujos sorotipos causam
infeccdo do trato respiratério superior, e o subgénero B:2, cujos tipos causam
infeccdo do rim e do trato urinario, porém ha indicios de que alguns de seus tipos
também infectam o trato respiratorio (SIRENA et al., 2004; MARTTILA et al., 2005;
FLEISCHLI et al., 2007). A maioria dos tipos dos subgéneros B utiliza a molécula
CD46 como principal receptor celular; entretanto, o subgénero B:2, na recente
investigacdo de Pache et al. (2008), revela uma baixa afinidade de ligacdo com a
molécula CD46, ou seja, a ligagdo do virus ocorre com menor eficiéncia, porém
acontece (CUPELLI et al., 2010). Em humanos, CD46 é expressa na maioria das
células nucleadas sendo uma proteina reguladora do sistema complemento,
inativando-o e preservando as células da lise (CATTANEO, 2004). A Figura 3 ilustra
os receptores celulares utilizados para ligagéo pelos HAdV as células-alvo. Para o
subgénero G ainda nao ha estudos quanto aos receptores celulares utilizados.

Além da molécula CD46, os HAdV do subgénero B, tipos 3, 7 e 11 também
se ligam a CD80 e CD86, que sdo moléculas presentes em linfocitos B e células
dendriticas, afirma-se que estas podem ser utilizadas por todos os HAdV do
subgénero B (SHORT et al., 2006).

Na superficie das células, o acido sialico (SA) € uma molécula comumente
utilizada como receptor para varios patégenos (ARNBERG, 2009), como é o caso de
alguns tipos do subgénero D que se ligam ao 4&cido sidlico causando
ceratoconjuntivite, como uma alternativa de ligagdo a molécula de adesao conhecida
como CAR (ARNBERG et al., 2002).
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‘ CAR l
FIGURA 3 - RECEPTORES CELULARES UTILIZADOS PELOS HAdV PARA ADSORCAO COM AS
CELULAS-ALVO

NOTA: Da esquerda para a direita: O HAdV D liga-se ao acido sialico (SA) por meio da esférula da
fibra (representada em amarelo) causando ceratoconjuntivite; o HAdV B liga-se as moléculas CD46,
CD80 ou CD86 por meio da esférula da fibra. O HAdV C utiliza o eixo da fibra (linha preta) para se
ligar ao heparan sulfato (HSPG), e também, através da esférula da fibra pode se ligar a molécula de
adeséo celular vascular 1 (VCAM-1) ou com a classe | do complexo de histocompatibilidade (MHC-
1); os tipos dos HAdV A-E apresentam o RGD (Arginina, Glicina, Aspartato) no penton base (em
vermelho) o qual interage com as integrinas. HAdV A e C-F utilizam a esférula da fibra e ligam-se a
molécula de adesao célula-a-célula (presente nas jungdes intercelulares) conhecida como CAR, a
qual é expressa basolateralmente e lateralmente, no apice das células epiteliais ndo polarizadas

logo abaixo da zona de ocluséo (Tight junction - TJ)
FONTE: ARNBERG (2009)

A molécula de adeséao celular vascular 1 (VCAM-1) pertence a classe das
imunoglobulinas e intercede na adesdo dos leucocitos as células endoteliais
mediando sua migragao para os sitios inflamatérios. Aparentemente VCAM-1 facilita
a adsorc¢éao do virus a célula (CHU et al., 2001).

Outros receptores utilizados pelos HAdV podem ser o heparan sulfato
(HSPG), o complexo maior de histocompatibilidade | (MHC [) e integrinas.

Dada a complexa estrutura do capsideo do HAdV, nao é surpreendente que
a interagdo do virus com as células hospedeiras também seja complicada. O virus
se fixa as células por meio das fibras; a interacdo do penton com integrinas
celulares, ap6s a fixacdo, promove a etapa de internalizacdo em endossomas,
porém, cerca de 90% das particulas virais saem dos endossomas para o citoplasma
(WICKHAM et al., 1993), como observado na Figura 4.
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FIGURA 4 - A ENTRADA DO HAdV NA CELULA

NOTA: ETAPA 1: Interacao da fibra com o receptor primario (exemplo: CAR ou CD46), seguido por
endocitose mediada por clatrina na ETAPA 2, o que é facilitado pela interacdo do penton com av
integrinas. O virion dissocia-se no pH baixo, quando no inicio de sua estada no endossoma inicial
(ETAPA 3), liberando a proteina pVI (ETAPA 4); a qual tem sido implicada na instabilidade da
membrana endossomal, permitindo a fuga do virion do endossoma. O virion parcialmente
desmontado é transportado pela proteina dineina ao longo do microtubulo até o poro nuclear (ETAPA
5), onde o DNA viral é importado para o nucleo (ETAPA 6)

FONTE: NEMEROW et al. (2009)

A precisao dos eventos moleculares envolvidos na desmontagem do HAdV
nao € muito bem definida, mas acredita-se que a liberacdo da proteina pVI do
capsideo (ligada ao hexon), nesta fase, facilita a lise do endossomo, ou seja, a pVI
tem atividade litica, conduzindo a ruptura do endossomo, permitindo a entrada de
particulas nao revestidas no citoplasma (WIETHOFF et al., 2005).

A proteina VI tem sido implicada na alteracdo da membrana endossomal,
permitindo o escape do virion do endossomo (JAWETZ, MELNICK, ADELBERG,
2009). Apdés o escape endossomal, as particulas do HAdV sao parcialmente
revestidas e associadas a microtubulos motores, através da proteina dineina, a qual
permite o transporte das particulas virais para o nucleo, ao longo dos microtubulos
(SUOMALAINEN et al., 1999). Depois do transito do virion na célula, ocorre a
liberacdo do acido nucleico viral por meio do complexo do poro nuclear e
subsequente replicagcdo do DNA e produgcdo/montagem de virions de HAdV no

nucleo.
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2.2.3 Composicao do Genoma e Replicagao Viral

O genoma dos HAdV é composto de dupla fita de DNA linear (BENKO,
HARRACH, 2003) que apresenta oito regides de transcricdo que dependem da RNA
polimerase Il. Dessas regides, cinco sao de transcricao precoce (E1A, E1B, E2, E3
e E4) (E de early), duas de transcricdo intermediaria (pIX e plVa2) e uma de
transcrigdo tardia (MLTU — Major Late Transcription Unit) que processa os RNAmM
(L1, L2, L3, L4 e L5) (L de late). A Figura 5 exibe o esquema do genoma viral.

O DNA viral apresenta genes de RNA virus associados (VA-RNA gene) que
sdo transcritos pela RNA polimerase lll, da célula hospedeira, dando origem a RNAs
de fita dupla; denominados VA-RNA (RNA virus associado) (KIDD, GRAWICZ,
OBERG, 1995; MA, MATHEWS, 1996; KNIPE, HOWLEY, 2001). Dependendo do
subgénero do HAdV, ha possibilidade de encontrar uma ou duas sequéncias da
regiao VA-RNA gene. Os subgéneros A, F e B:2 contém apenas uma regidao VA-
RNA gene (VA I), enquanto B:1, C e E possuem duas regides (VA | e Il) (KIDD,
GRAWICZ, OBERG, 1995; MA e MATHEWS, 1996; KNIPE, HOWLEY, 2001). Os
fragmentos VA-RNA | e VA-RNA Il sdo os transcritos do gene VA-RNA contido no
genoma viral. Esses transcritos sdo chamados de virus associados. A fungédo do VA-
RNA | é se ligar a enzima proteina quinase dependente de RNA, antagonizando,
assim, o seu efeito. Esse processo resulta no efeito abortivo do mecanismo de
defesa antiviral induzido por Interferon (KATZE et al., 1987; KNIPE, HOWLEY,

2001). Porém, a funcéo da VA-RNA |l permanece deconhecida.

E1A4 E1B 147K
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D=0 ¢ - - EE o e 13 [oc) DD E=
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FIGURA 5 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO GENOMA DOS ADENOVIRUS, SUAS
REGIOES DE TRANSCRICAO E GENES

NOTA 1: Modelo: (HAdV-E)

NOTA 2: Dessas regibes, cinco sido de transcricao precoce (E1A, E1B, E2A, E3 e E4), a regido E2B
€ de transcricao intermediaria (plX, plVa2, pol e pTP) e uma de transcri¢ado tardia (MLTU — Major Late
Transcription Unit) que processa os RNAm (VAI, VAII, pllla, lll, pVII, V, pX, pVI, hexon e protease)
FONTE: DAVISON et al. (2003)
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O ciclo de replicacao é dividido em eventos iniciais e tardios. Os eventos
iniciais ocorrem antes do inicio da sintese de DNA, induzindo a célula do hospedeiro
a dar inicio a fase S (sintese) do ciclo celular, a fim de criar condigbes para a
replicacédo viral. A modulagédo do ciclo celular é efetuada pelos produtos do gene
E1A. A regiao E1B codifica proteinas que bloqueiam a morte celular (apoptose). As
regides E1A e E1B regulam a progressao do ciclo celular. Os genes tardios surgem
com o inicio da sintese do DNA viral, e codificam as proteinas estruturais do virus.
E1B juntamente com E4 inibem o acumulo citoplasmatico de RNAm celular
facilitando o aumento de RNAm viral (KATZE et al., 1987).

A replicacdo do DNA, a transcricado e o amadurecimento do HAdV ocorrem
no nucleo celular, dentro do qual ha um acumulo de proteinas estruturais, descritos
como corpos de inclusdo em exames histoldégicos, os quais estdo presentes em
células alveolares durante as pneumonias por este virus (HIERHOLZER, 1991).

O processo de montagem viral ocorre no nucleo da célula infectada. A
particula madura torna-se estavel, infecciosa e resistente a nucleases. O ciclo
infeccioso do HAdV leva cerca de 24 horas. O sistema de montagem do virus é
ineficaz, visto que cerca de 80% dos capsémeros do hexon e 90% do DNA viral ndo
sdo empregados (JAWETZ, MELNICK, ADELBERG, 2009).

2.2.4 Tipos de HAdV e Patogenia

Os HAdV tém sido associados com um amplo espectro de enfermidades
clinicas. O Quadro 3 descreve algumas das caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas das principais doencas causadas pelos diferentes subgéneros do
HAdV.

Os HAdV infectam células epiteliais do trato respiratorio, gastrointestinal,
olhos e com menor frequéncia células do trato urinario e figado. A multiplicacdo dos
virus no organismo pode ocorrer na mucosa da faringe, conjuntiva ou mucosa

intestinal, dependendo da porta de entrada no organismo (BAUM, 2005).
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QUADRO 3 - DOENCAS CAUSADAS POR ADENOVIRUS HUMANO
DOENGAS IDADE TIPOS SUBGENERO FONTE DE
COMUNS* PRINCIPAL INFECCAO
Infecgdes Respiratérias
Faringe Crianga 1,2,3,5,6,7 B, C Garganta
Traqueobronquite Adultos jovens 3,4,7,14,21,55 B, E Garganta
Pneumonia Crianga 1,2,3,4,5,7,21 B, C Garganta
Adultos jovens 47 B, E Garganta
Infecgbes Oculares
Febre faringo-conjuntival Crianca 1,2,3,4,6,7 B,C,E Garganta,
olho
Ceratoconjuntivite epidémica Qualquer idade 8,19,357é53,54, D Olho
Infecgdes Genitourinarias
Cervicites, uretrites Adulto 19,37 D Secregéo
genital
Cistite hemorragica Crianca 11,21 B Urina
Infeccdes entéricas
Gastroenterites Crianga 31,40,41,52 A F,G Fezes
Infecgbes em imunocomprometidos
Encefalites, pneumonia Qualquer idade, 7,11,34,35 B Urina, pulmao
SIDA
Gastroenterites SIDA D, +43e 47 D Fezes
Generalizadas SIDA 2,5 C Sangue

FONTE: Adaptado de SANTOS, ROMANOS, WIGG (2008); RABONI et al. (2003); FEIGIN e
CHERRY, (1998); HIERHOLZER, (1992)
NOTA: *em destaque os sorotipos mais encontrados nas infec¢des

Muitas infecgdes por HAdV sdo subclinicas e o virus pode persistir no
hospedeiro durante meses (JAWETZ, MELNICK, ADELBERG, 2009).

Os subgéneros A e F causam infec¢des entéricas e o subgénero D a
ceratoconjuntivite e infecgdes genitourinarias (KOJAOGHLANIAN, FLOMENBERG,
HORWITZ, 2003; SEGERMAN et al., 2003). Porém, o subgénero D tipos 29 e 30
podem causar infeccdo do trato respiratorio superior, com sinais e sintomas de
coriza, faringite e febre. Subgéneros C, E e B infectam o trato respiratério, porém
alguns tipos do subgénero B também causam infecgdo do trato urinario (SETO et
al., 2009).

O HAdJV esta associado aos casos graves de IRA. Fatores como gendtipo e



18

carga viral, resposta imune do hospedeiro e influéncias do meio ambiente podem
estar relacionadas a gravidade da doenca (LARRANAGA et al., 2000). As
manifestacdes clinicas graves e fatais acometem principalmente criangas pequenas,
com idade inferior a cinco anos. Os tipos mais frequentemente correlacionados com
maior gravidade sdo do subgénero B:1, tipos 3, 7 e 21, bem como do subgénero C,
tipos 1, 2, 5 e 6 (WADELL, 1988; OGAWA et al., 2004; MURRAY, ROSENTHAL,
PFALLER, 2006).

Na Ameérica do Sul, um estudo de genotipagem das cepas de HAdV,
realizado no Chile ao longo de varios anos (1980 a 1996), mostrou que o subgénero
B, tipo 7, foi o agente infeccioso na maioria dos casos fatais (LARRANAGA et al.,
2000).

No estudo de Gray (2006), os tipos de HAdV mais prevalentes foram 3, 2, 1,
5 e 21. Sendo que 50% dos pacientes estavam hospitalizados, 7,4% estavam na
Unidade de Terapia Intensiva (UTl) e 4,2% com diagndstico de céancer, 19,6%
apresentavam doenga crénica, 11% realizaram transplante de medula éssea ou
orgao solido. Os casos mais graves ocorreram em pacientes com idade inferior a
sete anos, ou para aqueles que apresentavam doenca cronica ou tinham realizado
transplante recente. Em geral, criangas nao imunocomprometidas com idade inferior
a sete anos apresentaram infec¢ao do trato respiratorio pelo tipo 3, e a gravidade da
doenca foi menor. No entanto, criangas com infecgbes mais graves por HAdV foram
aquelas que apresentaram fatores de risco como internamento em UTI, tempo maior
de hospitalizacdo, doenca de base e estavam infectadas pelos HAdV tipos 5 ou 21.

O HAdV tipo 7 apresenta associagdo com grave morbidade; em todo o
mundo, este tipo causa epidemias e doengas graves como bronquiolite e pneumonia
(LARRANAGA et al., 2000; ERDMAN et al., 2002). Os tipos 5 e 21 estdo
associados a epidemias, doengas graves e o6bitos (CHATTERJEE et al., 2000;
SHULT et al., 1991). As infecgbes pelo tipo 3 também podem ter uma evolugéo
grave ou mesmo fatal. As infecgbes respiratérias pelos tipos 3 e 7 ndo podem ser
distintas clinicamente, embora o tipo 7 pareca estar relacionado com maior nimero
de infecgdes fatais (SCHMITZ, WIGARD, HEINRICH, 1983).

As infeccbes do baixo trato respiratério pelos HAdV caracterizam-se por
estar associadas com maior gravidade, nestas, os HAdV replicam e levam a
alteracdes histologicas que podem ser divididas em duas fases: uma fase inicial

(que afeta alvéolos, epitélio bronquiolar e regides peribronquiolar), com um infiltrado
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que consiste principalmente de macréfagos, neutréfilos e poucos linfocitos; e uma
fase posterior (que afeta as regides peribronquiolar e perivascular), com um
infiltrado composto quase exclusivamente de linfocitos. Em ambas as fases, o
processo predominante € a resposta do hospedeiro a infeccéo, ao invés de danos
virais diretamente as células infectadas (PRINCE et al., 1993; HAYWARD, 2004).

2.3 METODOS DIAGNOSTICOS PARA O HADV

O diagnostico laboratorial constitui-se em instrumento essencial para
determinar a distribuicdo das viroses mais comuns relacionadas as infecgdes
respiratorias em criangas (COSTA et al., 2006).

Para identificagdo do virus podem ser utilizados métodos que identifiquem a
particula viral (isolamento em cultura e microscopia eletrénica), o antigeno e (ou)
anticorpo (imunofluorescéncia e ensaio imunoenzimatico) e o material genético
(reagdo em cadeia da polimerase (PCR), nested PCR e RFLP, multiplex PCR, PCR
em tempo real, restricdo enzimatica e sequenciamento). Hoje, ha uma grande
variedade de testes diagnosticos para a deteccdo viral, em particular, testes
genéticos, no presente estudo serdo abordados os métodos acima referidos.

Em geral, os testes rapidos para deteccdo dos antigenos de virus
respiratorios tém sido pouco sensiveis, porém a sensibilidade depende do virus que
esta sendo pesquisado, o paciente pode estar na “janela imunoldgica”, intervalo
entre o inicio da infeccdo e a nao deteccdo dos anticorpos pelos métodos
sorologicos (FALSEY, WALSH, 2006). A cultura em células e o teste de
imunofluorescéncia, quando associados, sdo eficientes para detectar os agentes
respiratorios virais mais prevalentes. Alguns fatores concorrem para algumas
dificuldades: utilizagdo de uma técnica apenas, atraso do momento de coleta da
secrecao, tipo e local do material coletado, escolha do método ou associagao de
métodos (CUBIE et al.,1992). Para o HAdV, os métodos mais indicados séo a
cultura em células, o teste de imunofluorescéncia (IF) (apesar de apresentar baixa
sensibilidade) e também a amplificacdo de acidos nucleicos por PCR (Reacédo em
Cadeia da Polimerase) (LARRANAGA et al., 2000).
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2.3.1 Isolamento em Cultura Celular

O isolamento do HAdV pode ser feito com diversas linhagens celulares,
entre elas podemos citar as células A549 (células epiteliais basais alveolares de
adenocarcinoma humano) e HEK 293 (células embrionarias de rim humano) (KO,
CROMEANS, SOBSEY, 2003).

Comumente, para este estudo, as amostras clinicas de aspirado de
nasofaringe (ANF) foram inoculadas em uma linhagem celular denominada HEp-2,
derivada de carcinoma epidermodide da laringe humana, permissiva a outros virus
respiratorios, além do HAdV, como o RSV. Para esta linhagem celular, apos trés a
cinco semanas € observado o efeito citopatico (ECP). Esse efeito consiste em
alteragcdes morfolégicas produzidas devido a replicacdo viral e sao visiveis ao
microscopio optico.

Algumas desvantagens do isolamento em cultura celular incluem: ha
necessidade de uma infraestrutura bem definida a fim de que nao ocorra
contaminagao das amostras e dos meios de cultivo (TARJA et al., 1998); no que se
refere as amostras respiratérias, devem ser coletadas com swab, colocadas em
solucdo salina tamponada ou meio de cultura, para evitar que ressequem com a
consequente desnaturagdo dos virus; o transporte deve ser feito sob refrigeragéo e
as amostras devem ser assim conservadas até o momento do diagndstico, para
evitar a inativacdo dos virus pelo calor; antes da inoculagdo em culturas celulares,
devem ser processadas adequadamente, para eliminagao de residuos indesejaveis
e descontaminagdo com agentes antibacterianos e (ou) antifungicos, visando
prevenir que residuos toxicos ou micro-organismos contaminantes interfiram no
desenvolvimento do ECP; ha necessidade de uma quantidade suficiente de virus, na
amostra clinica, para o desenvolvimento do ECP; o cultivo celular ndo permite a
identificacao final, mas possibilita que técnicas adicionais possam ser utilizadas para
identificar o virus isolado. Em relacdo a técnica, esta requer tempo para o
desenvolvimento do virus em questdo, sendo analisado o ECP somente de trés a
cinco semanas apos o inéculo em cultura (essa demora na obtencao dos resultados
restringe a sua aplicagao). O isolamento viral necessita de particulas viaveis para o
sucesso do isolamento (SHIN et al., 2004), no caso do HAdV .

Algumas vezes, as culturas celulares que estdo sendo acompanhadas, mas

que nao apresentam nenhum ECP dentro dos primeiros sete dias, tém as células
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raspadas para serem, uma vez mais, inoculadas em novos tubos, com o mesmo tipo
de linhagem celular, com objetivo de aumentar a possibilidade de isolamento viral.

