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RESUMO

Os calicivirus humanos (HuCVs) tém sido descritos como importantes patdgenos nas gastrenterites
agudas em todo o mundo. Esses virus pertencem a familia Caliciviridae, que possui quatro géneros,
dentre os quais apenas Norovirus € Sapovirus infectam o homem. Possuem RNA de fita simples,
de polaridade positiva e sdo poliadenilados na extremidade 3°. Sao desnudos, apresentam um
nucleocapsideo de simetria icosaédrica, tém didmetro de 27-40 nm e uma arquitetura tipica com
cerca de 32 depressdes em formato de calice. Os HuCVs possuem uma grande diversidade genética,
o que dificulta estudos de caracterizagdo gendmica. O conhecimento sobre a epidemiologia da
infecgdo por calicivirus e a disponibilidade de métodos rapidos e eficazes de deteccdo desses virus
sdo importantes para as estratégias de prevengao e controle.

DESCRITORES: Calicivirus. Norovirus. Sapovirus.
HISTORICO

A primeira doenga associada aos calicivirus humanos (HuCVs) foi descrita
em 1929 por Zahorsky, que a denominou winter vomiting disease.

Na década de 1940, estudos realizados nos Estados Unidos mostraram que
75% dos casos de gastrenterite ndo eram associados a bactérias ou parasitas (Hodges
et al. 1956). Pesquisas com voluntarios foram entdo desenvolvidas, utilizando-
se filtrados de amostras de fezes coletadas em surtos de gastrenterite, os quais
ndo continham bactérias. Percebendo-se que esses filtrados produziam infecgao,
atribuiu-se aos virus a responsabilidade pela sindrome (Gordon et al. 1947).
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Em 1972, Kapikian et al. observaram, pela imunoeletromicroscopia (IEM),
uma particula viral de 27 nm, que foi relacionada com a doenga ocorrida, em 1968,
em uma escola em Norwalk, Ohio, semelhante & sindrome descrita por Zahorsky em
1929. Essa particula foi denominada agente Norwalk. Em 1976, com base em casos
de gastrenterite, outros virus foram identificados por meio da imunomicroscopia
eletronica, sendo denominados Sapporo-like virus (SLV) e apontados como agentes
infecciosos para o homem (Madeley e Cosgrove 1976).

CLASSIFICACAO

Em razdo de suas caracteristicas genomicas, os HuCVs pertencem a familia
Caliciviridae. Essa familia ¢ composta por quatro géneros: Norovirus, Lagovirus,
Sapovirus e Vesivirus (ICTV 2002). Lagovirus e Vesivirus sdo, at¢é o0 momento,
exclusivos de animais, enquanto Norovirus e Sapovirus infectam principalmente
seres humanos. Embora, pela analise filogenética, todos os calicivirus apresentem um
ancestral comum, esses virus mostram grupos gendmicos distintos dentro dos géneros
da familia, considerando sobretudo caracteristicas de organizagdo do RNA genémico.

Ando et al. (2000) propuseram que o género, hoje denominado Norovirus,
fosse classificado em trés genogrupos: o genogrupo I é composto de cinco grupos
genéticos; o genogrupo II, de nove grupos genéticos e o genogrupo 11, de um tinico
grupo genético. Os Norovirus comportam a espécie Norwalk virus, considerada
virus prototipo, e os isolados Desert Shield virus, Lordsdale virus, Mexico virus,
Hawaii virus, Snow Mountain virus e Southampton virus. Os Sapovirus comportam
a espécie prototipo Sapporo virus e os isolados Houston/86, Houston/90, London
29845, Manchester virus e Parkville virus (ICTV 2002).

Farkas et al. (2004), baseados na analise filogenética de 17 seqiiéncias da
regido do capsideo, sugerem a classificagdo do género Sapovirus em nove grupos
genéticos dentro de cinco genogrupos:

* Genogrupo I/1 — Sapporo/82 como amostra prototipo, Houston/86,
Plymouth/92, Manchester/93, Lyon 30388/98;

* Genogrupo 1/2 — Parkville/94 como amostra prototipo e Houston/90;

* Genogrupo I/3 — Stockholm/97 e México 14917/00;

* Genogrupo 1I/1 — London/92, Lyon 598/97 e Bristol/98;

* Genogrupo II/2 — México 340/90;

* Genogrupo 11/3 — Cruise ship/00;

* Genogrupo III - PEC/Cowden (origem animal);

* Genogrupo IV —Houston 7-1181/90;

* Genogrupo V — Argentina 39.

