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RESUMO

Dentre os patdgenos humanos de veiculagdo hidrica,
destacam-se o0s virus de transmissdo fecal-oral, como é o
caso dos adenovirus (HAdV), rotavirus-A (RVA), virus da
hepatite A (HAV) e urino-oral como o poliomavirus
(JCPyV). Estes virus estdo envolvidos, principalmente em
episddios de gastroenterites, podendo causar ainda infeccGes
respiratorias, conjuntivites, meningite asséptica, encefalites e
sérias complicacbes em pacientes imunocomprometidos,
além do que, possuem a caracteristica de serem estaveis e
permanecerem longos periodos no ambiente e por isso sdo
apontados como potenciais indicadores ambientais de
contaminacdo por efluentes humanos. Nesse contexto, a
hip6tese desse estudo foi que os virus de transmisséo fecal e
urinaria séo prevalentes nas 4guas de consumo humano, ndo
possuem correlagdo com perfis fisico-quimicos e de
nutrientes, além de possuirem potencial infeccioso. Assim 0s
principais objetivos desse trabalho foram: 1) Estudar a
incidéncia de HAdV, JCPyV, HAV e RVA em &guas de
mananciais superficiais utilizadas para consumo humano; 2)
Analisar a correlagdo viral com parametros fisico-quimicos e
de nutrientes da agua; 3) Estudar a relacdo da sazonalidade
com a presenca de contaminacdo viral 4) Avaliar a
integridade, infecciosidade e realizar estudos filogenéticos
de HAdV nas matrizes aquaticas estudadas. Trés sitios de
coletas, na cidade de Florianépolis-SC, foram selecionados:
Sitio 1) Lagoa do Peri (em quatro Micro-ambientes (MA): i)
MAL centro ii), MA2 local preservado, iii) MA3 local
degradado e iv) MA4 local de coleta de agua para consumo
humano e atividades recreacionais); Sitio 2) Fonte/Nascente
natural de agua, utilizada para consumo humano sem
tratamento prévio e Sitio 3) Solucdo Alternativa de
Abastecimento Coletivo (SAC), 4agua utilizada para
abastecimento humano, previamente clorada. Para as
analises virais, dois litros de &gua foram coletados
mensalmente, durante um ano e processadas (método de
adsorcdo-eluicdo e  reconcentracdo em  dispositivo
Centriprep®). Posteriormente, o material genético foi
extraido e a presenca e quantificacdo viral determinada por
gPCR. As analises fisico-quimicas e de nutrientes das aguas



contemplaram todos os Micro-ambientes da Lagoa do Peri
(fisico-quimicas foram realizadas in situ, utilizando Sonda
Multiparametros (YSI-85) e as de nutrientes determinadas
em laboratério). Os HAdVs detectados nas amostras
provenientes do Micro-ambiente 4 da Lagoa do Peri,
Fonte/Nascente e da SAC foram avaliados quanto a sua
integridade (por meio de tratamento com enzimatico com
DNAse), infecciosidade (por meio do ensaio de placa de lise
(EPL) e por cultura celular integrada ao RT-gPCR (ICC-et-
RT-gPCR), bem como submetidos a estudos filogenéticos.
Das amostras analisadas 93% (67/72) foram positivas para
HAdV, 458% (33/72) para RVA, 13,8% (10/72) para
JCPyV e 12,5% (9/72) para HAV. A distribuicdo sazonal
viral foi determinada e o HAdV mostrou-se 0 mais
prevalente em todas as estagdes. Os estudos fisico-quimicos
e de nutrientes nos MAs da Lagoa do Peri ndo apresentaram
diferencas espaciais significativas, concluindo que a lagoa é
homogénea em sua coluna d’agua. Quanto a correlacdo viral
com parametros fisico-quimicos e de nutrientes, apenas
JCPyV e nitrito correlacionaram-se positivamente no MA4.
A integridade e infecciosidade de HAdV foi determinada,
sendo que nas amostras do MA4 da Lagoa do Peri 83%
(10/12) continham particulas integras, 66% ( 8/12)
infecciosas por EPL e 75% (9/12) infecciosas por ICC-et-
RT-gPCR; Na Fonte/Nascente 66% (8/12) continham
particulas integras, 33% (4/12) infecciosas por EPL e 58%
(7/12) infecciosas por ICC-et-RT-gPCR; Na SAC 58%
(7/12) continham particulas de HAdV integras, 8% (1/12)
infecciosas por EPL e 25% (3/12) infecciosas por ICC-et-
RT-gPCR. Os estudos filogenéticos de HAdV demonstraram
que o sorotipo circulante prevalente foi o 2 (HAdV-2
respiratorio). Em conclusdo, estes resultados demonstraram a
fragilidade do sistema de seguranca sanitaria, principalmente
em 4guas de mananciais superficiais utilizadas para
abastecimento e consumo da populacdo. Frente a ampla
distribuicdo e persisténcia dos virus de veiculacdo hidrica, ha
necessidade de implementar 0 monitoramento e remocéo
viral no processo de potabilizacdo da agua, o que traria
reflexos positivos na manutencdo da salde humana e
ambiental.



Palavras-chave: Virus humano de veiculagio hidrica; Agua
de manancial superficial; Integridade e infecciosidade de
HAdV.






ABSTRACT

Among the water-borne human pathogens, is highlighted virus of
fecal-oral transmission, as adenovirus (HAdV), Rotavirus A
(RVA), hepatitis A virus (HAV) and urino-oral, as polyomavirus
(JCPyV). These viruses are involved especially with
gastroenteritis episodes that can cause even respiratory
infections, conjunctivitis, aseptic meningitis, encephalitis, and
serious complications in immunocompromised patients. Also,
they can remain stable for extended periods in environment and
therefore are mentioned as potential indicators of environmental
contamination by human sewage. In this context, the hypothesis
of this study was that the virus of fecal and urinary transmission
are prevalent in waters drinking, have no correlation with
seasonality profiles and physicochemical, and also remain with
infectious potential. The main objectives of this study were: 1)
study the incidence of HAdV, JCPyV, RVA and HAYV in surface
water sources used for drinking; 2) analyze the correlation
between virus, physico-chemical parameters and nutrients of
water; 3) study the relationship of seasonality with the presence
of viral contamination; 4) evaluate the integrity, infectivity and
perform phylogenetic studies of HAdV in water matrices
studied. Three sampling sites in the city of Florianopolis-SC
were selected: Site 1) Peri Lagoon water (in four Micro-
environments (ME): i) ME1 center of lagoon, ii) ME2 preserved
site, iii) ME3 degraded site and iv) ME4 site of collection for
drinking water and recreational activities); Site 2) Spring/Source
water used for human consumption, without prior treatment and
Site 3) Public Supply System (PSS) water chlorinated used for
human supply. For viral analysis, two liters of water were
collected monthly, during one year, and processed (method of
adsorption-elution and reconcentration in Centriprep ® device).
Subsequently, the genetic material was extracted and the viral
presence and quantification was determined by qPCR. The
analysis physico-chemical were performed in situ using
Multiparameter probe (YSI-85) and the nutrients were performed
in laboratory for all Micro-environments of Peri Lagoon. The
HAdVs detected in samples from all sites were evaluated for
their integrity (enzymatic treatment with DNase), infectivity (by
plaque assay (PA) and integrated cell culture using transcribed
RNA (ICC-et-RT-gPCR)) and subjected to phylogenetic studies.



Results showed that 93% (67/72) of samples were positive for
HAdV, 45.8% (33/72) for RVA, 13.8% (10/72) for JCPyV, and
12.5% (9/72) for HAV. The seasonal distribution viral showed
that HAdV was the most prevalent in all seasons. Studies
physico-chemical and nutrient in Peri lagoon showed that the
Micro-environmentals have no significant spatial differences,
concluding that the lagoon is homogeneous in its own water
column. Regarding the correlation among viral parameters,
physico-chemical and nutrients, just JCPyV and nitrite were
correlated positively in Micro-environment 4. The integrity and
HAdV infectivity was determined. In samples from the Peri
Lagoon (ME4) 83% (10/12) contained particles intact and 66%
(8/12) infectious by PA and 75% (9/12) infectious by ICC-et-RT-
gPCR; In samples from Spring/Source 66% (8/12) contained
particles intact, 33% (4/12) infectious by PA and 58% (7/12)
infectious by ICC-et-RT-gPCR; In PSS 58% (7/12) contained
particles undamaged of HAdV, 8% (1/12) infectious by PA and
25% (3/12) infectious by ICC-et-RT-gPCR. The phylogenetic
studies showed that serotype of HAdV circulating prevalent is 2
(HAdV-2 respiratory). These results demonstrate the fragility of
the system of health security, particularly in supply waters.
Facing wide distribution and persistence of waterborne viruses, is
necessary to implement the monitoring and viral removal in
water treatment, which would have a positive impact on
maintenance of human and environmental health.

Key-words: Human waterborne viruses; Surface water; Integrity
and infectivity of the HAdV.
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1 CONTEXTUALIZACAO
1.1 Aguas de mananciais Superficiais e 0 Saneamento Basico

O Brasil conta com aproximadamente 8% dos recursos
hidricos (agua doce) disponiveis no globo terrestre (TUCCI et al.,
2001), mas este recurso ndo se encontra distribuido de forma
igual no territdrio brasileiro e isso implica em politicas que visem
planejamentos regionais a fim de garantir 0 acesso e a
permanéncia ao abastecimento humano da &gua, bem como sua
destinacdo nas atividades econ6micas, garantindo assim a
protecdo e qualidade dos seus mananciais (MILARE, 2004).

Segundo a Lei Federal 9.433, de 8 de janeiro de 1997, da
Agéncia Nacional das Aguas (ANA), que instituiu a Politica
Nacional de Recursos Hidricos e criou o Sistema Nacional de
Gerenciamento de Recursos Hidricos, entende-se por manancial
todo o corpo de agua interior subterranea, superficial, fluente,
emergente ou em deposito, efetiva ou potencialmente
utilizdvel para o abastecimento publico, sendo designada a
adgua um bem de dominio publico, recurso natural limitado,
dotado de valor econbmico e em situacdes de escassez, 0 USO
prioritario € para o consumo humano e a dessedentacdo de
animais. A gestdo dos recursos hidricos deve sempre
proporcionar 0 uso multiplo das aguas, ser descentralizada e
contar com a participagdo do poder publico, dos usuarios e das
comunidades.

Contudo, as aguas de mananciais tém sido acometidas
pelas a¢Ges humanas, influenciando na qualidade desses recursos
hidricos, principalmente por meio de lancamento de cargas
(dejetos humanos, animais e industriais), uso do solo rural e
urbano (irrigacBGes, fertilizacdo, fossas sumidouros) e
modificacGes no sistema fluvial pela ocupagdo desordenada
(TUCCI et al., 2001).

Neste sentido, o saneamento basico figura como um dos
setores imprescindiveis para regular e prevenir o langamento de
contaminantes no meio ambiente (IBGE, 2008). Entende-se por
saneamento basico os servicos de abastecimento de agua potavel,
drenagem urbana, a coleta de lixo e 0 esgotamento sanitario
(coleta e tratamento de esgotos), sendo este Ultimo o mais
precario-destes servicos no Brasil (IBGE, 2010).
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A Lei n® 11.445, de 05 de janeiro de 2007, estabelece as
diretrizes nacionais para o saneamento basico, sendo que estes
servigos sdo publicos e fundamentados nos seguintes principios:
a) universalizacdo do acesso; b) integralidade, que é
compreendida como o conjunto de todas as atividades e
componentes de cada um dos diversos servicos de saneamento
basico no que diz respeito ao abastecimento de 4&gua,
esgotamento sanitario, limpeza urbana e manejo dos residuos
sélidos realizados de formas adequadas a salde publica e a
protecdo do meio ambiente; c¢) disponibilidade destes servigos em
todas as areas urbanas, que visem a saude publica e & seguranca
da vida e do patrimbnio publico e privado; d) adocdo  de
métodos, técnicas e processos que considerem as peculiaridades
locais e regionais; €) articulagdo com as politicas de
desenvolvimento urbano e regional, de habitacdo, de combate a
pobreza e de sua erradicacdo, de protecdo ambiental, de
promocao da salde e outras de interesse social que implique em
melhoria de qualidade de vida para as quais 0 saneamento
basico seja fator determinante; f) eficiéncia e sustentabilidade
econbmica; g) utilizacdo de tecnologias apropriadas; @)
transparéncia das agdes; h) controle social; i) seguranga,
qualidade e regularidade; j) integracdo das infra-estruturas e
servigos com a gestdo eficiente dos recursos hidricos.

No mundo todo, estima-se que 2,6 bilhGes de pessoas
ndo tém acesso ao saneamento bésico e, dentre essas, 884
milhdes de pessoas ndo tém acesso as fontes de agua de
qualidade para consumo (WHO & UNICEF, 2010). Como
consequéncia, milhbes de pessoas, especialmente criancas,
morrem todo ano por doencas relacionadas a falta de agua
potavel, saneamento inadequado e baixa higiene (WHO, 2009).

No Brasil, segundo o IBGE (2008), somente 55,16% dos
municipios brasileiros tém servicos de esgotamento sanitario por
rede coletora e no quesito servico de tratamento de esgoto,
apenas 28,5% dos municipios brasileiros e em Santa Catarina
esse indice cai para 16%, retratando um cenario de descaso com
0 meio ambiente, 0 que implica em prejuizos a salde publica
(IBGE, 2008).

Atualmente a cidade de Floriandpolis, capital do Estado
de Santa Catarina, no que diz respeito ao sistema de captacdo e
tratamento do esgotamento sanitario, abrange um total de 44% da
populacdo residente (PLANO MUNICIPAL INTEGRADO DE
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SANEAMENTO BASICO — PMISB, 2008). Isso demonstra que
mais da metade da populacdo ndo tem acesso ao destino correto
do esgoto que produz o que afeta enormemente 0S recursos
hidricos, salde e a qualidade de vida de todos os seres que vivem
neste contexto geografico e consequentemente, a pratica
econdbmica local, voltada para maricultura, malacocultura e
pesca, bem como as 4reas de recreacdo (banho e pesca esportiva).

Em um breve histérico, Florianopolis teve seu primeiro
sistema de tratamento de esgoto inaugurado em 1916, deixando
de operar em 1960, quando os residuos sanitarios voltaram a ser
despejados diretamente nas aguas das baias e praias locais.
Somente em 1997, com o crescimento acelerado da cidade,
valorizacdo do turismo e necessidade de cumprir a legislacdo
nacional de saneamento basico, foi inaugurada a primeira etapa
do novo sistema com Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE)
situada na Baia Sul da llha, gerenciada pela concessionaria
CASAN - Companhia Catarinense de Aguas e Saneamento
(CASAN, 2011).

A CASAN atende o municipio de Florianépolis no que
diz respeito ao abastecimento de &gua potavel, dispondo de trés
Estacdes de Tratamento de Agua (ETA’s) denominadas Sistema
Norte, Costa Leste Sul e Integrado da Grande Floriandpolis
(PMISB, 2008). A 4gua é captada em mananciais superficiais e
subterraneos, passando por ETA, onde ocorre o tratamento e
distribuicdo da dgua captada para a populagdo. O tratamento da
agua consiste em captacdo e recalque da agua do manancial,
clarificacdo (coagulacdo, floculagdo, decantacdo e filtracdo),
tratamento final (desinfecgdo, fluoretacdo e correcdo de pH),
reservacao e distribuicdo. Outro servico prestado pala CASAN é
a coleta e tratamento de efluentes humanos, por meio de EstacGes
de Tratamento de Esgoto (ETE’s), sendo que nestas ETE’s o
esgoto é armazenado em Lagoas de Estabilizacdo, Lodos
Ativados (valos de oxidacdo, aeracdo prolongada) e Filtros
Bioldgicos, onde ocorrera o tratamento (CASAN, 2011).

Floriandpolis também possui cerca de 50 Solugbes
Alternativas de Abastecimento Coletivo (SACs),
operacionalizadas pela iniciativa privada ou por AssociacGes de
Moradores devidamente registradas (PMISB, 2008). Entende-se
por SAC aquele sistema de abastecimento de agua que ndo seja a
oficial, e que abrange duas ou mais familias, mantido o controle
da qualidade da agua, de acordo a Portaria do Ministério da
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Saude n° 2.914 de 2011. Essa Portaria prevé que todas as formas
de abastecimento de agua potavel coletivo devem ser
monitoradas, quanto a sua potabilidade pelos 6rgaos responsaveis
pela Saude Publica local, bem como que cada associacdo possua
um responsavel técnico.

O controle da qualidade de toda e qualquer agua
destinada ao consumo humano, no Brasil e em todo o Estado de
Santa Catarina, contempla em seu quesito “padrdes
microbioldgicos” analises de coliformes totais e termotolerantes
(E. coli), que é o exigido pela Legislagdo Brasileira em sua
Portaria/MS 2.914/2011. Este controle de qualidade ndo é
suficiente para garantir a qualidade da dgua, uma vez que outros
patdgenos podem estar presentes (como protozoarios e virus),
podendo permanecer na agua apds o tratamento convencional,
por serem mais resistentes que as bactérias (FONG e LIPP,
2005). Neste sentido a Associacdo Brasileira de Engenharia
Ambiental (ABES) elaborou sugestdes para a inclusdo de outros
microorganismos na avaliacdo da qualidade de agua, incluindo os
virus humanos de veiculagéo hidrica (ABES, 2010).

1.2 Virus Humanos de Veiculagéo Hidrica

A pesquisa de virus em aguas vem ganhando relevancia,
tendo em vista a necessidade da melhoria da qualidade dos
recursos hidricos utilizados para consumo e atividades humanas
(FONG & LIPP, 2005). A pesquisa investigativa de virus na agua
iniciou apds um surto de hepatite A em Nova Délhi na india, na
década de 1950, causada pela agua contaminada por esgoto ndo
tratado (TAVARES et al., 2005).

Atualmente os virus entéricos sdo considerados o0s
principais agentes causais de doencas de veiculacdo hidrica,
responsaveis por 30 a 90% das gastroenterites no mundo
(BOSCH et al., 2008). Sao considerados virus entéricos aqueles
presentes no trato gastrointestinal humano e que podem ser
eliminados nas fezes, e que, normalmente sdo introduzidos no
meio ambiente por meio de atividades humanas, pelo uso de
sistemas de fossas com sumidouro, pela presenca de residuos de
atividades industriais e agricolas e principalmente pelo despejo
de dejetos ndo tratados, ou tratados ineficientemente, que acabam
acometendo os corpos de dgua. (FONG & LIPP, 2005).
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Os virus entéricos encontram-se distribuidos em todas as
partes do mundo, causando doencas como: gastroenterites,
infeccBes respiratorias, conjuntivites, hepatite, encefalites e
paralisias (KOCWA-HALUCH, 2001). De maneira geral eles
contaminam a &gua de consumo humano e acabam por
contaminar alimentos, tais como moluscos bivalves e vegetais,
sendo também transmitidos por meio de &guas de recreacao
poluidas (TAVARES et al., 2005).

Por serem virus transmitidos principalmente por meio de
agua (direta ou indiretamente), sdo chamados de virus de
veiculacdo hidrica e destacam-se entre esses 0s: adenovirus
humanos (HAdV), os rotavirus do grupo A (RVA), os virus da
hepatite A (HAV) e poliomavirus do tipo JC (JCPyV). Todos
estes virus sdo nao envelopados sendo que os HAdV, RVA e HAV
replicam-se no trato gastrointestinal e sdo excretados em altas
concentragdes nas fezes de humanos infectados (10%-10™
particulas/g de fezes) (BOSCH et al., 2008), e o JCPyV ¢é
excretado na urina (BOOTHPUR & BRENNAN, 2010) e apesar
de ndo ser considerado um virus entérico, estudos apontam sua
transmissdo pela via urino-oral (BOFFIL-MAS et al., 2005).