De um modo geral, as vantagens das culturas celulares compreendem boa
especificidade e alta sensibilidade, mas €& de grande propriedade verificar a
permissividade da célula em cultura para o virus a ser pesquisado. As células para
cultivo podem ser mantidas no laboratério mediante repiques sucessivos, além de
permitir a preservagdao do virus para estudos adicionais (SEADI et al., 2002) e
diminuir o uso de animais de laboratério utilizados para fins diagndsticos
(PAMPALONI et al., 2007).

2.3.2 Microscopia Eletronica

Os virus, por serem particulas pequenas, sido vistos somente por
microscopia eletrbnica a qual assegura diagnéstico de infec¢des virais e permite a
observagcao do comportamento das interagdes que ocorrem entre virus e ceélula
hospedeira. Apresenta utilidade na investigacdo de agentes virais desconhecidos;
porém esta sendo substituida por técnicas mais sensiveis como a PCR
(ROINGEARD, 2008).

A microscopia eletrbnica apresenta as seguintes vantagens: permite a
identificacdo da familia do virus por aspectos morfolégicos e estruturais,
caracteristicas importantes para diferenciar os virus; € util para detectar virus de
dificil cultivo; permite observar mais de um agente numa mesma amostra; além de
proporcionar o estudo das relagdes entre os virus e componentes estruturais das
células que infectam (HARFORD et al., 1956; UEDA et al., 1995).

Dentre as suas desvantagens estdo: a impossibilidade de se realizar
exames em larga escala; o seu alto custo; a manutencdo do equipamento que
requer grande despesa; a necessidade de técnicos especializados. Devido a esses
aspectos, € uma técnica mais utilizada em pesquisa do que em rotina laboratorial
(UEDA et al., 1995).

A aplicagdo da microscopia eletrénica de transmissao em conjunto com a
imunomarcacéao esta sendo vantajosa; com o desenvolvimento da imunodetecgao, o
uso de sondas para a microscopia eletrbnica esta permitindo alta resolugdo nos
estudos estruturais (BOISVERT et al., 2000; GOLDMAN et al., 2002; WU et al.,
2002).
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2.3.3 Imunofluorescéncia

A pesquisa de antigenos envolve técnicas que permitem a detecgdo de
proteinas virais expressas em células infectadas. Para isso, ¢é utilizada
imunofluorescéncia direta (IFD), indireta (IFI) e (ou) a técnica de ensaio
imunoenzimatico (EIE). A especificidade dessas técnicas € de 95 a 98% em geral. A
sensibilidade é inconstante segundo o virus a ser identificado, que, para o HAdV,
varia de 25% a 75%, dependendo do anticorpo monoclonal utilizado (TARJA et al.,
1998).

A IF consiste na conjugagao de anticorpos ou de antigenos com substancia
fluorescente. As substancias fluorescentes (fluorocromo) mais empregadas sao o
isotiocianato de fluoresceina e o isotiocianato de rodamina (LIMA et al., 1992). A
pesquisa de antigenos virais por IF possibilita a identificacdo especifica do
patogeno.

Na IFD, o anticorpo marcado (conjugado) é adicionado e se fixa ao antigeno,
formando um imunocomplexo estavel, e o conjugado nao ligado € removido por
lavagens. Depois disso, a lamina é visualizada em microscopia de fluorescéncia
(AOKI et al., 2010).

A IF pode ser utilizada para pesquisa direta do antigeno na amostra clinica
ou em cultivo celular. A técnica de IFI leva a um diagndstico rapido para o
diagndstico das infecgdes virais respiratorias apresentando boa sensibilidade, com
custos razoaveis, a desvantagem é que apresenta baixa reprodutibilidade para o
HAdV (MADELEY, PEIRIS, 2002; LARRANAGA et al., 1990). Apesar disso, fica a
tarefa de se complementar o estudo com a utilizagao de técnicas moleculares.

No estudo de Pujol et al. (2005), ao utilizarem a técnica de IFD em conjunto
com o isolamento em cultura, os virus foram detectados em 13 a 45% das criancas
com sintomas de doenca respiratoria.

Dentre as vantagens da IF estdo: o rapido diagnostico; sistemas diferentes
podem fazer uso do mesmo conjugado e a simplicidade de padronizagdo e
execucao da metodologia.

As desvantagens da IF envolvem: a baixa sensibilidade dos métodos rapidos
para a identificacdo do HAdV (TARJA et al., 1998). Além disso € um método que
apresenta subjetividade na leitura e necessidade de técnicos treinados para a leitura
das ldminas (SYRMIS et al., 2004; TEMPLETON et al., 2005).
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As técnicas de imunofluorescéncia ainda fazem parte da rotina laboratorial,
porém, devido as desvantagens, podem vir a ser substituidas por outras técnicas

que apresentem maior sensibilidade e reprodutibilidade.

2.3.4 Ensaio Imunoenzimatico (EIE)

O EIE é o método mais utilizado em laboratérios, a reacédo € visualizada
devido a coloracao formada na cavidade da microplaca.

As vantagens desta técnica sdo: método rapido; alta sensibilidade e
especificidade (depende do virus pesquisado); o analista ndo se expde aos riscos
da radiacao; ha objetividade na leitura e € uma técnica que permite automatizagao
(STITES, STOBO, WELLS, 1987).

Entre as desvantagens estdo: variaveis relacionadas com o momento de
obtencdo da amostra no curso da infeccdo; e o fato do método de coleta e
preparagcao de amostras poder interferir na sensibilidade de deteccdo (STITES,
STOBO, WELLS, 1987). Através dessa metodologia o antigeno do HAdV pode ser
pesquisado em diversas amostras: urina, fezes e sobrenadante de cultura. A
pesquisa de anticorpos contra HAdV nao tem utilidade do ponto de vista clinico,
devido a isso ndo é realizada a sua sorologia, pelo fato de apresentar melhor
rendimento quando executada em até 48 horas do inicio dos sintomas (MADELEY,
PEIRIS, 2002).

2.3.5 Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Este método apresenta maior sensibilidade e especificidade do que a
imunofluorescéncia indireta, para os diferentes agentes virais associados a
infeccbes agudas do trato respiratorio.

O calculo preciso da sensibilidade clinica de um ensaio de PCR
é dificultado pela falta de um "padrdo ouro" de diagnéstico adequado
para a maioria das infecgées (WILSON, 1997). Deve-se portanto ter cautela, pois na
interpretacdo dos resultados um aumento de sensibilidade pode originar falso-
positivos ou resultados sem relevancia clinica.

O estudo de Weinberg et al. (2004) relata que os ensaios de PCR

convencional dobraram a taxa de deteccdo de seis diferentes espécies de virus
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respiratorios em relagdo a cultura, quando analisadas em amostras clinicas de
criancas com idade inferior a cinco anos hospitalizadas devido a infecgdes
respiratorias agudas.

Em relacdo a PCR, a sensibilidade pode ser afetada pela presenca de
inibidores nas amostras, geralmente os de natureza desconhecida, que causam
resultados falso-negativos (WILSON, 1997). Os pequenos volumes de amostras
clinicas utilizadas também podem reduzir a sensibilidade, o que pode ser melhorado
aumentando o volume da amostra na preparacdo da reagao ou concentrando a
amostra (MURDOCH et al., 2003).

O risco de resultados falso-positivos na PCR é um grande problema em
decorréncia de sua extrema sensibilidade, mas pode resultar também da
amplificagdo de micro-organismos que apresentam o genoma semelhante ao
organismo alvo. Estes achados falso-positivos podem ser evitados pelo uso de
controles adequados e boas praticas laboratoriais para evitar a contaminacao
(MURDOCH et al., 2003).

A PCR parece superar as dificuldades dos métodos tradicionais,
apresentando melhor sensibilidade e menor tempo de diagndstico (TALBOT,
FALSEY, 2010).

2.3.5.1 Nested PCR e RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Sensibilidade e especificidade também podem ser influenciadas pelo tipo
de ensaio de PCR. A nested PCR geralmente ¢é mais sensivel do que a PCR de
etapa unica, mas ha um aumento do risco de contaminagdo para a nested PCR,
porque os tubos de reagao precisam ser abertos apds a primeira amplificagdo para
adicionar reagentes a segunda PCR.

Uma sofisticacdo das técnicas de diagndstico molecular é a tipagem
molecular que, além de indicar a presenga do patégeno no material bioldgico,
permite a caracterizagado genotipica de HAdV pode ser realizada a técnica de perfis
de tamanho de fragmentos gerados por restricdo enzimatica (Restriction Fragment
Length Polymorphism — RFLP). Nesta técnica, o DNA viral é extraido e as variagdes,
ao longo do genoma do HAdV, podem ser observadas (WADELL et al.,1984). Isto
possibilita avaliagcéo refinada, ou seja, a técnica de polimorfismo dos fragmentos de

restricdo (RFLP), baseia-se na hidrélise do DNA com enzimas de restricdo e
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posterior separagao, por eletroforese, dos fragmentos produzidos, resultando assim
padrdes de restricdo especificos. Estes padroes podem ser caracteristicos ao nivel
das espécies ou mesmo ao nivel da estirpe. Uma vez que estirpes distintas
apresentam diferencas (ainda que, por vezes, minimas) ao nivel do genoma, o que
esta técnica explora é a possibilidade dessas diferengas se encontrarem no interior
da sequéncia de reconhecimento da(s) enzima(s) de restricdo utilizada(s)
(NARIHIRO, SEKIGUCHI, 2007).

2.3.5.2 Multiplex PCR

Multiplex PCR pode amplificar varias sequéncias-alvo no tubo de reacao,
porém, geralmente sdo menos sensiveis do que os ensaios de PCR para detectar
apenas um alvo. A especificidade da multiplex PCR também pode ser reduzida se
as temperaturas de hibridizacdo para os diversos pares de oligonucleotideos
iniciadores nao forem idénticas.

A detecgcdo do produto amplificado da PCR pode também ter sua
sensibilidade aumentada quando se faz uso de hibridizagdo com sondas
especificas, fluorescéncia, ou ensaio imunoenzimatico. Isso garante um aumento da
sensibilidade, em comparacédo com a visualizagado padrao de produtos de PCR apos
eletroforese em gel de agarose (MURDOCH et al., 2003).

2.3.5.3 PCR em Tempo Real

Esta tecnologia combina a amplificagdo de acidos nucleicos com a rapida
deteccado dos amplicons, fornecendo resultados em pouco tempo se comparada a
PCR convencional, apresentando maior sensibilidade, além de permitir quantificacéo
e deteccao de multiplos patdgenos em uma unica amostra clinica (COCKERILL,
2003).

No estudo de Kuypers et al. (2006), os ensaios de PCR em tempo real foram
significativamente mais sensiveis do que a imunofluorescéncia (IF) para a detec¢ao
de virus respiratérios em amostras clinicas de criangas, com um incremento de 40%
na positividade para estes virus. A PCR também identificou amostras em
coinfecgdes virais em uma frequéncia 10 vezes maior que a imunofluorescéncia;

isso aconteceu pelo fato de a maioria das amostras apresentar um numero muito
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baixo de virus para deteccao de HAdV por IF, ou também, a possibilidade de que
um numero baixo de cépias de HAdV nao cause doenga, mas indique a presenca
persistente do virus. Informag¢des sobre a gravidade e a duragdo da doenga em
criancas HAdV positivas podem ajudar a interpretar os resultados (MOURA et al.,
2003).

2.3.6. Sequenciamento e Analise Filogenética

Os recentes avangos no sequenciamento de genes de HAdV tém permitido
distinguir as infec¢des causadas por diversos sorotipos de HAdV utilizando técnicas
de restricao enzimatica, para tipagem gendémica (SAITOH-INAGAWA et al., 1996).

A andlise filogenética demonstra sequéncias determinantes da divergéncia
genética de todos os 56 HAdV propondo critérios de classificagdo molecular. Estes
critérios podem também facilitar a identificagdo de novos protétipos de HAdAV
(MADISCH et al., 2005).

Os HAdV vém sendo utilizados como vetores de vacinagao e empregados
na tecnologia da terapia genética (BELOUSOVA et al., 2002).

2.4 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E MANIFESTAGOES CLINICAS

As IRA por HAdV podem ocorrer em qualquer época do ano, porém sao
mais frequentemente observadas no final do inverno, primavera e inicio do verao
(LOPEZ, MARTINEZ, 2007).

Descoberta recente tem revelado que dados epidemiolégicos e clinicos
estdo relacionados a alteragdes na apresentagao antigénica, viruléncia e distribuigao
geografica do HAdV (GRAY et al., 2006).

Os virus respiratoérios sdo reconhecidos como sendo os mais frequentes
patdbgenos do trato respiratorio inferior em lactentes e criangas em paises
desenvolvidos, mas sado menos diagnosticados em populagbes de paises em
desenvolvimento (VIEIRA et al., 2001).

A utilizagdo na rotina laboratorial de testes diagnodsticos especificos para
agentes virais em caso de IRA é limitada, devido a problemas financeiros e técnicos

ou ainda devido ao fato de os virus serem subestimados como agentes de infecgdes
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respiratorias que necessitam de hospitalizacdo (MOURA et al., 2003; MAHONY et
al., 2009).

Contudo, apesar de as IRA serem causas importantes de morbidade e
mortalidade em criangcas em todo o mundo, apresentam um maior impacto em
paises em desenvolvimento, onde as infec¢des respiratérias agudas baixas
constituem uma importante causa de morte em criancas de até cinco anos
(HAZLETT, 1988). Nas criangas com menos de dois anos, 70 a 90% das infec¢des
respiratérias sao de origem viral e, embora o HAdV represente 2 a 5% deste total,
sua importancia reside na elevada letalidade e seu vinculo com surtos intra-
hospitalares (DALMAS et al., 2003).

No Brasil, as IRA e as doencas diarreicas sao as principais causas de
mortalidade em criangas com menos de cinco anos de idade, sendo que as
pneumopatias agudas séo responsaveis por 11% das mortes em criangas com idade
inferior a um ano de idade, e por 13% na faixa etaria entre um e quatro anos
(RODRIGUES, SILVA, BUSH, 2002). Particularmente, alguns estudos realizados em
diferentes areas geograficas tém revelado os agentes virais como a principal causa
de IRA, principalmente em criangas, como demonstrado na cidade do Rio de Janeiro
(NASCIMENTO et al., 1991), Sao Paulo (MYIAO et al., 1999) e Curitiba (TSUCHIYA
et al., 2005). Entretanto, informagdes sobre a prevaléncia dos virus em criangas de
algumas regides brasileiras ainda sdo escassas, assim como as informacgdes
disponiveis sobre sazonalidade (Dos SANTOS, CARDIAS, MELLO, 1997;
STRALIOTTO et al., 2004).

Os HAdV encontram-se distribuidos em todo o mundo. Os diversos sorotipos
causam diferentes doengas em distintos grupos etarios, e a gravidade varia nas
diferentes areas geograficas. As infeccbes sdo em geral autolimitadas e as
caracteristicas clinicas da doenca dependem tanto do hospedeiro como do sorotipo
envolvido. Aproximadamente 65% dos isolamentos de HAdV provém de criangas
menores de quatro anos (HIERHOLZER, 1991).

O HAdV é cada vez mais reconhecido como um importante patégeno em
criangas submetidas a transplante de medula éssea e imunocomprometidas, sendo
as caracteristicas estruturais do HAdV também importantes para o desenvolvimento
da doenca (RUSSELL, 2009).

E relevante destacar que um Unico sorotipo pode provocar diferentes

doencas clinicas, no entanto, mais de um tipo pode causar a mesma doenga clinica.
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Os HAdV 1 a 7 sdo os mais comuns em todo o mundo, sendo responsaveis pela
maioria dos casos de doengas relacionadas ao HAdV (JAWETZ, MELNICK,
ADELBERG, 2009).

O HAdV pode infectar uma grande variedade de tecidos, mas a sua
propensao para produzir doenga é normalmente bem definida. Em geral, os HAdV
infectam seus hospedeiros na conjuntiva ocular, mucosa respiratéria ou mucosa
digestiva (NEMEROW et al.,, 2009; RUSSELL, 2009). O periodo de incubagéo é
curto, variando de cinco a 10 dias (LEITE, 1994). Dados sobre a presenca e duragao
da viremia por HAdV em pacientes imunocompetentes ndo estdo disponiveis
(ABERLE et al., 2003). A maioria das infec¢des € subclinica. Os sorotipos 1, 2 e 5
podem persistir nas amigdalas durante anos, sem desencadear sintomas clinicos
(LEITE, 1994).

Os HAdV séao virus estaveis que podem ser recuperados de amostras
clinicas com relativa facilidade. O ANF (aspirado de nasofaringe), os raspados
nasais € o material de bidpsia ou necrdpsia, sdo amostras adequadas para seu
isolamento.

A deteccdo do virus pode ser considerada um sinal de infecgao recente e
esta frequentemente associada a doenca sintomatica. A infeccado por HAdV que
resulta em quadros respiratérios inicia-se no epitélio da faringe, porém, o processo
inflamatorio pode alcangar os bronquios, bronquiolos e parénquima pulmonar, cuja
resolucdo demora até quatro semanas (ANDREW, DAY, Mc GREGOR, 1998). A
infecgdo do epitélio da faringe leva para uma fase virémica (comego do curso da
doenca), antes do aparecimento dos sintomas. Esta fase pode persistir de dias a
anos. Nao se sabe ao certo por que alguns doentes adquirem o virus e permanecem
assintomaticos. O curso da doencga é autolimitado na quase totalidade dos casos.
Entretanto, a gravidade da doencga respiratoria pode variar de leve a grave, com
pneumonite e insuficiéncia respiratoria (HOWARD et al., 1999). Pneumonia ocorre
entre 10 e 20% dos casos. No inicio da doenca pode ser observada leucocitose com
leve predominio de polimorfonucleares. O HAdV sorotipo 7 €& reconhecido por
desencadear doenga grave em criangas e pode produzir sequelas pulmonares, tais
como bronquiectasias e hiperinsulflagdo pulmonar crénica bilateral. Pneumonia
grave por HAdV tem sido associada com imunossupressao, infecgao viral
concomitante ou desnutricdo grave recente (ANDREW, DAY, Mc GREGOR, 1998).
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Os HAdV que infectam predominantemente o trato respiratério superior
pertencem ao subgénero C. Este subgénero, juntamente com os subgéneros B e E,
que infectam o trato respiratorio inferior, evidenciam o amplo espectro clinico da
doenga, com quadros que variam de faringite leve a doenga respiratoria aguda
(HAYASHI, HOGG, 2007).

Rinorreia, sibilancia, vdomitos e diarreia, pneumonia, atelectasia e infiltrado
intersticial sdo significativamente mais frequentes nos recém-nascidos com infecgao
viral. Foi observado por Diniz et al., em 2005, que, embora a maioria das infeccoes
virais do trato respiratorio inferior tenha um curso favoravel, alguns pacientes
apresentam evolugdo grave com manifestagdes clinicas prolongadas, especialmente
quando existe infeccdo concomitante, por bactérias ou fungos.

E dificil distinguir clinicamente a infeccdo por HAdV de outras infeccdes
respiratérias virais ou bacterianas (LOPEZ-CAMPOS et al., 2007). Este fato indica
que sao necessarios métodos microbioldgicos e virologicos para detectar as
doencas respiratorias agudas causadas por HAdV e determinar os tipos envolvidos.
Meétodos de diagnostico rapido podem evitar tratamento inadequado com antibidticos
e monitorar o controle de transmissao do HAdV, especialmente no ambito hospitalar.
Portanto, o diagnostico laboratorial eficiente de doengas infecciosas causadas por
HAdV se mostra cada vez mais importante para a condugao clinica e saude publica
(GRONDAHL et al., 1999).

Segundo Piedra (2005), os HAdV mais comuns da infancia séo os tipos 1, 2,
3,4, 5, 6e7,o0s quais também infectam cerca de 85% dos idosos e lactentes. Em
criangas com idade inferior a seis meses a frequéncia destes tipos € menor. Dados
sugerem que os anticorpos para HAdV, sorotipo especificos, adquiridos em fase
intrauterina por via transplacentaria protegem o recém-nascido. A infec¢ao sistémica
por HAdV deve ser considerada quando ha quadro de pneumonia, hepatite,
sintomas neurologicos e coagulopatia intravascular disseminada, bem como o
desenvolvimento de trombocitopenia, cujas culturas bacterianas sdo negativas. E
possivel a transmissdo horizontal da mae ou por contato de outras pessoas logo
apo6s o nascimento, mas também pode ocorrer transmissdo vertical (RIEGER-
FACKELDEY, AUMEIER, GENKEL-BOROVICZENY, 2000).

Sao descritas sequelas de dano pulmonar residual importante como
bronquiectasia e bronquiolite obliterante (BECROFT, 1979) decorrentes da infecgao

por HAdV. Alguns tipos podem causar também uma sindrome clinica tipo pertussis
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que nao pode ser diferenciada daquela de etiologia bacteriana, salvo mediante a
deteccao do agente viral ou bacteriano (HIERHOLZER, 1989).

