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RESUMO

Os adenovirus humanos (HAdV) causam uma variedade de infeccdes, tais como as respiratérias agudas, gastrointestinais,
oculares, do trato urindrio e ainda sindromes neurolégicas graves. O presente estudo teve como objetivo identificar e
caracterizar HAdV em amostras de fezes provenientes de pacientes oriundos da Regido Norte do Brasil, no periodo de
1998 a 2012, com quadro de paralisia flacida aguda, negativas para poliovirus e enterovirus ndo pélio. No estudo, 19
amostras apresentaram efeito citopdtico caracteristico de HAdV quando inoculadas nas linhagens HEp2-C e L20B. Essas
amostras foram submetidas & reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR) em tempo real (qPCR) e sequenciamento
nucleotidico parcial do gene que codifica a proteina héxon. Do total de amostras, 13 foram confirmadas por gPCR,
PCR e sequenciamento nucleotidico. A andlise genética demonstrou a seguinte caracterizac@o viral: uma amostra como
HAdV-F41; trés como HAdV-A31 e nove da espécie C, sendo trés HAdV-C5 e seis HAdV-C6. As amostras positivas foram
provenientes dos Estados do Pard (6/19 — 31,6%), Amazonas (6/19 — 31,6%) e Acre (1/19 — 5,2%). Quanto & faixa
etéria, dos 13 casos positivos, 12 eram de criancas menores de 5 anos de idade, representando 92,3% dos casos. Os
resultados encontrados sugerem uma possivel participagéo dos HAdV na etiologia dos casos de paralisia flécida aguda
ocorridos na Regido Norte do Brasil.

Palavras-chave: Adenovirus Humano; Paralisia Flacida Aguda; Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real;
Técnicas de Cultura de Células.

INTRODUCAO

Os adenovirus pertencem & familia Adenoviridae,
género Mastadenovirus, que contém sete espécies
diferentes (A a G), constituidas por 67 tipos'234

Em virtude da emergéncia de novas fecnologias de
biologia molecular, a revelacdo de novos virus tem sido
comumente relatada e, recentemente, foi sugerido um
novo tipo de adenovirus — tipo 68 da espécie B. Os 51
tipos pré-existentes de adenovirus foram identificados
por métodos sorolégicos tradicionais, levando em
consideracdo a composicdo viral e a patogenicidade,
diferentemente  dos fipos 52 a 68 que foram
identificados por meio do sequenciamento genémico e
andlises de bioinformatica®.
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Os adenovirus humanos (HAdV) sé@o virus néo
envelopados de 90 nm de didmetro, simetria
icosaédrica, com genoma de ADN de fita dupla,
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contendo em média 36 Kb. O virion é constituido de
11 proteinas (I, Ill, llla, IV, 'V, VI, VII, VIII, IX, X e TP); sete
das quais estdo no capsideo (Il, lll, llla, IV, VI, VIII e IX),
que é composto por 252 subunidades de capsémeros.
Destas, 240 sdo constituidas pela proteina héxon (pll)
— as quais compdem as faces do icosaedro — e as
demais (12 capsdmeros) sGo compostas pelas proteinas
penton-base (plll) e fibra (plV) que juntas compéem o
vértice viral'.

Nos HAdV, destaca-se como determinante viral de
infecc@o, a regi@o globular carboxi-terminal (C-terminal)
da fibra que é a responsavel pelo reconhecimento
do receptor primdrio, adsorvendo a particula viral
4 célula. Enquanto que os receptores celulares séo
importantes determinantes de infeccdo do hospedeiro, e
no caso dos HAdV o principal é denominado de CAR
(receptor para adenovirus e coxsackievirus)®. A fibra
viral desempenha uma importante funcdo na infeccdo
celular e esse fato é demonstrado quando a infeccéo,
com particulas virais sem fibras, fica profundamente
comprometida, desse modo, a boa interacdo entre
a regido globular da fibra e o receptor celular é de

extrema importdncia para o sucesso da infeccdo
viral”87,
A capacidade que o virus tem de infectar

selefivamente um subconjunto determinado de células,
denominado histotropismo viral, é influenciado pelos
receptores celulares reconhecidos pela fibra e pelo
penton. logo, é de se esperar que os adenovirus
ndo apresentem tropismo definido, visto que seu
receptor principal é expresso em quase todas as
células epiteliais'®. Portanto, a patogenia dos HAdVY
variom de acordo com a espécie, embora possam
causar infeccdes assintomdticas, também podem levar
diferentes quadros clinicos que incluem infeccoes
respiratérias, gastrointestinais, urindrias e oculares,
além de serem virus com capacidade de permanecerem
latentes no hospedeiro humano. A duracéo de excrecéo
viral no inicio dos sinfomas é de uma semana em
infeccoes respiratérias e de duas semanas em infeccdes
oculares, assim como na urina e nas fezes''12.