ESTRUTURA MORFOLOGICA

Os calicivirus sdo virus esféricos, pequenos, com um didmetro de 27 a 40
nm, ndo envelopados e com uma densidade de sedimentacdo em CsClde 1,33 a 1,41
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g/em’. Seu capsideo é composto por um tnico tipo de proteina, a qual exibe uma
simetria icosaédrica com 180 moléculas organizadas em 90 dimeros, que formam
dois dominios: o dominio S e o dominio P. O dominio S forma a parte interna do
capsideo que envolve o genoma RNA; o dominio P, subdividido nos dominios P1 e
P2, assume, por intermédio deles, uma arquitetura caracteristica: ¢ visto em forma
de calice pela microscopia eletronica (ME). Essa arquitetura ¢ mais aparente nos
Sapovirus, conferindo-lhes a aparéncia de estrela-de-davi (Atmar e Estes 2001;
Green et al. 2000).

CARACTERISTICAS GENOMICAS E ANTIGENICAS

Os calicivirus possuem um genoma de RNA de fita simples, de polaridade
positiva, com um tamanho que varia de 7,3 a 8,3 Kb. Apresentam também uma
proteina viral ligada ao terminal 5’ do RNA, a VPg e uma cauda Poli A. A VPg tem
um papel essencial na infectividade viral e na traduc@o inicial. As proteinas ndo
estruturais sio codificadas no terminal 5’ e as estruturais, no terminal 3’do genoma
(Guo et al. 2001; Jiang et al. 1993; Meyers 2003).

A organizagdo genomica dos calicivirus difere entre os géneros da familia.
Nos membros dos géneros Norovirus e Vesivirus, o genoma ¢ organizado em
trés regides de leitura aberta (RLA 1, RLA 2 ¢ RLA 3), e a proteina estrutural do
capsideo ¢ codificada na RLA2, uma regido separada da poliproteina ndo estrutural.
O genoma dos Sapovirus ¢ Lagovirus é organizado em apenas duas regides de
leitura aberta (RLA 1 e RLA 2); a poliproteina ndo estrutural e a proteina do
capsideo sdo codificadas em uma mesma regido de leitura aberta, na RLA1 (Green
et al. 2000; Koopmans et al. 2002).

Nos Norovirus, a RLA 1 codifica para uma poliproteina que, por clivagem,
gera trés proteinas, a 2C, a 3C e a 3D, as quais contém motivos para helicase, cisteina
protease e RNA polimerase RNA-dependente, respectivamente. A RLA 2 codifica
para um unico tipo de proteina do capsideo, de 58 a 80 KDa. Essa proteina parece ter
também um papel importante na replicagdo e montagem do virus. ARLA 3, considerada
a regido mais variavel do genoma, codifica para uma pequena proteina estrutural que
varia de 10 a 30 KDa e, possivelmente, tem as fungdes de encapsidacio do RNA viral
e de regulacio da montagem do virus (Glass et al. 2000; Jiang et al. 1993).

Os sapovirus humanos, com exce¢do do London/92, contém uma RLA
com sobreposi¢do no terminal 5’do gene do capsideo, que ndo é encontrado no
genoma dos norovirus. A presenca de um motivo conservado de iniciagdo para
traduco GCAAUGG no final 5°dessa RLA sugere a possibilidade de codificaco
de uma proteina funcional nessa regido (Farkas et al. 2004).

EPIDEMIOLOGIA

Os HuCVs infectam individuos de todas as faixas etarias, distinguindo-
se, dessa maneira, de outros agentes virais de gastrenterite, como os rotavirus, os

Vol. 34 (1): 17-26. jan.-abr. 2005 19



astrovirus e os adenovirus, que infectam, preferencialmente, criangas de até 5 anos
de idade (Glass et al. 2000). Os virus do género Norovirus freqiientemente causam
surtos de gastrenterite associados a dgua e a alimentos contaminados, provocando
diarréia severa; enquanto os virus do género Sapovirus, que infectam principalmente
criangas, sdo geralmente associados a diarréia branda, ndo se excluindo alguns casos
severos (Pang et al. 2000; Sakai et al. 2001).

Estudos de soroprevaléncia tém fornecido informagdes sobre a
epidemiologia desses virus e identificado os principais grupos de risco para a
infecgdo. Esses estudos indicam que a aquisi¢do de anticorpos para os HuCVs
aumenta com a idade, alcangando indices de 50% a 90% entre adultos em diferentes
paises do mundo. Nos paises em desenvolvimento, essa aquisi¢do ocorre mais
precocemente (Cubitt et al. 1994; Honma et al. 1998; Lew et al. 1994; Nakata et al.
1998; O’Ryan et al. 1998).