Frequentemente, na pratica pediatrica, ha dificuldade de discriminar quadros
de infecgbes de vias aéreas inferiores de crises asmaticas. Por outro lado, ndo é
incomum que os quadros infecciosos de vias aéreas alta ou baixa, especialmente os
virais, sejam responsaveis por exacerbacdes de asma (ALDOUS et al., 1996).

Dessa forma, observa-se na literatura uma variedade de expressdes na
definicdo das condi¢cdes respiratérias agudas em lactentes. Expressdes como
“‘doenca respiratéria baixa”, (ALDOUS et al., 1996) “doenca do trato respiratorio
inferior”, “doenga respiratéria baixa sibilante” ou “doenga respiratdria aguda baixa”
(PRIETSCH et al., 2002) sao vistas com certa frequéncia. Essas expressdes
também denotam a dificuldade de separar a asma de outras condigcdes respiratorias
agudas, incluindo quadros infecciosos, que cursam nesse grupo etario com sibilancia
(MACEDO et al., 2007).

Criancas devem receber assisténcia respiratéria mecéanica quando
apresentarem hipoxemia grave, apneia ou fadiga, resultante de prolongada
insuficiéncia respiratdria. Podem ocorrer atelectasias persistentes, anormalidades na
funcdo pulmonar, bronquiectasia, bronquiolite obliterante em infeccdo pulmonar
cronica por HAdV (MISTCHENKO et al., 1994).

Altos niveis séricos de Interleucina 6 (IL-6) foram associadas com picos de
hipertermia (até 39°C), episddios de obstrugao brdnquica, sibilos, insuficiéncia
respiratoria, alteracdo na perfusao periférica e edema, quer generalizado ou limitado
as palpebras. Hepatomegalia também foi encontrada, bem como manifestagbes
neurologicas tais como convulsées e estado epiléptico. Porém, hipotermia ou
instabilidade térmica, angustia respiratoria, sindrome de Reye e (ou) choque séptico
foram encontrados em pacientes nos quais a IL-8 e Fator de Necrose Tumoral (TNF-
a) apresentavam niveis elevados. Além disso, niveis elevados dessas citocinas
correlacionam-se com muitas das caracteristicas clinicas que fazem a doenca
causada por HAdV dificil de ser distinguida de uma infec¢gdo bacteriana invasora
(MISTCHENKO et al., 1994).

A maioria dos pacientes tem uma evolugao favoravel, com melhora lenta da
funcdo pulmonar e da necessidade de oxigénio suplementar. Alguns pacientes
evoluem com piora progressiva da hipoxemia e retencdo de CO2, levando a
hipertensao pulmonar e cor pulmonale (TEPER, FISCHER, JONES, 2002).
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Em geral, os sintomas observados na infecgao por HAdV sao dependentes
do sorotipo infectante, 6rgao(s) alvo afetado(s) e a agressividade esta inversamente
relacionada com o estado imune do hospedeiro (BERNAOLA, LUQUE, 2002).

O comprometimento ocular leve pode fazer parte das sindromes
faringorespiratorias causadas por HAdV e esta associada aos tipos 3 e 7. A
recuperacgao da conjuntivite € completa, sem deixar sequelas. Porém pode ocorrer a
ceratoconjuntivite, que é uma doenga mais grave e ocorre principalmente em adultos
sendo altamente contagiosa. E causada geralmente pelos tipos 8, 19 e 37 (JAWETZ,
MELNICK, ADELBERG, 2009).

Os HAdV sao agentes muito estaveis, isso facilita a disseminagao hospitalar
pela secrecao das vias respiratorias, via fecal-oral, gotas, superficies contaminadas,

maos contaminadas, equipamentos ou solugdes oftalmoldgicas (PIEDRA, 2005).

2.4.1 Fatores de Risco

Varios fatores de risco contribuem para a incidéncia e (ou) gravidade das
pneumonias em criangas como prematuridade, desnutricdo, baixo nivel
socioeconémico (BOHLAND, JORGE, 1999; POST et al., 1992), tabagismo passivo
(BOHLAND, JORGE, 1999; PRIETSCH et al., 2002), frequéncia a creches
(condi¢cbes ambientais inadequadas), incluindo aglomeragéo familiar (PRIETSCH et
al., 2002), condigbes precarias de higiene, poluicdo do ar (SUARA, GLEZEN, 1995)
e auséncia de aleitamento materno (BERMAN, 1991). Doengas de base,
especialmente aquelas que afetam os sistemas cardiopulmonar, imunolégico ou
neuromuscular também aumentam o risco para desenvolvimento de quadros mais
graves (BOHLAND, JORGE, 1999). Em algumas situag¢des € dificil distinguir as
condigbes respiratérias agudas entre lactentes.

As epidemias de pneumonia viral seguem padrdes sazonais previsiveis que
podem facilitar estudos epidemiolégicos e adequada intervencdo. As epidemias
ocorrem mais frequentemente durante o tempo do ano que apresenta baixa
temperatura, umidade iminente ou chuva (SUARA, GLEZEN, 1995).

A poluicdo do ar surge como um importante fator de risco para IRA. Em
muitos paises em desenvolvimento, além de um aumento da quantidade de fumacga
do tabaco, muitas casas contém altos niveis de combustdo de biocombustiveis, tais

como madeira, para cozimento ou aquecimento, normalmente sem chaminé e (ou)
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com pouca ventilagdo. Estes apresentam efeitos toxicos ndo carcinogénicos. Em
suma, o fumo e o biocombustivel sdo provaveis fatores de IRA (PANDEY et al,,
1989).

A prematuridade esta também associada com um risco aumentado de asma.
Estes resultados sao consistentes em alguns (JAAKKOLA et al., 2006), embora nao
em todos (YUAN et al., 2002) os estudos anteriores. A associacdo da asma com a
prematuridade tem sido explicada pelo fato de que a prematuridade provoca redugéo
do crescimento do pulm&o e do calibre das vias aéreas, e isto pode aumentar o risco
de sintomas respiratérios durante infeccbdes e, por sua vez, aumentar a ocorréncia
da asma (JAAKKOLA et al.,, 2006). A prematuridade pode, portanto, predispor a
crianca as infecgbes das vias respiratorias, o que reforcaria ainda mais esta
associagao. No entanto, o cuidado deve ser tomado ao se interpretar os resultados,
pois € mais dificil distinguir a asma da doenga pulmonar crénica da infancia causada
por prematuridade (METSALA et al., 2008).

Nao existem medicamentos antivirais para combater o adenovirus; o

tratamento é sintomatico.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal realizado no Laboratério de Virologia da
Unidade de Apoio Diagnostico (UAD) do Servigo de Analises Clinicas do HC
(Hospital de Clinicas), com amostras armazenadas de ANF de pacientes
hospitalizados no HC-UFPR com infecgao respiratéria aguda durante os anos de
1996 a 2008.

Os dados clinicos foram obtidos dos prontuarios médicos. Os Formularios de
Coleta de dados clinicos, laboratoriais e diagnostico das criangas infectadas por
HAdV estao apresentados nos Apéndices | e Il.

Este trabalho laboratorial foi realizado no periodo de outubro de 2007 a

marcgo de 2011.

3.2 CASUISTICA

O desenvolvimento do trabalho de diagnéstico laboratorial foi realizado em
duas etapas, representadas no fluxograma a seguir:
- Primeira etapa: foram analisadas amostras dos anos de 1996 a 2007,
- Segunda etapa: foram analisadas amostras do ano de 2008.
A Figura 6 apresenta a obtencdo das 33 amostras que constituiram a

casuistica deste estudo.



Anos
1996 a 2007

110 amostras positivas
para HAdV de ANF por
IFl armazenadas a -80°C

|

Amostras inoculadas em Cultura
de Células

Resultando 30 amostras de
isolados clinicos de HAdV

Ano
2008

381 amostras para
pesquisa de HAdV com
entrada no Setor de
Virologia

|

PCR: Positiva para 38 amostras;

IFl: Positiva para 10 amostras;
Indeterminadas para 2 amostras.

46 amostras inoculadas em CC

Resultando 11 amostras de
isolados clinicos de HAdV.

OBTENCAO DE #1
amostras positivas
para HAdV em CC

~ *
Exclusdo de 8 amostras

Trabalho realizado com
33 amostras positivas
para HAdV
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FIGURA 6 — FLUXOGRAMA: MODO DE OBTENGAO DAS 33 AMOSTRAS DE HAdV ANALISADAS

NESTE ESTUDO

NOTA: HAdV (Adenovirus humano); ANF (Aspirado de Nasofaringe); IFI (Imunofluorescéncia

Indireta); CC (Cultivo Celular)

* Exclusdo: As amostras excluidas foram as da fase retrospectiva, pois, na nested PCR, essas oito
amostras ndo amplificaram ou apresentaram um resultado totalmente diferente do esperado, pois ha
possibilidade de ocorrer incorporagao erronea de bases durante a replicagao.
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3.2.1 Critérios de Inclusao

Foram incluidas amostras de ANF armazenadas pelo Setor de Virologia,
com resultado positivo para antigeno de HAdV, coletadas de pacientes com idade
inferior a 15 anos, provenientes de unidades pediatricas do HC-UFPR, durante os
anos de 1996 a 2008.

3.2.2 Critérios de Exclusao

Amostras com isolamento de HAdV prejudicado por contaminagao
bacteriana ou toxicidade as células do cultivo celular, amostras que nao amplificaram

ou apresentaram resultado diferente do esperado pela nested PCR.

3.2.3 Amostras dos anos de 1996 a 2007

Primeira amostragem para este trabalho: ANF triadas por IFI.
Estavam armazenadas 110 amostras de ANF com resultado positivo por IFI
para antigeno de HAdV, as quais foram inoculadas em cultura de células HEp-2. Foi

obtido o isolamento do HAdV em 30 amostras.

3.2.4 Amostras do ano de 2008

Segunda amostragem para este trabalho: ANF de 381 amostras que deram
entrada no Setor de Virologia para pesquisa de virus respiratorios. Essas amostras
foram analisadas inicialmente por IFI, cujo resultado foi positvo em 10 e
indeterminado em duas amostras.

Todas as 381 amostras foram entao triadas pelo método de nested PCR. A
extragdo do material genético foi realizada com o método de Tiocianato de
Guanidina e precipitagdo com isopropanol. Das amostras processadas pela PCR, 38
foram positivas para HAdV. Um total de 46 amostras positivas por PCR e (ou)
indeterminadas ou positivas para o antigeno de HAdV foram inoculadas em cultura
de células HEp-2 , sendo o HAdV isolado em 11 casos.

Assim, foi obtido o isolamento do HAdV em 30 amostras (dos anos de 1996

a 2007) e em 11 amostras (do ano de 2008) perfazendo um total de 41 amostras,
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das quais oito foram excluidas (dos anos de 1996 a 2007). A exclusao dessas
amostras ocorreu devido ao fato da nested PCR nao amplificar estas amostras ou as
mesmas apresentarem um resultado totalmente diferente do esperado, pois ha
possibilidade de ocorrer incorporagao erronea de bases durante a replicagao.
Restaram 33 amostras nas quais foi possivel realizar o sequenciamento e a

analise filogenética.

3.3 METODO

A coleta das amostras de ANF dos pacientes hospitalizados no HC-UFPR foi
realizada no momento da internagao para o tratamento da IRA. O processo de coleta
de ANF encontra-se no Anexo I.

O setor de virologia do HC-UFPR analisa anualmente aproximadamente 300
amostras coletadas de pacientes hospitalizados nas unidades de pediatria para a
pesquisa de virus respiratorios, pelo método de IFI. O ANF é transportado em meio
de transporte viral (Tampao Fosfato Triptose com gelatina 0,5%, pH = 7,2) sob
refrigeracdo. As amostras sdo imediatamente processadas. Primeiro sé&o
centrifugadas a 700 rpm por 10 a 15 minutos a 4°C. O sobrenadante é separado em
duas aliquotas: uma para ser usada para isolamento em cultura de células, a qual é
tratada com antibidtico (penicilina e estreptomicina 1%) e antifungico (anfotericina B
1mg/mL) e outra para testes de biologia molecular (PCR). Ambas as aliquotas sao
armazenadas em freezer a -80°C até o seu processamento. As células do
sedimento, obtidas apds a centrifugacéo, sao lavadas com tampao fosfato (PBS, pH
= 7,2) e depositadas em laminas de vidro, fixadas em acetona a 4°C por 10 minutos
e analisadas por meio do ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFl) para sete virus:
virus sincicial respiratorio (RSV), virus influenza A (FLUA) e influenza B (FLUB),
Adenovirus humano (HAdV), virus do grupo parainfluenza (PIV1, PIV2 e PIV3)
utilizando o kit CHEMICON International Inc (Temecula, CA), de acordo com as
orientagdes do fabricante. O anticorpo monoclonal, utilizado para a reagéo para

pesquisa do adenovirus, era contra a proteina hexon do virus.
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3.3.1 Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

Esta técnica foi executada com as células de cultura que apresentaram ECP,

para confirmacao do isolamento.

3.3.1.1 IFl realizada diretamente da amostra de ANF

Para técnica de IFI realizada diretamente da amostra de ANF, é necessario
processar a amostra clinica e em seguida transferir 20 yL do material em cada spot;
deixar secar a amostra sob a lamina em temperatura ambiente, em seguida,
demarcar os spots e armazenar a lamina em freezer, para proceder a pesquisa do
antigeno viral no proximo dia. A técnica descrita encontra-se no item 3.3.1.2

O resultado do ANF por imunofluorescéncia indireta é liberado em um

periodo de 48 horas apds a entrada do material no setor da virologia.

3.3.1.2 IFI realizada da amostra inoculada em células de cultura (HEp-2)

Para o preparo das laminas para pesquisa do antigeno viral, a monocamada
que apresentou ECP teve suas células raspadas com pipeta pasteur para solta-las
dos tubos, os quais foram centrifugados a 230g por 10 minutos, o sedimento foi
suspenso em meio de cultura, e as células foram fixadas em laminas de vidro
previamente demarcadas contendo 10 orificios de pequeno diametro. Apds a
secagem do material na lamina, processou-se a fixagdo com acetona PA a 4°C por
10 minutos. A lamina contendo as células ja fixadas foi incubada por 30 minutos, a
37°C em camara umida com anticorpo monoclonal anti-AdV produzido em
camundongo (Screnn Light Diagnostics®, Chemicon Inc.)

A lamina foi lavada por trés vezes consecutivas com PBS 0,01 M (Na2HPOy;
NaH2P04.1xH20; NaCl), pH = 7,2 e posterior secagem a temperatura ambiente. A
ldamina foi incubada por 30 minutos a 37°C em camara umida, desta vez com
anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado com isotiocianato de fluoresceina
(FITC), produzido em cabra (Screnn Light Diagnostics® Chemicon Inc.). Em seguida,
a lamina foi rinsada com agua destilada. Posteriormente a secagem em temperatura
ambiente, a lamina foi montada com glicerol tamponado e laminula. A analise da

lamina foi efetuada no microscopio de epi-iluminagcdo com lampada de halogénio
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para visualizacdo das imagens tipicas de células infectadas por HAdV em aumento
de 40X, como pode ser visualizado na Figura 7.

Todas as amostras clinicas foram lidas por dois observadores. Amostras
com resultados indeterminados, quando impossivel definir a presenga ou auséncia
de imagens fluorescentes, eram repetidas com anticorpos monoclonais para HAdV e
também para outros virus que causam ECP em HEp-2, como o RSV e enterovirus
(ANDERSON et al., 1985).

(A) (B)

FIGURA 7 - LAMINAS ANALISADAS EM MICROSCOPIO DE EPIFLUORESCENCIA

NOTA: (A) Reagente para Adenovirus, caracterizado por pontos verde-maca (Aumento 40x) e
(B) Nao Reagente para Adenovirus (Aumento 100x)

FONTE: O autor (2011)

3.3.2 Isolamento em Cultivo Celular

Resumidamente, as amostras de ANF foram inoculadas em cultura de
células HEp-2 e, quando apresentavam efeito citopatico, foram analisadas por IFl, e
0s sobrenadantes de cultura, juntamente com as células raspadas dos tubos de
cultivo, foram armazenados a -80°C até a realizacdo da PCR para a identificacdo de
subgéneros e tipos. A PCR somente foi realizada em caso de presenga de ECP e/ou
IFIl reagente.

Evitaram-se sucessivos descongelamentos das amostras clinicas de ANF
com vistas a preservar a sensibilidade da técnica de isolamento do HAdV em cultivo

celular.
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Descricao da técnica:

Tubos contendo monocamadas de células HEp-2 (célula de carcinoma
epidermoide de laringe humana) foram inoculados com 200 uL de amostras tratadas
com antibidticos e antifungicos. O in6culo foi adsorvido a monocamada durante
incubacado por uma hora a 37°C. As células foram mantidas em meio de cultura
(Meio Minimo Essencial Gibco - Sigma®), suplementado com 2% de soro bovino
fetal, conforme descrito por Mirazo et al. (2005). Os tubos foram monitorados para
detectar o ECP. A cada segundo dia pds-inoculagdo, 1 mL do meio que recobria a
monocamada era descartado e o mesmo volume de meio fresco era acrescentado,
para manutencao das células da monocamada. As células foram examinadas em
microscopio invertido binocular durante cinco dias da semana por um periodo de até
um més, a fim de verificar a presenca de ECP. A destruicdo da monocamada celular,
ocorrida durante o cultivo do virus, da-se devido a multiplicagao viral, e € chamada
de efeito citopatico (ECP) (TORTORA, FUNKE, CASE, 2005). Para o HAdV, as
células infectadas apresentam-se grandes, arredondadas e, as vezes, reunidas em
‘cachos”, com alteracbes nucleares, como ilustrado na Figura 8. Ao observar
alteracbes ocorridas nas células da monocamada, estas foram raspadas e testadas
para antigeno HAdV pela técnica de imunofluorescéncia com um anticorpo
monoclonal especifico. Foram retirados 500 uL do sobrenadante da cultura celular,
armazenados a -80°C, para posterior identificagcdo do subgénero de HAdV. Os tubos
que nao apresentaram ECP foram descartados como negativos apds o periodo de
30 dias.

Células Controle HEp-2 Células HEp-2 + HAdV

FIGURA 8 - EFEITO CITOPATICO PRODUZIDO PELO ADENOVIRUS EM CELULAS HEp-2
FONTE: ROMERO, http://www.hc.ufmg.br/ccih/simposio/ (acesso em 2009)
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O Protocolo de material utilizado para cultura encontra-se no Apéndice V.

3.3.3 Nested PCR para Deteccédo do Gene Hexon

3.3.3.1 Extragcdo do DNA viral

O DNA total foi extraido de 200 uL de amostra de ANF utilizando o método
do tiocianato de guanidina, conforme descrito por Casas et al. (1995) (Apéndice III).

Em um microtubo de 1,5 mL foram acrescentados 200 uL de amostra de
ANF que foi aliquotada para a reacdo de nested PCR. Adicionaram-se 200 pyL do
tampao de lise (tiocianato de guanidina 4 M, citrato de sédio 25 mM, pH 7,0, DTT 1
mM, sarkosyl 0,5% e glicogénio 1 pg/uL). Incubagéo por 10 minutos a temperatura
ambiente, para lise celular. Posteriormente foram adicionados 250 uL de isopropanol
frio, conservado a -20°C, para precipitacdo do material genético. Apds centrifugacao
a 13.000 - 14.000 rpm durante 10 minutos a 4°C, o sobrenandante foi descartado e
acrescentado 500 pyL de etanol 70% frio, conservado a -20°C, para lavagem do
sedimento. Apos nova centrifugagdo a 13.000 — 14.000 rpm durante 10 minutos a
4°C, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento, contendo o DNA extraido, foi
ressuspenso em 225 uL de agua livre de nucleases. O material genético foi

conservado a -80°C até realizagao da PCR.

3.3.3.2 Reagao em cadeia da polimerase (Nested PCR)

O método utilizado foi a nested PCR, seguindo o protocolo de Avellén et al.
(2001), empregando dois conjuntos de iniciadores, sendo o segundo conjunto de
iniciadores especifico para uma regido interna a amplificada pelo primeiro conjunto.
Os iniciadores (Quadro 4) foram desenhados tendo como alvo a regido codificadora
da proteina hexon do genoma do HAdV, de acordo com as sequéncias disponiveis
em bases de dados gendmicos (GenBank). Os dados demonstram que estes
oligonucleotideos amplificam uma parte altamente conservada dos HAdV. O DNA
obtido foi amplificado para detectar uma regido do gene hexon do capsideo (as
posi¢cdes dos nucleotideos, estdo no Quadro 4 e foram baseadas na sequéncia

Human AdV C complete genome - NCBI Reference Sequence: NC_001405.1, com
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35.937 pb de DNA linear) para obtengdo de banda de 168 pares de base (pb). Para
tanto, 2,5 UL do DNA extraido foram amplificados utilizando-se 1 UL de cada um dos

iniciadores.