Recentes investigacées tém demonstrado que
os HAdV podem estar implicados na génese de
infeccoes do sistema nervoso central (SNC), tal como,
menigoencefalite, encefalite e paralisia flécida aguda
(PFA)'\3,'\4,]5,]6,]7,'\8.

O presente estudo teve como objetivo identificar e
caracterizar os adenovirus em casos de PFA, os quais
eram negativos para poliovirus e enterovirus ndo pdlio.

MATERIAIS E METODOS
AMOSTRAS

A amostra fecal foi o material clinico utilizado no
presente estudo por ser considerado o espécime de
escolha para pesquisa de agentes entéricos como o
adenovirus. Essas amostras pertenciam ao Programa
da Rede de Vigilancia Nacional para PFA, recebidas no
Laboratério de Enterovirus do Instituto Evandro Chagas
(IEC), e que foram negativas para poliovirus e enterovirus

ndo pélio no periodo de 1998 a 2012. O estudo foi
apreciado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IEC,

n® 0027/2008, aprovado em 29 de abril de 2009.
PREPARO DAS SUSPENSOES FECAIS

As suspensdes das amostras fecais foram preparadas
de acordo com a metodologia descrita no Polio
Laboratory Manual  (World  Health  Organization -
WHQ)"?. Para o procedimento foram adicionados
10 mL de PBS (tampédo fosfato salino — phosphate-

buffered  saline)  suplementado  com  penicilina
e estreptomicina, 1 g de pérolas de vidro de
aproximadamente 3 mm de diémetro e 1 mlL de

cloroférmio em tubo de polietileno. Em seguida, foram
transferidas aproximadamente 2 g de cada amostra
fecal para o tubo correspondente, com movimentacdo
vigorosa por 20 min usando um agitador mecénico,
centrifugando-se por 20 min a 1.500 g em centrifuga
refrigerada a 8° C. O sobrenadante foi armazenado a
-20° C para uso posterior.

PROPAGACAO VIRAL EM CULTURA DE CELULAS

As amostras foram submetidas ao cultivo em células
HEp-2 (carcinoma epidermoide de laringe humana) e
L20-B (células de camundongo que expressam receptor
para poliovirus). Esses cultivos foram mantidos em
garrafas plésticas contendo MEM  (minimum essential
medium) com sais de Eagle, acrescido de bicarbonato
de sédio na concentracéo de 1,5 g/L, soro bovino fetal
10%, L-glutamina 4 mM, HEPES (4cido N-(2-hidroxietil)-
piperazina-N'-2-etanessulfénico) 10 mM, penicilina 100
U/mL e estreptomicina 100 pg/mlL.

Para a inoculacéo, inicialmente a monocamada foi
lavada duas vezes com 2 ml de solucdo de PBS e foram
adicionados 500 ul da suspensdo fecal, e mantido
para adsorcdo por 30 min na estufa a 37° C. Apés a
adsorcdo, adicionaram-se 7,5 mL de MEM a 2% de
soro bovino fetal.

As garrafas foram observadas ao microscépio btico
invertido de sete a nove dias para visualizacdo do
efeito citopdtico (ECP). As amostras que apresentaram
ECP foram usadas para testes de biologia molecular.
As negativas foram congeladas e descongeladas e
submetidas a uma nova inoculacdo (passagem), sendo
realizado, no méximo, até trés passagens.

CARACTERIZACAO MOLECULAR

A extracGo do DNA viral foi realizada a partir do virus
isolado em cultura, utilizando do kit QIAamp® DNA Stool
Mini Kit (Qiagen, Alemanha) disponivel comercialmente,
seguindo o protocolo descrito pelo fabricante.

Apbs a extracdo, as amostras foram submetidas
a reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR)
em tempo real (qPCR) utilizando iniciadores e sondas
especificos para os adenovirus®. Para as amostras
positivas na qPCR, foi realizada uma nova PCR, tal como
descrito na literatura?', contudo, utilizando iniciadores
universais Ad1 (TTCCCCATGGCICAYAACAC) e Ad2
(CCCTGGTAKCCRATRTTGTA)? que amplificam um
fragmento de 482 pb de uma regido do gene héxon
conservada entfre todos os tipos humanos reconhecidos.
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As amostras positivas na PCR foram purificadas
pelo kit QIAquick® PCR Purification (Qiagen, Alemanhal),
seguindo o protocolo descrito pelo fabricante, e
entdo sequenciadas pelo método de Sanger?,
segundo o fabricante do kit BigDye® Terminator
(Applied Biosystems, EUA). O produto dessa reacdo
foi precipitado com isopropanol e ressuspenso em
formamida, seguido de eletroforese em sequenciador
automdtico (ABI PRISM 3130 x|, Applied Biosystems,
EUA).