Todos estes virus mencionados sdo estudados pela sua
elevada resisténcia as condi¢cGes ambientais adversas, podendo
permanecer vidveis por longos periodos na agua e resistindo a
condicbes ambientais desfavoraveis ou letais para outros
microrganismos, tais como extremos de pH, temperaturas
elevadas, salinidade, radiagéo ultra-violeta (U.V) pela luz solar e
outros (LEY et al, 2002, GRIFFIN et al., 2008). Outra
caracteristica compartilhada entre tais virus se refere a sua
capacidade de adsorcdo rédpida em particulas solidas
(biossélidos), dispersas no ambiente, favorecendo a prote¢do
frente aos fatores inativantes ambientais e mudancas climaticas
(HERNROTH et al., 2002).

Desta forma, os virus entéricos apresentam vantagens em
relacdo as bactérias como marcadores de eficiéncia do processo
de descontaminacdo da agua (por cloracdo e radiacdo U.V, por
exemplo), sendo que a presenca destes virus ndo esta relacionada
com a presenca de bactérias, bem como sua inativacdo por
cloracdo (FONG & LIPP, 2005). Estas caracteristicas justificam
que ja no ano de 1983 a Agéncia Norte-Americana de Protecdo
Ambiental afirmava que os virus entéricos constituem um
indicador mais significativo, confiavel e eficiente a ser usado no
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monitoramento ambiental em concordancia com os parametros
bacterianos vigentes (KARAGANIS et al., 1983).

Portanto, os virus entéricos humanos sdo potenciais
candidatos a biomarcadores de contaminagdo ambiental por
efluentes humanos, principalmente em &gua utilizadas para
consumo e atividades da populacdo (FONG & LIPP, 2005).
Assim, a pesquisa da presenca e infecciosidade/viabilidade de
virus entéricos, em ambientes aquaticos, constitui uma relevante
linha de investigagdo, tendo em vista a qualidade da salde
ambiental e humana (BOSCH et al., 2008).

1.2.1 Adenovirus Humano (HAdV)

Em 1953, na tentativa de se estabelecer linhagens de
culturas de tecidos a partir de tecido adendide removidos
cirurgicamente de criangas, foi reconhecido que ali havia um
agente transmissivel, causador de degeneracdo celular, relatado
como um agente viral, cultivAvel em células teciduais. (ROWE
et al., 1953 in FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2007). Em 1954,
pesquisas relataram agentes virais semelhantes isolados de
militares com estado febril e com doencas respiratorias e logo se
percebeu que havia sorotipos multiplos desse agente e que este
era causador de degeneracdo das adendides, conjuntivites e
doencas respiratorias e este agente infeccioso foi chamado de
adenovirus (nome referido ao tecido adendide de onde foi
isolado) (HILLEMAN, 1954).

Os adenovirus, que receberam este nome oficial em 1999,
pertencem a familia Adenoviridae e sdo classificados nos géneros
Mastadenovirus (infectam humanos, simios, bovinos, equinos,
caninos, suinos, ovinos e roedores), Aviadenovirus (infectam
aves), Atadenovirus (infectam répteis, aves e marsupiais) e
Siadenovirus (infectam répteis e aves) (FIELDS, KNIPE &
HOWLEY, 2007).

Adenovirus (representados esquematicamente na Figura 1)
sdo virus ndo envelopados, de replicacdo nuclear, com material
genético de natureza DNA fita dupla associado a proteinas, com
a particula viral medindo aproximadamente 90nm e com
morfologia icosaédrica do capsideo viral, que é composto de 252
capsdmeros, sendo destes 240 hexons e 12 pentons (em cada
penton existe a projecdo de uma Unica fibra, que varia de
tamanho de acordo com o0s sorotipos, sendo que 0s sorotipos
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AdV-40 e 41 possuem duas fibras em cada penton) (FIELDS;
KNIPE; HOWLEY, 2007).

@ hexon
penton
(base and fiber)

Figura 1. Estrutura geral dos adenovirus, representado
esquematicamente: a) o formato icosaédrico do capsideo viral com seus
hexons e pentos, b) as fimbrias e o contelido interno do capsideo viral
(genoma e as proteinas de acompanhamento). Fonte: Adaptado de
Martin (2012).

Os adenovirus que infectam humanos (HAdV) pertencem
ao género Mastadenovirus, o qual contempla 52 sorotipos virais
divididos em seis espécies, designadas de A até F (JONES et al.,
2007).

Os HAdV sdo reconhecidos em todo o mundo como
agentes causadores de mdltiplas doencas, como as
gastroenterites,  uretrites, cervicites, faringites, doencas
respiratorias agudas, conjuntivites e meningoencefalites (FONG
& LIPP, 2005). Normalmente os quadros clinicos de infeccdo sdo
moderados, mas existem casos fatais reportados na literatura
(POND, 2005).

Dos 52 sorotipos de HAdV, se sabe que todos podem se
replicar no trato gastrointestinal, mesmo em individuos
assintomaticos e que portanto podem ser excretados em altas
concentracdes nas fezes (10%-10™ particulas/grama) (BANYAI et
al., 2009). Desta forma os HAdV chegam ao meio ambiente
(a4gua, solo, alimentos), podendo contaminar 0 homem por meio
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de inalacdo de aerossdis, no contato pessoa-pessoa e via fecal-
oral (FORMIGA-CRUZ et al., 2002; RIGOTTO et al., 2010;
VAN-HEERDEN et al., 2005).

Os HAdV sdo reconhecidos por sua estabilidade e
resisténcia as diversas condi¢cdes ambientais (pH, temperatura e
radiacdo solar), sendo, por exemplo, cerca de 60 vezes mais
resistentes a radiacdo U.V que os virus entéricos de genoma
RNA (FONG & LIPP, 2005; PINA et al, 1998). Além disso, os
HAdV tém sido isolados em diversos ambientes, como na agua
do mar, agua subterranea, aguas residuais, em rios e em agua
potavel, apresentando resisténcia as condi¢Bes adversas do meio
ambiente e as formas de desinfecgdo normalmente empregadas
no tratamento de 4gua potavel (cloracdo). Também se deve levar
em consideragdo a capacidade deste virus associar-se com
particulas sélidas no ambiente, o que aumenta sua estabilidade
(ENRIQUEZ, HURST & GERBA, 1995; FONG & LIPP, 2005).

Surtos de gastroenterites e de outras enfermidades
caracteristicas do HAdV estdo sendo relatados mundialmente e
estes relatos possuem em comum a veiculagdo viral por meio do
ambiente aquatico, seja ela por 4gua de recreacdo, de reuso, rios e
ainda em aguas de mananciais utilizadas para consumo humano
(tratada e ndo tratada) (LAMBERTINI et al., 2008;
XAGORARAKI et al., 2007).

Em virtude de tais caracteristicas a Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos (EPA-EUA) incluiu o adenovirus
na lista de candidatos a marcadores de contaminacdo ambiental
(CCL), pois é considerado um contaminante presente em agua de
consumo humano entre outros ambientes aquaticos, sendo desta
forma a avaliagdo da presenca/auséncia deste requerida para
assegurar a qualidade da agua destinada a populacdo bem como
para suas atividades (CROMEANS et al., 2008; USEPA, 2009).

Neste sentido é relevante a proposta de incluir os HAdV
como indicadores de contaminagdo viral por dejetos humanos no
ambiente, principalmente em aguas utilizadas para consumo, uma
vez que a distribuicdo deste virus implica em qualidade de vida e
salde pablica (PINA et al., 1998; VAN et al., 2003).

1.2.2 Poliomavirus — Cepa JC (JCPyV)

Historicamente, a pesquisa de poliomavirus iniciou na
década de 1950 em estudos sobre o virus de leucemia murina
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(MLV), por meio da qual se observou que havia um agente viral
que se diferenciava do MLV e que era capaz de causar varios
tipos de tumores quando inoculados em ratos recém-nascidos. A
este agente se deu o nome de poliomavirus, que é derivado do
grego, onde “poli” significa muitos ¢ “oma” significa cancro ou
tumor (FIELDS, KNIPE & HOWLEY, 2007).

Inicialmente, os poliomavirus foram classificados como
pertencentes ao género da familia Papovaviridae, mas em 2000 a
Comissdo Internacional de Taxonomia de Virus formalmente
classificou o género Poliomavirus na familia Poliomaviridae
(VAN et al., 2000).

Os poliomavirus, representados na Figura 2, sdo nao
envelopados, de replicacdo nuclear, simetria icosaédrica medindo
45nm e seu genoma é de natureza DNA circular fita dupla
(FIELDS, KNIPE & HOWLEY, 2007).

O género Poliomavirus contempla 14 diferentes virus
que infectam até oito espécies distintas de mamiferos (NEU et
al., 2009). A cepa simia SV40 foi descoberta acidentalmente
numa cultura de células de rim de macaco Rhesus e é
amplamente utilizada como modelo de poliomavirus humanos
em estudos de inativagdo viral (BOOTHPUR & BRENNAN,
2010; NEU et al., 2009). Quanto as cepas humanas destacam-se a
BK e a JC. Recentemente, outras trés novas cepas de
poliomavirus humanos, WUPyV, KIPyV e MCPyV, foram
descritas (ALLANDER et al., 2007; GAYNOR et al., 2007;
FENG et al., 2008).
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Figura 2: Estrutura esquematica geral do poliomavirus humano (utilizando-
se como modelo o simio SV40 e o humano JC): a) estrutura da superficie
viral composta por 72 caps6meros, b) morfologia dos capsdmeros em
pentdmeros. Fonte: Adaptado de Li et al., (2003).

As cepas humanas de poliomavirus mais estudadas séo
as JC e BK, que foram descobertas em 1971 em pacientes
imunodeprimidos (GAYNOR et al., 2007). Estas cepas foram
assim chamadas devido as iniciais dos nomes dos pacientes de
onde foram isoladas (BOOTHPUR & BRENNAN, 2010). A cepa
JC estd associada a doenca letal do sistema nervoso central
(SNC), denominada Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva
(PML), em individuos imudodeprimidos. A cepa BK foi
considerada a principal causa de Nefropatia e de Cistite
Hemorragica em pacientes imunodeprimidos (KITAMURA et
al., 1994).

Em perspectiva filogenética, o JCV e o BKV sé@o os
mais relacionados, apresentando homologia de 75% em nivel de
genoma, sendo que permanecem muito proximos ao
poliomavirus SV40 (simio) (PAL et al., 2006). Dados
epidemioldgicos, virologicos e filogenéticos sugerem que as
cinco cepas humanas tenham co-evoluido com o seu hospedeiro
natural, o que explica a elevada prevaléncia da infeccdo, a baixa
taxa de letalidade, os longos periodos de laténcia e a reativacao
destes virus na populacdo mundial (HIRSCH & STEIGER,
2003).

Tanto poliomavirus humano — cepa JC (JCPyV) quanto a
cepa BK (BKPyV) sdo excretados na urina, pois sao responsaveis
por infeccdes persistentes nos rins, o qual é o local de infecgdo
primaria, estimando-se que o JCPyV seja excretado por 30-80%
da populacdo mundial, que em sua maioria a infeccdo é
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assintomatica, podendo permanecer latente, sendo possivel
uma reativacdo quando o individuo infectado apresentar
quadro de deficiéncia imunolégica (BOOTHPUR & BRENNAN,
2010). A transmissdo de JCPyV ndo é bem esclarecida, existem
trés hipdteses de transmissdo: por via gastrointestinal, via urino-
oral, por via respiratéria, e de pais para filhos (por co-habitacdo
prolongada) (FENG et al., 2008; BOOTHPUR & BRENNAN,
2010).

Poucos sdo os estudos relatando a presenca e persisténcia de
JCPyV no meio ambiente, mas este virus tem sido apontado
como um indicador emergente de contaminacdo por dejetos
humanos no mundo, pois tem sido encontrado em diferentes
amostras de esgotos, &guas residudrias e de recreacdo
(MORESCO et al., 2011; HUNDESA et al., 2006; BOFILL-
MAS et al., 2005). Recentemente no Brasil, Fumian et al.
(2010), estabeleceram a prevaléncia de subtipos de JCPyV
presentes na populacdo do Rio de Janeiro por meio de
caracterizacdo molecular e as sequéncias nucleotidicas obtidas
indicaram que as cepas de JCPyV detectadas eram
correlacionadas com subtipos encontrados na Africa e na Europa
(colonizadores e imigrantes nesta area geogréafica).

Os poliomavirus humanos da cepa JC (JCPyV) sdo
estaveis e prevalentes em matrizes ambientais, sugerindo que
tenha este tipo viral potencial como indicador de contaminacgdo
por efluentes/dejetos humanos (BOFFIL-MAS et al.,2005;
FUMIAN et al., 2010).

1.2.3 Rotavirus — A (RVA)

Mesmo com a magnitude das diarréias infantis a busca
pelo agente etioldgico principal s6 foi realizada em meados de
1970, pois até ai nenhum virus importante e causador de diarréias
havia sido encontrado (MOFFETT, SEHULEN &
BURKHOLDER, 1968). No entanto em 1973 um novo virus
humano, com aproximadamente 70nm foi associado com
diarréias graves em recém-nascidos e em criancas e visualizado
por microscopia eletrdnica da mucosa duodenal, sendo que
depois este novo virus foi identificado diretamente de fezes
humanas e por ter um formato arredondado, que lembrava uma
roda e o nomeou de rotavirus (KAPIKIAN, 1974 in FIELDS;
KNIPE; HOWLEY, 2007).
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Embora os rotavirus humanos tenham sido descobertos
somente em 1973, em 1963 haviam sido descritos rotavirus em
ratos jovens com diarréia (cepa SA1l) e em 1969 em fezes de
bezerros com diarréia (MEBUS et al., 1969 in FIELDS; KNIPE;
HOWLEY, 2007).

Os rotavirus (representado esquematicamente na Figura 3)
pertencem ao género Rotavirus e familia Reoviridae,
morfologicamente os virus maduros medem cerca de 100nm de
diametro, ndo possuem envelope, possuem capsideo icosaédrico
composto por camada tripla proteica sendo que a camada mais
interna € denominada nucleocapsideo, que envolve o genoma
viral e é formada pela proteina VP2; a camada intermediaria é
formada pelo capsideo interno e composta pela proteina VP6 e a
camada mais externa é formada pelo capsideo externo e é
constituida pelas proteinas VP4 e VP7. O genoma viral é de
natureza RNA dupla-fita segmentado (contendo 11 segmentos), a
replicagdo ocorre, por RNA-polimerase dependente de RNA e
por outras enzimas, no citoplasma das células (KAPIKIAN &
CHANOCK, 1996, FIELDS, KNIPE & HOWLEY, 2007).

Figura 3: Representacdo esquematica de uma particula de rotavirus,
contendo suas principais proteinas das respectivas camadas virais: VP2
(interna), VP4 (externa), VVP6 (intermediaria) e VVP7 (externa) e o material
genético ds RNA. Fonte: Adaptado de Li et al., (2008).

Classicamente os rotavirus estdo divididos em sete grupos
(A, B, C, D, E, Fe G), sendo os ultimos quatro encontrados
apenas em animais (ESTES, 2007). A identificacdo dos
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sorotipos/genotipos dos rotavirus é determinada através da
analise das proteinas estruturais VP7 e VP4 respectivamente. A
classificacdo dos sorotipos € designada pela especificidade de
anticorpos neutralizantes para ambas as proteinas. O sorotipo é
denominado sorotipo G, pois a VP7 é uma glicoproteina, ja o
genogrupo VP4 ¢é denomidado P, por esta ser uma proteina
susceptivel a clivagem por proteases intestinais que promovem
sua adsorcdo as microvilosidades intestinais (no intestino delgado
a proteina VP4 é clivada pela enzima tripsina em VP5 e VP8 e
esta clivagem possibilita a adsorcéo e penetragdo viral na célula)
(ESTES, 2007). Recentemente, para melhor classificar os RV, se
propds a pesquisa baseada na técnica molecular de RT-PCR e na
tentativa de designar completamente todos os 11 segmentos
(VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VVP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-SP5/6
V) sendo denominados de: GX-P[X]-IX-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-
Ex-Hx, representando o genotipo e sua fung¢do onde o “x” indica
0 ntmero do genotipo (MATTHIINSSENS et al., 2008).

Quanto ao tropismo geral dos RV, possuem tropismo
especifico pelos enterdcitos, localizados nas extremidades das
microvilosidades intestinais, causando gastroenterites agudas e
sendo liberados em altas concentragfes nas fezes (RAMIG,
2004). Os rotavirus do genogrupo A (RVA) sdo os principais
agentes etiolégicos causadores de gastroenterites agudas,
anualmente sdo responsaveis por mais de 100 milhdes de
episddios de diarréia, 25 milhdes de visitas ambulatoriais, 2
milhGes de hospitalizagbes e 600 mil mortes associadas a
desnutricdo de criangas entre zero e cinco anos de idade
(principalmente na Africa, América Latina e Asia) (PARASHAR
et al 2006; CDC 2009).

A maioria dos estudos epidemioldgicos tém demonstrado
que amostras de RVA, de gendtipos P[8]G1, P[4]G2, P[8]G3,
P[8]G4, e, mais recentemente, 0 P[8]G9 sdo responsaveis pela
maioria das infeccdes em humanos, sendo propicios a
recombinacdes genéticas (SANTOS & HOSHINO 2005; LEITE
et al 2008). No entanto o genétipo P[8]G1 é o mais prevalente
mundialmente, sendo responsavel por mais de 70% das infeccdes
por RV-A na América do Norte, Europa e Australia, mas apenas
30% das infecgdes por RV-A na América do Sul e Asia, e 23%
na Africa (TATE et al., 2010).

Neste contexto duas vacinas contra RVA encontram-se
disponiveis em diversos paises, inclusive no Brasil: a) RotaTeq®
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(Merck, North Wales, PE, EUA); b) Rotarix® (GlaxoSmithKline
[GSK], Rixensart, Bélgica). A Rotategq® é uma vacina oral,
pentavalente (G1, G2, G3, G4 e P1A[8]) de virus reestruturado
(WC3 - bovino). A vacina Rotarix® é monovalente (G1P1A[8]),
atenuada, e de origem humana (RUIZ-PALACIOS et al., 2006,
VESIKARI et al., 2006). Desde 2006 o Brasil inseriu em seu
PNI (Plano Nacional de Imunizacdo) a Rotarix®. O impacto
positivo da introducdo destas vacinas ja foi demonstrado em
alguns paises europeus, africanos e americanos (CHANDRAN et
al., 2010; CARVALHO-COSTA et al., 2011). Contudo nédo se
tem estudos ainda sobre o impacto negativo da vacinagdo, frente
a problematica de recombinacdes e rearranjos do RV vacinal no
ambiente, j& que o RVA vacinal é também liberado nas fezes
humanas (FONG & LIPP, 2005; FUMIAN et al., 2011).

A transmissdo dos RV, especialmente os RVA, se da
principalmente pela ingestdo de alimentos e 4gua contaminados
por meio de dejetos humanos que acometem o meio ambiente
(SANTOS & HOSHINO, 2005). A veiculagdo de RVA pela 4gua
tem sido evidenciada durante todas as estacdes do ano, porém
com uma maior frequéncia no inverno (MEHNERT et al., 1999;
BORCHARDT et al., 2003). Quanto a estabilidade deste
patégeno no ambiente, estudos demonstram sua persisténcia e
infecciosidade, sendo que em Aaguas de superficie, devido ao
conteldo de matéria organica, a estabilidade viral ¢ mantida pela
agregacao em particulas sélidas (ESPINOSA et al., 2008).

1.2.4 Virus da Hepatite A (HAV)

Entre os anos de 1950 e inicio de 1970, estudos se
mostraram fundamentais na definicdo e caracterizacdo do virus
da hepatite A, sendo que este virus, durante as investigacoes
iniciais, foi utilizado para infectar voluntarios humanos adultos e
por meio das fezes dos contaminados foi possivel identificar o
agente viral sendo liberado, sugerindo que a via de contaminacao
do HAV era fecal-oral (KRUGMAN, GILES & HAMMOND
,1969).