QUADRO 4 — OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES UTILIZADOS NA NESTED-PCR

ETAPAS DE PCR INICIADORES SEQUENCIA
UTILIZADOS
Primeira PCR ADHEX1Foward 5AACACCTAC/TGAG/CTACATGAAC3

20380-20400 nucleotideos

ADHEX2Reverse 5T/IGATGGGGTAA/GAGCATGTT 3’
20632-20652 nucleotideos

Segunda PCR ADHEX2Foward 5'CCCA/CTTT/CAACCACCACCGY
20485-20503 nucleotideos

ADHEX1Reverse 5ACATCCTTG/C/TCG/TGAAGTTCCA 3’
20836-20854 nucleotideos

FONTE: AVELLON et al. (2001)
NOTA: Cddigo de Identificagdo: Y=C,T; S=G,C; K=G,T; R=A,G; M=AC;B=G, T, C.

Para a primeira reacao, foi utilizada uma solugdo de reacdo de 25uL
contendo tampao de 10x, 1,5 mM de MgClz (INVITROGEN, Life Technologies®,
Carlsbad, CA), 0,2 mM de deoxinucleotideos (dNTPs) (Boehringer Mannheim,
Alemanha), 1 uL de cada oligonucleotideo iniciador (ADHEX 1F e ADHEX 2R) e 0,25
uL de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Life Techonologies®). Estas amostras
passaram por 30 ciclos de amplificagdo realizadas no termociclador. Cada ciclo
constituiu de desnaturagdo por 60 segundos em 94°C, anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores por 60 segundos a 50°C e extensao por 60 segundos a
72°C. No primeiro ciclo, a etapa de desnaturagao foi de dois minutos a 94°C seguida
de uma extenséo final por 6 minutos a 72°C.

Para a nested PCR, 1 uL do produto da primeira amplificagdo foi adicionado
a 24 uL de uma nova mistura de reacao similar a primeira amplificacdo, porém com
os oligonucleotideos iniciadores internos (ADHEX 2F e ADHEX 1R), sendo utilizadas
as mesmas condi¢cdes de ciclagem anterior. Este protocolo do nested PCR para o

HAdV esta apresentado no Apéndice IV.
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3.3.3.3 Deteccao do Produto Amplificado

Os produtos das amplificagdes foram submetidos a uma eletroforese em gel
de agarose a 1,0% (Sigma Chemical®) em tampao de corrida TBE 1X (Tris-borato
0,09 M e EDTA 0,002 M) (Gibco BRL®), pH 8,0, corada com brometo de etidio
(Sigma Chemical) e visualizados sob luz ultravioleta. Foram consideradas negativas
as amostras que ndo apresentaram banda no gel e positivas, aquelas que
apresentaram uma banda de aproximadamente 168 pb. Foi utilizado na corrida
eletroforética, juntamente com as amostras, controles positivo e negativo, um
marcador de peso molecular (DNA Molecular Weight Marker V, 100 a 12.000 pb, 22
fragmentos, 250 U/ml — 1Kb Plus DNA Ladder - Amersham Pharmacia Biotech®). A

corrida foi desenvolvida a 100 V/cm, por aproximadamente 75 minutos.

3.3.3.4 Controles positivo e negativo para a realizagdo do método da PCR

Cada rotina de extracdo, amplificagcdo por nested PCR e deteccao das
amostras de ANF foi analisada juntamente com um controle positivo para HAdV e
um controle negativo (agua). Os controles foram processados igualmente as

amostras.

3.3.4 |dentificacdo de Subgéneros dos HAdV por PCR

Para a realizacdo da PCR para a identificagdo dos subgéneros de HAdV foi
utilizado um par de oligonucleotideos iniciadores cujas sequéncias estdo situadas
imediatamente acima e abaixo da regido VA-RNA gene dos HAdV. Foward primer
VA3a (5- CGG T[G/C]A GGC G[T/C]G CGC AGT C -3°) e reverse primer VA6 (5'-
CGC AGC ACI[C/GITIA] GGA TGC ATC T -3°). Estes oligonucleotideos permitem a
deteccdo de muitos HAdV, mas nao os do subgénero F, para o qual foi utilizado o
foward primer denominado VA3b (5- CGG TAA GAC GGG CGC AAT C -3°) descrito
por Kidd et al. (1996). Os dados demonstram que esses oligonucleotideos
amplificam uma parte altamente conservada dos HAdV, portanto, detectam todos os
diferentes subgéneros descritos.

Para tanto, 0,5 pyL do DNA extraido foram amplificados. Foi utilizada uma
mistura de reagdo de 25 pyL contendo tampdo de 10X, 1,5 mM de MgCl2
(INVITROGEN, Life Technologies®, Carlsbad, CA), 0,2 mM de deoxinucleotideos
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(dNTPs) (Boehringer Mannheim, Alemanha), 1 uL dos oligonucleotideos iniciadores
(VA3a + VA3b) e 1 uL do oligonucleotideo iniciador (VA6) e 0,25 yL de Taq DNA
polimerase (Invitrogen, Life Techonologies®). As misturas passaram por 35 ciclos de
amplificagdo realizadas em um termociclador. Cada ciclo constituiu de desnaturagéo
por 60 segundos em 94°C, anelamento dos oligonucleotideos iniciadores por 60
segundos a 45°C e extensao por trés minutos a 72°C. No primeiro ciclo, a etapa de
desnaturagao foi de 60 segundos a 94°C seguida de uma extensao final por 8
minutos a 72°C. Técnica baseada na publicacido de Kidd et al., 1996.

O protocolo para a identificagdo de subgéneros dos HAdV esta apresentado

no Apéndice VI.

3.3.4.1 Deteccao do produto amplificado

Os produtos das amplificagdes foram submetidos a uma eletroforese em gel
de agarose a 1,0% (Sigma Chemical®) em tampao de corrida TBE 1X (Tris-borato
0,09 M e EDTA 0,002 M) pH = 8,0 (Gibco BRL®), corado com brometo de etidio
(Sigma Chemical®) e visualizados sob luz ultravioleta (UV).

Foram consideradas negativas as amostras que ndo apresentaram banda no
gel, e positivas aquelas que apresentaram produto esperado: 240 a 290 pb
(Subgénero A, B:2 e F) e 400 a 520 pb (Subgénero B:1, C, D e E), de acordo com
Kidd et al. (1996). Foi utilizado na corrida eletroforética, juntamente com as
amostras, controle positivo e negativo da reacdo e um marcador de peso molecular
(1 Kb Plus DNA Ladder Marker V, 100 a 12.000 pb, 22 fragmentos, 250 U/ml,
Amersham Pharmacia Biotech®). A corrida eletroforética se desenvolveu a 100 V,

por aproximadamente 75 minutos.

3.3.4.2 Determinagao dos subgéneros por restricdo enzimatica

Para a determinagao dos subgéneros de HAdV a partir dos produtos da PCR
para o gene VA-RNA, foi realizado digestdo com enzimas de restricdo, e o resultado
foi comparado com os padrdes de digestdo descritos por Kidd et al. (1996).

Foi utilizado 0,5 yuL de cada uma das seguintes endonucleases de restricado:
Ava I, BstB | e Taqa | (Boehringer Mannheim Biochemicals®, Quebec, Canadd) e 5
ML do produto amplificado. O produto da PCR com 240 a 290 pb foi incubado com
0,5 uL de Ava I por 1 hora a 37°C e ap6s acrescentado 0,5 uL de BstB | e incubado
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por 1 hora a 65°C. O produto de PCR que evidenciou bandas com 400 a 520 pb foi
incubado com 0,5 pL de Taqa I por 1 hora e 30 minutos a 65°C, como mostra a
Figura 9. Apds, as amostras devidamente digeridas foram adicionadas ao gel de
agarose a 1,0%. A corrida se desenvolveu a 100V por 1 hora em tampé&o Tris-fosfato
(pH = 7,5). As bandas de DNA foram coradas com brometo de etidio e o gel foi
visualizado em luz UV. A classificacdo dos HAdV foi feita pela analise dos
fragmentos gerados pelas enzimas de restrigdo (Quadro 5), caracteristicos para
cada subgénero, com a utilizagcdo do software E-capt version 12.7 for Windows
2004-2005.

DIGESTAO ENZIMATICA DO PRODUTO DE PCR — GENE VA-RNA
Produto PCR
VA3a + VA3b e VA6

5l
240 - 290 pb 400 — 520 pb
Ava |l /BstB | Taqa
0,5l + 0,5 pl 0,5 pl
2 bandas = B:2 Perfis individuais
Bandas co-migrantes = A distinguem o subgénero
Nao digestdo = F E, D, C, B

FIGURA 9 - DETERMINACAO DOS SUBGENEROS DE HAdV UTILIZANDO ENZIMAS DE
RESTRICAO
FONTE: Adaptado de KIDD et al. (1996)

QUADRO 5 — ENZIMAS DE RESTRICAO E SiTIOS DE CORTE

ENZIMA SEQUENCIA SITIO DE CORTE OVERHANG

Ava | CYCGRG C/lY CGRG 5 -YCGR
GRGCY/C

BstB | TTCGAA T T/ICGAA 5 -CG
AAGC/TT

Taqa | TCGA T/C G A 5-CG
AGC/T

FONTE: New England BioLabs — (acesso em 2009)
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O trabalho de Kidd et al. (1996) utilizado como parametro para a
identificacdo dos subgéneros de HAdV, com enzimas de restricdo, especifica o
marcador de peso molecular utilizado (Marcador VIII — Boehringer®), porém nao
indica nos géis a linha com o marcador com seus devidos pesos moleculares, como

mostram as Figuras 10, 11 e 12, retiradas do trabalho desses autores.
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FIGURA 10 - DIAGRAMA REPRESENTANDO TODOS OS PRODUTOS DO GENE VA-RNA
DIGERIDOS COM A Taqa /

NOTA: (P) — Desenho esquematico dos subgéneros C, B:1, D e E. Produtos da PCR do gene VA-
RNA digeridos com a endonuclease Taqa | e (*) - representagédo do genoma do HAdV sorotipo 7
fragmentado pela Taqa /

FONTE: KIDD et al. (1996)

M AB2Z F AB2 F M
treated SfuliAval

FIGURA 11 - PRODUTOS DA DIGESTAO DO GENE VA-RNA DO HAdV INDICANDO O
SUBGENEROS A, B:2e F

NOTA: Coluna M: Marcador de peso molecular (1, 114, 900, 692, 501, 489, 404, 320, 242, 190, 147,
124, 110, 67 e 37 pb)

FONTE : KIDD et al. (1996)



46

- T

=
S 00 nadm OWS

FIGURA 12 - PRODUTOS DA DIGESTAO DO GENE VA-RNA DO HAdV INDICANDO O
SUBGENEROS B:1,C,DeE

NOTA: Coluna M: Marcador de peso molecular (1, 114, 900, 692, 501, 489, 404, 320, 242, 190, 147,
124, 110, 67 e 37 pb)

FONTE: KIDD et al. (1996)

3.3.4.3 Determinacéo dos subgéneros por sequenciamento genético

Para a determinacdo dos subgéneros de HAdV por sequenciamento
genético, o produto obtido pela PCR foi purificado utilizando o kit Pure Link™ Quick
gel Extraction kit (INVITROGEN, Life Technologies®, Carlsbad, CA), de acordo com
as informacbées do fabricante (Anexo Il), e quantificado no espectrofotémetro
NanoDrop® ND-1000 e uma concentragdo final de 5 a 10 ng de DNA foi utilizada
para o sequenciamento genético do gene VA-RNA. Ambas as fitas foram
sequenciadas com os iniciadores (VA3a e VAG) utilizados na reagcéo de PCR para
subgénero. O material purificado foi enviado para a Macrogen, empresa Coreana de

Biotecnologia, a qual presta servigo de assisténcia para sequenciamento de DNA.

3.3.4.4 Obtengao de sequéncias e analises filogenéticas

As amostras obtidas da PCR foram submetidas a reacdes de
sequenciamento parcial para o gene VA-RNA utilizando BigDye Terminator (Applied
Biosystems®, Foster City, California) para ambas as fitas do DNA (3' e 5),
empregando os mesmos iniciadores utilizados na reagdo de PCR. Os produtos
destas reacdes foram purificados e submetidos a leitura em um sequenciador

ABI3730XL. As leituras das fitas 3’ e 5’ de cada amostra foram utilizadas para obter
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sequéncia de consenso entre as fitas utilizando o softwared de analise desenvolvido
por Staden (1996). Para doze amostras nao foi possivel obter leituras de ambas as
fitas, sendo que nesses casos apenas uma fita foi utilizada para as demais analises.
As sequéncias obtidas foram depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Adicionalmente, foram obtidas no GenBank outras 14
sequéncias representando diversos sorotipos de HAdV e duas de SAdV ja
previamente estabelecidos. O Quadro 6 indica todas as sequéncias utilizadas e seus

respectivos numeros de acesso no GenBank.

QUADRO 6 - SEQUENCIAS REFERENCIA UTILIZADAS E SEUS RESPECTIVOS NUMEROS DE
ACESSO NO GENBANK

Amostra Numero de acesso no GenBank
HAdV sorotipo 2 J01917
HAdV sorotipo 3 DQ086466
HAdV sorotipo 4 AY594253
HAdV sorotipo 5 M73260
HAdV sorotipo 7 AY601634
HAdV sorotipo 9 AJ854486
HAdV sorotipo 11 AY163756
HAdV sorotipo 12 X73487
HAdV sorotipo 17 AF108105
HAdV sorotipo 21 AY601633
HAdV sorotipo 35 AC000019
HAdV sorotipo 40 L19443
SAdV sorotipo 21 AR101858
SAdV sorotipo 25 AR101859

FONTE: O autor (2011)

As sequéncias foram alinhadas utilizando o programa Mafft (KATOH et al.,
2002). O alinhamento obtido foi inspecionado e manualmente editado no programa
BioEdit (HALL, 1999) para todas as sequéncias. O alinhamento foi analisado no
programa jModelTest utilizando o Critério de Informacao Bayesiano, uma vez que foi
demonstrado que esse tem um desempenho melhor que outros comumente usados
(LUO et al., 2010). As analises consideraram trés esquemas de substituicao de DNA.
Estatisticas descritivas do alinhamento e valores de similaridade genética foram
calculadas usando o programa MEGA 5.05 (TAMURA et al., 2011).

3.3.4.5 Alinhamento e escolha de modelo de evolugdo de DNA
Foram realizadas analises filogenéticas por diferentes métodos, porém, para

fins comparativos, todas as analises foram realizadas em um computador Intel Core
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2 Quad Q6600 (2.4 GHz) com 4 Gb de memodria RAM, utilizando o Windows XP
SP2®,

As analises por maxima verossimilhanga foram realizadas no programa
GARLI 1.0 Multithread (disponivel em http://garli.googlecode.com). Foi realizada uma
busca pela melhor arvore com dez réplicas, com os parametros do modelo sendo
estimados pelo programa a cada 100 geragdes, para melhorar a estimativa da
arvore. A arvore com melhor topologia (padrdo de ramificagéo) foi escolhida pelo
maior valor de verossimilhnanga. O suporte dos ramos foi estimado com o mesmo
programa, utilizando 1.000 réplicas ndo paramétricas de bootstrap. Os resultados
dessas analises foram sumarizados em uma arvore de consenso utilizando o
software Python SumTrees (plota os valores de suporte na arvore de consenso)
(SUKUMARAN, HOLDER, 2010).

Foram realizadas analises por inferéncia Bayesiana no programa Beast 1.6.1
(DRUMMOND, RAMBAUT, 2007), sendo realizadas trés réplicas com duragao de
2.000.000 geracbes, amostradas a cada 1.000 geracgdes. As réplicas foram
avaliadas quanto a convergéncia das cadeias de Markov-Monte Carlo, utilizando o
programa Tracer 1.5 (RAMBAUT, DRUMMOND, 2009), o qual também foi utilizado
para calcular os valores dos Fatores de Bayes (Bayes Factors) entre as cadeias
utilizando 1.000 réplicas de bootstrap. Os Fatores de Bayes foram calculados como
a estimativa da verossimilnanga marginal segundo o método de Newton e Raftery
(1994), com as modificagbes propostas por Suchard et al. (2001). Para interpretagcao
dos resultados foram utilizados como guia os valores propostos por Kass e Raftery
(1995) para interpretagéao dos valores de log1o(B1o).

Foram descartados, apds alinhamento das sequéncias, cerca de 10% dos
nucleotideos iniciais e terminais das amostras de cada cadeia de Markov-Monte
Carlo de cada replicata, equivalentes ao periodo em que a cadeia ainda nao esta
estabilizada (burn-in). Como as réplicas foram equivalentes, as arvores de ambas as
réplicas foram combinadas e analisadas no programa TreeAnnotator 1.6.1
(DRUMMOND, RAMBAUT, 2007) para obtengédo de uma arvore de consenso.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA — Colocar os testes nas analises

Os dados obtidos foram armazenados em planilha eletrénica (Microsoft Excel®)
e transportados para o software JMP 5.1 para as analises estatisticas.

As medidas de tendéncia central e dispersao das variaveis continuas foram
expressadas em meédia + desvio padrdo ou mediana. As variaveis nominais foram
expressadas em percentagem do total.

Testes ndo paramétricos (Mann-Whitney, Wilcoxon e Kruskal-Wallis) foram
usados para comparacao de variaveis continuas; teste de qui-quadrado e Teste
Exato de Fisher para comparar duas ou mais variaveis nominais.

As variaveis necessidade de internagédo em UTI, tempo total de internamento
e evolucao para obito foram consideradas como fatores de gravidade para infecgao
respiratoria por HAdV.

O nivel de significancia minimo adotado foi de 5%.

A concordancia kappa foi calculada utilizando-se o software JMP 5.1, por
meio dela foi avaliada a concordancia diagnéstica entre os métodos IFI e nested
PCR e também para o sequenciamento e enzima de restricao (kappa = 0 define nao
concordancia e kappa = 1 define concordancia total). Célculo da sensibilidade e

especificidade para IFl e PCR.

3.5 ETICA EM PESQUISA

A utilizagdo de amostras humanas de secregao respiratoria foi autorizada
pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do HC-UFPR, sob
numero de registro 2007021789 (Anexo lllI). Segundo informagdes prévias do CEP,
no caso de pesquisa em prontuarios e em amostras ja estocadas, ficou dispensado o

termo de consentimento informado dos pacientes estudados.
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4 RESULTADOS

4.1 PADRONIZACAO DA TECNICA DE NESTED PCR PARA DETECGCAO DO
HAdV

No laboratério de biologia molecular do HC-UFPR foi padronizada a técnica
de nested PCR, método utilizado para detec¢do do HAdV, seguindo o protocolo de
Avellon et al. (2001). A Figura 13 apresenta o gel de agarose com as bandas
obtidas apds aplicacdo dos materiais amplificados, cujo tamanho do produto é de

aproximadamente 168 pb, para o gene hexon do HAdV.

10000ph
5000pb
2000pb
1650pb

168pb

FIGURA 13-ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE (1% CORADO COM BROMETO DE ETIDIO)
DOS PRODUTOS OBTIDOS PELA NESTED PCR PARA DETECCAO DO GENE HEXON (168 pb)
do HAdV

NOTA: Coluna 1: Marcador de 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Life Technologies); Coluna 2:
Controle positivo; Coluna 3: Controle negativo; Colunas de 4 a 8: amostras de sobrenadante de
cultura de ANF positivas

FONTE: O Autor (2011)

4.2 COMPARAGAO DAS CARACTERISTICAS OPERACIONAIS DAS TECNICAS
DE PESQUISA DE ANTIGENO VIRAL E DETECGAO MOLECULAR PARA O HAdV

Apos a padronizacado do nested PCR, realizou-se a pesquisa do DNA viral
em todas as amostras de ANF que foram encaminhadas ao laboratério de virologia
no ano de 2008 (n= 381). O resultado obtido foi comparado com os achados de IFI.
Neste estudo, a técnica de nested PCR, padronizada para detecgdo do gene hexon
do HAdV, foi positiva em 38/381 (10%) das amostras. A IFI foi positiva em dez e

indeterminada em duas amostras. Destas 46 amostras positivas para PCR e (ou) IFI,
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obteve-se o isolamento viral em 11 casos. A analise das caracteristicas operacionais
da nested PCR foi realizada comparando-se os resultados do ano de 2008 com os
do método da IFl, esta era a metodologia realizada de rotina no servico. Os dados
de cultivo celular ndo puderam ser utilizados, porque esta técnica nao foi realizada
com todas as amostras. Ndo foram incluidos, no calculo, os resultados de quatro
amostras para as quais o resultado de IFI foi: indeterminado para duas amostras e
nao realizado em outras duas. Foram calculadas, para as 377 amostras, a
sensibilidade, especificidade e proporcdo de concordancia observada na

comparacgao entre as técnicas (Tabela 1).