As sequéncias nucleotidicas foram editadas e
analisadas  utilizando-se o programa  Geneious
Pro (Biometters, Nova Zeléndia). Posteriormente

foram comparadas com as sequéncias contidas no
GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/),
usando o programa Blast, para determinacdo do
tipo e confirmacéo da identidade viral. O programa
iModeltest 2.0?* define o modelo mais adequado
de substituicdo nucleotidica empregado para as
sequéncias, de acordo com o critério de informacédo
Akaike (CIA). Para a construcdo da drvore filogenética
foi realizado o método de madxima verossimilhanca
(maximum likelihood - ML), usando o programa
RAXML?.
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A: Controle negativo em células HEp-2; B: Cultura celular infectada apés 24 h de inoculacéo em células HEp-2; C: Controle negativo em células

RESULTADOS

Llevando em consideracdo os critérios de estudo,
19 amostras foram positivas em HEp-2 e L20-B, com
ECP compativel com o isolamento dos adenovirus,
caracterizado por célulos aglomeradas que lembram
a formacdo de ‘cachos', ocorrendo em seguida
a contracdo da camada celular, provocando a
dissociag@o da superficie da cultura deixando as células
soltas no sobrenadante (Figura 1).

Dos 19 isolamentos, 13 (68,4%) foram confirmados
por gPCR. Os outros seis foram negativos para
HAdV em gPCR e PCR; desse modo, as amostras
foram consideradas como ndo tipadas. Dados do
sequenciamento estdo dispostos na figura 2 e tabela 1.

Considerando a positividade das amostras, 6/13
(46,2%) sé@o oriundas do Estado do Amazonas, 6/13
(46,2%) do Estado do Pard e 1/13 (7,6%) do Acre,

ndo havendo positividade nos outros Estados da

regiGdo. Com relacdo & faixa etdria, dos 13 casos
positivos, 12 s@o de criancas menores de 5 anos de
idade, representando 92,3% dos casos. E quanto ao
sexo, oito casos (61,5%) correspondem ao masculino
e cinco ao feminino (38,5%). Todos esses dados estdo
demonstrados na tabela 1.

'_1". P ;'F

L20B; D: Cultura celular infectada apés 24 h de inoculacéo em células L20B.

Figura 1 — Efeito citopdtico semelhante ao causado por adenovirus em células HEp-2 (Figuras A e B) e L20B (Figuras C e D)

obtidos por microscopia éptica de inversdo 20x

Rev Pan-dmaz Saude 2014; 5(3):47-54
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Tabela 1 — Caracteristicas epidemiolégicas dos 13 casos de PFA positivos

para adenovirus

N %

<5 12 92,3

Idade
=6 | 7,7
Feminino 5 38,5

Sexo

Masculino 8 61,5
Acre 1 7,6
Locall Amazonas 6 42,2
Para o) 46,2
HAdV-A 3 23,1
Sequenciamento HAdV-C 9 69,2
HAdJV-F 1 7,7

DISCUSSAO

Apbs a erradicacéo do poliovirus selvagem no Brasil,
a participacdo de outros agentes virais tais como os
adenovirus, com capacidade de causar doenca no
SNC, tornou-se mais aparente?®?’. No presente estudo
foram isolados 13 HAdV das amostras de pacientes
com PFA.

Achados semelhantes foram detectados na Finléndia
durante a vigilancia de pacientes com PFA, onde se
detectaram quatro HAdV provenientes de amostras
negativas para poliovirus e enterovirus?®. Na China, em
5,7% das amostras isoladas a partir de casos de PFA,
foi identificado o adenovirus?.

Em concordncia com resultados anteriormente
descritos em 1997, na Maldsia, adenovirus da espécie
B foram isolados de criancas com PFA que chegaram a
6bito durante uma epidemia da doenca méo-pé-boca'®.