O virus da hepatite A (HAV), representado
esquematicamente na Figura 4, pertence a familia Picornaviridae
e ao género Hepatovirus, quanto a sua morfologia, é um virus
pequeno, ndo envelopado, com capsideo icosaédrico, medindo
aproximadamente 30nm, formado por varias cépias de trés ou
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quatro proteinas VP1, VP2, VP3 e VP4, sendo que esta Ultima,
apesar de exercer papel importante na formacdo da particula
viral, ndo se encontra presente em particulas virais maduras, seu
material genético é de RNA simples-fita (polaridade positiva) e
sua replicacéo é citoplasmética (FIELDS, KNIPE, & HOWLEY,
2007; HOLLINGER & EMERSON, 2007; PINTO et al., 2010).
A replicacdo do virus da hepatite A in vivo se da na maioria das
vezes em hepatécitos e em células epiteliais do trato
gastrointestinal e 0 modo de liberacdo do virus apés a replicacao
ndo é necessariamente por lise celular, tendo evidéncias de que
também possa ocorrer processo de necrose celular e liberagdo
viral (CUTHBERT, 2001).
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Figura 4: Representacdo de uma partlcula de HAV, evidenciando a simetria
do capsideo, o capsdmero, as proteinas virais e 0 genoma de RNA senso
positivo. Fonte: Adaptado de http//:www.labmed.com.br.

O HAYV é o principal agente causador ndo parenteral de
hepatites em paises desenvolvidos e causador de infeccBes
endémicas em paises em desenvolvimento veiculado pela agua e
alimentos (principalmente moluscos) contaminados, sendo a via
de transmissdo a fecal-oral (JOTHIKUMAR et al., 2005,
MORGA, et al., 2009). Os sintomas da doenca, em adultos, se
caracterizam por febre, nduseas, desconforto abdominal e
ictericia; Ja em criancas, a infeccdo por HAV costuma ser
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assintomatica (PINTO et al., 2010). Surtos causados por HAV
estdo intimamente ligados com condicdes sanitarias precarias e
com condicBes socio-econdmicas regionais (VILLAR et al.,
2006).

O Brasil é considerado um pais de alta endemicidade para
HAV, sendo que dados epidemioldgicos demonstram que 90% da
populagdo apresentam anticorpos anti-HAV (CARRILHO et al.,
2005). Quanto a vacinacgdo, desde a década de 90, encontra-se
disponivel no mercado a vacina inativada contra HAV, na qual a
imunogenicidade se da por meio de anticorpos especificos, sendo
a eficiéncia da vacinagdo comprovada, uma vez que s existe um
sorotipo de HAV circulante no mundo. No entanto esta vacina
néo esté disponivel no PNI brasileiro (PINTO et al., 2010).

Como estudos no mundo tém demonstrado que HAV é
detectado em &guas, sistemas de tratamento, rios e lagos e tendo
em vista sua patogenicidade, sua investigacdo e monitoramento
no ambiente é importante (BORCHARDT et al., 2003;
CLEMENTE-CASARES et al.,, 2003), uma vez que possui
caracteristicas fisico-quimicas que garantem sua resisténcia, pois
ndo é susceptivel a degradacdo por detergentes, relativamente
resistente a temperaturas de até 60°C, sendo inativado
parcialmente quando incubado por um periodo de 10 a 12 horas
nesta temperatura e ainda podem permanecer infecciosos por dias
ou meses em Aaguas contaminadas, como as de superficie
(CUTHBERT, 2001; HOLLINGER & EMERSON, 2007).
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2 HIPOTESES

O presente trabalho de Dissertacdo foi desenvolvido
baseado nas seguintes hipdteses:

+«*Virus humanos de veiculagdo hidrica estdo amplamente
distribuidos em aguas de mananciais superficiais;

«» Parametros fisico-quimicos néo estéo correlacionados com
a presenca de virus humanos de veiculagao hidrica;

+» Adenovirus humanos permanecem infecciosos em aguas
de mananciais.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar e quantificar virus humanos de veiculagdo hidrica,
adenovirus (HAdV), poliomavirus-JC (JCPyV), virus da hepatite
A (HAV) e rotavirus-A (RVA), em &guas de mananciais
superficiais, bem como avaliar a integridade,
infecciosidade/viabilidade e realizar estudos de caracterizacdo
molecular de HAdV nestas matrizes aquaticas.

3.2 Objetivos Especificos

«+ Monitorar 4guas de mananciais superficiais, em locais
previamente selecionados, na cidade de Floriandpolis,
Santa Catarina, no que diz respeito aos parametros
fisico-quimicos, de nutrientes e perfis viroldgicos;

+» Quantificar os genomas dos seguintes virus humanos de
veiculagcdo hidrica: adenovirus (HAdV), poliomavirus-
JC (JCPyV), virus da hepatite A (HAV) e Rotavirus-A
(RVA);

«¢ Avaliar a distribuicdo sazonal viral nas matrizes aquaticas;

«»Avaliar a integridade de adenovirus humanos (HAdV)
presentes em aguas de mananciais superficiais usadas
para consumo humano;

+» Padronizar a técnica de ICC-et-RT-gPCR (Cultura Celular
Integrada a0 RT-gPCR - precedida de tratamento
enzimatico) na deteccdo de HAdV;

«Avaliar a infecciosidade/viabilidade de adenovirus
humanos (HAdV) presentes em aguas de mananciais
superficiais;

+»Realizar estudos de caracterizacdo molecular de
adenovirus humanos (HAdV) detectados nas amostras de
aguas de mananciais superficiais.
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4 MATERIAIS E METODOS

O delineamento experimental geral utilizado para realizar
este trabalho de dissertacdo constituiu-se basicamente em duas
etapas: 1) monitoramento viral (HAdV, JCPyV, RVA e HAV),
de parametros fisico-quimicos e de nutrientes em Aaguas de
mananciais utilizadas para consumo e atividades humanas; 2)
avaliagdo da integridade, infecciosidade e caracterizacdo
molecular de HAdV presentes nestas aguas. A Figura 5 apresenta
resumidamente o fluxograma das atividades aplicadas no
trabalho.

-Coletas das Amostras: mensais — 1 ano (2L) ETA PA A

-Andlises Pardmetros:
Fisico-quimicos e de Nutrientes
MAs Lagoa do Peri

Concentragdo Viral
Extragdo Acidos Nucleicos
HAdV — JCPyV — RVA - HAV

-

l qPCR ' HAdV positivos? ETAPA B
RT-qPCR sim

HAdV Estudos:

- Integridade
- Infecciosidade
- Caracterizacdo Molecular

Fluxograma Geral de Trabalho

Figura 5: Fluxograma mostrando o delineamento experimental bésico
utilizado para a realizacéo deste trabalho.

4.1 Sitios/Locais de Estudos e Coletas

Os objetos de estudo deste trabalho foram &guas de
mananciais superficiais (agua de lagoa, agua de nascente/fonte e
agua de sistema publico de abastecimento coletivo) da cidade de
Floriandépolis Santa Catarina.

Dois litros (2L) de agua foram coletados, mensalmente em
cada um dos locais previamente selecionados:
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A: Lagoa do Peri (Sitio 1 de coleta) (Figura 6): A Lagoa do
Peri esta localizada em &rea protegida do Parque Municipal
da Lagoa do Peri, no Sudeste da Ilha de Santa Catarina.
Possui um espelho d’4gua de 5,7 km? com uma
profundidade média de 4,2 m. Sua distribuicdo, quanto a
nutrientes, € homogénea (HENNEMANN & PETRUCIO,
2011). A Lagoa do Peri é alimentada principalmente pelos
Rios Cachoeira Grande e Ribeirdo Grande, sendo
amplamente utilizada para atividades recreacionais (banho,
pesca) e se destaca por participar da Estagdo de Tratamento
de Agua do Sistema Costa Leste-Sul, abastecendo cerca de
110.000 habitantes de Florianopolis nos distritos da Barra da
Lagoa, Lagoa da Concei¢do, Campeche, Morro das Pedras,
Armacdo e Ribeirdo da llha. Por ser uma lagoa téo
importante e extensa, foram previamente selecionados quatro
pontos para coletas de 4gua, designados neste trabalho como
Micro-ambientes da lagoa (amostras de agua superficial
foram coletadas mensalmente de Junho de 2010 até Maio de
2011, sendo 12 amostras/coletas em cada Micro-ambiente,
totalizando 48 amostras), sendo assim distribuidos (Figura
6): Micro-ambiente 1 (MAL): Parte central da lagoa; Micro-
ambiente 2 (MA2) (ambiente preservado): préximo da
entrada do Rio Cachoeira Grande. Este rio ndo passa por
residéncias, nascendo em mata preservada, que rodeia a
lagoa, sendo considerado este sitio um ‘“micro-ambiente”
muito preservado; Micro-ambiente 3 (MA3) (ambiente ndo
preservado): proximo a entrada do Rio Ribeirdo Grande. Este
rio agrega em seu curso algumas residéncias e por isso pode
ser um alimentador de polui¢do na lagoa, sendo considerado
este sitio de coleta um “Micro-ambiente” nao preservado;
Micro-ambiente 4 (MA4) (ambiente onde ocorre coleta de
agua e atividades recreacionais): local de onde a agua é
captada para posterior tratamento e distribuicdo para
consumo humano (isso é realizado pela Companhia
Catarinense de Agua e Esgoto (CASAN). Além de servir
para abastecimento, este Micro-ambiente é amplamente
utilizado para atividades recreacionais, tais como banho,
pesca artesanal e rituais religiosos.

As coletas realizadas na Lagoa do Peri foram possiveis

gracas a parceria com o Laboratério de Ecologia de Aguas
Continentais desta universidade (Universidade Federal de Santa
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Catarina), sob coordenacdo do Prof. Dr. Mauricio Mello
Petrucio.

B: Nascente/Fonte (Sitio 2 de coleta) (Figura 7): Localizada
em um terreno privativo no Bairro Itacorubi em
Florian6polis-SC, a agua provém de uma Nascente/Fonte
superficial de agua. Esta dgua ndo recebe tratamento para
possivel descontamina¢do da &gua, entretanto é usada para
consumo humano. A Nascente/Fonte é envolvida por mata,
porém como é uma &rea urbanizada, ha residéncias em sua
proximidade. Neste sitio as amostras foram coletadas
mensalmente, de Fevereiro de 2011 até Janeiro de 2012,
totalizando 12 amostras.

C: Solugdo Alternativa de Abastecimento Coletivo (SAC)
(Sitio 3 de coleta) (Figura 8): agua potavel, proveniente de
um sistema de abastecimento coletivo, Solu¢do Alternativa
de Abastecimento Coletivo (SAC) do bairro Saco Grande.
Entende-se por SAC a modalidade de abastecimento coletivo
destinada ao fornecimento de &gua potavel, com captacdo
subterranea ou superficial, que abrange duas ou mais
familias, na qual o controle da qualidade da agua devera ser
realizada por responsavel técnico e monitorada quanto a sua
potabilidade pelos érgdos responsaveis pela salde publica
local / Prefeitura Municipal (Portaria Federal do MS N°
2914 de 12 de dezembro de 2011). As coletas foram
realizadas a partir da SAC ACOLJOGOC (Associagdo
Comunitaria do Loteamento Jodo Gonzaga da Costa), que
capta agua de nascente, armazena em tanques para realizar a
cloragdo (com pastilhas de cloro) e distribui para
aproximadamente 50 familias. Neste sitio as amostras foram
coletadas mensalmente, de Fevereiro de 2011 até Janeiro de
2012, totalizando 12 amostras.
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Figura 6: Sitio 1 de coleta, na Lagoa do Peri, onde 1, 2, 3 e 4 representam
0s Micro-ambientes (MAs) 1, 2, 3 e 4, respectivamente. Fonte: Adaptado de
Hennemann & Petrucio (2011).
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Figura 8: Sitio 3 de coleta, na SAC, sendo as coletas realizadas nestes
tanques reservatdrios, mostrando as pastilhas de cloro utilizadas para
tratamento da agua.

4.2 Avaliagdo dos Pardmetros Fisico-quimicos e de Nutrientes

As avaliacbes dos parametros fisico-quimicos e de
nutrientes foram realizadas nos quatro Micro-ambientes (MAS)
da Lagoa do Peri. Para isto, em cada coleta, 0s seguintes
parametros fisico-quimicos foram avaliadas in situ, por meio de
Sonda Multiparametros (YSI-85): temperatura da agua (TA),
condutividade (Cond.), pH e oxigénio dissolvido (OD). Para as
analises de nutrientes, amostras de agua, de cada sitio de coleta,
foram levadas ao laboratério para determinar a quantidade de
nitrito (N.NO2-) (GOLTERMAN et al., 1978), nitrato (N.NO3-)
(MACKERETH et al., 1978) e am6nia (N.NH4 +) (KOROLEFF,
1976) (Estas andlises foram realizadas em parceria com o
Laboratéro de Ecologia de Aguas Continentais, Departamento
de Ecologia e Zoologia da Universidade Federal de Santa
Catarina, sob coordenacéo do Prof. Dr. Mauricio Mello Petrucio)

4.3 Concentragao das Amostras de Aguas

A concentracdo das amostras de aguas foi realizada por
meio do método de adsorcdo-eluicdo descrito por Katayama,
Shimasaki & Ohgaki (2002), seguida de reconcentracdo em
dispositivo Centriprep® YM50 (Millipore).

As amostras de agua foram filtradas em sistema de
vacuo com membrana negativamente carregada (Nihon
Millipore) com 90 mm de didmetro e 0,45 pum de porosidade
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(Figura 9), com um fluxo de 200 mL/min. Previamente &
filtracdo, o pH foi ajustado para 7,5-8,0 sendo que 25 mL de
MgCl, [2M] foi adicionado as amostras para que as particulas
virais, naturalmente carregadas negativamente, fossem
positivamente carregadas pela acdo dos fons Mg®*, permitindo a
retencdo dessas particulas na membrana negativamente carregada
durante o processo de filtragdo. A membrana ainda foi lavada
com 350 mL de solugdo de H,SO, [0,5mM] pH 3,0 para
assegurar a retencdo das particulas virais na mesma e remover
restos de biossdlidos presentes. Em seguida, a membrana foi
retirada do filtro e em vidraria estéril, ocorreu a elui¢do viral, que
foi realizada por meio da adi¢do de 11 mL de NaOH [1mM] pH
10,5, que ficou em contato com a membrana sob agitagéo por 10
min. O eluato foi neutralizado pela adi¢do de 50 uL de solugédo
de H,SO, [50mM] e 50 pL de tampdo Tris-EDTA [100X] a
1mM pH 8,0.

A amostra final, em um volume de aproximadamente 10
mL, foi reconcentrada utilizando-se o dispositivo Centriprep®
YMB50 (Millipore), resultando em um volume final de cerca de 5
mL, por meio de centrifugacdo a 1.500xg por 10 min a 4°C. Em
seguida as amostras concentradas foram aliquotadas (0,6 mL) em
tubos do tipo eppendorf e armazenadas em temperatura -80°C
para as analises posteriores.
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Figura 9: Sistema a vacuo de filtracdo, com capacidade para 5L de agua,
utilizado para a concentragéo viral; No canto direito inferior observa-se a
membrana carregada eletronegativamente, responsavel pela retengdo das
particulas virais.

4.4 Avaliagdo da Recuperacdo Viral em Aguas de Mananciais
pelo Método de Adsorcao-Eluicéo

Para determinar a eficiéncia da recuperacdo viral ap6s a
concentracdo das amostras, usando o método descrito por
Katayama, Shimasaki & Ohgaki (2002), foi utilizado como
modelo viral o HAdV. Amostras de agua proveniente dos sitios
de coletas foram inoculadas artificialmente com uma quantidade
conhecida deste virus (2x10° UFP/mL). As amostras foram
concentradas como descrito no item 4.3 e a recuperagdo viral foi
mensurada por meio do ensaio de placa de lise (EPL) e por
ensaio de cultura celular integrada a uma reagdo de RT-gPCR,
precedida por tratamento enzimatico (ICC-et-RT-gPCR), de
acordo com o descrito nos itens 4.9.3 e 4.9.4, respectivamente.
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4.5 Extracéo do Material Genético

O material genético viral das amostras foi extraido através
do kit comercial RTP DNA/RNA Virus® Mini Kit Il (Invitek), de
acordo com as instrugdes do fabricante. A partir de um volume
de 200pL de amostra foi extraido o material genético viral
(origem DNA ou RNA).

4.6 Reacdo de Transcrigdo Reversa

As reacOes de transcricdo reversa (RT) foram
realizadas utilizando iniciadores randémicos para a sintese do
DNA complementar (cDNA). O material genético purificado foi
previamente desnaturado a 97°C por 5min e resfriado por 2min
em banho de gelo. Posteriormente o material genético foi
adicionado a uma mistura de: iniciador randémico [20pmoles]
(Promega), 0,6mM de dNTPs (deoxinucleotideos dATP, dTTP,
dCTP e dGTP), 1U da enzima transcriptase reversa (MMLV-
Promega) e 0,5U de inibidor de RNAse (RNAsin-Promega),
em condi¢cBes salinas adequadas. A reacdo ocorreu em
equipamento termociclador, em ciclos de 37°C por 60 min e
65°C por 10 min.

4.7 Quantificagdes dos Genomas Virais

A fim de quantificar as cOpias gendmicas de HAdV,
JCPyV, HAV e RVA presentes nas amostras, realizou-se PCR
em tempo real (QPCR), utilizando o Kit Tagman Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems). Este kit contém a maioria dos
reativos necessarios para que a PCR ocorra (ANTPs, enzima Taq
DNA Polimerase, co-fator enzimatico, condicdes salinas
adequadas), sendo adicionados sondas e iniciadores (amplificam
regies conservadas no genoma dos virus investigados). A
sequéncia especifica das sondas e iniciadores encontram-se
disponiveis no Quadro 1.
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Quadro 1: Iniciadores e sondas utilizados para quantificagdo em cdpias
gendmicas de HAdV, JCPyV, HAV e RVA.

Iniciadores Sequéncias Referéncia
Sondas
HAdV F C(AT)TACATGCACATC(GT)C(CG)GG Hernroth
HAdV R C(AG)CGGGC(GA)AA(CT)TGCACCAG etal.,
HadV Sonda FAMCCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCC (2002)
T-TAMRA
JCPYV F ATGTTTGCCAGTGATGATGAAAA Pal
JCPYV R GGAAAGTCTTTAGGGTCTTCTACCTTT etal.,
JCPyV Sonda FAMGATCCCAACACTCTACCCCACCTAA (2006)
AAAGA-TAMRA
HAV F GGTAGGCTACGGGTGAAAC Jothikumar
HAV R GCGGATATTGGTGAGTTGTT et al. (2005)
HAV Sonda FAMCTTAGGCTAATACTTTATGAAGAGA
TGC-TAMRA
RVAF ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG Zeng
RVAR GGTCACATAACGCCCCTATAGC et al. (2008)
RVA Sonda VIC-AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA-
MGB

Para a quantificacdo viral, como padréo de reagdo, foram
utilizados fragmentos de DNAs/cDNAs, previamente clonados
em plasmideos com as sequéncias-alvo para 0s respectivos
iniciadores e sondas (apresentados no Quadro 1) para cada tipo
viral.

Quando se buscou por genomas de origem RNA, o
material genético foi submetido a reacdo de transcricdo reversa
(RT) para sintese de cDNA, previamente descrito no item 4.6,
este foi 0 caso dos genomas de HAV e RVA.

Os ensaios de gPCR foram realizados em duplicatas em
placas de 96 cavidades (MicroAmp Applied Biosystems),
contendo também controles negativos e positivos. Um volume de
15uL da reacdo (mistura) de gPCR foi distribuida em cada
cavidade da placa e 5uL dos acidos nucléicos (DNA ou cDNA),
previamente diluidos a 1:10 (a fim de diluir os possiveis
inibidores naturais presentes nas matrizes ambientais), foram
adicionados. Em seguida, a placa foi selada com filme 6ptico
(Applied Biosystems) e inserida no aparelho StepOnePlus™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

As condicdes de termociclagens (temperaturas utilizadas
e ciclos) para que a reagdo ocorresse foram para HAdV e JCPyV:
1 ciclo com 2 min a 50 °C e 10 min a 95°C seguido por 40 ciclos
de 95°C por 15seg., 60°C por 1min e para HAV e RVA: 1 ciclo
com 2 min a 50°C e 10 min a 95°C, seguido por 40 ciclos de
95°C por 10seg. de 65°C por 1min.