TABELA 1 — ANALISE DAS CARACTERISTICAS OPERACIONAIS DA PCR E IFI

PCR Teste Referéncia: IFI
Positivo Negativo
Positivo A=4 B = 34
Negativo C=6 D = 333
Total 10 367

NOTA: Nao foram incluidos no calculo os resultados de quatro amostras para as quais o resultado de
IFI foi: indeterminado para duas amostras e néo realizado em outras duas — (n= 377).

Considerando IFI como padrao ouro foram verificadas uma sensibilidade de
40% e especificidade de 90% para a PCR, as razbes de verossimilhanga positiva e
negativa foram 4,4 e 0,6, respectivamente. Obteve-se um coeficiente kappa de 0,13.
Obteve-se seis amostras reagentes para IFl e as mesmas negativas pela PCR, isso
pode ter ocorrido pelo fato do acondicionamento e processamento das amostras em

momentos diferentes, ou seja, ndo recuperacao do material genético.
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4.3 CARACTERIZAQAO GENOMICA VIRAL E SUA ASSOCIACAO COM A
EVOLUGAO CLINICA DOS HAdV ISOLADOS

4.3.1 Determinacéao dos Subgéneros dos HAdV

Apos padronizagao da técnica de nested PCR para deteccao de HAdV, as
amostras positivas de ANF foram submetidas a identificagdo do subgénero dos
HAdV, por outro protocolo de PCR, utilizando os iniciadores VA3a, VA6 e VA3b para
amplificagdo do gene VA-RNA. O resultado foi analisado em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio. Os produtos obtidos constam na Figura 14, sendo
que os resultados esperados foram: aproximadamente 300 pb para os Subgéneros
A, B:2 e F e superior a 400 pb para os Subgéneros B:1, C, D e E, o resultado dessa
digestao foi comparado com os padrdes de digestdo descritos por Kidd et al. (1996),

com a utilizagao do software E-capt version 12.7 for Windows 2004-2005.

)450a
520pb

) 240a
290pb
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-

FIGURA 14 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE (1% CORADO COM BROMETO DE
ETIDIO) DOS AMPLIFICADOS PELA PCR SUBGENEROS PARA DETECCAO DO GENE VA-RNA
DO HAdV

NOTA: Coluna 1: Marcador de 1Kb Plus DNA Ladder; Colunas 2 e 9: Amostras apresentando sinais
do produto amplificado de aproximadamente de 240 a 290 pb, Colunas: 3 a 8, 10 e 11: Amostras
apresentando aproximadamente de 450 a 520 pb.

FONTE: O Autor (2011)
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4.3.1.1 Subtipagem por enzima de restrigao

Apos estabelecer a diversidade entre as amostras para a diferenciagdo dos
subgéneros, foi realizada digestdo dos produtos amplificados com enzima de
restricdo a fim de obter com precisdo o subgénero a que pertencia o HAdV estudado
em cada uma das amostras analisadas.

Utilizando esse método de identificagdo dos subgéneros, foram detectados
os genotipos B:1, B:2 e C. O subgénero D foi verificado por meio do sequenciamento
e nao por enzima de restricdo. O resultado foi analisado em gel de agarose 3%
corado com brometo de etidio. A digestdo somente pode ser evidenciada nas
amostras que mostraram maior intensidade da banda de amplificagdo do gene VA-
RNA.

A Figura 15 apresenta o gel contendo amostra ndo digerida e em sequéncia

a mesma digerida para os subgéneros B:2, C e B:1.

924/01 3357108 1360/01 3568/08

MaoDig Dig N&oDig Dig No Dlg Dig  NioDig Dig
2

FIGURA 15 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE (1% CORADO COM BROMETO DE
ETIDIO) DO SEGMENTO DO GENE VA-RNA AMPLIFICADO POR PCR DIGERIDO OU NAO PARA
DETERMINACAO DOS SUBGENEROS

NOTA: Coluna 1: Marcador de 7Kb Plus DNA Ladder; Coluna 2: Amostra n° 924/01 apresentando
290 pb nao digerida, Coluna 3: Amostra n.° 924/01 digerida identificada como subgénero B:2 (143 e
192 pb), Coluna 4: Amostra n.° 3357/08 nao digerida apresentando 285 pb, Coluna 5: Amostra n°
3357/08 digerida identificada como subgénero B:2 (146 e 189 pb), Coluna 6: Amostra n.° 1360/01 nao
digerida apresentando 491 pb, Coluna 7: Amostra n.° 1360/01 digerida identificada como subgénero
C (149 e 220 pb), Coluna 8: Amostra n.° 3568/08 nao digerida apresentando 510 pb, Coluna 9:
Amostra n.° 3568/08 digerida identificada como subgénero B:1 (130 e 192 pb)

FONTE: O autor (2011)
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Houve dificuldade em diferenciar, por enzima de restricdo, os subgéneros
B:1 e B:2, uma vez que as bandas que os representam aparecem com pouca
diferenga de tamanho em pb. Em duas das amostras houve duvida quanto a ser
subgénero B:1 ou B:2. Fato percebido na Figura 15: o subgénero B:1 apresenta uma
banda que migra mais, ficando em torno de 130 pb. Para o subgénero B:2, a banda
que migra mais aparece em torno de 143 pb. Também nao foi possivel classificar o
subgénero D utilizando a técnica de enzima de restrigdo, uma vez que tais enzimas
podem nao ter reconhecido as sequéncias especificas de nucleotideos para corta-

las nesta amostra estudada.

4.3.1.2 Subtipagem por sequenciamento genético

O material purificado foi enviado para a Empresa Macrogen®.

Obteve-se o sequenciamento para todas as amostras positivas em Cultivo
Celular, das quais, 19 representam sequéncias de consenso entre ambas as fitas do
DNA, enquanto outras 12 representam apenas uma das fitas em condi¢des para
analise. As arvores filogenéticas foram construidas com 31 amostras sequenciadas,
pois 0s programas utilizados ndo conseguiram alinhar duas amostras do ano de
2001. Adicionalmente foram obtidas no GenBank 14 sequéncias do gene VA-RNA
representando diversos grupos de HAdV distintos.

Em relacdo aos anos de 1996 a 2008, foram obtidas 33 amostras positivas,
dentre as quais: uma (3%) amostra do ano de 1996, uma (3%) amostra do ano de
1998, duas (6%) amostras do ano de 2000, cinco (15%) amostras do ano de 2001,
seis (18%) amostras do ano de 2002, duas (6%) amostras do ano de 2003, trés
(9,1%) amostras do ano de 2004, uma (3%) amostra do ano de 2005, uma (3%) do
ano de 2006 e 11 (33,3%) amostras do ano de 2008 (Figuras 16 e 17).

Na Figura 16, observamos que o isolamento por ano variou de 8% a 65%,
em relagdo ao numero de amostras positivas por IFI.

Os resultados obtidos sugerem uma mudanga na prevaléncia dos tipos. De
1996 a 2002 foram encontradas apenas amostras relacionadas ao tipo 7, com
somente uma ocorréncia ocasional desse tipo apds tal data (amostra BR/PR
973/05). A partir de 2003 todas as amostras obtidas do subgénero B:1 foram

relacionadas ao tipo 3.
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FIGURA 16 - PORCENTAGEM DE AMOSTRAS POSITIVAS (DE 1996 A 2008) PARA HAdV DOS
PACIENTES PEDIATRICOS EM RELACAO AO NUMERO DE AMOSTRAS POSITIVAS, POR IFI,
CONGELADAS NO LABORATORIO DE VIROLOGIA

FONTE: O autor (2011)
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FIGURA 17 - SUBGENEROS DE HAdV ENCONTRADOS POR SEQUENCIAMENTO GENETICO
EM AMOSTRAS DE ANF DE 33 CRIANCAS HOSPITALIZADAS ENTRE 1996 a 2008
FONTE: O autor (2011)
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Apos realizada a caracterizagcdo do HAdV por enzima de restricdo e
sequenciamento, foi calculada a proporgdo de concordancia entre as duas técnicas
para os subgéneros detectados, de acordo com os resultados da Tabela 2.

Em relacdo ao sequenciamento versus enzima de restricdo foi alcancado

uma boa concordancia nos resultados de (24/33) 72,7% - indice kappa 0,72.

TABELA 2 — RESUMO DOS RESULTADOS DE DETERMINAGAO DE SUBGENEROS OBTIDOS
PELAS TECNICAS DE ENZIMA DE RESTRIGAO E SEQUENCIAMENTO

. Técnicas
Subgéneros
Enzima de Restricao | Sequenciamento
B:1 14 17
B:2 1 3
C 9 12
D 0 1
Total 24 33

FONTE: O autor (2012)
NOTA: Indice kappa 0,72

As 33 amostras trabalhadas foram sequenciadas, porém, por enzima de
restricdo foi obtido resultado para 24 destas amostras, devido aos seguintes fatos:
nao foi possivel classificar o subgénero D pois ndo houve corte nesta amostra
estudada. Em um caso nao foi possivel obter resultado de bandas digeridas para o
subgénero B:1, em trés casos para C e em dois casos para B:2. Em sete amostras
houve dificuldade na obtengédo de bandas apds a digestao, tal fato foi verificado no
sequenciamento o qual apontou troca de base no ponto de corte por enzima de
restricdo. Em duas amostras houve resultados discordantes: na primeira, por enzima
de restrigao foi classificada como subgénero B:2 e pela analise de sequenciamento
o resultado foi B:1; na segunda amostra o resultado foi inverso: por enzima de
restricdo foi classificada como subgénero B:1 e pela analise de sequenciamento o
resultado foi B:2. Em relacdo ao sequenciamento versus enzima de restricao foi

alcangado uma concordancia nos resultados de (24/33) 72,7%.
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A deteccao dos subgéneros B:1 respondeu por 82% de concordéancia entre
as duas técnicas; para o subgénero B:2, 33% de concordancia; para o subgénero C,
75% de concordancia.

Para as 33 amostras analisadas por sequenciamento, obteve-se a seguinte
classificacado: 51,5% (17/33) subgénero B:1, (3/33) 9,1% subgénero B:2, (12/33)
36,4% subgénero C e (1/33) 3% subgénero D.

4.3.1.3 Analise filogenética

A anadlise da arvore filogenética foi organizada com as sequéncias
nucleotidicas obtidas para o gene VA-RNA. Os subtipos dos HAdV detectados foram
diferenciados por meio do estudo da similaridade das sequéncias obtidas com as
sequéncias referéncias acessadas no GenBank para cada sorotipo.

O alinhamento final das sequéncias apresentou 618 posi¢cdes, sendo 190
sitios conservados e 403 variaveis, dos quais 311 foram considerados informativos
para as analises. O tamanho das sequéncias obtidas depois de alinhadas variou
entre 287 e 531 pares de bases. No alinhamento € possivel identificar os diversos
grupos de HAdV devido a caracteristicas particulares das sequéncias, por exemplo,
a posigao de insercdes e (ou) delegdes (Tabela 12 — Apéndice VII).

Os valores de similaridade genética entre as amostras obtidas por este
estudo identificadas como de um mesmo grupo (analise filogenética) néo apresentou
uma grande variagcado, com altos valores de concordancia (Tabela 3). As Tabelas 4 a
8 apresentam similaridades genéticas especificas para cada linhagem, incluindo as

amostras do GenBank.

TABELA 3 - VALORES DE SIMILARIDADE GENETICA DENTRO DE CADA GRUPO DE HAdV
AMOSTRADO

Subgénero n Similaridade Genética
B:1 sorotipo 3 6 948+1,6

B:1 sorotipo 7 9 96,5+1,2

B:2 3 99,3+0,7

C 12 99,5+0,3

D 1 ---

NOTA: Os valores apresentados sdo a média e erro padrao
FONTE: O autor (2011)
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TABELA 4 - SIMILARIDADE GENETICA ENTRE AMOSTRAS DO GRUPO B:1, SOROTIPO 3 PARA
O GENE VA-RNA

Amostra 1 2 3 4 5 6
1 HAdV sorotipo 3 (DQ086466)  -------
2 BR/PR 1370/03 96,69 -----—--
3 BR/PR 2666/06 VA6 9595 98,39 -
4 BR/PR 1726/08 97,18 99,55 098,86 ----—---
5 BR/PR 3316/08 97,18 9955 98,86 100,00 -----
6 BR/PR 3361/08 96,93 99,32 98,62 99,77 99,77 -
7 BR/PR 3568/08 97,18 99,55 98,86 100,00 100,00 99,77
FONTE: O autor (2011)

TABELA 5 - SIMILARIDADE GENETICA ENTRE AMOSTRAS DO GRUPO B:1, SOROTIPO 7 PARA
O GENE VA-RNA

Amostra 1 3 4 5 6 7 8 9
1 HAdV sorotipo 7(AY601634)  -------
2 BR/PR 728/96 99,38 -------
3 BR/PR 1888/00 VA3a 99,69 99,69 ----—--
4 BR/PR 2126/00 VA3a 99,69 99,69 100,00 -------
5 BR/PR 227/01 99,38 100,00 99,69 99,69 ---—----
6 BR/PR 2228/01 VA3a 93,99 93,99 94,35 9435 93,99 -
7 BR/PR 1986/02 VA3a 95,06 95,06 9541 9541 95,06 89,42 ---—----
8 BR/PR 1433/02 VA3a 99,38 100,00 99,69 99,69 100,00 93,99 95,06 -------
9 BR/PR 1448/02 99,38 100,00 99,69 99,69 100,00 93,99 95,06 100,00 -------
10 BR/PR 973/05_VA3a 99,38 99,38 99,69 99,69 99,38 93,99 95,76 99,38 99,38
FONTE: O autor (2011)

TABELA 6 - SIMILARIDADE GENETICA ENTRE AMOSTRAS DO GRUPO B:2, PARA O GENE VA-

RNA

Amostra 1 2 3 4
1 HAdV sorotipo 11 (AY163756) -
2 HAdJV sorotipo 35 (AC000019) 99,11  ———mm-
3 BR/PR 1477/02 9581 9580 --—--—---
4 BR/PR 289/04 VA3a 95,32 94,31 93,79 -—-—---
5 BR/PR 3357/08 VA3a 98,19 97,26 95,81 95,32
FONTE: O autor (2011)
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TABELA 8 - SIMILARIDADE GENETICA ENTRE AMOSTRAS DO GRUPO D PARA O GENE VA-
RNA

Amostra 1 2
1 HAdV sorotipo 9 (AJ854486) -
2 HAdV sorotipo 17 (AF108105) 97,80 -------
3 BR/PR 574/03 VA3a 92,48 92,77

FONTE: O autor (2011)

As analises filogenéticas por ambos os métodos (verossimilhanga e
inferéncia bayesiana) apresentaram resultados similares (Figuras 18 e 19),
recuperando as mesmas amostras dentro dos diferentes grupos, apesar de
apresentarem diferengas topoldgicas dentro dos grupos em si, devido ao pequeno
tamanho dos ramos.

Utilizando a metodologia de Maxima Verossimilhanga, a busca pela melhor
arvore foi realizada em 48 min e 14 seg, enquanto o calculo do suporte via bootstrap
levou 56 horas, 12 min e 24 seg. A busca da analise por Maxima Verossimilhancga
resultou em dez arvores com o mesmo valor de verossimilhangca, porém com
topologias levemente diferentes dentro dos grupos e pequenas diferencas no
tamanho dos ramos. A arvore mostrada na Figura 19 foi a escolhida como melhor
pelo programa GARLI. Os valores de bootstrap encontrados variaram bastante entre
0S ramos, com 0s que representam os diversos grupos de HAdV apresentando um
bom suporte (maior ou igual a 0,75). Porém, dentro dos grupos propriamente ditos, o
suporte foi altamente variavel, com a topologia interna de alguns grupos
apresentando um suporte muito baixo. O Quadro 7 apresenta as sequéncias
utilizadas e seus respectivos niumeros de acesso no GenBank.

A classificagdo original foi realizada com base em critérios soroldgicos,
assim, talvez o uso de genes estruturais / imunogénicos para a analise filogenética
apresentem uma correlacdo melhor com a classificacdo original e com a
sorotipagem; isso talvez explique a aparente contradi¢éo de resultados filogenéticos
ao utilizar o gene hexon em comparagao ao gene VA-RNA. O gene utilizado e o
tamanho da sequéncia podem trazer resultados diferentes ao realizar uma arvore
filogenética. Pode-se observar que o subgénero D ficou pareado entre os
subgéneros B:2 e B:1 tipo 7, isso talvez pode ser um rearranjo ocorrido na amostra
pesquisada que foi identificada como subgénero D. Outro fator pode ser devido o
proprio gene utilizado para a realizacdo da arvore, visto que o mesmo é

hipervariavel.
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FONTE: O autor (2011)
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QUADRO 7- AMOSTRAS SEQUENCIADAS NESTE ESTUDO E SEUS RESPECTIVOS
NUMEROS DE ACESSO NO GENBANK

Amostra Numero de acesso no GenBank

BR/PR 728/96 A ser depositado
BR/PR 840/98 A ser depositado
BR/PR 1888/00 A ser depositado
BR/PR 2126/00 A ser depositado
BR/PR 227/01 A ser depositado
BR/PR 1360/01 A ser depositado
BR/PR 2228/01 A ser depositado

BR/PR 1335/02
BR/PR 1433/02
BR/PR 1448/02
BR/PR 1477/02
BR/PR 1971/02
BR/PR 1986/02

A ser depositado
A ser depositado
A ser depositado
A ser depositado
A ser depositado
A ser depositado

BR/PR 574/03 A ser depositado
BR/PR 1370/03 A ser depositado
BR/PR 33/04 A ser depositado
BR/PR 291/04 A ser depositado
BR/PR 289/04 A ser depositado
BR/PR 973/05 A ser depositado
BR/PR 2666/06 A ser depositado
BR/PR 777/08 A ser depositado
BR/PR 1726/08 A ser depositado
BR/PR 2357/08 A ser depositado
BR/PR 3204/08 A ser depositado
BR/PR 3219/08 A ser depositado
BR/PR 3252/08 A ser depositado
BR/PR 3205/08 A ser depositado
BR/PR 3568/08 A ser depositado
BR/PR 3361/08 A ser depositado
BR/PR 3316/08 A ser depositado
BR/PR 3357/08 A ser depositado

FONTE: O autor (2011)

A realizagao das trés réplicas da analise Bayesiana foi completada em 13
horas e 30 min, sendo necessarias cerca de 4 horas adicionais para as analises de
convergéncia e obtencdo da arvore de consenso. As trés réplicas da analise por
inferéncia Bayesiana apresentaram valores de ESS (estimated sample size) maiores
que 250 e apresentaram tragos convergentes. A andlise utilizando os Fatores de
Bayes indicou que n&o houve diferengas significativas entre os valores de
verossimilhancga das trés réplicas.

Como néo houve diferengcas entre as réplicas, as arvores destas foram
combinadas, e apos a exclusao de 10% das arvores iniciais, foi obtido um total de
38.002 arvores, as quais foram utilizadas para a obtengcdo da arvore de consenso e

dos valores de probabilidade posterior. A arvore de consenso da Inferéncia
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Bayesiana é apresentada na Figura 19. Na analise Bayesiana os diferentes grupos
de HAdV também foram bem suportados (maior ou igual a 0,9), porém varios ramos
apresentaram valores baixos de probabilidade posterior (suporte); novamente com o

padrao de ramificagdo dentro dos grupos apresentando baixo suporte.

4.4 ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DOS PACIENTES
PEDIATRICOS DO HC-UFPR INFECTADOS POR HAdV

Foram analisados os prontuarios médicos dos 33 pacientes internados nas
unidades pediatricas do HC-UFPR entre os anos de 1996 a 2008, cujas amostras de
ANF foram positivas para HAdV.

Vinte pacientes (60,6%) eram do sexo masculino, a idade mediana foi de 10
meses, variando de 3 a 118 meses e a maior parte (85,0%) tinha idade inferior a 2

anos (Tabela 9).

TABELA 9 - CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DOS 33 PACIENTES COM HAdV POSITIVO

Variavel n %
Género
Masculino 20 60,6
Feminino 13 39,4
Faixa etéaria
< 6 meses 9 27,3
6 a 12 meses 14 42,4
12 a 24 meses 5 15,2
> 24 meses 5 15,2

FONTE: O autor (2011)

As manifestacdes clinicas da infeccdo pelo HAdV observadas com maior
frequéncia no exame de admissao hospitalar foram: taquipneia (93,9%), esforgo
respiratério (84,8%), febre (84,8%), taquicardia (81,8%) e tosse (75,8%).