No perfodo de 1997 a 2002 foram pesquisados
casos de PFA que ocorreram no Brasil, Peru e Bolivia,
isolando-se os HAdV a partir de espécimes fecais de
casos suspeitos de PFA, sendo identificadas as seguintes
espécies: A (trés isolamentos), B (20 isolamentos), C (38
isolamentos), D (dois isolamentos) e E (um isolamento),
atribuindo-se aos adenovirus da espécie B (31,3%) o
possivel envolvimento como agente etiolégico da PFA!”.

Diferentemente dos achados anteriormente referidos,
os resultados obtidos no presente estudo demonstraram
que os adenovirus da espécie C foram mais
frequentemente encontrados nos casos de PFA, seguidos
das espécies A e F Tais espécies possuem tropismo
pelo trato gastrointestinal, provocando gastroenterites e
podendo ser isolados naturalmente das fezes''"'?. O seu
papel para doenca degenerativa ndo foi considerado
no presente estudo, uma vez que foi utilizada suspenséo
fecal para o isolamento viral. Desse modo, foram
considerados apenas os adenovirus da espécie C.

De acordo com Wold e lIson', é incomum isolar
qualquer um dos tipos de adenovirus do liquido
cefarrolaquidiano  (LCR) ou do cérebro, contudo,
estudos t&m demonstrado o isolamento de HAdV
(HAdV- 3, 5, 6, 7, 7A e 12) de LCR em pacientes

com meningoencefalite. Nesse sentido, os mesmos
autores afirmam que HAdV-C5 foi cultivado do LCR
de dois pacientes imunocompetentes, sendo que um
apresentava meningoencefalite e o outro meningite.

Por outro lado, no estudo de Ory et al®,
considera-se a hipétese de que a infeccdo viral
por HAdV no SNC, como a meningite, pode ser
ocasionada por uma complicacdo secunddria &
pneumonia. No mesmo estudo, foi identificado HAdV-5
em um caso de cerebelite, com um histérico de
conjuntivite, e outro de meningite.

Certamente ainda é preliminar a afirmacéo de que
os adenovirus possam ser um dos agentes etiolégicos
de PFA, pois ainda faltam investigacdes e dados que
demonstrem o possivel mecanismo viral para dada
infeccdo. Além disso, uma das limitacées do presente
estudo é que hd a necessidade paralela de um grupo
controle (pacientes sem PFA), com a finalidade de se
comparar e verificar em qual grupo (pacientes com PFA
e sem PFA) os adenovirus seriam mais prevalentes.

Além disso, é pertinente relatar que novos HAdV tém
sido originados por recombinacdo de no minimo dois
virus. Tal como ocorreu com o HAdV-58, recentemente
caracterizado como um novo adenovirus com genes da
fibra e do héxon do HAdV-25 e HAdV-293'. Matsushima
et al*® t&m sugerido que, para fins de identificacdo
e classificagdo viral se realize o sequenciamento
nucleotidico completo dos genes da fibra, penton
base e héxon, pois de acordo com os autores, as
regides conservadas destes trés genes tém apresentado
papel importante na recombinacdo. Frente a essa
nova proposta, a investigacdo destes genes nos HAdY
encontrados no presente estudo, seria muito interessante
para investigacdo de uma possivel recombinacdo, assim
como para a maior fidedignidade quanto ao tipo viral.
Em relagGo a isso, o sequenciamento parcial ofereceu
um norte quanto & identificagdo no presente estudo,
levando em consideracéo que os tipos encontrados
variaram de 95% a 100% de similaridade em relacdo &
sequéncia protétipo (Figura 2). No entanto, a proposta
de Matsushima et al?® é muito relevante.
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Espécie D

Figura 2 — Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene codificador da proteina héxon dos adenovirus humanos. As
amostras do presente estudo estdo destacadas em vermelho

7

Outro fator importante é o conhecimento das
bases moleculares do virus que colaboram para o
tropismo tecidual, tal como da regiGo E3 da fibra
viral®?33, E levando em consideracdo que a PFA é
uma doenca que causa deficiéncia motora flécida,
devido & destruico dos neurbnios do cértex motor, a
possivel replicagio dos HAdV em neurdnios motores
deve ser amplamente investigada para a melhor
compreenséo do histotropismo dos HAdV associados
a PFA.

De acordo com Roy et al®*, os adenovirus podem
fazer parte da flora normal do infestino, pois foi
identificado em linfécitos e tecido intestinal de pessoas
assinftomadticas o DNA de vdrios tipos de adenovirus,
verificando HAdV-C (tipos 7 e 1). Por isso, também se
faz necessdrio a investigacdo em outros espécimes
clinicos tais como LCR e soro.