56

Os resultados foram analisados para mensurar a
quantidade de CG/L (copias gendmicas por litro) virais contidas
nas amostras.

4.8 Estudo da Integridade de HAdV em Aguas de Mananciais

Este estudo teve por objetivo identificar particulas integras
de adenovirus (HAdV) por meio de ensaio enzimatico, a fim de
degradar possiveis genomas virais livres presentes na matriz
amostral e comparar 0s genomas totais detectados com o0s
genomas provenientes de particulas virais integras. O ensaio
enzimatico foi realizado conforme descrito no item 4.8.1.

Este estudo contemplou amostras de agua previamente
positivas para HAdV em gqPCR, que sdo usadas diretamente para
consumo humano, como é o caso do sitiol (Lagoa do Peri,
especificamente no Micro-ambiente 4 (local utilizado para coleta
e tratamento de 4gua de consumo humano e atividades
recreacionais), sitio 2 (Fonte/Nascente de agua) e sitio 3 (Solugédo
Alternativa de Abastecimento Coletivo (SAC).

4.8.1 Ensaio Enzimatico

Amostras de agua, concentradas (como descrito do item
4.3), foram submetidas ao ensaio enzimatico, utilizando a enzima
DNAse I, segundo Viancelli et al.,(2011).

Para isso, uma mistura de reacdo contendo 180uL de
agua concentrada, tampdo de enzima 1x e 1U de DNAse |
(Sigma) foi incubada por 15 min a temperatura ambiente (esta
etapa tem por objetivo degradar o material genético livre). A
enzima foi entdo inativada com 25mM de EDTA, seguido de
incubacdo por 10 min a 65°C. As amostras foram submetidas a
extracdo de 4&cidos nucléicos e a gqPCR foi executada para
detecgcdo de genomas de HAdV, conforme descrito nos itens 4.5
e 4.7, respectivamente.

Com o objetivo de verificar os potenciais inibidores da
atividade da enzima DNAse | presentes na matriz amostral, uma
quantidade conhecida de adenovirus humano-2 (HAdV-2)
previamente inativado por 1h a 99°C seguido por 30min sob
radiacdo U.V, foi adicionado em amostra concentrada de agua
(negativa para HAdV) e em Aagua livre de nucleases, como
controle da reacdo. Todas as reacbes enzimaticas foram
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realizadas utilizando 1U de DNAse | (o suficiente para degradar
100% do DNA adicionado), 1x tampdo da enzima, 180uL de
agua livre de nuclease ou amostra concentrada e incubadas por
15min & temperatura ambiente. A enzima foi inativada com
25mM EDTA seguida de incubacdo por 10min a 65°C.
Posteriormente os &cidos nucléicos foram extraidos e a gPCR foi
executada, conforme descrito nos itens 45 e 4.7,
respectivamente. (Este ensaio foi realizado durante o
desenvolvimento do Trabalho de Conclusao de Curso (subprojeto
da presente dissertacdo) da aluna Mariana de Almeida do
Nascimento).

4.9 Estudo da Infecciosidade de HAdV em Aguas de
Mananciais

Este estudo teve por objetivo identificar particulas
infecciosas/vidveis de HAdV por meio de ensaios em cultura
celular e de cultura celular integrada a técnicas moleculares.

Duas técnicas foram utilizadas para acessar a
infecciosidade viral: ensaio de formacdo de placa de lise (EPL)
(técnica ja estabelecida no Laboratério de Virologia Aplicada -
UFSC) e Ensaio RT-gPCR - precedido por tratamento enzimatico
(et) integrado a cultura celular (ICC-et-RT-qPCR) (técnica
estabelecida e padronizada neste trabalho de dissertagéo).

Este estudo contemplou amostras de 4gua usadas
diretamente para consumo e atividades humanas, como €é o caso
do sitiol (Lagoa do Peri, especificamente no Micro-ambiente 4-
local utilizado para coleta e tratamento de consumo humano e
atividades recreacionais), sitio 2 (Fonte/Nascente de 4agua,
utilizada para consumo humano sem tratamento prévio) e sitio 3
(Solucéo Alternativa de Abastecimento Coletivo-SAC- utilizada
para consumo humano).

4.9.1 Linhagem Celular

O crescimento e cultivo da linhagem celular A549 (células
epiteliais derivadas de carcinoma de pulmd3o humano e
permissivas a maioria dos adenovirus humanos) foi realizado em
garrafas de cultura celular (75cm?), utilizando como meio de
crescimento: meio minimo essencial com Sais de Eagle (MEM),
suplementado com 5% de soro fetal bovino [(SFB) Gibco], 1%
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de antibidticos e antifangico [(PSA Cultilab-penicilina G
100U/mL/sulfato de estreptomicina 100 g/mL/anfotericina B
0,25 g/mL)].

4.9.2 Ensaio de citotoxicidade das amostras de agua
concentradas

A fim de testar a citotoxicidade das amostras ambientais
frente as células A549, foram realizados ensaios de
citotoxicidade. Para isso, células A549 foram propagadas em
placas de cultivo celular de 24 pocos, na concentragdo de 2,5x10°
células por pogo, conforme descrito no item 4.9.1, porém sem
adi¢do de SFB, 24h antes da realiza¢do dos ensaios.

As amostras ambientais, concentradas como descrito no
item 4.3, foram previamente tratadas com 1% de
antibiético/antifngico (penicilina G 100U/ml / estreptomicina
100ug/ml de anfotericina B 0,25ug/ml) e diluidas em MEM 1X,
nas seguintes proporgdes: 1:2, 1:10 e 1:20. Um in6culo de 100ul
de cada uma das dilui¢bes, em triplicata, foi colocado em contato
com as células durante 1h, a 37°C em atmosfera CO, 5% e
agitacdo uniforme a cada 15 min. Posteriormente, o indculo foi
removido e 1mL de MEM, contendo 1% de PSA, foi adicionado
as células, trés controles celulares foram mantidos e estes
continham apenas células e meio de manutencdo. As placas
foram incubadas a 37°C, em atmosfera 5% de CO, e a
monocamada celular foi monitorada durante sete dias.

Células que continham amostras testes inoculadas foram
comparadas com os controles celulares em microscépio de luz.
Sequencialmente, as células foram fixadas e coradas com 300uL
da solugdo de Preto de Naftaleno (0,1% Preto de Naftaleno, 5%
Acido Acético, pH 2,3-2,4). O tapete celular corado foi analisado
e a diluicdo ndo citotdxica, para cada uma das matrizes de agua,
foi estabelecida, a fim de ser utilizada nos ensaios de
infecciosidade/viabilidade viral.

4.9.3 Ensaio de Placa de Lise (EPL)

O ensaio de placa de lise (EPL), adaptado de Cromeans
et al. (2008) e Rigotto et al. (2011), foi realizado por ser capaz
de quantificar particulas de HAdV infecciosas em amostra teste
ou em fluido viral. Consiste resumidamente, em infectar células,
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no minimo em triplicatas, permissivas ao virus (neste caso
células A549) e encobrir a monocamada celular com uma
camada 4gar (Bacto Agar) ou Carboximetilcelulose que, por
aumentarem a densidade do meio, impedem que os virus se
espalhem rapidamente para outras células, o que favorece sua
propagagdo apenas para as células vizinhas, obtendo-se desta
forma, placas resultantes da lise celular. Estas placas séo
contabilizadas como unidades formadoras de placas de lise
(UFP).

Para isso, células A549 foram cultivadas por 24h em
placas de 6 cavidades, em meio Dulbecco modificado com sais
de Eagle (DMEM-AG) — Alta Glicose, suplementado com 1mM
de piruvato de sddio, 1% de antibiéticos e antifingico (PSA
Cultilab-penicilina G 100U/mL/sulfato de estreptomicina 100
g/mL/anfotericina B 0,25 g/mL) a 37°C e atmosfera de 5% de
CO,. Amostras de &guas, em dilui¢cdo ndo citotoxica (1:2) foram
tratadas com 1% de antibi6ticos e antifingico (PSA Cultilab-
penicilina G  100U/mL/sulfato de estreptomicina 100
g/mL/anfotericina B 0,25 g/mL).

A monocamada celular foi lavada por trés vezes com
Tampdo Fosfato Salina (PBS), posteriormente 250uL de cada
amostra teste foi inoculado, as células. As placas foram
incubadas por 1 h a 37°C sob rotagdo (movimentagdo uniforme)
a cada 15 min. Em seguida, os inoculos foram removidos e
adicionou-se em cada cavidade 2,5 mL de uma mistura
contendo: 0.6 % de Bacto-agar (previamente aquecido), 4% de
soro bovino fetal (Gibico), 0.1mM de piruvato de sédio, 2% de
antibiéticos e antifingico (PSA Cultilab-penicilina G
100U/mL/sulfato de estreptomicina 100 g/mL/anfotericina B
0,25 g/mL 10 U/mL penicillin) 25mM MgCl, e DMEM-AG. As
placas foram incubadas a 37°C em atmostfera de CO,-5% por
sete dias.

A monocamada celular foi monitorada diariamente e ao
término dos sete dias de incubacdo o meio foi removido por
aspiracdo, as células foram coradas utilizando solucdo de 20%
do corante Cristal Violeta e as unidades formadoras de placa
(UFP) foram contabilizadas.

4.9.4 ICC-et-RT-gPCR
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O ensaio de ICC-et-RT-gPCR, adaptado de Ko et al.
(2003) e Rigotto et al. (2010), consiste em quantificar o nimero
de particulas virais infecciosas presentes em amostras teste ou
em suspensdes virais, por meio de cultura celular integrada a
técnica molecular (RT-gPCR) precedida por ensaio enzimatico
com DNAse |. Imediatamente ap6s a extragdo dos A&cidos
nucleicos totais é realizado o tratamento enziméatico (et), com
DNase I, com o objetivo de degradar genomas de DNA na
amostra, ficando somente o RNA viral transcrito durante a
replicagdo do virus. Uma reacdo de transcricdo reversa (RT) é
necessaria para obtencdo do cDNA seguido de gPCR para
quantificacdo do numero de copias genémicas (CG) totais
provenientes de virus infecciosos.

4.9.4.1 Padronizacéo do Ensaio de ICC-et-RT-qPCR e Teste
de Equivaléncia das Unidades “UFP” e “CG”

Este ensaio teve por objetivo predizer uma medida de
equivaléncia no momento de quantificar os virus por meio do
EPL (em unidade formadora de placa de lise (UFP)) ou por ICC-
et-RT-qPCR (em copias gendmicas (CG)), além de determinar a
habilidade e sensibilidade do ICC-et-RT-gPCR em detectar
particulas virais infecciosas em aguas ambientais de mananciais,
bem como padronizar as melhores condigdes experimentais para
0 ensaio. O fluxograma apresentado na Figura 10, resume a
estratégia experimental aplicada.
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Amostras :

Inoculadas com HAdV-2
2x10°UFP/mL
Dilui¢des Decimais:

- Concentradas

- Negativas para HAdV

- Em diluigdo ndo citotoxica (1:2)

0,-1,-2,-3,-4,-5, 6,-7, -8

C1: HAdV-2 inativados por temperaturae radiagdo U.V

- Inoculagdo em células A-549

2,5x10%élulas/cavidade
- Incubag3o:
24h—-36h -72h

Padronizacdo dotempo

DESENHO EXPERIMENTAL

C2: qPCR sem RT

ICC-et-RT-qPCR

TRIPLICATA -Congelamentos/descongelamentos
-Extragdodos acidos nucleicos
-Tratamento enzimético (DNasel)
-RT-qPCR (mRNA de HAdV)

Figura 10: Fluxograma mostrando o delineamento experimental basico
utilizado para a padronizagdo do ensaio de ICC-et-RT-gPCR para detecgdo
de HAdV em &guas de mananciais superficiais.

Células A549 (densidade celular 2,5x10°
células/cavidade) foram cultivadas em placas de 24 cavidades,
como descrito no item 4.9.1, porém sem SFB, e as amostras
testes (amostras de aguas concentradas e sabidamente negativas
para HAdV foram contaminadas artificialmente com 2X10°
UFP/mL de HAdV, em presenca de 1% de antibidticos e
antifingico (PSA Cultilab-penicilina G 100U/mL/sulfato de
estreptomicina 100 g/mL/anfotericina B 0,25 g¢g/mL). Em
seguida foram realizadas diluicdes decimais seriadas das
amostras (10” 107,10 1073, 10%, 10° 10° 107 e 10®) em
matriz de agua de manancial, também negativas para HAdV e
um inoculo de 100uL de cada diluicdo foi adicionado, em
triplicata, as células. As placas foram incubadas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO,, durante 1 h, e agitadas uniformemente
a cada 15mim. Em seguida o inéculo foi aspirado e 1 mL de
MEM 1X foi adicionado nas cavidades da placa, sendo esta re-
incubada, nas mesmas condicdes, durante 24h, 36h (tempo
estimado de 1 ciclo de replicacdo do HAdV-2) e 72h (tempo
estimado de 2 ciclos de replicacdo do HAdV-2). Como controle
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de qualidade e validacdo do teste, oi utilizada uma quantidade
conhecida de adenovirus humano-2 (HAdV-2), previamente
inativado por 1 h a 99°C e 30 min sob radia¢do U.V.

Apbds os periodos de incubacdo as células foram
congeladas e descongeladas por 3 vezes, a fim de promover a
lise celular e o material genético foi extraido (item 4.5)
seguindo-se posteriormente a um tratamento enzimatico (et)
(item 4.8.1) , para a transcricdo reversa (RT) (item 4.6) e a
gPCR foi realizada (item 4.7).

Determinadas as condi¢des ideais para realizar o ICC-et-
RT-gPCR, as amostras de aguas de consumo humano, positivas
em qPCR para HAdV e em diluigbes ndo citotoxicas, foram
submetidas a este mesmo ensaio.

4.10 Sequenciamento Génico e Estudos Filogenéticos de
HAdV

Para a amplificacdo génica de fragmentos de HAdV
foi utilizado o protocolo descrito por Allard et al. (1992), a
fim de gerar um produto de PCR de 300pb.

Os iniciadores hexAA1885-
5’GCCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC 3’ e hexAA1913-
5’CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT3’ foram utilizados
para amplificar uma regido do genoma de HAdV que codifica
para a proteina hexon do capsideo viral. Para a amplificacdo,
5uL de acidos nucleicos, extraidos a partir das amostras de agua
de consumo humano, foram adicionados a uma mistura
contendo: condigdes salinas adequadas, 20 pmoL de cada
iniciador, 0,AmM de dATP, dCTP, dTTP e dGTP; 1,5mM de
MgCl,, 1U/uL da enzima Taq DNA polimerase (Promega
Corporation, Madison, USA), totalizando um volume de 25uL .
A reacdo ocorreu em aparelho termociclador, nas seguintes
temperaturas e ciclagens: 1 ciclo de 94°C por 5 min, seguindo-se
de 40 ciclos de 94°C por 1 min, 56°C por 1 min e 72°C por 45
seg. e extensdo final de 72°C por 10 min.

Os produtos amplificados (amplicons), foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, observados e
fotodocumentados por meio de
transluminador/fotodocumentador acoplado em luz UV
(BioAmerica®).
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Amostras de 4guas de consumo humano que continham
particulas integras de HAdV foram selecionadas para realizacéo
do sequenciamento génico e analises filogenéticas. Para isso,
iniciadores descritos por Allard et al. (1992), dirigidos para a
regido do genoma viral que codifica para a proteina hexon do
capsideo (posicdo no genoma 1885-1913 pb), foram utilizados
para realizar a PCR (de acordo com o descrito no item 4.10.1)
gerando um produto amplificado de aproximadamente 300 pb.

Os amplicons foram purificados com ExoSAP-IT (GE
Healthcare UK Ltda, Buckinghamshire, UK). O sequenciamento
foi realizado utilizando a plataforma Genetic Analyzer 3130
(Applied Biosystems) e o reativo Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit v.3.1 (Applied Biosystems), segundo as
recomendagbes do fabricante. Para cada amostra/produto de
PCR foi realizado o sequenciamento quatro vezes em ambos 0s
sentidos (direto e reverso).

A qualidade das sequéncias génicas foi verificada e em
seguida alinhadas (formacgdo dos contigs) utilizando o pacote
BioEdit 7.0.5 (HALL, 1999), e Contigexpress (InforMax, Inc.).
Posteriormente, as sequéncias obtidas foram comparadas com as
disponiveis no GenBank utilizando a ferramenta BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997).

O estudo filogenético foi realizado, utilizando sequéncias
de nucleotideos, por meio do software MEGA 5.0 (TAMURA et
al.,, 2011) e a analise de homologia (histéria evolutiva) foi
deduzida utilizando o método da maxima verossimilhanca
baseada nos parametros do modelo Kimura 2 (utilizando 500
repeticdes) (KIMURA, 1980).

4.10.1 Modelagem da Proteina hexon de HAdV

A partir das sequéncias de aminoacidos (obtidas por meio
das andlises dos produtos sequenciados) foi possivel prever a
estrutura secundaria da proteina hexon do capsideo HAdV,
inferindo a modelagem proteica por homologia, também
conhecido como modelagem comparativa, utilizando o programa
Phyre2.
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4.11 Andlises Estatisticas

Andlises de varidncia ndo paramétrica (Kruskal-
Wallis) foram utilizadas para avaliar a diferenca espacial, quanto
aos parametros fisico-quimicos e de nutrientes, entre os Micro-
ambientes da Lagoa do Peri, considerando diferenga significativa
quando P<0,05. Essas analises foram realizadas no programa
Statistic 7.0.

Para as andlises de correlagGes o Teste de Correlacdo de
Pearson foi utilizado; para avaliar a influéncia da sazonalidade
na distribuicdo viral utilizou-se o Teste ANOVA e quando
necessario, o Teste t Student foi aplicado, com a finalidade de
avaliar a significAncia dos resultados, considerando valores
significativos quando P<0,05. Estas analises foram realizadas no
programa GraphPad (Prism 5.0, EUA).
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliacéo dos Paradmetros Fisico-quimicos e de Nutrientes

Amostras provenientes da Lagoa do Peri foram avaliadas
mensalmente, durante um ano, quanto aos seus parametros fisico-
guimicos (temperatura da agua- (TA), condutividade (Cond.),
potencial de hidrogénio (pH) e oxigénio dissolvido (OD) e de
nutrientes (nitrito  (N.NOy), nitrato (N.NO3) e nitrogénio
amoniacal (N.NH,"). Os resultados das anélises dos parametros
fisico-quimicos e de nutrientes estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos e de nutrientes dos quatro Micro-
ambientes da Lagoa do Peri (n=12 por micro-ambiente).
MA1 MA2 MA3 MA4
Parémetros MédiatDP MédiatDP MédiatDP MeédiatDP
(min-max) (min-max) (min-max) (min-max)

TA (°C) 22,6£334 22,9+336 227+318  22,9+3,36
(18,7-28,4) (19,0-289) (18,5-28,4) (18,8-29,0)
Cond. (us em™) 67,24540 66,5:532  67,3+4,58 72,9+21,58
(60,2-75,4) (58,6-75,7) (61,2-74,9) (61,5-140,3)
pH 706060  7,0:042  7,0%045  7,1+0,52
(G7-17) (6176 (6175  (61-78)
oD (mg L) 811,40  83+1,07  84%099  8,3+0,97
(4,4-945)  (6096)  (66-9.6)  (6,6-94)
N.NO, (ugL?) 0,3:0,07  0,3:009  0,2¢0,08  0,2+0,08
0,1-04)  (01-04)  (01-04)  (0,1-0,3)
N.NO; (ugL?) 8,5¢6,62  6,8+313  6,3t3,74  7,9+4,46
(1,7-26,7)  (1,3-125) (1,7-133) (3:3-18,1)
N.NH, (ug LY 16,7+12,32 14,5¢8,31 12,2+917  13,3+8,09

(5,0-50,2) (45-36,7) (4,5-37,0) (1,8-31,5)
MA: Micro-ambiente; DP: desvio padrdo; min-max: minimo-maximo.