Os diagndsticos atribuidos a esses pacientes foram principalmente
bronquiolite e traqueobronquite, em igual propor¢do. Uma ou mais comorbidades
estavam presentes em 14 (42,4%) pacientes, sendo a historia de prematuridade a
mais frequente, seguida de doenga hemato-oncoldgica (Tabela 10).

Casos de coinfeccdo entre HAdV e outros virus respiratorios foram

detectados em 6 (18,2%) amostras e ocorreram em criangas com idade inferior a um



65

ano (100%). Os virus detectados nestes casos de coinfecgdo foram: virus sincicial
respiratorio (dois casos), influenza A (um caso), influenza B (um caso), parainfluenza
1 (um caso) e parainfluenza 3 (um caso).

A antibioticoterapia foi administrada em 26 pacientes (78,8%),
broncodilatadores foram usados em 29 criangcas (87,8%) e corticoides foram

prescritos para 18 pacientes (54,5%).

TABELA 10 - CARACTERISTICAS CLINICAS DOS 33 PACIENTES COM HAdV POSITIVO

Variavel n %

Manifestacdes clinicas

Taquipneia 31 93,9
Esforgo respiratorio 28 84,8
Febre 28 84,8
Taquicardia 27 81,8
Tosse 25 75,7
Vémito 11 33,3
Geméncia 10 30,3
Coriza 8 24,2
Cianose 7 21,2
Diarreia 6 18,2
Apneia 2 6,0

Diagndsticos clinicos

Bronquiolite 11 33,3
Traqueobronquite 11 33,3
Broncopneumonia 10 30,3
Crise de Asma 1 3,0

Co-morbidades

Sim 14 42,4
Prematuridade 13 39,4
Doenga hemato-oncolégica* 5 15,1
Sindrome de Down 1 3,0

FONTE: O autor (2011)

NOTA1:*(2 casos de Sindrome de Wiskott Aldrich, 2 casos de leucemia linfocitica aguda e 1 caso de
histiocitose).

NOTA 2: Presenca de uma ou mais comorbidades nos 14 pacientes.
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Quatorze criangas foram internadas na Unidade de Terapia Intensiva
(42,4%) por um tempo que variou de 3 a 33 dias, com mediana de seis dias. Treze
dessas criangas tinham idade inferior a dois anos (sendo 10 com idade inferior a um
ano) e seis tinham uma ou mais comorbidades (quatro com historia de
prematuridade, uma com Sindrome de Down e prematuridade e uma com
histiocitose). Observou-se que 42,8% (6/14) dos pacientes com comorbidades e
42,1% (8/19) daqueles sem comorbidades necessitaram de cuidados intensivos,
sem diferenca estatistica entre os grupos (p = 0,96).

O tempo mediano de internacado foi de nove dias, variando de trés a 134
dias. Observou-se que o tempo mediano de internagdo dos pacientes com
comorbidades foi de 8,5 dias, comparado com nove dias daqueles sem
comorbidades, sem diferencga estatistica entre os grupos (p = 0,62).

Ocorreram 12 obitos (36,4%), sendo nove em criangas com idade inferior a
dois anos. Oito criangas que evoluiram com o6bito apresentavam uma ou mais
comorbidades, principalmente prematuridade (7), doenca hemato-oncoldgica (3) e
Sindrome de Down (1). O 6ébito ocorreu em 57,14% (8/14) e 21,0% (4/19) das
criangas com e sem comorbidades, respectivamente (p=0,03). O tempo mediano de
internacdo dos pacientes que foram a obito comparado com os que nao foram a
obito foi semelhante (10,5 e 8 dias, respectivamente; p = 0,15).

Em relagdo aos subgéneros de HAdV pesquisados nas amostras dos 33
pacientes pediatricos hospitalizados, verificou-se uma prevaléncia do subgénero B:1
pelas analises de enzima de restricido e sequenciamento. A infeccdo por B:1 foi
confirmada em 17 casos (51,5%), pelo subgénero C em 12 casos (36,4%), pelo
subgénero B:2 em trés casos (9,1%) e pelo subgénero D em um caso (3,0%).

Procurando avaliar a associagdo do subgénero viral com evolugdo para
gravidade de doenca, comparou-se o0 subgénero de HAdV identificado com
necessidade de internagao em UTI, obito e tempo total de internacéo.

Observou-se que necessidade de internagcao em UTI e 6bito ocorreram em

58,33% e 57,14% dos pacientes com subgénero B:1, respectivamente (Tabela 11).
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TABELA 11 - SUBGENEROS DE HAdV IDENTIFICADOS E EVOLUGAO PARA INTERNAGCAO EM
UTI E OBITOS

B:1 B:2 C D Valor
n=17 n=3 n=12 n=1 de p*
n | % n | % n | % n | %
Necessidade 8 58,33 - - 5 35,71 1 7,14 0,29
de UTI
Obito 7 57,14 1 8,33 4 33,33 - - 0,84

FONTE: O autor (2011)
NOTA: *Teste exato de Fisher

Avaliando os 6bitos em relagdo aos sorotipos do subgénero B:1, observou-
se que quatro criancas apresentavam infec¢ao pelo sorotipo 7 e trés criangas pelo
sorotipo 3. O tempo mediano de internagdo dos pacientes com os subgéneros B:1,
B:2, C e D foram 11; 4; 8,5 e 5 dias, respectivamente, sem diferenga entre os grupos
(p =0,19).

Como o subgénero B:1 foi o mais identificado, compararam-se essas
mesmas variaveis (necessidade de internacao em UTI, ébito e tempo de internagao)
entre este subgénero e todos os outros subgéneros agrupados (B:2; C e D). Nao se
observou diferenga estatistica na analise dessas variaveis entre esses grupos (p =
0,57; p = 0,55; p = 0,08, respectivamente).

Quanto a sazonalidade, considerou-se os dados de 2008, os quadros de IRA
causados pelo HAdV ocorreram em todas as estagcbes do ano em Curitiba (Figura
20), com uma concentragdo de amostras positivas nos meses de marg¢o, novembro e
dezembro. A analise da relagcdo entre a precipitacdo pluviométrica e a média da
temperatura mensal diante do numero de casos de HAdV na cidade de Curitiba,
verifica-se que os casos desta enfermidade apresentaram, no decorrer do periodo
estudado, uma variacao interanual. Quanto a sazonalidade da doenca, nota-se uma
maior concentragdo nos meses de margo, novembro e dezembro quando a
temperatura se apresenta em torno de 19°C em periodo pouco chuvoso (meses de

novembro e dezembro).
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NOTA: Os dados sobre o indice pluviométrico e temperatura mensal foram cedidos pelo Instituto
Tecnolégico SIMEPAR (Sistema Meteorolégico do Parana)

FONTE: O autor (2011)
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5 DISCUSSAO

Os HAdV séo causas frequentes de IRA em criangas que apresentam uma
ampla variedade de sinais e sintomas, indistinguiveis de outras etiologias virais ou
bacterianas. Essas infecgdes sao potencialmente graves, especialmente em
pacientes com determinadas condi¢des preexistentes.

Embora os tratamentos antivirais especificos para o HAdV ainda sejam
incipientes, o diagndstico precoce dessa situagao clinica permite uma abordagem
terapéutica, suportiva e progndstica mais adequada, além de desencadear medidas
de controle de disseminac&do do agente no ambiente hospitalar.

A introducdo de técnicas para caracterizacdo genética dos HAdV em
laboratdrios de virologia e (ou) biologia molecular pode contribuir sobremaneira para
o desencadeamento rapido das medidas de controle da disseminacédo de sorotipos
altamente virulentos, principalmente em setores de atendimento a pacientes criticos
como unidades de transplante de medula 6ssea, terapia intensiva adulto, pediatrica
e neonatal.

Com a finalidade de otimizar o diagndstico das infecgdes respiratorias por
HAdV, um dos principais objetivos desta pesquisa foi a padronizagado da técnica de
deteccdo genética do HAdV para introdugado na rotina do laboratério de virologia da
Unidade de Apoio Diagnéstico (UAD) do Servigo de Analises Clinicas do HC-UFPR.
Essa necessidade vem ao encontro das caracteristicas assistenciais do hospital: € o
maior hospital do Estado do Parana, que presta assisténcia de média e alta
complexidade a pacientes usudrios do Sistema Unico de Saude. O HC é o hospital
de atendimento terciario de referéncia para situacbes clinicas como doencgas
infecciosas, transplante de 6rgaos solidos, transplante de medula 6ssea e cuidado
intensivo adulto, pediatrico e neonatal.

Assim, foi padronizada e implantada, na rotina do setor de Virologia do HC-
UFPR a técnica nested PCR para HAdV, empregando iniciadores do genoma do
HAdV codificadora da proteina hexon, de acordo com as sequéncias previamente
disponiveis em bases de dados gendmicos. Conhecendo a complexidade das
técnicas de biologia molecular, buscou-se padronizar uma reagdo que pudesse ser
realizada de maneira simplificada e que fosse facilmente reproduzida em
laboratérios com recursos minimos para a realizacdo do teste. A padronizagédo da

PCR requer processamento criterioso das amostras para evitar intercorréncias que
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podem interferir nos resultados do teste. A vantagem da nested PCR é que a
segunda amplificagdo confere maior especificidade a técnica, paralelamente
observa-se também uma maior sensibilidade, uma vez que maior concentracéo de
produto é obtida resultando em melhor visualizagdo do produto amplificado no gel de
agarose. O DNA obtido a partir da extracdo realizada em amostras de ANF foi
amplificado para detectar uma regido do gene hexon do capsideo do HAdV
apresentando um tamanho 168 pares de base (Avellén et al., 2001).

Em 2007, o laboratério de virologia apresentava 0,7 a 2% de positividade
para o HAdV, com a implantacdo da PCR esta positividade passou para 10%. O
servico nao realiza mais a IFl e o Cultivo celular € somente utilizado para pesquisa.
A PCR melhorou muito o diagndstico das infecgdes respiratorias, visto que no
servico foi introduzida PCR para 15 diferentes virus.

Uma analise do desempenho e, principalmente, do aumento de detecg¢ao do
HAdV em amostras provenientes do trato respiratério de criangas hospitalizadas com
IRA, apos a introducdo desta técnica de biologia molecular, foi publicada em um
artigo em 2010 com o titulo “Infecgao respiratéria por HAdV: aumento significativo no
diagndstico utilizando PCR em comparagao com a detecg¢ao de antigenos e métodos
de cultura” (Apéndice VIIl). Entre as 381 amostras de aspirados de nasofaringe
coletadas no ano de 2008, 46 foram positivas por PCR e (ou) IFl, e em 11 o HAdV
foi isolado em cultivo celular. O isolamento viral € tido como padréao-ouro e apresenta
uma sensibilidade superior aos métodos de pesquisa como a IFl. A cultura, apesar
de apresentar alta especificidade, demanda tempo até a obtencdo do resultado,
tempo que geralmente nao é disponivel em fungédo da condigéo clinica do paciente.
Entretanto, o baixo isolamento (recuperacao viral) observado nesta pesquisa pode
ter varias justificativas: é possivel que as amostras apresentassem pequena
quantidade de virus, inviabilidade dos virus presentes nos espécimes clinicos, o
muco é um inibidor impossibilitando a recuperagdo dos virus nas amostras, o
congelamento e descongelamento das amostras pode ter alterado algumas
estruturas virais, como o hexon, apresentando baixa expressdo viral e por
conseguinte baixo rendimento e néo vizualizagdo do ECP. E importante lembrar que
as amostras de 1996 a 2007 nao eram armazenadas em sobrenadante de cultura e
sim congeladas sem processamento contem muitos inibidores, pois a secregédo de
nasofaringe apresenta muitas bactérias e a possibilidade de recuperar o virus,

nestas condi¢des, torna-se inviavel. Segundo Henrickson (2004), alguns dos fatores
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que levam a resultados negativos em cultura podem estar relacionados com: baixo
numero de copias virais na amostra clinica, presenga de inibidores na amostra,
selecdo inadequada da amostra, bem como seu envio, conservagao e
processamento corretos. White e Fenner (1994) relataram que o tempo para
desenvolvimento do efeito citopatico é variavel; depende do subgénero de HAdV, da
concentragdo do agente infeccioso no espécime e da sensibilidade da célula
hospedeira. O efeito citopatico tipico geralmente ocorre na segunda semana para os
HAdV 1-3 e 5-7, enquanto para os outros, particularmente dos subgéneros A e D, o
aparecimento das alteracdes celulares pode ocorrer apés um periodo de 20 a 28
dias. Possivelmente este fato ndo ocorreu no presente estudo, uma vez que o cultivo
celular foi acompanhado durante um periodo de 30 dias para todas as amostras
inoculadas, antes de serem descartadas.

O efeito citopatico ndo significa replicagdo viral, € evidencia que ha a
presenca da proteina hexon. Os laboratérios que tem as melhores taxas de
isolamento de virus respiratérios sdao os que possuem duas a trés linhagens de
células permissiveis ao virus a ser pesquisado.

As amostras foram isoladas em cultivo celular uma vez que para realizar a
identificacdo de subgéneros do HAdV utilizou-se a técnica proposta por Kidd et al.
(1996). Esses autores realizavam a caracterizagdo apos cultivo celular, a fim de
aumentar a quantidade de virus para a analise de restricdo enzimatica Para analise
diagndstica foi utilizada a regido codificadora do gene hexon e para a analise dos
subgéneros o gene VA-RNA, pois esta é hipervariavel, ou seja, apresenta
variabilidade para os subgéneros, sendo uma boa regiao para realizar a metodologia
de enzima de restricdo, porém nao se pode afirmar o mesmo para o sequenciamento
pelo fato da dificuldade de alinhamento das amostras para efetuar a filogenia e
chegar aos subgéneros.

Optou-se pelo gene VA-RNA devido ao trabalho de Kidd et al., (1996) que
contou com um grande numero de amostras analisadas. Como ndo tinhamos idéia
de que subgéneros iriamos encontrar, escolhemos trabalhar com a regido VA-RNA.
Porém, na literatura, faltam dados para informar qual € a melhor regido a ser
estudada para o adenovirus.

No presente estudo nao foi possivel comparar os resultados de IFl e PCR
com cultivo celular, uma vez que nao foram inoculadas as 381 amostras, mas

somente as 46 amostras que resultaram positivas para IFl e (ou) PCR. Porém, para
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o ano de 2008 conseguimos recuperar 11 amostras por isolamento em cultivo
celular, se comparado com os anos de 1996 a 2007, onde foi recuperado de uma a
seis amostras, isso pode ser devido ao fato de menor tempo de congelamento das
amostras no ano de 2008.

No entanto, para alguns dos resultados observados ocorreu positividade
para IFl com isolamento em cultura e PCR negativos. Isso pode ter acontecido
devido ao fato de o isolamento em cultivo celular e PCR ndo terem sido realizados
no mesmo periodo da IFl e, consequentemente, pode ter ocorrido perda de
viabilidade viral apdés descongelamento. Outra possibilidade a ser considerada seria
um resultado falso-positivo pela IFIl. Para Fan e Henrickson (1996), a detecgao de
antigeno viral por IFIl é rapido, mas muitas vezes falta sensibilidade e especificidade
na deteccdo de alguns virus respiratérios. Outros autores descrevem que varios
fatores podem ter contribuido para subestimar a identificagdo viral no presente
estudo, como a sensibilidade do método de IFl para HAdV. Também o tempo de
duracéo do quadro viral pode ter interferido na identificagdo do virus, uma vez que a
IFI apresenta melhor rendimento quando executada em até 48 horas do inicio dos
sintomas (MADELEY, PEIRIS, 2002; KUYPERS et al., 2006; NOLTE et al., 2007).

Considerando IFI como padrao-ouro foram verificadas uma sensibilidade de
40% e especificidade de 90% para a PCR. Deve-se ressaltar a limitagdo desta
analise, uma vez que foi utilizada como padrdo-ouro a metodologia de IFl, que
sabidamente apresenta sensibilidade e especificidade inferiores a cultura celular,
técnica que também apresenta limitagdes, conforme previamente citado. Além disso,
ao comparar os resultados das técnicas de IFI e PCR, observou-se uma
concordancia muito pobre (kappa = 0,13). Dessa forma, analises das caracteristicas
operacionais dos novos métodos de biologia molecular desenvolvidos, e que
atualmente estdo sendo empregados no diagndstico viroldgico, tém sido observadas
com certa restricdo. As caracteristicas operacionais entre as técnicas IFI e PCR
foram calculadas para 377 amostras, das 381 amostras de 2008. As caracteristicas
operacionais devem somente ser calculadas com os resultados positivos e
negativos. Foram excluidas, para a realizagdo do calculo, quatro amostras, devido
aos seguintes fatos: duas amostras nao foram realizadas por IFl e outras duas
amostras deram resultado indeterminado para IFl, semelhante ao encontrado por
outros autores, que mencionam que ensaios moleculares tém sido considerados

novos padrdes para a deteccdo de virus respiratérios (SYRMIS et al, 2004,
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TEMPLETON et al., 2005; NOLTE, et al., 2007). A sensibilidade e especificidade, de
métodos moleculares ja publicadas, sao proximas a 100% se comparadas com
cultivo celular ou com ensaios baseados em antigenos como a IFI (HENRICKSON,
2003). Kehl e Henrickson (2001) demonstraram que, ao comparar ensaios
moleculares com cultivo celular, a sensibilidade aumenta significativamente (de 12 a
30%).

No presente estudo, das 46 amostras de ANF positivas para HAdV, foi
demonstrado que a cultura de células apresentou uma maior sensibilidade do que a
IFI e uma menor sensibilidade do que os resultados da PCR. Houve um aumento de
2% para 10% na deteccdo de HAdV em amostras clinicas, comparando os
resultados de IFI e PCR. A PCR, além de apresentar alta sensibilidade e
especificidade, é capaz de produzir resultados em poucas horas e tem contribuido
para uma rapida identificacdo do HAdV. No entanto, resultados falso-positivos,
decorrentes de contaminacao, podem ser observados relacionados a esta técnica.

Nos ultimos anos tem havido um numero crescente de publicagbes sobre o
incremento que as técnicas de biologia molecular trouxeram para o diagnostico de
infecgdes respiratorias virais, as quais serao provavelmente os métodos padrao-ouro
em testes laboratoriais de rotina (NOLTE et al., 2007).

A determinagdo dos subgéneros, no presente estudo, foi feita por restricao
enzimatica e também por sequenciamento genético. Em sete amostras nao foi
possivel a determinacdo do subgénero por restricdo enzimatica, ou seja, houve
dificuldade na obtencdo de bandas apds a digestdo. Isso pode ter ocorrido pelo fato
de o material genético estar contaminado por reagentes de extragcdo impedindo a
digestdo com a enzima de restricdo, uma das amostras era do subgénero D,
determinada por sequenciamento, nesta amostra a enzima de restricdo nao
funcionou pelo fato de nao haver o sitio de restricdo para que ocorresse a digestao.
Wise et al. (2005) demonstraram que a presenca de mutagdes e (ou) variabilidade
genética em determinados pontos de clivagem no genoma de alguns isolados virais
resulta em diferentes padrbes de clivagem, quando analisados em gel de agarose.
Uma limitagdo importante do método € que a presenga da mutacdo sé sera
detectada se ocorrer exatamente em um dos locais reconhecidos e clivados pelas
enzimas utilizadas. O uso de varias enzimas simultaneamente aumenta a
probabilidade de detecgdo de mutagdes em um determinado genoma ou parte do

genoma. Segundo Li et al. (2005), a desvantagem desse método esta na
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necessidade de uma grande quantidade de DNA purificado; por tal motivo, o material
deve ser previamente amplificado por PCR.

Ao obter a determinagdo dos subgéneros por sequenciamento genético,
verificou-se que ocorreu discordancia entre as determinagées em duas das amostras
analisadas por restricdo enzimatica. Houve duvida quanto ao resultado verificado no
gel, para o subgénero B (ndo distingdo entre B:1 e B:2 devido a proximidade das
bandas). A analise por restricdo enzimatica seguindo o protocolo de Kidd et al.
(1996) estava muito indefinida devido ao fato de os autores nao colocarem nas
analises dos géis o padrao de peso molecular, dificultando a reproducao da técnica.
Assim, dentre as 33 amostras analisadas por enzima de restricdo nao foi possivel
clivar sete amostras, além disso em duas amostras houve dificuldade na
diferenciagao dos subgéneros B:1 e B:2.