Contudo, é admissivel o envolvimento de outros
agentes virais com a capacidade de invadir e replicar
em células do SNC e causar PFA, principalmente nas
regides onde o poliovirus foi erradicado. Somando-se a
isso, a positividade obtida no presente estudo de 68,4%
para os HAdV em amostras negativas para poliovirus e

enterovirus néo pélio (principais agentes da infeccao) foi
aparentemente expressiva.

Nossos resultados, combinados com a existéncia de
pesquisas sobre a participacéo de adenovirus em doencas
que envolvem o SNC, sugerem que estes virus possam
estar envolvidos na etiologia dos casos de PFA. No
entanto, outras investigagdes devidomente controladas
sobre essa possivel associacdo devem ser realizadas.

CONCLUSAO

Diferentemente dos demais estudos, no presente, os
adenovirus da espécie C foram identificados com mais
frequéncia aos casos de PFA. A positividade obtida no
presente estudo foi de 68,4% para os HAdV. Mais estudos
devem ser realizados pra verificar a possivel associacdo
de outros agentes virais, tais como o adenovirus, na
participacdo da etiologia de casos de PFA.
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Detection and characterization of human adenoviruses from cases of acute flaccid
paralysis in Northern Brazil

ABSTRACT

The human adenovirus (HAdV) cause a variety of infections such as acute respiratory, gastrointestinal, ocular, urinary
tract and also serious neurological syndromes. The present study aimed to identify and characterize HAdV in stool
samples of patients from the Northern region of Brazil in the period of 1998 to 2012, with acute flaccid paralysis,
negative for poliovirus and enterovirus nonpolio. In this study, 19 samples showed a characteristic cytopathic effect
of HAdV when inoculated in HEp2-C and L20B lineages. These samples were subjected by the polymerase chain
reaction (PCR) in real-time (qPCR) and partial nucleotide sequencing of the hexon gene. Of the total samples,
13 were confirmed by gPCR, PCR and nucleotide sequencing. Genetic analysis showed the following viral
characterization: one sample of HAdV-F41; three samples of HAdV-A31 and nine species C, three of HAAV-C5-Cé
and six of HAdV. The positive samples were from the States of Pard (6/19 — 31.6%), Amazonas (6/19 —-31.6%)
and Acre (1/19 — 5.2%). In relation to the age group, from 13 positive cases, 12 were children under 5 years
old, representing 92.3% of cases. The results suggest a possible HAdV participation in the etiology of acute flaccid
paralysis occurred in Northern Brazil.

Keywords: Adenoviruses, Human; Acute Flaccid Paralysis; Real-Time Polymerase Chain Reaction; Cell Culture
Techniques.

Deteccion y caracterizacion de adenovirus humano proveniente de casos de pardlisis
flaccida aguda, en la Regién Norte de Brasil

RESUMEN

Los adenovirus humanos (HAdV) causan una variedad de infecciones, tales como las respiratorias agudas,
gastrointestinales, oculares, del trato urinario y también sindromes neurolégicos graves. El presente estudio tuvo como
objetivo identificar y caracterizar HAV en muestras de heces provenientes de pacientes oriundos de la Regién Norte de
Brasil, en el perfodo de 1998 a 2012, con cuadro de pardlisis fldccida aguda, negativas para poliovirus y enterovirus no
polio. En el estudio, 19 muestras presentaron efecto citopdtico caracteristico de HAAV cuando inoculadas en los linajes
HEp2-C y L20B. Esas muestras fueron sometidas a reaccién en cadena mediada por polimerasa (PCR) en tiempo real
(gPCR) y secuenciacién nucleotidica parcial del gen que codifica la proteina hexén. Del total de muestras, 13 fueron
confirmadas por gPCR, PCR y secuenciacién nucleotidica. El andlisis genético demostré la siguiente caracterizacion
viral: una muestra como HAdV-F41; tres como HAdV-A31 y nueve de la especie C, siendo tres HAdV-C5 y seis HAV-Cé.
Las muestras positivas fueron provenientes de los Estados de Pard (6/19 — 31,6%), Amazonas (6/19 — 31,6%) y Acre
(1/19 = 5,2%). Con relacién a la franja etaria, de los 13 casos positivos, 12 eran de nifilos menores a 5 afos de edad,
representando 92,3% de los casos. Los resultados hallados sugieren una posible participacién de los HAdV en la
etiologia de los casos de pardlisis fldccida aguda ocurridos en la Regién Norte de Brasil.

Palabras clave: Adenovirus Humanos; Pardlisis Flaccida Aguda; Reaccién en Cadena en Tiempo Real de la Polimerasa;
Técnicas de Cultivo de Célula.
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