Durante 0s 12 meses de amostragem nos Micro-
ambientes da Lagoa do Peri, todas as variaveis fisico-
quimicas e de nutrientes monitoradas apresentaram
variacGes temporais significativas, no entanto estes
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parametros ndo  tiveram  variacbes  espaciais
significativas, como mostra a Figura 11 (a, b, c, d, ¢, f,
g).
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11: Resultados da quantificagdo mensal (Junho/2010 a Maio/2011) dos pardmetros
fisico-quimicos (a, b, ¢, d) e de nutrientes (e, f e g) nos Micro-ambientes 1, 2, 3 e 4 da
Lagoa do Peri.
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5.2 Ensaios de Recuperacéo Viral

A taxa média de recuperacdo viral, pelo método de concentracéo
adsorcdo-eluicdo em membrana eletronegativa, mensurada por EPL e
por ICC-et-RT-gPCR, a partir de aguas de mananciais utilizadas para
consumo humano, foi de aproximadamente 10% nas duas técnicas, ou
seja, no ensaio de EPL foram inoculados 2 x 10° UFP/mL de HAdV-2 e
recuperado 1,5 x 10°UFP/mL; No ensaio de ICC-et-RT-gPCR foram
inoculados 3x10° CG/mL de HAdV-2 e recuperados 1,2 x 10® CG/mL.
Estes valores estdo graficamente representados na Figura 12.
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Figura 12: Taxa de recuperagdo viral obtida apds concentracdo de HAdV-2 em
amostras de agua de manancial, mensurada pelas técnicas de EPL e ICC-et-RT-
gPCR. Nas barras pretas e cinzas (eixo esquerdo) o valor de HAdV-2 inoculado e
recuperado-em UFP/mL e em CG/mL, respectivamente e na linha (eixo direito) o
percentual de recuperacdo viral pelas técnicas de EPL e ICC-et-RT-gPCR.

5.3 Deteccdo dos Genomas Virais

Um total de 72 amostras foram analisadas quanto a presenca e
quantificacdo de genomas de HAdV, JCPyV, HAV e RVA, sendo as
seguintes amostras avaliadas: 12 provenientes da SAC, 12 da
Nascente/Fonte e 48 da Lagoa do Peri, sendo dessas Ultimas 12
provenientes do Micro-ambiente 1 (centro da lagoa), 12 do Micro-
ambiente 2 (ambiente preservado), 12 do Micro-ambiente 3 (ambiente
degradado) e 12 do Micro-ambiente 4 (ambiente utilizado para coleta de
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agua para consumo humano e recreacdo). Dessas, globalmente, 93%
(67/72) foram positivas para HAdV; 45,8% (33/72) foram positivas para
RVA; 13,8% (10/72) foram positivas para JCPyV e 12,5% (9/72)
positivas para HAV.

As Figuras 13 (a, b, c, €) e 14 (a,b) apresentam os perfis virais
nos sitios de coleta, onde: Amostras do MA1 da Lagoa do Peri
apresentaram 100% (12/12) de positividade para HAdV), 50% (6/12)
para RVA e 16,6% (2/12) para JCPyV, ndo sendo detectadas cOpias
gendbmicas de HAV; Amostras provenientes do MA2 da Lagoa do Peri
apresentaram 83,3% (10/12) de positividade para HAdV, 50% (6/12)
para RVA, ndo sendo detectadas cOpias gendmicas de HAV nem de
JCPyV; Amostras provenientes do MA3 da Lagoa do Peri apresentaram
100% (12/12) de positividade para HAdV, 75% (9/12) para RVA,
33,3% (4/12) para JCPyV e 16,6% (2/12) para HAV e amostras
provenientes do MA 4 da Lagoa do Peri apresentaram 100% (12/12) de
positividade para HAdV, 83,3% (10/12) para RVA, 33,3% (4/12) para
JCPyV e 33,3% (4/12) para HAV. Amostras provenientes da SAC
apresentaram 91% (11/12) de positividade para HAdV, 25% (3/12) para
HAV, ndo sendo detectadas copias gendmicas de JCPyV nem de RVA e
as amostras das Nascente/Fonte apresentaram 75% (9/12) de
positividade para HAdV, 16,66% (2/12) para RVA, ndo sendo
detectadas cdpias genémicas de HAV nem de JCPyV.

A Tabela 3 sumariza os resultados obtidos na quantificagdo dos
virus presentes nas amostras de agua de manancial utilizadas para
consumo humano, durante um ano de monitoramento. Os valores
correspondem ao intervalo do nimero de cdpias gendmicas por litro de
agua (valores minimos e maximos), bem como a média geral de CG
virais em cada sitio de coleta.

Os locais de coleta que apresentaram todos os virus analisados
foram os Micro-ambientes 3 (ambiente ndo preservado) e 4 (coleta de
agua e recreacdo) da Lagoa do Peri. O HAdV foi o0 virus mais prevalente
em todos os pontos, seguido pelo RVA que apenas ndo foi encontrado
na SAC.

A Figura 15 apresenta a média geral de HAdV, JCPyV, RVA e
HAYV na Lagoa do Peri, na Nascente/Fonte e na e SAC.
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a) HAdV na Lagoa do Peri
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Figura 13: Resultados da quantificacdo dos virus (média de CG/L) nos Micro-

ambientes 1, 2, 3 e 4 da Lagoa do Peri, onde: a) quantificacdo de HAdAV; b)

quantificacdo de JCPyV; c) quantificagdo de RVA e c) quantificacdo de HAV.
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Figura 14: Resultados da quantificacdo dos virus estudados (média de CG/L), na
Nascente/Fonte (a) e SAC (b).
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Figura 15: Média global de HAdV, JCPyV, RVA e HAV em todos os sitios de
coleta (Lagoa do Peri: Micro-ambientes 1, 2, 3 e 4; Nascente Fonte e SAC).

Tabela 2: Média geral e intervalo (minimo e maximo) do ndmero de copias
gendmicas virais detectadas nos sitios de coletas.

JCPyV
Origem HadV CG/L CGI/L RVACG/L HAV CG/L
Amostral Média Média Meédia Média

min-max min-max min-max min-max

SAC 6,7x10°(11/12) ND ND 5,0x10%(3/12)
4,3x10°- 1,4x10°%-
3,3x107 2,3x10°

Nascente/Fonte  1.6x107(9/12) ND 3,2x10° (2/12) ND
1,0x10% 1,2x107-
1,6x108 2,4x107

Peri MA 1 4,1x107(12/12) 7,9x10%2/12) 5,4x10°(6/12) ND
2,5x105- 4,1x10* 1,7x10°-
2,4x10°8 5,4x10* 9,4x10°

Peri MA 2 2,3x107(10/12) ND 2,7x10° (6/12) ND
1,7x106- 1,3x10°-
9,2x10" 1,0x10°

Peri MA 3 3,3x107(12/12) 8,0x10°(4/12) 2,4x107(9/12) 1,1x10*2/12)
4,0x105- 1,8x10°- 1,2x10°- 7,8x10%-
2,0x10°8 3,0x10° 2,5x107 1,3x10°

Peri MA 4 3,9x107(12/12) 2,0x10%(4/12) 1,6x10%(10/12) 2,73x10°(4/12)
2,0x10°- 5,8x10°- 2,1x10°- 1,5x10%
1,4x10° 6,0x10° 6,5x10° 2,0x10*

min-max: valor minimo-maximo detectado - ND: Néo detectado.
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5.4 Distribuicao Sazonal dos Virus

A Figura 16 (a, b e c) apresenta graficamente a avaliacdo sazonal
viral na Lagoa do Peri, na Nascente e na SAC. Na Lagoa do Peri como
um todo (considerando os Micro-ambientes 1, 2, 3 e 4), 0s virus tiveram
a seguinte distribuicdo sazonal: HAdV: 67% no inverno; 8% na
primavera, 10% no verdo e 14% no outono; JCPyV: 28% na primavera e
72% no verdo; RVA: 54% no inverno; 12% na primavera, 16% no verao
e 22% no outono; HAV: 99% no inverno e 1% no outono (valor ndo
significativo). Na Nascente/Fonte a distribuicdo sazonal dos virus foi:
HAdV: 2% no inverno, 7% no verdo, 0,5% na primavera (valor nado
significativo) e 89% no outono; RVA: 50% no inverno e 50% na
primavera; HAV e JCPyV ndo ocorreu neste sitio de coleta. Na SAC os
virus estiveram distribuidos da seguinte forma: HAdV: 12% no inverno,
12,6% na primavera, 22,1 no verdo e 56,4% no outono; HAV: 60% no
outono e 39% no verdo; JCPyV e RVA ndo ocorreu neste sitio de coleta.

Quanto a correlagdo entre os virus e as esta¢des do ano, na Lagoa
do Peri HAdV, RVA e HAV estiveram principalmente presentes no
inverno, enquanto JCPyV foi restrito a primavera e verdo. A presenca de
HAdV, RVA e HAV teve uma correlagcdo positiva, estatisticamente
comprovada, durante a estacdo de inverno, ja 0 HAdV e o RVA foram
correlacionados positivamente em todas as estac@es. Na SAC a presenca
de HAdV e HAV foram positivamente correlacionadas no outono,
porém HAdV ocorreu durante todas as estacfes do ano, prevalentemente
no outono e HAV apenas no verdo e outono, porém prevalentemente no
outono. Na Nascente/Fonte HAdV e RVA apresentaram correlagédo
negativa no inverno e na primavera (a presenga de RVA significou a
diminuicdo de HAdV), exatamente o contrario do perfil apresentado na
Lagoa do Peri, onde HAdV e RVA foram positivamente
correlacionados.
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Figura 16: Distribuicdo sazonal de HAdV, JCPyV, HAV e RVA nos sitios de coleta
monitorados, onde: a) na Lagoa do Peri; b) na Nascente/Fonte e c) na SAC.

5.5 Correlacéo dos Paréametros Fisico-quimicos e Nutrientes com a
presenca de Virus

Dados fisico-quimicos (TA, pH, OD e Cond.) e de nutrientes
(nitrito, nitrato e amo6nia), dos Micro-ambientes da Lagoa do Peri, foram
submetidos ao teste de correlagdo com os virus avaliados (HAdV,
JCPyV, RVA e HAV) e foi determinada apenas uma correlagdo, sendo
ela positiva, entre nitrito e JCPyV no Micro-ambiente 4, local utilizado
para atividades recreacionais e coleta de &gua para tratamento e
distribuicdo para consumo humano (Figura 17). Os demais parametros
ndo apresentaram nenhum tipo de correlagdo com os virus avaliados na
Lagoa do Peri.
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Figura 17: Correlacdo positiva entre Nitrito e JCPyV no Micro-ambiente 4 da
Lagoa do Peri.

5.6 Avaliacdo da Integridade de HAdV

O HAdV foi o virus mais prevalente em todas as amostras e
em todos os sitios de coleta (considerando o genoma detectado em
gPCR). Devido a essa alta prevaléncia aliada ao fato de estes virus
serem candidatos a marcadores virais de contaminacdo ambiental,
principalmente em aguas de consumo humano, avaliou-se, por meio de
ensaio enzimatico, a integridade das particulas virais detectadas nas
amostras de agua, o que possibilitou avaliar se 0os genomas quantificados
em gqPCR eram provenientes de particulas de HAdV integras ou de
genomas virais livres.

Amostras de aguas de mananciais provenientes de sitios
destinados ao consumo e atividades humanas (Micro-ambiente 4 (MA4)
da Lagoa do Peri, SAC e Nascente/Fonte) e que apresentaram
positividade em qPCR para HAdV foram contempladas com tal analise.
O MA4 apresentou CG de HAdV em todas as coletas, a Nascente/Fonte
ndo apresentou CG de HAdAV nas coletas de Julho, Outubro e
Dezembro/2011 e a SAC s6 nédo apresentou CG de HAdV na coleta de
Outubro, como apresentado anteriormente nas Figuras 13 e 14 (a,b),
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respectivamente. Primeiramente, foi realizado o teste de inibicdo da
atividade enzimatica (DNAse 1) frente as amostras de &aguas de
mananciais. O teste revelou que as amostras de aguas concentradas ndo
continham inibidores que pudessem interferir na atividade da DNAse I,
pois os resultados obtidos em amostras inoculadas com HAdV
inativado/degradado e em &gua livre de nucleases foram idénticos.

Quanto a integridade viral, 32 amostras foram avaliadas, sendo
12 provenientes do MA4 da Lagoa do Peri, 9 da Nascente/Fonte e 11 da
SAC. Destas, 78% (25/32) apresentaram particulas virais integras, sendo
que 83% (10/12) pertenciam ao MA4 da Lagoa do Peri, 77,7% (7/9) a
Nascente/Fonte e 66,6% (8/11) a SAC.

Na Figura 18 (a, b, ¢) é possivel comparar o nimero de CG
totais com o numero de CG provenientes de particulas de HAdV
integras, em cada amostra analisada e em cada sitio de coleta. No MA4
da Lagoa do Peri: coletas dos meses de Marco/1l e Maio/ll; na
Nascente/Fonte: coletas dos meses de Junho/11 e Novembro/11l e na
SAC coletas dos meses de Marco/1l, Abril/ll e Junho/11 néo
apresentaram particulas de HAdV integras.

a) Micro-ambiente 4 - Lagoa do Peri b) Nascente/Fonte
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Figura 18: Comparacéo entre as copias gendmicas totais (amostras ndo tratadas com
DNase 1) e integras (amostras tratadas com DNase 1) de HAdV nos sitios de coletas
avaliados, onde: a)Micro-ambiente 4 da Lagoa do Peri; b) Nascente/Fonte e ¢) SAC.
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A Figura 19 apresenta graficamente, a média de cdpias
gendmicas totais e integras de HAdV, bem como mostra a redugdo
logaritmica média de cdpias gendmicas de particulas de HAdV apos o
tratamento enzimatico nos sitios de coleta avaliados (MAd4,
Nascente/Fonte e SAC). Amostras tratadas com DNAse | no MA4 da
Lagoa do Peri tiveram uma reducdo média de 2,5 logs., na
Nascente/Fonte 1,8 logs. e na SAC de 0,85 logs. Estas redugdes foram
estatisticamente significativas (P<0,05).
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Figura 19: Média geral de cdpias gendmicas de HAdV totais, que correspondem as
amostras ndo tratadas com DNase | (barra preta), integros, que correspondem as
amostras tratadas com DNase | (barra cinza) e a reducdo logaritmica média em
CG/L (log.) ap6s o tratamento enzimético (barra branca) nos sitios de coleta
avaliados (MA4, Nascente/Fonte e SAC).

5.7 Avaliacdo da Infecciosidade/Viabilidade de HAdV em Amostras
de agua de consumo

Amostras submetidas ao teste de integridade de HAdV foram
também submetidas a avaliacdo da infecciosidade/viabilidade deste
virus, totalizando 32 amostras avaliadas, dessas: 12 provenientes do
MA4 da Lagoa do Peri, 9 da Nascente/Fonte e 11 da SAC.

Inicialmente foi avaliado o potencial citotéxico das matrizes
amostrais frente as células A549. Amostras diluidas 1:2 em MEM 1X
ndo apresentaram efeito citotéxico, sendo esta a diluicdo adotada para os
ensaios de infecciosidade de HAdV.
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5.7.1 Ensaio de Placa de Lise — EPL

A avaliacdo de infecciosidade/viabilidade de HAdV por EPL
revelou que 40,6% (13/32) das amostras continham particulas virais
com capacidade infecciosa. Desse percentual, 8 amostras (66,6% )
provinham do MA4 da Lagoa do Peri, 1 amostra (11,1%) da
Nascente/Fonte e 4 amostras (36,3%) da SAC. A quantificacdo de
HAdV infecciosos se deu por unidade formadora de placa por litro de
agua de manancial (UFP/L).

A Figura 20 (a, b, c) apresenta a quantificacdo em UFP/L de
HAdV nos sitios de coletas, sendo 0 menor nimero detectado 40 UFL/L
de HAdV na Nascente/Fonte e 0 maior 360 UFP/L de HAdV no MA4
da Lagoa do Peri. Dos locais avaliados, 0 que apresentou maior
prevaléncia de HAdV infecciosos foi o MA4, enquanto a
Nascente/Fonte e SAC tiveram menos da metade das amostras
analisadas contendo virus infecciosos por esta técnica.
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Figura 20: Média de HAdV infecciosos pela técnica de EPL (em UFP/L) detectados
em amostras provenientes dos sitios de coleta: a) no Micro-ambiebte 4 da Lagoa do
Peri; b) na Nascente/Fonte e c) na SAC.

5.7.2 Ensaio de Cultura Celular Integrada (ICC) ao RT-gPCR
precedido por tratamento enzimatico (et-RT-gPCR) — ICC-et-RT-
gPCR

5.7.2.1 Padronizagdo do ICC-et-RT-gPCR

A eficiéncia do ensaio de ICC-et-RT-qPCR foi comprovada, uma
vez que os resultados obtidos a partir dos controles de qualidade do teste
(HAdV infecciosos e HAdV inativados por calor e radiacdo U.V)
demonstraram que somente células inoculadas com HAdV infecciosos
apresentaram no gPCR cdpias gendmicas de HAdV (isso porque estas
continham mRNA de particulas virais em replicacdo, as quais foram
reversamente transcritas a cDNA in vitro e quantificadas em gqPCR).
Também como teste de qualidade, amostras provenientes de células
inoculadas com HAdV infecciosos foram submetidas apenas ao
tratamento enziméatico e qPCR (sem transcri¢do reversa) e o resultado
final foi, como ja esperado, negativo.

Estabelecida a eficiéncia do ensaio, foi necessario determinar
também o melhor tempo de incubacdo para promover a replicacdo de
HAdV nas células A549. Isso foi baseado na proporcionalidade da
quantidade de virus inoculados nas células (em UFP) e a recuperagéo ao
final do teste por ICC-et-RT-qPCR (em CG), considerando a matriz de
agua (dgua de manancial superficial) e a respectiva diluicdo decimal
viral em trés tempos de incubacdo: 24h, 36h e 72h, como apresenta a
Figura 21 (a, b e c, respectivamente).
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Figura 21: Cinética da quantificacdo de HAdV-2 em células A549 pela técnica de
ICC-et-RT-gPCR. No eixo direito a quantidade HAdV inoculados nas células em
UFP/mL (linha) e no eixo esquerdo a recuperacdo de HAdV em CG/mL (barra

cinza), apds os seguintes tempos de incubacéo: (a) 24 h, (b) 36 he (c) 72 h.

A quantificacdo viral apés 24 h de incubacédo foi a mais precisa,
uma vez que houve proporcionalidade entre os valores de virus
inoculados e os recuperados, havendo comportamento linear em todas as
diluicbes decimais e as quantificacdes em CG/mL, como apresenta a

Figura 21 (a).
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A Figura 22 compara todos os tempos de incubagdo de HAdV em
células A549 para a padronizacdo do ensaio de ICC-et-RT-gPCR nas
respectivas quantidades em UFP/mL inoculados. Com isso, foi possivel
selecionar o tempo de 24 horas, pois foi 0 mais representativo para
guantificar HAdV infecciosos contidos originalmente nas amostras
testes.
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Figura 22: Comparagdo da cinética de quantificagdo de HAdV em células A549
pela técnica de ICC-et-RT-gPCR apds 24h, 36h e 72h de inoculagdes em
quantidades conhecidas de HAdV em UFP/mL em &gua de manancial superficial.

5.7.2.1.1 Sensibilidade do ICC-et-RT-gPCR e Equivaléncia das
Unidades “UFP” e “CG” na quantificacio de HAdV infecciosos

Durante a padronizacdo do ICC-et-RT-gPCR, descrita
anteriormente, foi possivel determinar a sensibilidade desta técnica para
detectar e quantificar HAdV infecciosos, bem como determinar a
equivaléncia das unidades “UFP” e “CG” de HAdV, frente ao tempo de
incubacdo de 24h, em células A549, em matriz de agua de manancial e
utilizando como modelo viral o HAdV-2.