Nesses casos (30% das amostras), levou-se em consideragao o resultado
do sequenciamento genético, uma vez que este realiza a identificagdo de cada
nucleotideo na cadeia de DNA, sendo um método de diagndstico mais fidedigno. O
trabalho com enzima de restricdo pode apresentar algumas limitagdes, tais como:
necessidade de isolamento viral antes de aplicar a metodologia de digestdo do
material genético; armazenamento a -20°C (fora do freezer devem ser colocadas em
banho de gelo); pureza do material genético; verificagdo das necessidades de cada
enzima como o tempo para a reacao e temperatura 6timas para que aconteca a
clivagem do material genético.

Apds sequenciamento genético, 17 amostras eram subgénero B:1, trés
amostras subgénero B:2, 12 amostras subgénero C e uma delas subgénero D. Para
a determinacdo do subgénero C, a restricdo enzimatica forneceu resultados
confiaveis, uma vez que nao houve dificuldade em determinar as bandas no gel. Um
fato inesperado foi ter encontrado o subgénero D em quadro de IRA, comumente
identificado em amostras de fezes, secregcao genital e conjuntiva e ndo de secregao
respiratoria (RABONI et al., 2003). Segundo Lopez e Martinez (2007), isso poderia
estar relacionado com fatores como a idade do hospedeiro em que se apresenta a
infeccdo, bem como o tipo de linhagem celular utilizada para o isolamento.

Contudo, apesar das dificuldades encontradas pode-se considerar que a
técnica de restrigdo enzimatica, quando rigorosamente executada, produz bons

resultados n&o havendo a necessidade de implantar o sequenciamento na rotina
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laboratorial. Neste estudo o sequenciamento foi utilizado para realizar a analise
filogenética.

Realizou-se a analise filogenética de 31 (94%) amostras positivas para
HAdV. Todas as amostras apresentaram grande similaridade as sequéncias
previamente depositadas no GenBank, o que permitiu confiabilidade a sua
identificacdo em subgéneros. Para as amostras do subgénero B:1, foi possivel
associa-las aos tipos 3 ou 7.

Neste estudo, as sequéncias obtidas para o gene VA-RNA se encontraram
dentro dos padrdes esperados. O gene VA-RNA tem como funcéo inibir a ativagéo
da proteina celular kinase (PKR) (MA, MATHEWS, 1996), sendo encontrada uma
alta variabilidade associada aos diferentes grupos e tipos. Tais caracteristicas
demonstram como as sequéncias sao altamente conservadas tanto no comprimento
quanto na composigdo de aminoacidos, conforme ja observados para outras partes
do genoma dos HAdV (CRAWFORD-MIKSZA, SCHNURR, 1996).

Adicionalmente, tal especificidade do gene VA-RNA, em diferentes
subgéneros e tipos, parece refletir o fato que os diferentes subgéneros de HAdV
podem ter distintos mecanismos moleculares de infeccdo e evasao do sistema
imune dos hospedeiros, como tem sido demonstrado por diversos estudos
(BERGELSON et al., 1997; ROELVINK et al., 1998; SIRENA et al., 2004; PACHE et
al., 2008).

Os HAdV mais comumente encontrados associados a IRA sdo os que
pertencem ao subgénero C (HAYASHI, HOGG, 2007), que também foi um dos mais
encontrados nas amostras obtidas de pacientes do HC-UFPR. Este estudo
demonstrou a detecg¢ao dos subgéneros B (tipos 3 e 7), C e D, em concordancia com
0 que alguns autores encontraram, como Wadell (1988) e Moura et al. (2007).

A alta divergéncia de nucleotideos entre as amostras do subgénero B:1 para
os sorotipos 3 (5%) e 7 (3%) devem estar associadas a uma taxa de mutagdo maior
do que a encontrada nos subgéneros B:2 e C (< que 1%). Tal caracteristica dos
tipos 3 e 7 pode ser a responsavel, segundo alguns autores, pela evolugdo para
maior gravidade do quadro clinico, com frequéncia associada com sequelas tardias,
como bronquiolite obliterante e bronquiectasia (WHITE, FENNER, 1994).

Os resultados obtidos sugerem uma mudanga na prevaléncia dos tipos. De
1996 a 2002 foram encontradas apenas amostras relacionadas ao tipo 7, com

somente uma ocorréncia ocasional desse sorotipo apos tal data (amostra BR/PR
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973/05). A partir de 2003 todas as amostras obtidas do subgénero B:1 foram
relacionadas ao tipo 3. Moraes et al. (1997) observaram que, no Brasil, durante
alguns anos o variante 7b foi o mais detectado.

Todas as amostras foram alocadas para os seus respectivos grupos e no
caso do subgénero B:1, conseguiu-se alocar para os tipos 3 e 7, 0 que sugere que
uma matriz utilizando apenas o gene VA-RNA ja permite, até certo grau, a
identificagcdo dos HAdV. Ja para os subgéneros B:2, C e D, a identificacdo dos
sorotipos nao foi possivel, conseguindo-se alocar apenas para o grupo que pode ter
ocorrido devido a grande similaridade genética dentro de cada um destes
subgéneros.

A identificagdo dos subgéneros B e C em amostras provenientes de
pacientes com IRA tem sido comumente relatada em humanos e primatas nao
humanos, conforme observado por Benkdé e Harrach (2003). A identificagdo do
subgénero D, encontrado neste estudo, pode ser devido a insergbes, delecdes e
rearranjos com o aparecimento de novos genes em um organismo sendo
indicadores do nivel de plasticidade gendmica, importante para adaptagcédo do
parasito ao hospedeiro (MATIOLI, 2001), porém a analise realizada ndo permite
comparar os achados com o previamente relatado.

Diante da caracterizagdo gendmica e evolugcédo clinica, em relagdo a
sintomatologia, este estudo mostra que ¢é dificil caracterizar o subgénero de HAdV
fazendo uso da clinica, pois os pacientes apresentam quadros respiratorios
semelhantes independente do patégeno identificado, incluindo principalmente febre,
tosse, taquipneia, respiragao sibilosa, dispneia e esfor¢o respiratorio. Segundo Hein
et al., (2003) o diagnéstico hospitalar das infecgdes virais pode ter importancia para
a utilizagdo de drogas antivirais, para o isolamento de pacientes e para controle
epidemioldgico. Do ponto de vista clinico ndo se faz necessario caracterizar o HAdV
genomicamente pelo fato de ser um diagnéstico, porém, para a vigilancia
epidemioldgica tal fato é de grande relevancia para que ocorra conhecimento do tipo
de HAdV que esta circulando a fim de empregar medidas de precaugao e isolamento
do paciente.

Quanto as caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos neste estudo,
observou-se que o HAdV afetou principalmente criangas com idade inferior a dois
anos (85%) e do género masculino (60,6%). HONG et al., (2001) relataram que a

incidéncia de infeccdo por HAdV é inversamente relacionada a idade e ocorre
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principalmente em criangas de seis meses a cinco anos de idade. A infeccédo é
infrequente em lactentes menores de seis meses devido a presenca de anticorpos
maternos protetores (HUQ et al,1990; VIDELA et al. 1998). A predominancia do
género masculino na populacdo estudada também é fato documentado por diversos
autores em varias partes do mundo (VIDELA et al., 1998; HONG et al., 2001),
embora alguns estudos néo confirmem esse achado (HUQ et al., 1990).

Na presente pesquisa, as manifestagcdes clinicas mais frequentes da
infeccao pelo HAdV encontradas nos registros dos pacientes foram: taquipneia,
esforco respiratério, febre, taquicardia e tosse. Ruuskanen, Meurman e Sarkkinen
(1985) e Rocholl et al. (2004) definiram como critérios clinicos para diagndstico de
infeccao respiratoria a taquipneia, angustia respiratéria, febre, hipoxemia, tosse e
dispneia, sinais e sintomas estes, comuns a diferentes agentes etioldgicos.

Os fatores de risco (ou comorbidades) para IRA encontrados neste estudo
estdo relacionados a histéria de prematuridade, doengas hemato-oncoldgicas e
Sindrome de Down. Bohland e Jorge (1999) apontam varios fatores de risco que
contribuem para o aumento da incidéncia e (ou) da gravidade das doengas
respiratérias em criangas como prematuridade, doencas de base, especialmente
aquelas que afetam os sistemas cardiopulmonar, imunolégico ou neuromuscular,
que também aumentam o risco para desenvolvimento de quadros mais graves. Os
dados apontados por este estudo vao ao encontro dos resultados apresentados
pelos autores citados.

Os casos de coinfecgao entre HAdV e outros virus respiratérios foram
detectados em seis (18,2%) amostras e ocorreram principalmente em criangas com
idade inferior a um ano (100,0%). Os casos de coinfecgdo foram por RSV, FLUA,
FLUB, PIV1 e PIV3, similares aos relatados por Suara e Glezen (1995), que
demonstraram que os principais virus causadores de coinfecgdo em criancas jovens
sao semelhantes em paises industrializados e em paises em desenvolvimento.

A antibioticoterapia foi administrada em 78,8% dos pacientes. Segundo
Ibiapina et al. (2004), existem duas questdes sobre o0 manejo das IRA em pediatria:
uma delas é a dificuldade em distinguir entre IRA bacteriana e viral e a segunda ¢é a
caréncia de estudos controlados e randomizados com guias de selegdao do
antimicrobiano a ser usado. Uma vez que raramente o clinico tem ao seu alcance o

patégeno causador da IRA e os sinais e sintomas sado semelhantes entre os diversos
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agentes etioldgicos, o tratamento geralmente é empirico e muitas vezes
desnecessario.

No presente trabalho, os broncodilatadores foram usados em 87,8% das
criangas e os corticoides foram prescritos em 54,5% dos casos. Teper, Fischer e
Jones (2002) relataram que, como ha desconhecimento das caracteristicas do
processo inflamatdrio pulmonar, e particularmente a sua duragao, o uso de corticéide
€ mantido por longos periodos, com a intencdo de reduzir a hiperreatividade
brénquica inflamatdria e broncoconstricdo secundaria a infecgdes virais e alergia.
Por esse motivo, o tratamento das infeccdes respiratérias, feito por muitos centros,
inclui corticoides orais e inalatdrios e broncodilatadores. Os mesmos autores referem
que os broncodilatadores tém indicagcdo empirica, assim como os corticosterdides
orais ou inalatorios; contudo, especialmente nos primeiros dois anos de vida, seu
uso pode reduzir parcialmente os sintomas obstrutivos. Conforme Hale et al. (1999),
a enfermidade por HAdV representa um desafio para os clinicos, pois ainda nao ha
terapéutica especifica para este agente.

Quatorze criangas (42,4%) necessitaram de internacdo em Unidade de
Terapia Intensiva; destas, 13 tinham idade inferior a dois anos e ndo houve maior
frequéncia deste tipo de internagdo entre as criangas com e sem comorbidades.
Entretanto, observou-se que a taxa de letalidade foi maior entre as criangas com
comorbidades. Segundo estudo de Bousso et al. (2002), na Unidade de Terapia
Intensiva Pediatrica do Hospital Universitario da Universidade de Sao Paulo, os
casos admitidos de IRA por HAdV em conjunto com comorbidades corresponderam
a taxas elevadas e a alto indices de letalidade. Considerando que aproximadamente
40% dos pacientes incluidos no presente estudo apresentavam uma ou mais
comorbidades, incluindo doengas graves como leucemia, torna-se dificil avaliar o
quanto da evolucgao clinica desfavoravel pode ser atribuida somente ao HAdV.

A taxa de letalidade geral (36,4%) deste estudo foi semelhante a de
Straliotto et al. (2004), que encontraram uma taxa de letalidade de 25% para os
casos de IRA por HAdV, sendo que as criangas que morreram de pneumonia ou
bronquiolite apresentavam alguma comorbidade associada.

Os casos que evoluiram a ébito foram predominantemente dos subgéneros
B:1 (quatro do tipo 7 e trés do tipo 3) e C. Segundo Kajon e Wadell (1994), na
América do Sul, a genotipagem das cepas de HAdV feita ao longo de varios anos

mostrou que o gendtipo 7h, uma nova variante de HAdV, era o agente infeccioso na
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maioria dos casos graves e fatais. White e Fenner (1994) relataram que os HAdV
estdo relacionados a quadros pulmonares graves, principalmente quando ha o
envolvimento dos tipos 3 e 7. Hong et al. (2001) concluiram que a gravidade da
infeccdo do trato respiratério inferior por HAdV varia de acordo com o sorotipo,
idade, nivel socioeconbmico, fatores ambientais e doenca de base (PHAM,
BURCHETTE e HALE, 2003). A alta mortalidade observada entre as criangas
infectadas com HAdV suporta a hipétese de que gendtipos altamente patogénicos
podem estar envolvidos (VIDELA et al., 1998). No presente estudo n&do se pode
associar gravidade com o tipo devido ao pequeno numero de amostras. E devido ao
fato de que estas criangcas podem ter ido a 6bito pelas comorbidades.

Avaliando o numero de amostras coletadas de ANF em criancas no HC-
UFPR e o numero de amostras positivas para HAdV em 2008, observou-se que o0s
casos ocorreram ao longo do ano, com uma maior identificagdo do agente nos
meses de margo, novembro e dezembro, porém nao foi possivel observar um padrao
sazonal desta infecgdo. Videla et al. (1998) relataram que as infec¢des por HAdV
podem ocorrer endemicamente durante todo o ano ou em epidemias. Doencgas
respiratérias epidémicas por HAdV sao comuns durante o inverno, primavera e inicio
do veréo.

Este estudo permitiu o reconhecimento da gravidade das infecgbes
respiratorias por HAdV em criangas, especialmente naquelas com doencas de base.
Considerando que a avaliagao clinica nao possibilita a diferenciagdo do HAdV de
outros patdgenos e que os testes de deteccdo de antigenos, como a IFl, as vezes
sdo insuficientes para a definicdo etiolégica devido a sua reduzida sensibilidade,
além das dificuldades inerentes a técnica de cultivo celular, a PCR demonstrou ser
uma ferramenta de grande utilidade para permitir o diagnostico etiolégico das
infeccdes respiratorias agudas principalmente em criancas.

O emprego de métodos de diagndstico molecular para IRAs virais podera ser
util na reducao do numero e do periodo de hospitalizagdes, na racionalizagao do uso
de antibidticos e na determinacdo terapia antiviral para casos especificos (MOURA
et al., 2003).

Ainda cabe considerar como limitagcdes deste estudo:

- A forma de amostragem, pois as amostras de 1996 a 2007 eram congeladas nao
em sobrenadante de cultura, isso remeteu a baixa recuperacao do virus devido aos

interferentes.
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- A codeteccdo de dois virus em algumas amostras, restringindo o diagndstico
clinico em saber qual dos dois agentes estava realizando a infecgdo propriamente
dita.

- As comorbidades associadas a infeccao por HAdV sao outros fatores, pois
pacientes com doencas de base estdo em condigdes clinicas com uma elevada
probabilidade para o 6bito; estes pacientes ndo demonstraram significativa melhora
nos sintomas, havendo a necessidade de um grupo de pacientes ambulatoriais para
melhor definicdo dos casos de obitos.

- Outro aspecto € a antibioticoterapia que foi administrada em 78,8% dos pacientes,
sendo provavel indicio de infecgédo bacteriana no grupo estudado.

- Cabe salientar a dificuldade de analise dos prontuarios quanto as informacgdes e
analise da gravidade, o que reforca a importancia de realizar detalhada avaliacado de
todos os sintomas presentes nos pacientes, para entdo possibilitar adequada
formulacéo diagnostica.

- Um aspecto importante que interferiu na conclusdo do estudo, foi trabalhar com a
regidao VA-RNA, pois nao foi adequado para realizagao da arvore filogenética, seria
necessario refazer as analises, porém, amplificando o gene hexon e a partir dele
estudar a filogenia. O estudo do gene VA-RNA funcionaria melhor em conjunto com
estudo de outros genes. Quanto maior o tamanho do gene e mais conservado ele
for, melhor sera a analise filogenética, pois fica com menos gaps. O gene VA-RNA é
hipervariavel tornando dificil a montagem da arvore e até mesmo o alinhamento das
sequéncias.

- Para o subgénero D em relacdo a sequéncia VA-RNA, ndo haviam sequéncias

disponiveis no GenBank para os diversos tipos alocados neste subgénero.
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6 CONCLUSOES

Desde o ano de 2008 a técnica de nested PCR para deteccéo de HAdAV foi
introduzida na rotina do setor de Biologia Molecular/Virologia do HC-UFPR.

Os resultados da PCR demonstraram uma maior sensibilidade desta técnica
em relacao a IFl, contribuindo para um importante aumento percentual de deteccao
das infecgdes por HAdV em pacientes pediatricos com infec¢ao respiratéria aguda
hospitalizados no HC-UFPR.

Todas as amostras isoladas submetidas a analise por restricdo enzimatica e
sequenciamento nucleotidico foram identificadas e classificadas como pertencentes
aos subgéneros B:1(51,5%), B:2 (9,1%), C (36,4%) e D (3%).

Nao foi verificada associagao entre o tipo viral e a gravidade da infeccado nas
amostras analisadas. As infeccbes por HAdAV com [IRA ocorreram
predominantemente em criangas menores de dois anos e do sexo masculino. As
internagcdes em unidade de terapia intensiva foram necessarias para 42,4% dos
pacientes e a letalidade foi de 36,4%. Os O&bitos ocorreram principalmente em
criangas prematuras, com idade inferior a dois anos e com comorbidades. Os
subgénero que mais levaram a internagdo em UTI e a obito foram B:1 e C.

Em sintese, este estudo contribuiu para conhecimento da distribuicdo da
frequéncia dos subgéneros do HAdV no nosso meio e reitera que a analise do gene
VA-RNA nao apresenta boa confiabilidade e bom desempenho da analise para a
genotipagem do HAdV. Mais investigagbes sao necessarias, porém utilizando a
regido codificadora do hexon para ampliar o conhecimento a respeito da diversidade

gendémica do HAdV no Parana.
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7 APENDICES
APENDICE |

FORMULARIO DE COLETA DE DADOS CLIiNICOS EPIDEMIOLOGICOS (1/2)
PACIENTES PEDIATRICOS

| - IDENTIFICAGAO:
Nome da crianca:

Registro HC: |__|__|_ || ||| |

Registro Virologia: |_ | | | || | | Sexo:F| |M|_| Vivo|_|Morto]|_ |
Data do nascimento: |__|__|-|__|__|-|__|__|_|_| Idade:

Data do inicio dos sintomas: Data da coleta:

Y O Y O

Data do internamento: Data da alta médica: Tempo de internamento:

Diagnéstico da infecgado Respiratéria:

Il - CARACTERISTICAS DO RN:
1. Peso de nascimento || ||| |kg |__| Desconhecido
2. Idade gestacional: |__| Termo |__| Pré-termo |__| Desconhecido

Semanas de gestagao:

3. Complicagdes no periodo neonatal: Sim || N&ao| | Desconhecido| |
Quais:

4. Uso de TAHRV no periodo neonatal: Sim |__ | N&o |__| Desconhecido |_|
Droga: Duracdo: |__ | semanas

5. Aleitamento materno: Sim || N&o |__| Desconhecido | |

Se sim, quanto tempo: Semanas | | Meses | |

Il - MANIFESTAGOES CLINICAS, EXAMES COMPLEMENTARES E TRATAMENTO:

I

|_| Anorexia |_| Apnéia |_| Cianose |_| Conjutivite |_| Diarréia

|_| Dispnéia |_| Esforco respiratorio |_| Febre |_| Geméncia

|_| Otite |_| Rash cutaneo |_| Respiragao sibilosa

|_| Taquipnéia |_| Tosse |_| Voémitos

|_| Outros:

Frequencia cardiaca: Frequencia respiratoria: Saturagéo O: ar atmosférico:

Classificacdo clinica/imunoldgica da crianca:
Imunocompetente || Imunossuprimido |__|

Presenca de fatores de risco:
|__| Prematuridade |__|Brocodisplasia |__| Doencas cardiacas |__| Tabagismo passivo — outra:
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Unidade de internamento:

|__JUTI |__|bercario | |emergéncia |__|clinica pediatrica |__|outra:
Antibioticoterapia: | | sim|__| ndo tempo: Princ. Ativo:
Broncodilatador: |__ | sim|__| ndo tempo: Princ. Ativo:
Corticéide: || sim|__| ndo tempo: Princ. Ativo:

Inalagdo: |__| sim|__| ndo tempo:

Oxigenioterapia: |__| sim|__| ndo tempo:

Respiracgao assistida: || sim|__| ndo tempo:

Rx de torax:

TAC térax:

Evolugao: |_| cura |_| 6bito

Complicagoées:




APENDICE II
FORMULARIO DE COLETA - DADOS LABORATORIAIS
PACIENTES PEDIATRICOS

| - IDENTIFICAGAO:
Nome da crianga:

(11)

Numero da amostra:

HEMOGRAMA

Hemoglobina

Hematdcrito

Hemoglobina corpuscular média

Conc. de hemoglobina corpuscular média
Volume corpuscular médio

Contagem de plaquetas

Contagem leucocitaria total e diferencial

GASOMETRIA ARTERIAL
pH

pCO:2

pO2

HCOs3

BE

SatO>

Testes diagnoésticos para o HIV realizados:
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7. Periodo total de acompanhamento da crianca até a definicdo da situagéo de infecgao pelo HIV:

Semanas |_| Meses |_|
HEMOCULTURA Realizada | | Na&orealizada |__| - Bactéria encontrada:
CULTURA DE SECREGAO DE OROFARINGE Realizada |__| Na&orealizada |_|-
Bactéria encontrada:
CULTURA CELULAR Positiva |__| Negativa |__|

Se positiva realizar Imunofluorescéncia para determinar tipo de Agente da IRA:

IMUNOFLUORESCENCIA PARA HAdV Positiva ||  Negativa |_|

PCR Positiva |__| Negativa |__|

Subgénero B:1| | B2| | C|_| DJ|_|
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APENDICE llI

Preparo do Tampao de Tiocianato de Guanidina (GUSCN):
Tiocianato de Guanidina 3 M,
Sarcosyl 3%,
Dietil Treitol (DTT) 1 M,
Citrato de Sédio 1 M,
Glicogénio,
ApOs preparo embrulhar o tubo cénico em papel aluminio e guardar em

geladeira.