A Figura 23 apresenta graficamente a equivaléncia
logaritmica (log.) da quantificacdo entre UFP/mL e CG/mL. A média
geral foi de 3,4 logs para mais em CG/mL, ou seja, quando foi
inoculado 10° UFP/mL foi recuperado aproximadamente 10° CG/mL,
sendo esta proporcionalidade confirmada estatisticamente.
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A sensibilidade do ensaio de ICC-et-RT-gPCR, considerando
24h de incubacdo, foi determinada, sendo capaz de detectar até 1x10°
CG/mL, o que equivaleria 1x10 UFP/mL, quantidade que por meio do
EPL ndo seria detectavel (Figura 23).
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Figura 23: Equivaléncia logaritmica (log) da quantificagdo entre UFP/mL e
CG/mL, sendo a média geral de 3,4 logs. para mais em CG/mL e sensibilidade do
ensaio de ICC-et-RT-gPCR em detectar e quantificar HAdV infecciosos em agua de
manancial superficial.

5.7.2.2 Avaliacéo da Infecciosidade de HAdV por ICC-et-RT-gPCR

Apds a padronizacao e validacao do ensaio de ICC-et-RT-qPCR,
avaliou-se a infecciosidade de HAdV em amostras provenientes dos
sitios de coletas: MA4, Nascente/Fonte e SAC, totalizando 32 amostras
avaliadas.

A avaliacdo de infecciosidade/viabilidade de HAdV por 1CC-et-
RT-gPCR revelou que 62,5% (20/32) das amostras avaliadas continham
particulas virais com capacidade infecciosa. Desse percentual, 10
amostras provinham do MA4 da Lagoa do Peri, 3 da Nascente/Fonte e 7
da SAC. A quantificacdo de HAdV infecciosos se deu por unidade de
copias gendmicas por litro de dgua de manancial (CG/L).

A Figura 24 (a,b) apresenta a quantificagdo em CG/L de HAdV
infecciosos nos respectivos sitios de coletas. No MA4 da Lagoa do Peri
83,3% (10/12) das amostras avaliadas apresentaram HAdV infecciosos,
na Nascente/Fonte 33,3% (3/9) e na SAC 63,3% (7/11). Assim como no
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EPL, por meio do ICC-et-RT-qPCR, o MA 4 foi, dos locais avaliados, o
gue apresentou maior prevaléncia de HAdV infecciosos.
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Figura 24: Média de HAdV infecciosos pela técnica de ICC-et-RT-qPCT (CGI/L)
detectados em amostras provenientes dos sitios de coleta (a) Micro-ambiente 4 da
Lagoa do Peri, (b) Nascente/Fonte e (c) na SAC.

O valor minimo de HAdV infecciosos contidos nas amostras
avaliadas e detectados por ICC-et-RT-gqPCR foi de 1,1x10° CG/L e o
maximo de 2,0x10° CG/L. Dos trés pontos avaliados, a média mais
elevada de CG/L de HAdV infecciosos, ocorreu no MA4 (5,0x10°) e a
menor média ocorreu na SAC (2,3 x10%). O valor minimo, méximo e
média geral de CG/L detectados em cada sitio de coleta estdo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Média geométrica e intervalo (minimo e méximo) do ndmero de copias
gendmicas de HAdV infecciosos quantificados pelo ensaio de ICC-et-RT-gPCR nos
sitios de monitoramento.

Micro-ambiente 4 Nascente/Fonte
(CG/L) (CGIL) SAC (CG/L)
Média Média Média
(min-max) (min-max) (min-max)
5,0x10° 2,3x10* 2,3x10°
(7,0x10%-2,0x10°) (1,1x10%-2,0 x10°)  (2,4x10*1,0x10%

min/max: valor minimo e maximo detectado.
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5.8 Distribuicao Sazonal de HAdV Infecciosos

A fim de avaliar a distribuicdo sazonal de HAdV infecciosos em
cada sitio de coleta, os resultados obtidos por meio do ensaio de ICC-
et-RT-gPCR foram utilizados, ja que essa técnica demonstrou maior
sensibilidade na detec¢do e quantificacdo de HAdV infecciosos se
comparados com os resultados de EPL.

A distribuico sazonal de HAdV infecciosos nos diferentes sitios
de monitoramento esta representada na Figura 25. No sitio MA4 da
Lagoa do Peri 10% dos HAdV infecciosos foram detectados no verdo,
25% no inverno, 30% na primavera e 35% no outono; Na
Nascente/Fonte: 0% no verdo, 0% no inverno, 45% na primavera e 55%
no outono e na SAC: 17% no verdo, 76% no inverno, 2% na primavera e
4,5% no outono.
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Figura 25: Distribuicdo sazonal de HAdV infecciosos nos sitios de coleta
monitorados (MA4 da Lagoa do Peri, na Nascente/Fonte e na SAC).

No MA4, HAdV infecciosos estiveram presentes durante todo
0 ano de monitoramento, menos prevalente no verdo; Na
Nascente/Fonte foi detectado HAdV infecciosos durante primavera e
outono; Na SAC estiveram presentes durante todo ano, porém com
maior prevaléncia no inverno.
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5.9 HAdV: Comparacéo entre HAdV integros e infecciosos por EPL
e ICC-et-RT-gPCR

Com finalidade de comparar a integridade e infecciosidade de
HAdV, uma anélise global foi realizada, compilando resultados obtidos
por meio do teste de integridade (DNase 1) e de infecciosidade (EPL e
ICC-et-RT-gPCR).

A fim de comparar e tracar o perfil de HAdV nos sitios
monitorados, considerou-se todas as coletas realizadas (12 coletas em
cada sitio). No MA4 todas as amostras que continham particulas de
HAdV integras (75%), apresentaram infecciosidade em pelo menos uma
das técnicas (EPL ou ICC-et-RT-qPCR), sendo que pelo ICC-et-RT-
gPCR 75% das amostras continham HAdV infecciosos, enquanto pelo
EPL 66,6% continham HAdV infecciosos; Na Nascente/Fonte 58,3%
das amostras continham HAdV integros e destes 25% eram infecciosos
por ICC-et-RT-gPCR e 8,3 % por EPL; Na SAC, 66,6% das amostras
continham particulas de HAdV integras e destas 58,3% eram infecciosas
por ICC-et-RT-gPCR e 33% por EPL. A Tabela 4 mostra
resumidamente estes dados.

Tabela 4: Comparacdo entre integridade e infecciosidade de HAdV nos sitios de
coleta (média geral n=12 por sitio).

Micro- Nascente SAC

Perfil de HAdV ambiente
4 Fonte
integros* 75,0 58,3 66,6
Infecciosos™ 75,0 25,0 58,3
Infecciosos em ICC-et-RT-qPCR* 75,0 25,0 58,3
Infecciosos em EPL* 66,6 8,30 33,3
integros ** 1,65x10° 7,72x10° 1,24x10°

Infecciosos por ICC-et-RT-qPCR **  4,80x10° 3,69x10° 2,18x10"

L
Infecciosos por EPL*** 1,07x10% 3,33x10° 3.33x10

* Média Percentual (%)
** Média Geral (GC/L)
*** Media Geral (UFP/L)
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Na Figura 26 (a,b e c¢) é possivel observar o perfil de HAdV em
cada amostra e sitio monitorado. Observa-se que amostras que
continham particulas de HAdV infecciosas eram provenientes de virus
integros, mas o contrério nao foi verdadeiro.

Quando foi avaliada a correlagdo entre particulas de HAdV
integras e infecciosas, houve correlagdo positiva nos sitios de coleta
MA4 da Lagoa do Peri e SAC, porém na Nascente/Fonte ndo foi
observada nenhum tipo de correlacdo, uma vez que a presenca de
particulas integras neste sitio ndo significou a presenca de HAdV
infecciosos.
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Figura 26: Comparacdo entre HAdV integros (barra preta) e infecciosos por ICC-et-
RT-gPCR (barra cinza) e por EPL (linha) nas amostras provenientes dos sitios de
coleta: MA4 da Lagoa do Peri (a), Nascente/Fonte (b) e SAC (c).

5.10 Sequenciamento Génico e Caracterizacdo Molecular de HAdV

Foi possivel sequenciar 19 amostras, sendo: 10 do MA4 da Lagoa
do Peri, 3 da Nascente/Fonte e 6 da SAC. Essas amostras foram
selecionadas tendo como critério a qualidade do produto amplificado
por PCR e posteriormente a qualidade das sequéncias obtidas.

5.10.1 Analises de Similaridade

Para a realizacdo dos estudos de similaridade AdV as sequéncias
nucleotidicas e de aminoacidos, obtidas a partir do sequenciamento dos
amplicons avaliados, foram comparadas quanto a sua homologia entre si
e com sequéncias depositadas no GenBank-NCBI pertencentes aos
HAdV sorotipos 1,2,3,5,6,21 e 41 e com BovAdV sorotipo 7
(adenovirus bovino, como grupo externo). O nimero de referéncia de
acesso das sequéncias utilizadas para comparacdo estdo disponiveis na
Figura 27.

As andlises comparativas possibilitaram caracterizar e predizer
quais os sorotipos de HAdV eram prevalentemente circulantes nas
amostras coletadas. O sorotipo mais prevalente encontrado foi o 2
(HAdV-2), que pertence ao genogrupo C e é um HAdV respiratorio,
porém também transmitido pela via oral-fecal. Por meio das
caracteristicas moleculares e o grau de homologia entre as sequéncias
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(tanto as obtidas como as comparadas) foi possivel construir a Arvore
Filogenética (Figura 27).
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Ob|EU1 28038 1| HAGV-2

5| ABIR00B3 1) HAAV-2 {Adénaid B)
QB|EUBETA81.1| HAdY-2 (RKI-0547/07)
Gb|EF205316.1| HAdV-2 (TWPD39)

{ibHMA48018.1) HAdV-3

= gblAF 161558, 1] HADV-1
| GbJAF542100.1] HAGV-5 (KNIH AdDD/5}
| 4ni|AB 320088, 1] HAGY-S (Adenoid 76)

gb|GUSEIB4E. 1] HAdV-21
AbIGUSEHE4T 1| HAV-41
b JO05453. 1] HAGV-41

Qi|225350456 HAV-6 (Tonsil 99)
ablAY288821.1) BoAdV-7

02

Figura 27: Arvore Filogenética deduzida por meio de analises de sequéncias de
nucleotideos correspondente a regido de HAdV (grifadas em verde) obtidos de dguas
de mananciais superficiais da Lagoa do Peri (MA4), Nascente/Fonte e agua de
solugdo alternativa de abastecimento coletivo (SAC), de Floriandpolis-SC. As
analises foram realizadas pelo método de maxima verossimilhanga (baseado nos
pardmetros de Kimura 2 com 500 repeti¢des) no programa MEGA 5.0. As
sequéncias utilizadas para comparagdo foram acessadas no GenBank NCBI (ndo
grifadas), precedidas por “gb” e o seu respectivo numero de acesso.
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A Figura 28 apresenta o alinhamento das sequéncias
aminoacidicas das amostras obtidas neste trabalho (grifadas em verde
claro) bem como as sequéncias de referéncias utilizadas para
comparagdo  (ndo  grifadas). Nesta  comparagdo  algumas
modificacBes/substituicdes pontuais foram observadas, sendo elas: a)
MA4: dezembro/10 (um triptofano (W) por uma cisteina (C) e uma
serina (S) por uma alanina (A)), junho/10 (a trinca de glutamina,
triptofano e serina (QWS) pela trinca alanina, valina e alanina (AVA) e
a subtituicdo de uma argnina (R) por uma prolina (P)), coletas dos
meses de setembro/2010 e abril/2011 (a trinca glutamina, triptofano e
alanina (QWA) pela trinca alanina, valina e alanina (AVA)) e a coleta
do més de novembro/2011 (a trinca arginina, guanina e valina (RGV)
pela trinca prolina, alanina e cisteina (PAC)); 2) Nascente/Fonte:
Amostras dos meses agosto e setembro/2011 (a trinca glutamina,
triptofano e serina (QWS) pela trinca alanina, valina e alanina (AVA)) e
3) SAC: maio/2011 (uma serina (S) por uma alanina (A),
dezembro/2011 (um triptofano (W) por uma cisteina (C), uma serina (S)
por uma alanina (A) e a trinca arginina, guanina e valina (RGV) pela
trinca prolina, alanina e cisteina (PAC)), fevereiro/2011 (a trinca
glutamina, triptofano e serina (QWS) pela trinca alanina, valina e
alanina (AVA)), assim como as amostras da Nascente/Fonte dos meses
de agosto e setembro/11) e em novembro/11 (arginina (A) por uma
prolina(P)). O efeito destas substitui¢fes frente a estrutura secundaria e
terciaria proteica foi avaliado, no programa Phyre2, e ndo foram
observadas alteragdes (descrito no item 5.8.2).

Na Tabela 5, a matriz de identidade das sequéncias é apresentada,
sendo possivel realizar a dedugdo do grau de homologia entre as
sequéncias de nucleotideos (dados grifados em azul claro) e de
aminodcidos (dados grifados em verde claro) obtidas nas amostras
sequnciadas neste trabalho com sequéncias ja depositadas no NCBI
(quanto mais préximo ao valor 1,0 mais homdlogas/semelhantes s&o).

Nesta analise é possivel inferir acerca da homologia entre as
amostras pertencentes a diferentes sitios de coletas, ao longo do
monitoramento de um ano realizado. Como é possivel observar tanto na
Figura 27 quanto na Tabela 5 todas as sequéncias de HAdV obtidas
neste trabalho apresentaram entre si um alto grau de homologia, tanto as
nucleotidicas quanto as de aminoacidos. Nos dados das sequéncias
nucleotidicas (grifados em azul claro na Tabela 5), o grau de identidade
variou entre 0,73 e 1,0, sendo que a sequéncia MA4 (Fevereiro/11) foi a
mais distante/diferente de todas as outras. O mesmo ocorreu com 0S
dados das sequéncias de aminoacidos (grifados em verde claro), todas as
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sequéncias apresentaram alto grau de homologia entre si, variando de
0,69 a 1,0, sendo também a sequéncia MA4 (Fevereiro de/11) a mais
distante/diferente das demais.
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GbIAP542109.1|_BAQV-5 M

Qb|AF542120.1| HAV-2
db3|AB330083.1T_HAAV-2
gb|BU867476.1|_HAAV-2 ---
gb|EUB67481.1| HAdV-2 -
exb|AM501508 .1]_HAdV-2-
gb|EF205316.1| HAdV-2 -
gb|EF205316.1|_HAdV-2 -
MA 4 (Dez/10)

Nasc./Fon. (Ago/11)
Nasc./Fon. (Set/11)
MA 4 (Jun/10)
MA 4 (Set/10)
MA 4 (Abr/11)
SAC (Fev/11)
Nasc./Fon. (Abr/11)
MA 4 (Jul/10)
SAC (Dez/11)
MA 4 (Out/10)
MA 4 (Nov/10)
MA 4 (Jan/11)
SAC (Nov/11)
SAC (Jul/11)
MA 4 (Pev/11)

Figura 28: Comparagdo das sequéncias de aminoacidos da regido hexon de HAdV (grifado em
verde), obtidos de aguas de mananciais superficiais da Lagoa do Peri (MA4), Nascente/Fonte e agua
de solucdo alternativa de abastecimento coletivo (SAC), com sequéncias acessadas no GenBank
NCBI (ndo grifadas e que apresentam o seu respectivo niimero de acesso precedido pela sigla “gb”).
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Tabela 5: Matriz de identidade das sequéncias de nucleotideos (dados grifados em azul claro) e de
aminoacidos (dados grifados em verde claro) da regido hexon de HAdV obtidos de aguas de mananciais
superficiais da Lagoa do Peri (MA4), Nascente/Fonte e agua de solugdo alternativa de abastecimento
coletivo (SAC), com sequéncias acessadas no GenBank NCBI (ndmero de acesso precedido pela sigla

(3 k)
gb”).
THHHHHHBHE
8 z R HEEHEEE
£ R EEEEEEEEEEEEREEEEEHHHEEHEEEE
: 20280 % 2 32 2| 302 & 33 2233 HEIFE1E(2|EE (8¢
z E I e I I B I e T A
NascFon (Abr 11)
NLA4 (Ful10) 100
SAC (D= 113 Q83 0.83
AA4 (Ost10) 100{ 1.00|0.83
ALA4 (Nov-10) ao7] 097 | 0.83| 097
AAKIan 11) 100/ 1.00/0.83)|1.00/ 057
Nasc Fon (Ago/11) Q97| 097 0.81)|0.57| 0 %4] 0.57
Nasc Fon (Set1D) | 257|057 |0.81| 0.57| 054| 057 1.00
A4 (Fun10) 093] 0.93|0.8310.93| 0.54]| 0.93| 0.96 | 0.96
AA4 (S2t10) Q97| 097|081/ 0.97| 94| 0.97| 1.00| 1.00 | 0.96
AA4 (Abe 11 096| 0.96|0.82)10.96| 0.94| 0.95| 0.99| 0.59 | 0.57 | %9
SAC Fav./11) Q97| 057|0.81|0.57| 094 0.97| 1.00| 1.00| 0.96 | 1L0O | 0.59
MA4 D=z 11) 096 0.96)0.80] 0.96/ 02| 0.96] 0.57 | 0.57)| 0.93 | 087 | 0.56| 0.7
SAC QMzi‘11) 096 0.96)0.80] 0.96| 083 | 0.96) 0.57 | 0.57| 0.94| 0S7 | 0.96| 0.7 | .S
A4 (A2010) 096 0.96|0.80)| 0.96| 0.83]| 0.95| 0.97 | 0.97| 0.4 | 097 | 0.96( 0.97 | .99 | 1.00.
SAC (Ago11) 093|093 |0.81| 053|095 0.93| 0.94| 0.94] 0.95| Q%4 | 0.95 | 0.94 | 0.95| 0.95| 0.96
SAC (Nov/ 1) Q90| 0.90|0.74)| 0.90| 0.88)| 0.50| 0.88 | 0.88 | 0.85 | Q88| .87 | 0.88 | 0.85| 0.86| 0.87 [ Q.84
SAC Jul1D) Q85| 0.85|0.78)| 0.85| 0.85] 0.85)| 0.83 | 0.83 | 0.85| 083 | 0.84 | 0.83 | Q82| 0.82| 0.82 | Q.83 | 0.54
NAS Fav 11) 76| 0.76|0.55)|0.76| Q73] 0.76| 0.74 | 0.7 ] 0.70| Q74| 0.73 | 0.74| 073 | 0.73| 0.73 | Q70| 0.84) 0.78
HGUSE9847.1_HACV41 | Q50| 0.50)0.35/0.50]|0.47| 0.50]/ 0.49)| 049|045 | Q45| 043 | 0459 | Q48| 0.48) 0.48)| Q45| 0.55] 0.50) 0.6
SHAYREI4E 1_HAN-2 Q88| 0.88)0.85|0.88/ 0,88 0.88)| 0.85| 0.85)| 0.88 | 085 0.86| 0.85| 0,84 | 0.84) 0.84| Q.85 ) 0.86/ 0.1 0.71 | 0.44
S AF161559 1_HASV-1 0384/ 0.84)0.85|0.84| 084/ 0.84| 0.81 | 0.81| 0.84| 081 | 0.22| 0.81 | .80 | 0.80| 0.80| Q.81 | 0.82| 0.87 | 0.67 | 0.43| Q6
092(052)0.75|0.52|0.88| 0.52]| 0.8 | 0.89| 0.85| Q89| 0.88 | 0.89| 0,88 | 0.88| 0.88| Q.85 0.98| 0.93 | 0.83 | 0.55| Q87| 0.83
085[0.85]0.7110.85|0.83| 0.85| 0.83 | 0.83| 0.81 | @83 | 0.84 | 0.83 | 082 | 0.82]| 0.82| 0. 80| 0.54| 0.1 ] 0.87| 0.57| 0.82]| 0.78 | 0.93
=mbANSOIS08.1 HAAV-2 [ 078)0.78|0.80)/0.78| Q78] 0.78)| 0.75| 0.76[/ 0.78 | 076 | 0.77 | 0.76 [ 075 | 0.75| 0.75 | 076 | 0.86| 0.91 | 0.74 | 0.46]| 089 0.85| 0.85 | Q.87
SHEF205316.1_ HAIV-2 089 0.89|0.72|0.89| 0.85) 0.89| 0.86| 0.86| 0.82 | Q86| 0.85 | 0.86| 0,85 | 0.85| 0.85| Q82 ) 0.97)| 0.92| 0.8 0.57)| 084 0.80| 0.97 | 0.95) 0.88
HFIS05453.1_HAIV 41 Q973|0.73|0.712|10.73|0 73| 0.73|0.71 | 0.71|0.73| Q71| 0.2 | 0.71 | Q| 0.70| 0.70| 071 ] 0.72)| 0.76 | 0.58 | 0.57) 082 0.81 | 0.73 | A& ] 0.73| 0.70
HGUSE9846.1_HACV-21 | Q40 0.40)0.28| 0,40/ 0.39| 0.40( 039] 039|037 | Q39| 038 039|039 | 038] 039) .37 | 044 0.40| 0.53 | 0.68| Q35| 0.36]| 0.44)| Q46| 037[ 045 Q37
SHEM449018.1_HA-3 ©31/0310.271031|030|031|031|031[031|Q31|031|031[031)|031|031(Q31]0.28)0.28|0.24|0.16| Q29)|029| 0.28| 027]0.27)| 0.28| 020 | 0.15
£AY288821. 1_BoAdV-7 | Q20 0.20]0.17|0.20/220]| 0.20{ 0.20]| 0.20| 0.19| 020[ 0.20]| 0.20| 219 0.19[ 0.19| 19| 021| 020 0.18 | 0.15]| @20| 0.20| 0.21]| Q20| 0.15| 0.20 01)10.14 0.18

A Y2881 1] BofdV-?
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5.10.2 Modelagem da Proteina hexon do Capsideo de HAdV

Por meio das sequéncia de aminoacidos foi realizada a
predicdo da estrutura tridimencional da proteina hexon do capsideo de
HAdV, a qual foi modelada baseada na homologia encontrada com
proteinas ja elucidadas, utilizando o programa de modelagem Phyre2.
As sequéncias de aminoacidos de HAdV obtidas neste trabalho tiveram
100% de confidéncia e 91% de cobertura com a sequéncia aminoacidica
da proteina modelo de HAdV-52 (Figura 29 (A e B)).

Apesar das trocas aminoacidicas observadas, ndo houve
modificacdo nas estruturas secundarias e terciarias da proteina hexon do
capsideo viras de HAdV, havendo 100% de similaridade entre as
estruturas sucundarias e tercidrias da proteina normal/referéncia (Figura
29 A) com a alterada/teste (Figura 29 B).

Referéncia

Top template information
PDB header:virus
Chain: K: PDB Molecule:hexon protein;
PDBTitle: the quasi-atomic model of human adenovirus type 52 capsid (part 2)

884 residues ( 96% of your sequence) have been modelled with 100.0% confidence Dyl single
highest scoring template.

Interactive 3D view in Jmol

Model (left) based on template c2bviK
Top template information

PDB header:virus
Chain: K: PDB Molecule:hexon protein;
PDBTitle: the quasi-atomic model of human adenovirus type 52 capsid (part 2)

Confidence:

884 residues ( 96% of your seque

highest scoring template.
AR L

B:Com alteragBes aminoacidicas / Teste | AETRE Y ARE B

Figura 29: Predicdo da estrutura tridimensional da proteina hexon de HAdV,
modelada a partir da analise de homologia com a sequéncia referéncia de HAdV-52,
usando o programa Phyre2. A: proteina sem alteragdes aminoacidicas; B: proteinas
com as alteracBes aminoacidicas.
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6 DISCUSSAO

A agua doce é um elemento natural e essencial para a vida, sendo
seus reservatorios ambientes ecoldgicos e economicamente importantes
(ESTEVES, 2008). A vasta escassez das aguas de consumo humano e o
agravamento da poluicdo destes recursos hidricos com aumento da
populagdo mundial implicam em planejamentos e manejos das massas
inter-relacionadas de agua doce, incluindo tanto as de superficie como
subterraneas, levando em consideracdo os aspectos de cada regido
(SILVA, 2006).

Muitos sdo os patdgenos de veiculagdo hidrica, como bactérias,
protozoarios, helmintos e em destaque os virus, que podem estar
presentes nos mais diversos ambientes, desde agua doce até &reas
geotermais (DJIKENG et al., 2009). Do total de doengas de veiculacéo
hidrica destacam-se as gastroenterites virais, diretamente ligadas a falta
de agua potavel, o ndo acesso e ao acesso inadequado de saneamento
béasico (WHO & UNICEF, 2009).

Contudo, os indicadores empregados para avaliar a qualidade
das aguas tém sido motivos de controvérsia ha mais de 50 anos (ROSE
et al., 2006). As bactérias (coliformes totais e Escherichia coli)
geralmente sdo utilizadas como microrganismos de escolha no
monitoramento microbiolégico da agua em todo o mundo (HSU et al.,
2007), sendo que estudos relatam a ndo associacdo entre a presenca de
virus encontrados no meio ambiente com indicadores bacterianos
(GRABOW et al., 2001; HORMAN et al., 2004; ROSE et al. 2006) e
que tratamentos convencionais de agua podem ndo ser capazes de
inviabilizar ou inativar virus veiculados no meio hidrico, uma vez que
sdo altamente estdveis no ambiente aquatico e apresentam certa
resisténcia aos agentes fisicos e quimicos de inativacdo, como a luz U.V
e ao cloro (KOOPMANS et al., 2002; FONG & LIPP, 2005).

Dos agentes patogénicos presentes na agua, 0 impacto causado
pelos virus tem sido menos estudado do que o impacto causado por
bactérias e protozodrios, devido, principalmente, ao elevado custo de
equipamentos e materiais necessarios a rotina laboratorial e a
dificuldade em se detectar estes agentes em amostras ambientais por
apresentarem-se normalmente em baixas concentracdes (CALGUA et
al., 2008; WYN-JONES & SELLWOOD, 2001; WYN-JONES et al.,
2010).

Neste sentido se faz necessario o0 uso de métodos eficientes na
concentracdo de virus a partir de matrizes ambientais, possibilitando a
pesquisa e deteccdo viral (BOSCH et al., 2008; CALGUA, 2008). A
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concentracdo viral a partir de 4guas ambientais é a primeira etapa na
realizacdo da analise viroldgica, tendo como principal objetivo
concentrar e recuperar 0 maior numero possivel de particulas virais
(SOULE et al., 2000; CHEN et al., 2006; HAMAZA et al., 2009).
Dentre 0os métodos de concentracdo de agua, os mais utilizados séo:
ultracentrifugacdo (FORMIGA-CRUZ et al.,, 2005; ALBINANA-
GIMENEZ et al. 2006; FUMIAN et al., 2011), adsorcao-eluicdo em
membranas polarizadas (KATAYAMA et al., 2002; RIGOTTO et al.,
2009) e ultrafiltracdo (SOULE et al., 2000; RAJAL et al. 2007).
Neste trabalho o método utilizado e avaliado para concentracdo
viral, a partir de aguas de mananciais superficiais, foi o de adsor¢éo-
eluicdo em membrana eletronegativa, descrito por Katayama, Shimasaki
& Ohgaki (2002), sendo o mais indicado pela American Public Health
Association (APHA, 2005) para concentrar virus a partir de agua
(CLESCERI et al., 2005). A taxa de recuperacdo viral neste trabalho,
utilizando tal metodologia, foi de 10% de recuperagdo de HAdV.
Katayama, Shimasaki & Ohgaki (2002) na padronizacdo desta técnica
recuperou 95% dos virus semeados em agua pura, Fumian et al. (2010)
relatou média de recuperacdo de somente 3,5% , utilizando amostras de
esgoto diluidas em &gua e Victoria et al. (2009) relatou taxa de 3% de
recuperacao viral a partir de 4gua de consumo humano. Neste sentido,
na investigacdo de virus ambientais, a concentragdo viral é uma etapa
critica, trabalhosa e onerosa, sendo que a taxa de recuperagdo viral esta
intimamente ligada a origem e caracteristicas da matriz amostral
(TAVARES et al., 2005; FUMIAN et al., 2011).
As técnicas moleculares, como a PCR e PCR em tempo real
(gPCR), sdo as mais utilizadas para a deteccdo de virus em amostras de
aguas, por meio do genoma viral (ALBINANA-GIMENEZ et al., 2009;
MIAGOSTOVICH, et al., 2008; RIGOTTO et al.,, 2010), porém tais
técnicas, por si s, ndo sdo capazes de inferir sobre a infecciosidade dos
virus (GIRONES et al., 2010). A metodologia de deteccdo e
quantificacdo de virus humanos de veiculacdo hidrica circulantes em
aguas de consumo humano (HAdV, JCPyV, HAV e RVA), utilizada
neste trabalho, foi 0 qPCR (TagMan), pois atualmente é a técnica mais
utilizada, aplicada no monitoramento de virus ambientais por meio da
detecgdo e quantificagdo de seus genomas (BOFILL-MAS et al., 2006;
XAGORARAKI et al., 2007; HARAMOTO et al.,, 2007). Neste
trabalho a presenca de HAdV, JCPyV, HAV e RVA foi detectada em
amostras de aguas de mananciais superficiais (Tabela 02 e Figuras 13,
14 e 15), corroborando com outros trabalhos (ALBINANA-GIMENEZ
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et al., 2009; RIGOTTO et al., 2009; ABDELZAHER, et al., 2010;
MORESCO et al., 2011; GARCIA et al., 2012).

Os resultados de deteccdo de virus humanos de veiculagdo
hidrica, nos diferentes sitios de coleta (Micro-ambientes da Lagoa do
Peri, quanto na Nascente/Fonte e SAC), mostraram que o HAdV foi o
mais prevalente, pois seu genoma detectado em 93% (67/72) das
amostras analisadas. Estudos demonstram que os HAdV séo, dos virus
humanos veiculados pela agua, os mais frequentes (HARAMOTO et
al., 2010; RIGOTTO et al., 2010), e mais amplamente distribuidos em
todo o mundo sendo conhecidos por causarem doengas veiculadas por
dguas de consumo humano e recreacdo (FONG & LIPP, 2005;
TAVARES et al., 2005). No Brasil alguns trabalhos investigaram e
encontraram HAdV em diversas matrizes ambientais, como em 4gua de
mar (MORESCO et al.,, 2011), de consumo humano, de lagoa
(RIGOTTO et al., 2010), de rios (MIAGOSTOVICH et al., 2008), em
lodos de esgotos humanos e em dguas residuais (SCHLINDWEIN,
et al., 2010), em &guas superficiais e subterraneas (GARCIA et al.,
2012).

Outro virus avaliado, 0 segundo mais abundante nas amostras
dos diferentes sitios de coletas de adgua, foi 0 RVA, que teve seu genoma
presente em 45,8% (33/72) das amostras avaliadas, ndo sendo detectado
em nenhuma amostra da SAC. Os RVA sdo excretados nas fezes
humanas em uma concentracdo de até 10%° particulas virais/g e estas
particulas no ambiente perduram intactas e infecciosas por longos
periodos (BOSH et al., 2008). Dentre os estudos mais recentes que
contemplaram RVA em amostras ambientais, Rigotto et al. (2010)
detectou em seu estudo RVA em tecido de ostras e Fumian et al. (2011)
investigou e detectou RVA em 100% de amostras de esgotos humano.

Quanto ao resultado negativo de RVA no sitio de coleta SAC,
sugere-se que se deva a esta dgua ser previamente clorada. A eficiéncia
germicida do cloro é atribuida a sua capacidade e facilidade de
penetracdo em membranas celulares e pela interagcdo com as proteinas
do capsideo e ou acido nucléico viral (CHEREMISINOFF, 2002). Por
outro lado Guitierrez & Nguyen (2012) descreveram a alta capacidade
de RVA agregarem-se em particulas sélidas suspensas em aguas
ambientais, se protegendo de agentes inativantes. Estudos demonstram
que a persisténcia da particula de rotavirus, seu genoma e de sua
infecciosidade varia de acordo com o a matriz ambiental, por exemplo, a
diferenca entre aguas de superficie (maior conteldo de matéria organica
permite maior agregacdo viral) e aguas subterraneas (menos matéria
orgénica menor agregacao viral) (ESPINOSA et al., 2008).
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Quando se investigou a presenca de JCPyV nos sitios de coletas,
13,8% (10/72) das amostras foram positivas para JCPyV, sendo que tal
virus foi encontrado somente nos Micro-ambientes 1 (centro da lagoa), 3
(considerado degradado) e 4 (&rea de coleta de dgua e recreagdo) da
Lagoa do Peri. Tendo em vista que a Lagoa do Peri é amplamente
utilizada para atividades recreacionais, principalmente frequentada por
banhistas durante o veraneio (LAGO, 1996) e que 0 JCPyV é excretado
na urina de humanos contaminados (HUNDESA et al., 2006;
MCNEES et al., 2005), sugere-se que esses fatos sejam fatores
importantes para justificar a presenca de tal virus na agua da lagoa.
Poucos sdo os trabalhos que reportam JCPyV em aguas de consumo
humano, no entanto ele é citado como um dos virus de DNA mais
prevalentes em amostras ambientais, como em agua de rio, dgua do mar
e esgotos humanos (BOFFIL-MAS et al., 2006; HUNDESA et al.,
2006; FUMIAN et al., 2010). Bofill-Mas et al. (2001) sugere que 0
JCPyV tenha uma rota transmissdo pela via urino-oral e cita este virus
como um novo potencial indicador de contaminacdo ambiental por
efluentes humanos, tendo em vista que este virus se demonstrou estavel
em valores de pH de 1, 3 e 5, sugerindo sua resisténcia a fatores de
inativacdo ambiental, bem como a acidez do trato gastrointestinal.

Quando se investigou a prevaléncia de HAV nos sitios de
coletas, 12,5% (9/72) das amostras apresentaram positividade. Este virus
s6 foi encontrado, e em baixa concentragdo (como mostra a Tabela 2),
nos Micro-ambientes 3 e 4 da Lagoa do Peri e na SAC. Estudos voltados
para a deteccdo de HAV por meio de PCR e suas variagfes sdo
reportados, como os estudos conduzidos por Borchardt et al. (2003) que
detectou HAV em aguas de pogos artesianos, por Rigotto et al. (2010)
que avaliou e encontrou HAV em 16% das amostras de agua de
consumo analisadas e mais recentemente por Prado et al. (2012) que
encontrou 58% das amostras de esgoto humano positivos para HAV.
Quanto a estabilidade do HAV, Koopmans e Duizer (2004) reportaram a
facilidade deste virus adsorver-se em particulas sélidas suspensas no
ambiente aquatico, se protegendo de fatores inativantes ambientais; O
HAV também é conhecido por ser o virus de RNA mais resistente no
meio ambiente aquatico, se comparado com outros virus de RNA fita
simples, como o poliovirus (RZEZUTKA & COOK, 2004),
apresentando estabilidade em valores de pH 1,0, temperaturas altas
(56°C) e resisténcia a tratamentos convencionais de agua (cloracao)
(CUTHBERT, 2001; IRVING, etal., 2012).

O estudo da distribuicdo sazonal dos virus nos sitios de
coletas, demonstrou que na Nascente/Fonte, HAV e JCPyV ndo foram
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detectados em nenhuma estagdo do ano e HAdV e RVA apresentaram
correlacdo negativa no inverno e na primavera (onde a presenca de RVA
significou a diminuicdo de HAdV), o que ndo foi ainda reportado na
literatura; Na SAC, HAdV e HAV estiveram positivamente
correlacionados durante o outono e JCPyV e RVA ndo foram
encontrados em nenhuma estagdo do ano neste sitio. Na Lagoa do Peri,
HAdV, RVA e HAV foram mais frequentes na estacdo do inverno,
sendo correlacionados positivamente nesta estagdo, enquanto JCPyV foi
restrito a primavera e verdo. Estes resultados podem se dever a maior
estabilidade dos virus no inverno, isto porque a incidéncia de raios UV
(que é um fator de degradacéo viral) diminui, sendo, portanto 0s virus
entéricos reportados durante esta estagcdo nos ambientes aquaticos (LIPP
et al., 2001; WETZ et al., 2004). Fong & Lipp (2005) mostraram que
temperaturas ambientais mais elevadas podem danificar o capsideo
viral, 0 que poderia expor seu genoma a fatores degradantes. De
maneira geral, os HAdV sdo reportados por estarem distribuidos
amplamente em todas as estagdes do ano (LIN et al., 2004; CHIU et al.,
2010), no entanto sua detec¢do pode estar diminuida nas estagdes mais
quentes (primavera e verdo), em fungdo das altas temperaturas, que
influenciam na estabilidade viral (FONG; GRIFFIN & LIPP, 2005), o
que corrobora com os dados encontrados neste trabalho. Quanto ao
RVA, detectou-se sua distribuicdo predominantemente no inverno, o
que corrobora os resultados de Mehnert et al. (1999) e Borchardt et al.
(2003), em que o RVA foi relatado por ocorrer o0 ano todo, porém com
maior frequéncia no inverno.

A distribuicao sazonal de JCPyV (virus excretado na urina de
humanos contaminados (BOOTHPUR & BRENNAN, 2010) na Lagoa
do Peri foi limitada ao verdo e primavera. Explica-se que estas estacdes
correspondem as de veraneio e a Lagoa do Peri , especialmente neste
periodo, é palco de atividades recreacionais, recebendo mais de 2 mil
banhistas (LAGO, 1998), com isso sugere-se fortemente que a presenca
do JCPyV na Lagoa esteja intimamente relacionada a este cenario. Esta
sugestdo € reforcada, uma vez que a correlacdo entre parametros fisico-
quimicos e de nutrientes com os virus detectados na Lagoa do Peri
demonstrou que JCPyV foi o Unico virus que apresentou correlacao,
sendo esta positiva, com nitrito, especificamente no Micro-ambiente 4
(local utilizado para coleta de agua e atividades recreacionais) (Figura
17). O nitrito é o estado intermediario do nitrogénio entre amonia e
nitrato e sua presenca em Aguas residuarias e em esgotos indicam
atividade bacteriana (bactérias podem oxidar biologicamente uréia em
amoniaco, e, em seguida, nitrito e nitrato) (METCALF & EDDY, 2003),
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sendo a uréia excretada na urina de mamiferos (RANDALL,
BURGGREN & FRENCH, 1997).

O presente trabalho abordou a avaliagio da integridade (pelo
ensaio enzimatico com DNase |) e infecciosidade (pelo EPL e ICC-et-
RT-gPCR) de HAdV presentes em amostras de aguas provenientes dos
sitios de coletas destinados ao uso humano direto, como era o caso do
Micro-ambiente 4 (MA 4) da Lagoa do Peri, Nascente/Fonte e SAC.

E relatada a importancia de utilizar técnicas que detectem néo s6
0 genoma do virus mas também sua integridade, no que se refere ao
estado de conservacao das particulas virais, sendo consideradas integras
aquelas em que o material genético esteja protegido pelo capsideo do
virus (GIRONES et al., 2010) e infecciosidade , que se refere a
capacidade dos virus adsorverem aos receptores de superficie celular,
adentrarem nas células e se replicarem (HERZOG et al., 2008).

Quando comparadas as coOpias gendmicas totais com aquelas
provenientes de particulas virais integras, no Micro-ambiente 4 da
Lagoa do Peri houve uma reducdo média de 2,5 logs., na
Nascente/Fonte de 1,8 logs. e na SAC de 0,85 logs. Essa reducdo se
deve a degradacdo dos genomas livres circulantes nas matrizes de agua
pela acdo da enzima DNase I, sendo a maior média de genomas livres
registrado no MA 4 da Lagoa do Peri, seguido pela Nascente/Fonte,
sugerindo que a degradacao do capsideo viral tenha se dado por meio da
radiacdo U.V, ja que nesses dois sitios a agua fica exposta ao sol,
enquanto na SAC ha um reservatério de adgua que fica protegido dos
raios solares. Essa suposicdo é suportada pelos estudos que relatam a
degradacdo das proteinas do capsideo viral por meio da radiacdo U.V
emitida pelo sol (GERBA, GRAMOS & NWACHUKU, 2002;
NUANUALSUWAN & CLIVER, 2002; THURSTON-ENRIQUEZ et
al., 2003). No entanto os HAdV possuem capacidade de agregarem-se
em particulas presentes na agua, permanecendo protegidos de fatores
inativantes (BOSCH, 1998).