Extracdo das amostras de Aspirado de Nasofaringe (ANF)

A extracao do acido nucleico viral foi realizada como segue, método GUSCN:

Retirar amostras do freezer a -80°C e vortexa-las,

Em eppendorf adicionar 200 yL da amostra e 200 uL do Tampao GUSCN,

Deixar por 10 minutos a Temperatura ambiente (TA),

Acrescer 250 uL de isopropanol frio,

Vortexar e apos centrifugar, os tubos, por 10 minutos a 4°C, a 14.000 rpm,

Descartar todo o sobrenadante com pipeta,

Adicionar 500 pL de etanol 70% frio,

Agitar por inversao, tentando fazer com que o pellet desprenda das paredes
dos tubos,

Centrifugar a 14.000 rpm por 10 minutos, a 4°C.

Desprezar o sobrenadante e deixar os tubos abertos, incubando por 10
minutos a 56°C.

Uma vez seco, adicionar 22,5 uL de agua livre de nucleases,

Vortexar suavemente e armazenar o DNA extraido a -80°C até ser realizada a

amplificagao.
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PROTOCOLO HADV — Nested PCR (Avellon et al, 2001)

AMOSTRA
DATA-

z

POSICAO GEL
DATA-

z

POSICAO GEL

N DATA-

OIN([O|Oa| R~ |W|IN|~

©

10

2O N|Og|D|WIN|—~

2 lOo|lo|N|O|jO|D|W|IN| =

DNA extraido em

Método

Tecnico

PCR realizado em -

Técnico -

Usar 2,5 uL do DNA

Usar 1 uL do PCR1

Reagente
H20 13 pL x 14.5 pl x
10x Buffer 2.5 uL x 2.5 L x
MgCl2 50mM 0.75 uL x 0.75 plL x
1,25 dntp’s 4 ul x 4 ul x
ADHEX 1F 1 ul x ADHEX 2F 1 pL x
10pmol/ul M 10 pmol/ul
ADHEX 2R 1 ul x ADHEX 1R 1 pL x
10pmol/ul M 10 pmol/uL
TAQ polimerase 0,25 ulL x 0,25 ul x
Volume final 25 Ul 25 Ul
1x 94°C -2
Tx 94°C-2 30x  94°C—1
30 x 94°C -1 50°C — 1’
50°C -1’ 72°C- 1’
72°C-1 2 Hold 72°C - 6'
2 Hold 72°C - &’ 4°C - w
4°C -0
e Analisar em gel de agarose a 1%+ Brometo de Etidium
e Aplicar no gel: 2 uL amostra + 7 uL H20 + 1 uL Tamp&o de amostra.
e  Peso molecular: 1 Kb Plus 10 uL (pronto para uso), Corrida 100V, por 75’
e  Produto esperado: 168 pb
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APENDICE V

PROTOCOLO DO MATERIAL UTILIZADO PARA CULTURA CELULAR

Isolamento em culturas celulares

NUTRIENTES DAS CELULAS EM CULTURA (DMEM) — Meio minimo essencial de
Dulbecco - Normalmente o meio DMEM é utilizado para células aderentes.
FUNGIZON
Antifungico - evita o crescimento de fungos.
PENICILINA/ ESTREPTOMICINA
Antibioticos utilizados para evitar o crescimento de bactérias contaminantes.
TRIPSINA 0,25 %
Soltar as células que estdo aderidas a parede dos tubos e das garrafas.
SORO BOVINO FETAL:
- Fundamental na estabilizagdo e manutencao de cultivos celulares.
- 0 meio celular requer suplemento com horménios e outros fatores de crescimento
que podem estar envolvidos em:

- transporte de nutrientes;

- manutencgao do balango de energia celular;
- controle de sintese de macromoléculas e fatores que estimulam a formacao de
produtos (FRESHNEY, 2005).
COMPONENTES DO SORO E SUA PROVAVEL FUNCAO:

O soro contém fatores de crescimento para proliferagao celular, fatores de
adesao e atividade anti-tripsina. O soro contém também minerais, lipidios e

proteinas (Quadro 8).
QUADRO 8 — COMPONENTES DO SORO BOVINO FETAL E SUAS PROVAVEIS FUNCOES

COMPONENTES

PROVAVEL FUNCAO

Proteinas

Albumina

Fibronectina

Alfa 2 macroglobulina
Transferrina

Polipeptideos

Fator de crescimento endotelial
Fator de crescimento epidérmico
Fator de crescimento de fibroblastos
Hormonios

Hidrocortisona

Insulina

Horméonio de crescimento
Metabdlitos e nutrientes
Aminoacidos

Glicose

Lipidios

Minerais

Ferro, Cobre, Zinco, Selénio

Transportador de minerais, horménios, lipideos e atua tb como tampao.
Aderéncia celular
Inibidor da tripsina
Unidao com o ferro

Mitégeno
Mitégeno
Mitégeno

Promove a aderéncia e a proliferagéo
Promove a utilizacdo de glicose e aminoac.
Mitégeno presente em soro fetal

Proliferagéo celular
Proliferagéo celular
Sintese de membrana

Co-fatores enzimaticos

FONTE: FRESHNEY, 2005
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d.3.1) PRINCIPIO:

Consiste no descongelamento, manutencéo e amplificagdo de linhagens celulares e
inoculagdo da amostra em linhagens celulares susceptiveis aos virus em pesquisa, e
na identificagdo do isolado viral e na analise do efeito citopatico.
d.3.2) LIMITES DE DETECCAO:

Nao consta.

d.3.3) MODELO DE RESULTADO:

N&o consta.

d.3.4) INTERFERENTES DO TESTE:

Presencga de Bactérias ou Fungos na amostra ou reagentes.
d.3.5) AMOSTRA:

Linhagem de Células HEp-2

d.3.6) REAGENTES E MATERIAIS

Meio Minimo Essencial

Soro Bovino Fetal

Agua Destilada

Pipetas de vidro graduadas

Gaze estéril

Algodao

Alcool

Acetona

Pipetas Pasteur

d.3.7) EQUIPAMENTOS NECESSARIOS PARA A TECNICA:
Estufa Bacteriologica

Freezer

Mascaras e luvas estéreis

Bomba a vacuo

Banho-maria

Vidrarias em geral

Garrafas de cultivo celular

Filtros com poros de 0,22 um

Pipetador automatico

Microscopio Invertido
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Camara de Fluxo Laminar
Lampadas de UV
Bico de Bunsen

Geladeira para armazenamento dos reagentes

d.3.8) PROCEDIMENTO DETALHADO:

d.3.8.1) Preparo de padrdes:

Todos os reagentes utilizados devem ser esterilizados por autoclavacéao por filtragao.
Sendo necessario manter controle de esterilidade, incubando estes em meio
bacterioldgico enriquecido de tioglicolato (Meio para a realizacdo dos ensaios de
esterilidade).

d.3.8.2) Preparo da Célula:

d.3.8.2.1) Descongelamento de linhagens celulares:

Retirar a ampola do “container” com nitrogénio liquido e transferi-la imediatamente
para o banho-maria a 37°C.

Agitar a ampola para acelerar o descongelamento. Quando a suspensao de células
estiver quase totalmente descongelada, levar para a camara de fluxo laminar.

Com uma pipeta retirar o conteudo da ampola e coloca-lo em meio de cultura com
10% de SBF (MEM q.s.p. 7 mL = vol. final para garrafa pequena)

Transferir para garrafa de cultura pequena e homogeneizar cuidadosamente

Incubar a 37° C

Trocar o meio quando estiver acido ou 24 horas apds o descongelamento.

d.3.8.2.2) Manutencgéo das linhagens HEp-2

- “split” 1:2 para garrafas com +++:

Desprezar o meio contido na garrafa

Lavar a garrafa com 5 ml de PBS.

Colocar Tripsina + EDTA 0,25%: 3 mL para garrafa pequena

8mL para garrafa média

Deixar a garrafa em repouso na posi¢ao horizontal por 2 ou 3 minutos

Observar em microscoépio invertido o inicio do desprendimento celular

Desprezar quase totalmente a Tripsina 0,25%

Agitar a garrafa para completar o desprendimento das células

Suspender as células em meio de cultura com 10% de SBF, homogeneizar com

pipeta para evitar a formagao de grumos.
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Transferir para a nova garrafa de cultura, cuidando para que seja colocado 0 mesmo
volume da suspensao em cada garrafa.

Completar com meio de crescimento respeitando o volume ideal para cada garrafa
Anotar a data e o numero da passagem na garrafa e incubar a temperatura de 37°C.

Volume da suspensao em cada garrafa:

Garrafa Pequena Garrafa Média Garrafa Grande

7mL 12mL 24 mL

OBS: Todos os reagentes na temperatura de 37°C.
Repique para tubos e garrafas, preparar primeiro as garrafas.
d.3.8.2.3) Troca de meio de cultura:
Desprezar o meio contido na garrafa
Colocar o meio novo com 10% de SBF a temperatura de 37°C.
OBS: Trocar o meio quando estiver acido ou 48 horas apds o repique.
d.3.9) Congelamento de células:
Preparar o meio de congelamento: 10% SBF + 10% DMSO + 80% MEM
O volume de meio deve ser adequado ao numero de ampolas que serao
congeladas.
ex.: garrafa média (75 cm?3) preparar aproximadamente 3 ampolas.
Deixar em cuba com gelo durante todo o periodo de manipulagédo das células.
CUIDADO: DMSO E ONCOGENICO - Criopreservante - impede a formacdo de

cristais no interior das células apos congelamento, estes poderiam destrui-la.

d.3.9.1) Técnica:

Tripsinizar a garrafa (+++ de crescimento) conforme a técnica, cuidando para nao
deixar residuos de tripsina.

Ressuspender as células em 10 ml de MEM

Centrifugar 10 minutos a 1000 rpm

Desprezar o sobrenadante

Ressuspender o pellet em 1 mL de meio de congelamento

Transferir a ampola para freezer —80°C por 24 horas, posteriormente para N2.
d.3.10) Manutencgao:

Usar MEM com 2% de SBF.
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d.3.11) Inoculagao das amostras:
Desprezar o meio de crescimento das culturas celulares.
Lavar o tapete celular, duas vezes, com Tripsina.
Apods as células estarem soltas, coloca-las em meio MEM em 10% de Soro Bovino
Fetal (SBF).
Inocular 1 ml da suspensao de células HEp-2 em tubos de cultura.
Deixar os tubos a 37°C/ 24 horas, para que as células possam aderir as paredes dos
tubos.
Apds as 24 horas, desprezar os meios de cultura dos tubos e inocular 200 pL das
amostras em cada um dos tubos de cultura.
Levar os tubos de cultura contendo as amostras em estufa a 37°C/ 1 hora, para que
possa ocorrer a adsor¢ao do virus a célula aderida ao tubo.
Entdo, acrescentar 1 mL de meio MEM a 2% de SBF (meio de manutenc¢do; meio
minimo de Eagle com 2% de SBF) a cada tubo de cultura.
Observar as culturas celulares em microscopio, diariamente, até o surgimento do
efeito citopatico.
Se necessario, fazer repique.
d.3.12) Indicadores da necessidade de reposi¢cdo do Meio de Cultura

pH

Concentragéo Celular

Morfologia
pH

O pH geralmente diminui a medida que as células comegcam a metabolizar os

substratos disponiveis.

A maneira mais comum de se verificar o pH da cultura é através da mudanca
de cor do meio de cultivo.

Geralmente os meios séo vermelhos, passando para laranja e posteriormente
amarelo, a medida que diminui o pH, indicando que ha necessidade de adigao de

meio fresco.
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Concentracdo Celular

Nas culturas com altas concentragdes celulares a quantidade de nutrientes
disponiveis esta diminuida em comparacdo com aquelas mais diluidas;

Ocorre exaustao do meio e reducéo do pH;

A proliferagcado celular também diminui devido a escassez dos fatores de
crescimento e outros substratos.
Pode ocorrer bloqueio das células na fase G1 do ciclo celular.

Para algumas células a manutencao do meio deve ser feita quase que diariamente.

Morfologia Celular

Alteracdes no substrato e na constituicido do meio de cultura podem alterar a
morfologia celular
Sinais de deterioragdo podem ser: granulosidade em volta do nucleo, formagéo de
vacuolos citoplasmaticos e volume celular alterado. Isso indica necessidade de

manutencio do meio.

Impacto da temperatura:

- Os valores baixos de temperatura sdo menos perigosos que os valores altos.
- Valores de temperatura maiores que 40°C durante poucas horas pode levar a

morte a populacéao celular.

Controle da concentracdo de Oxigénio:

- 0 O2 deve estar em niveis suficientes para a produgao de energia celular.
- uma queda nos niveis de Oz pode levar a morte celular.

- altas concentragdes pode levar a formacgao de radicais livres de alta toxicidade.

Agua: As células sdo muito sensiveis a qualidade da agua.

- Compostos inorganicos: metais pesados, ferro, calcio.
- Compostos organicos.
- Contaminantes bacterianos: endotoxinas, pirégenos.

Ha necessidade de destilagao multipla e/ou deionizagao.



APENDICE VI

PROTOCOLO PCR PARA HADV

IDENTIFICAGAO DE SUBGENEROS
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PROTOCOLO HADV SUBGENERO (Kidd et al, 1996)

POSICAO GEL
AMOSTRA POSICAO GEL N

N DATA- N DATA. DATA-

1 1 1

2 2 2

3 3 3

4 4 4

5 5 5

6 6 6

7 7 7

8 8 8

9 9 9

10 10 10

Me¢étodo

Tecnico

PCR realizado em - Técnico -
Reagente Usar 0,5 uL do DNA
H20 14,75 ul x 1x 94°C -1
10x Buffer 2.5 uL x 35x 94°C-7
MgCl2 50mM 0.75 L x 45°C -1’
1,25 dntp’s 4 pul x 72o C- 3
Primer VA3a + VA3b 1 ul 2 Hold 702 c-8
10pmol/ul KX 4°C -0
Primer VA6 10pmol/uL |1 uL x
TAQ polimerase 0,25 pL x
Volume final 25 uL

Analisar em gel de agarose a 1%+ Brometo de Etidium

Aplicar no gel: 2 uL amostra + 7 uL H20 + 1 uL Tampao de amostra.
Peso molecular: 1 Kb Plus 10 pL (pronto para uso), Corrida 100V, por 75’
Produto esperado: 240 a 290 pb (Subgénero A, B:2 e F) e 400 a 520 pb (Subgénero (B:1, C, D e E)
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APENDICE VII

TABELA 12 - ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS PARCIAIS DO GENE VA-RNA DE DIFERENTES GRUPOS DE HADV
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APENDICE VIl (ARTIGO)
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8 ANEXOS

ANEXO |
Procedimento de coleta do ANF:
- Colocar o paciente em decubito dorsal, elevar a cabecga, insirir delicadamente uma
alca contendo algodao esteéril (raiom ou ponta Dacron), paralelo ao palato, atingindo
a nasofaringe (2,5 cm a 3), girando. - Esfregar suavemente o cotonete na parede da
nasofaringe e retirar enquanto gira. Isto é feito para ambas as narinas com cotonetes
diferentes (Figura 21): Introduzir a ponta do swab no tubo de teste (contendo meio
de transporte) o tubo deve ser fechado e mantido a 4°C. - Identificar o tubo de
ensaio com fita adesiva. Nota: As amostras para isolamento viral devem ser
refrigeradas imediatamente e inoculadas o mais rapidamente possivel, em cultura de
células. Nao processar amostras de 48 - 72 horas. Evitar manter amostras de mais
de 5 dias, em meios de transporte de refrigeragao viral ou 24 horas em solugao
salina (Salud, 2006).

FIGURA 21 - Modelo de coleta/obtencao de aspirado de nasofaringe (ANF).
FONTE: Salud, 2006.

Se, numa amostra clinica, a quantidade de virus for pequena, o isolamento
deste so sera obtido quando o sistema mais sensivel for utilizado. Portanto, € muito
importante que o laboratério seja informado da sindrome clinica, ou do virus
suspeito, para que se possa utilizar o melhor método de deteccdo. Nenhuma técnica
laboratorial (ou cultura celular), no entanto, sera eficiente, se o espécime nao for
colhido, transportado, armazenado e processado de forma adequada.

Os espécimes precisam ser colhidos na fase aguda da infecgao e a escolha

da amostra deve ser apropriada. Portanto, aquelas, quando colhidas com "swab",
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devem ser imediatamente colocadas em solugdo salina tamponada ou meio de
cultura, para evitar o ressecamento e a consequente desnaturagao dos virus. De
forma geral, todas as amostras devem ser transportadas imediatamente para o
laboratorio, em temperatura de geladeira e assim conservadas até o momento do
diagndstico, para evitar a inativagdo dos virus pelo calor. Os espécimes deverao ser
processados adequadamente antes da inoculacdo em culturas celulares ou em
qualquer teste de diagnodstico. Esse processamento, de modo geral, inclui fases de
eluicdo dos virus da amostra, com uso de salina tamponada; clarificacdo por
centrifugagéo, para eliminacdo de residuos indesejaveis e descontaminagdo com
agentes antibacterianos e/ou antifungicos. Evita-se assim, que residuos tdxicos ou

microrganismos contaminantes interfiram no isolamento dos virus e no diagndstico.
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ANEXO I

Protocolo para purificagao do produto da PCR para sequenciamento

Em gel de agarose 1% adicionar, em cada escavacao, 15 uL do produto da
PCR e 1 yL do Tampéao de Amostra. Desenvolver a corrida a 100 V por 1 hora
em tampéo Tris-fosfato (pH = 7,5),

Corar as bandas de DNA com brometo de etidio e visualizar o gel em luz UV.
Utilizar estilete para recortar as bandas do gel e coloca-las em tubos de 1,5
mL,

Adicionar aproximadamente 500 uL de Gel Solution Buffer (GS1) e levar a
50°C por 15 minutos (para o gel dissolver e liberar o produto da PCR),
Vortexar e colocar a mistura em tubo contendo filtro,

Centrifugar a 12.000 rpm por 1 minuto a 20°C (descartar o filtrado),

Adicionar ao filtro 500 uL de GS1,

Centrifugar a 12.000 rpm por 1 minuto a 20°C (descartar o filtrado),
Acrescentar ao filtro 700 yL de Wash Buffer (W9) e incubar por 5 minutos a
temperatura ambiente,

Centrifugar a 12.000 rpm por 1 minuto a 20°C (descartar o filtrado),
Centrifugar a 12.000 rpm por 1 minuto a 20°C, a seco, para remover o etanol,
Transferir o filtro para outro tubo eppendorf e acrescentar ao mesmo 35 pL de
TE Buffer, deixar por 1 minuto a temperatura ambiente,

Centrifugar a 12.000 rpm por 2 minutos a 20°C,

Descartar o filtro e armazenar a -20°C as amostras extraidas e purificadas ou
seguir aplicando em gel de agarose a 1% a fim de verificar se foi bem
sucedida a purificacdo da banda em analise.

Aplicagéo no gel: 5 uL do DNA purificado e 1 L do Tampao de amostra.



127

ANEXO 1l

AUTORIZACAO DO COMITE DE ETICA
FORMULARIO DE COLETA — DADOS CLINICOS EPIDEMIOLOGICOS