A comprovacdo que as particulas virais estejam integras nédo
garante que as mesmas estejam também infecciosas, pois fatores como
temperatura, pH e radiacdo U.V sdo conhecidos por provocarem
modificacdes conformacionais moderadas no capsideo viral, resultando
em perda da capacidade infecciosa (THURSTON-ENRIQUEZ et al.,
2003; FONG & LIPP, 2005). Por isso, a capacidade infecciosa de
HAdV, presentes nas amostras de agua de consumo e atividades
humanas, foi avaliada por meio de duas técnicas envolvendo a passagem
por uma cultura celular in vitro: EFP e ICC-et-RT-qPCR. A
aplicabilidade e sensibilidade do esnaio de ICC-et-RT-gPCR foi
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comprovada, tendo em vista sua capacidade de detectar até 1 x 10
GC/mL em 24 horas, quantidade viral que ndo seria detectavel pela
técnica de EPL, pois equivaleria a 1 x 10"UFP/ml de HAdV. Outro
aspecto muito importante é que o ICC-et-RT-qPCR quantifica 0 mMRNA
viral que estd sendo transcrito durante a replicagdo viral no nucleo da
célula hospedeira, 0 que evita resultados falsos negativos ou positivos
(KO et al., 2003). Por ser o PCR quantitativo (qPCR) uma técnica
rapida, sensivel e usual na deteccdo de patdgenos em amostras
ambientais, esta técnica combinada com os métodos de cultura celular
podem quantificar virus infecciosos com seguranca e rapidez (KO et al.
2005;LAMBERTINI et al., 2010).

Quando se avaliou a infecciosidade de HAdV contidos em
amostras de aguas de mananciais, todas as que apresentaram particulas
infecciosas por meio do EPL apresentaram estas infecciosas pelo ICC-
et-RT-gPCR, mas o inverso ndo foi verdadeiro, comprovando mais uma
vez a habilidade e sensibilidade da técnica de ICC-et-RT-qPCR, frente a
deteccdo de HAdV infecciosos.

O EPL tem sido utilizado principalmente em estudos de
inativacdo, resisténcia e titulacdo viral, sendo também uma ferramenta
atil na deteccdo de virus ambientais (CROMEANS et al., 2008;
KAHLERR et al., 2012; RIGOTTO et al., 2011; GARCIA et al., 2011).
Lee & Jeong (2004) enfatizam a importancia de usar a cultura celular
integrada ao RT-gPCR quando se deseja mensurar patdgenos
infecciosos, justificando que esta técnica é segura e precisa. No entanto,
a maioria dos trabalhos que utilizam ICC-RT-gPCR, procuram estimar a
infecciosidade viral em amostras semeadas com o patégeno estudado,
mas raramente empregam tal técnica para avaliar virus a partir de
amostras ambientais (GALLAGHER & MARGOLIN, 2007
LAMBERTINI et al., 2010; LI et al., 2010). O uso do ensaio de ICC-
RT-gPCR foi reportado como sensivel rapido e acurado na deteccdo de
virus no monitoramente de amostras ambientais (HONG-XIA et al.,
2011).

No estudo de distribuicdo sazonal de HAdV infecciosos nos
sitios de coleta, observou-se que eles estiveram amplamente presentes
em todas as estagdes do ano, porém menos prevalentes no verdo no
MA4 e Nascente/Fonte, sugerindo que este resultado se deu devido a
incidéncia do sol (raios UV) que podem danificar o capsideo viral
promovendo a perda da infecciosidade, fato esse ja relatado por Wetz et
al. (2004) e Fong & Lipp (2005).

A integridade de HAdV esteve correlacionada positivamente
com sua infecciosidade, por ICC-et-RT-qPCR, exceto no sitio de coleta
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Nascente/Fonte. Neste sentido, como o0s estudos que avaliam a
infecciosidade viral geralmente se referem as metodologias laboriosas
por envolverem cultura celular e, que alguns virus nao sdo adaptados a
culturas in vitro, metodologias como 0s ensaios enzimaticos servem
como alternativas para fazer inferéncias sobre a capacidade infecciosa
viral (RODRIGUEZ; PEPPER & YERBA, 2009).

Nuanualsuwan & Cliver (2002) trataram amostras
ambientais, contendo virus de RNA, com enzima RNAse, a fim de
acessar a integridade viral apds testes de inativagdo com luz ultravioleta,
e comprovaram a aplicabilidade do ensaio enzimatico; Em 2006, Bofill-
Mas et al. trataram amostras de esgoto com a enzima DNAse, e ndo
observaram diferengas notaveis nos niveis de HAdV e JCPyV em
relacdo as amostras nao tratadas, concluindo desta forma que todos os
genomas detectados provinham de particulas virais integras; Mais
recentemente, Viancelli et al. (2011) aplicou a metodologia do ensaio
enzimatico (DNase 1) em amostras provenientes de sistemas de
tratamento de dejetos suinos e também confirmou a aplicabilidade desta
técnica, assim como Kovac et al. (2012) que utilizou o ensaio
enzimatico seguido de qPCR para avaliar a inativagdo de HAdV-2 em
agua de consumo humano e selecionou apenas particulas virais integras.

Considerando a importdncia dos HAdV, bem como sua
presenca, integridade e infecciosidade nas amostras de aguas de
mananciais superficiais monitoradas nesse trabalho, foi realizado
também sua caracterizagdo molecular e estudos filogenéticos (utilizando
somente amostras que apresentaram HAdV integros dos sitios de
coletas do MA 4 da Lagoa do Peri, da Nascente/Fonte e SAC), 0 que
possibilitou determinar os sorotipos virais prevalentemente circulantes.
Muitos trabalhos abordam a caracterizacdo de HAdV por métodos de
imunohistogquimica, tais como neutralizacdo de soro e hemaglutinacdo
(ECHAVARRIA, 2009; WALSH et al., 2010), no entanto a utilizagdo
de métodos moleculares e estudos de bioinformética tém demonstrado
maior eficiéncia na caracterizacdo de HAdV, bem como na descoberta
de novos tipos virais (LIU etal., 2011, ISHIKO & AOKI, 2009).

No presente estudo a regido génica amplificada e sequenciada
corresponde a um fragmento que codifica para a proteina hexon do
capsideo viral. A proteina estrutural hexon € componente principal do
capsideo de AdV, altamente imunogénica e conservada, além do que,
confere aos AdV a sua conformacéo icosaédrica (FIELDS, KNIPE &
HOWLEY, 2007). A caracterizagcdo de HAdV por meio da regido do
hexon viral ja foi reportado, mais recentemente, por Barrero et al.
(2012), Lee et al. (2012), Liu et al. (2011) e Moresco et al. (2011).



105

As analise de similaridade realizadas revelaram que o sorotipo
prevalente de HAdV circulante nas matrizes analisadas correspondia ao
HAdV-2 (respiratorio - subgrupo C). HAdV-2 sdo comumente
encontrados em todo 0 mundo, sendo reportados por causar doengas que
afetam o trato respiratorio superior e inferior, particularmente em
criancas (FOY et al., 1997; VIDELA et al., 1998), além do que HAdV
do subgrupo C (C1,-C2,-C5,-C6, e C7) sdo os agentes virais conhecidos
por causarem infecgdes respiratorias (WOLD & HORWITZ, 2007).

Os resultados de caracterizagdo molecular de HAdV relatados
neste trabalho corroboram os demais estudos que demonstram a
prevaléncia de HAdV-2 no ambiente aquatico, uma vez que um dos
sorotipo mais excretados pelo homem (MENA & GERBA, 2008),
sugerindo que este tipo viral seja excretado intermitentemente nas fezes
da maioria dos individuos, mesmo que assintomaticos (WYN-JONES
et al., 2010). Os sorotipos respiratérios de HAdV circulantes variam
temporalmente e geograficamente (TOHMA et al., 2012).
Recentemente, Lee et al. (2011) encontrou HAdV-2 em 11% das
amostras de fezes de criancas Coreanas com diarréia; Barrero et al.
(2011) analisando fezes de criangas com diarréias, na Argentina,
detectou que 40,5% dos HAdV pertenciam ao subgrupo C e Moresco et
al. (2011) detectou em todas as amostras de 4gua de mar analisadas a
presenca de HAdV-2.

Quando as sequéncias aminoacidicas obtidas neste trabalho,
guando comparadas, foi possivel observar algumas
substituigdes/modificaces pontuais. Tohma et al. (2012) e Kaneko et
al., (2009) também compararam sequéncias de aminoacidos de HAdV
respiratorios isolados diretamente de pacientes e observaram algumas
substituigdes, sugerindo que isso ocorre devido ao tropismo viral nos
tecidos respiratorios.

A &gua seja ela destinada a atividades recreacionais ou para
consumo humano, quando contaminada se torna veiculo de patdgenos,
principalmente microorganismos entéricos, incluindo bactérias, virus e
protozoarios (AW & ROSE, 2012). Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude o elevado nimero de patégenos contidos nos recursos hidricos
representa 0 maior desafio para garantir a seguranca das aguas
ambientais e potaveis (WHO, 2010).

Especificamente nas aguas dos sitios de coletas monitorados
neste trabalho, sugerimos que as possiveis vias de contaminacéo viral
sejam pelo lancamento de residuos humanos no ambiente, que chegam
aos mananciais superficiais, uma vez que a cidade de Florianopolis
possui somente 44% de cobertura de coleta e tratamento de esgotamento



106

sanitario e que ainda durante o veraneio a populacdo da cidade aumenta
resultando também no aumento da descarga de esgotos no meio
ambiente (PMISB, 2008). Outra via de contaminacdo pode se dar pelo
amplo uso de fossas com sumidouros nas proximidades de rios e
cdrregos, ainda uma pratica muito frequente nos moradores da cidade de
Floriandpolis, que drenam os contaminantes até as reservas de agua
(LAPOLLI, 1990, Rede Nacional de Capacitacdo e Extensdo
Tecnoldgica em Saneamento Ambiental — ReCESA, 2008), uma vez que
rios, riachos, sua bacia de drenagem, assim como a por¢éo territorial,
estdo intimamente relacionados entre si, onde um ambiente tem
influéncia direta sobre o outro, e ambos se complementam (TEIVE,
LISBOA & PETRUCIO, 2008). Sdo reportadas, também como
importantes vias de contaminacdo de mananciais, as inundagfes, que
promovem a disseminacao de patdgenos e contaminantes provenientes
de esgoto sanitario, valas e fossas (ReCESA, 2008).

Na Lagoa do Peri, em estudos prévios realizados, Silva (2000) e
Simonassi (2001) e mais recentemente Hennemann & Petrucio (2011)
classificaram-na como homogénea em toda sua extensao, principalmente
devido a ag@o do vento e homogénea também em sua coluna d’agua.
Considerando este fato, os pardmetros fisico-quimicos e de nutrientes
avaliados neste trabalho, ndo apresentaram diferenca significativa entre
0s Micro-ambientes monitorados, consideramos que a contaminacgdo
viral também seja homogeneizada, devido a acdo do vento e da
movimentacdo da agua que carreia a contaminacdo de um Micro-
ambiente para outro. Sugere-se que a contaminacdo viral da Lagoa do
Peri seja alimentada, tanto pelos visitantes em épocas de veraneio,
qguanto pelo Rio Ribeirdo Grande (Micro-ambiente 3), pois em suas
margens sdo praticadas atividades agricolas de subsisténcia bem como
existem propriedades localizadas as margens de tal, o que pode
comprometer a qualidade da dgua (LAPOLLI et al., 1990; LAGO; 1996;
CARDOSO et al., 2008).

Frente aos resultados obtidos neste trabalho, é reforcada a
necessidade de tomadas de medidas efetivas de desinfeccdo de agua, no
que se refere aos virus entéricos (GERBA, GRAMOS & WACHUKU,
2002; KO, CROMEANS & SOBSEY, 2005), especialmente no Brasil,
que a legislacdo, quanto a avaliacdo microbioldgica no monitoramento
da qualidade das aguas balnedrias, limita-se a presenca de bactérias
coliformes fecais, Escherichia coli ou enterococos (CONAMA, 2000) e
para dgua para consumo humano (Portaria MS 2.914/2011) apenas se
prevé o monitoramento de coliformes totais e Escherichia coli ou
coliformes termotolerantes, no entanto relatos datados desde 1995
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indicam a maior labilidade das bactérias quando comparadas
aos virus, tanto no que diz respeito a interferéncia dos fatores
ambientais, como a radiacdo U.V e aos processos convencionais de
tratamento de gua (como a cloracdo amplamente utilizada) (HURST &
GERBA, 1995; CALGUA et al., 2008; ENRIQUEZ, GIRONES et al.,
2010).

Em geral, o langamento de esgoto humano no ambiente reflete o
descaso com a seguranga sanitéria, principalmente em A&guas de
mananciais superficiais utilizadas para abastecimento e consumo da
populagdo. Frente & ampla distribuicdo e persisténcia dos virus de
veiculacdo hidrica, hd a necessidade e apelo da implementacdo do
monitoramento e remocdo viral no processo de potabilizagdo da &gua,
bem como no tratamento de dejetos, o que implica positivamente na
salide humana.
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7 SUMARIO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS

Os principais resultados obtidos durante o desenvolvimento

desta Dissertacdo de Mestrado foram:

B3

-,

Monitoramento de pardmetros fisico-quimicos e de nutrientes
nos Micro-ambientes 1, 2, 3 e 4 da Lagoa do Peri: Foi
registrada variacdo temporal mas ndo espacial entre os Micro-
ambientes da Lagoa do Peri ao longo do monitoramento,
demonstrando sua homogeneidade.

Recuperacdo viral pelo método de adsorgdo-eluicdo a partir de
agua de manancial superficial: A taxa de recuperacdo viral
(avaliada por EPL e por ICC-et-RT-qPCR) foi de 10%.

Deteccdo de genomas de HAdV, JCPyC, HAV e RVA: O
genoma de HAdV foi detectado em 93% (67/72) das amostras
avaliadas, de JCPyV em 13,8% (10/72), de HAV em 12,5%
(9/72) e de RVA em 45,8% (33/72).

Distribuicdo sazonal viral: Os sitios de coletas (Lagoa do Peri,
Nascente/Fonte e SAC) apresentaram distribuicdo sazonal viral
variada. Na Lagoa do Peri: HAdV esteve presente em todas as
estacbes do ano, prevalentemente no inverno; JCPyV
exclusivamente no verdo e primavera; HAV exclusivamente no
inverno e RVA em todas as estagfes do ano, prevalentemente
no inverno. Na Nascente/Fonte: HAdV ocorreu no verdo e
prevalentemente no outono; RVA na primavera e inverno e a
presenca de JCPyV e HAV ndo foi registrada. Na SAC: HAdV
ocorreu em todas as estagcdes do ano, mais prevalentemente no
outono; HAV no verdo e outono e JCPyV e RVA ndo ocorreu.

Correlacdo dos pardmetros fisico-quimicos e de nutrientes com
a deteccdo viral na Lagoa do Peri: A Unica correlacdo observada
foi a de nitrito com JCPyV (correlagdo positiva no Micro-
ambiente 4 da Lagoa do Peri).

Avaliacdo da Integridade de HAdV nos sitios de coletas MA4
da Lagoa do Peri, Nascente/Fonte e SAC: Um total de 32
amostras foram avaliadas, dessas 78% (25/32) apresentaram
particulas de HAdV integras, sendo: 83% (10/12) no MA4,
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77% (7/9) na Nascente/Fonte e 66.6% (8/11) na SAC. A média
logaritmica de reducdo de CG p6s tratamento enzimatico foi:
2,5 logs. no MA4, 1,8 logs. Na Nascente/Fonte e 0,85 log, na
SAC.

Avaliacdo da infecciosidade/viabilidade de HAdV nos sitios de
coletas MA4 da Lagoa do Peri, Nascente/Fonte e SAC: Um
total de 32 amostras foram avaliadas quanto & presenca de
HAdV infecciosos, por meio de duas técnicas: EPL e ICC-et-
RT-gPCR. Em EPL 40,6% (13/32) das amostras apresentaram
particulas infecciosas de HAdV, sendo: 66,6% (8/12) no MA4,
11,1% (1/9) na Nascente/Fonte e 36,3% (4/11) na SAC. Em
ICC-et-RT-gPCR 62,5% (20/32) das amostras apresentaram
particulas virais infecciosas de HAdV, sendo: 83,3% (10/12) no
MA4, 33,3% (3/9) na Nascente/Fonte e na 3,3% (7/11) na SAC.

Padronizacdo do ensaio de ICC-et-RT-gPCR e teste de
equivaléncia das unidades UFP e CG: O melhor tempo de
incubacgdo (adsorcdo e replicacdo de HAdV em células A549)
foi 24h. O ICC-et-RT-gPCR, em 24h, na matriz de agua de
manancial e usando como modelo o HAdV-2 e células A549,
foi sensivel a ponto de detectar até 1x10° CG/mL de HAdV. A
equivaléncia das unidades “UFP” e “CG”, nas mesmas
condi¢Oes descritas, foram determinadas em 3,4 Logs. a mais
em CG (isso é 10? UFP equivale a aproximadamente 10° CG).

Distribuicdo sazonal de HAdV Infecciosos em ICC-et-RT-
gPCR: No MA4 da Lagoa do Peri os HAdV estiveram
distribuidos 10% no verdo, 25% no inverno, 30% primavera e
35% no outono; Na Nascente/Fonte 45% na primavera e 55%
no outono e na SAC 17% no verdo, 76% no inverno,4,5 % no
outono e 2% na primavera.

Comparacdo e correlacdo entre integridade e infecciosidade de
HAdV: Foi observada na maioria das amostras correlacdo
positiva entre HAdV integro e infecciosos.

Caracterizacdo Molecular de HAdV: Um total de 19 amostras
foram sequenciadas (amplicons de da regido hexon de HAdV).
Todas as amostras (utilizando sequéncias nucleotidicas)
demonstraram maior prevaléncia do sorotipo 2, que pertence ao
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subgénero C e é um HAdV respiratorio. Foram observadas
modificacBes/substituicdes entre as sequéncias aminoacidicas
que ndo implicaram em mudancas conformacionais das
estruturas secundarias e tercidrias da proteina hexon do
capsideo de HAdV.
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8 CONCLUSOES GERAIS

/7
0.0

A deteccdo de material genético de virus humanos veiculados
pela agua, nos sitios de coletas, comprova que as aguas de
mananciais superficiais utilizadas para consumo da populacdo
estdo sendo acometidas por dejetos de origem humana;

A presenca de HAdV infecciosos nas dguas de mananciais
superficiais apontam a persisténcia e resisténcia deste virus no
ambiente, bem como enfatiza risco para a satde humana;

O ensaio de integridade de HAdV por tratamento enzimatico é
um método menos laborioso que os de cultura celular e se
mostrou capaz de detectar particulas virais com potencial
infeccioso;

Os parametros fisico-quimicos e de nutrientes, em sua maioria,
ndo estdo correlacionados com a presenca de virus em aguas de
mananciais superficiais (com excecdo da correlagéo entre nitrito
e JCPyV).

O ensaio de ICC-et-RT-gPCR se demonstrou mais sensivel e
rapido na deteccdo de HAdV infecciosos, se comparado com
EPL.
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9 PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, as
perspectivas de continuidade estdo voltadas principalmente para estudos
de estabilidade e desinfeccéo de virus de veiculagdo hidrica em matrizes
ambientais, por meio de tratamentos alternativos, como escala de pH,
escala de temperatura, radiacdo U.V, biodigestdo anaerdbia e cloragao,
sendo estes tratamentos aplicados isolada e/ou concomitantemente.
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