Naio se tem observado uma correlagdo absoluta entre a alta prevaléncia de
anticorpos para norovirus ou sapovirus ¢ o alto indice de detecgao viral (Honma et
al. 1998; Nakata et al. 1998). Algumas explicagdes, no entanto, sdo apontadas: 1)
a possibilidade de uma doenga autolimitada que ndo exija visita médica; 2) a ndo-
solicitagdo de exames para pesquisa viral por parte dos profissionais médicos; 3) a
indisponibilidade de métodos diagndsticos praticos para a deteccdo viral (Nakata
et al. 2000).

Observa-se que aaquisigdo de anticorpos para HuCV ocorre indiferentemente
em casos de doenga sintomatica ¢ ndo sintomatica. Nota-se ainda que, nas infecgdes
sintomaticas em criangas, num percentual de 40% a 50%, os agentes predominantes
pertencem ao genogrupo II dos Norovirus (Pang et al. 1999), embora no Japdo tenha
sido observada prevaléncia semelhante para ambos os géneros (Nakata et al. 2000).

Nos Estados Unidos, Frankhauser et al. (1998), realizando pesquisas em 33
estados, definiram as caracteristicas epidemiologicas de 90 surtos de gastrenterites
nio bacterianas em diferentes ambientes. De acordo com os autores, 0s surtos
eram mais comuns em asilos (43%) e restaurantes (26%). A transmissdo se deu
principalmente por meio de alimentos (37%), contato pessoal (20%), consumo de
ostras (10%) e pela agua (6%). Esses achados s3o semelhantes aos obtidos em outras
regides do mundo (Dedman et al. 1998; Hedlund et al. 2000; Wright et al. 1998).

A infecgdo por HuCVs tem sido observada durante todos os meses do ano,
porém com maior circulagdo dos virus no inverno. Em virtude da rapidez em que
sdo disseminados na populacao e da predominancia de sua transmissao nos meses
frios, acredita-se que esses virus sejam transmitidos pelo ar, caracterizando uma
suposta rota secundéria de transmissao (Mounts et al. 2000; Sawyer et al. 1988).

PATOGENESE , PATOLOGIA E QUADRO CLINICO

Os calicivirus penetram no organismo humano predominantemente pela
via oral. A ingestio de 4gua e alimentos contaminados ¢ a forma mais comum de
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contaminagdo por esses virus, mas ela pode ocorrer também mediante o contato
pessoal ou mesmo por aerossois produzidos durante o vomito (Koopmans et al.
2002; Marks et al. 2000; Sair et al. 2002). Os HuCVs sdo considerados resistentes
a pH acido, ja que permanecem infecciosos apds a passagem pelo estomago (Caul
1996; Dolin et al. 1972).

Estudos realizados em voluntarios humanos vém mostrando que a
infecgdo por HuCVs ¢ autolimitada e tem um periodo de duragio médio de 24 a
48 horas, que ¢ precedido de um periodo de incubagdo semelhante. Esses virus sdo
excretados nas fezes em baixas concentragdes (dose infecciosa de 10-100 virions),
e sua excrecao tem inicio 15 horas apds a inoculagdo, com um pico de 25 a 72 horas
(Kaplan et al. 1982a,b; Parashar et al. 1998).

O sitio primario de replicagdo dos calicivirus no homem nao é bem
conhecido, mas admite-se ser a por¢ao jejunal do intestino delgado, onde ocorre
desorganizacdo das células epiteliais, achatamento das vilosidades intestinais,
vacuolizagdo do citoplasma e infiltragdo da lamina propria por células mononucleares
(Agus et al. 1973; Dolin et al. 1975; Schreiber et al. 1973).

A doenga ¢ caracterizada por nauseas, vomitos, dor abdominal, diarréia e
cefaléia. Embora esses sintomas sejam vistos em pacientes de todas as faixas etarias,
o vomito ¢ mais freqiiente entre as criangas e a diarréia, entre adultos (Adler e Zickl
1969; Chris 2003; Cubitt et al. 1979; Dolin et al. 1971, Kaplan et al. 1982a; Meeroft
et al. 1980; Parrino et al. 1977).

IMUNIDADE

Os calicivirus induzem uma imunidade fugaz (Wyn-Jones et al. 2000). Os
estudos de reinfecgdo por um mesmo indculo sugerem uma imunidade de 6 a 14
semanas (Dolin et al. 1972).

Evidéncias de fatores ndo imunologicos relacionados com a resisténcia
a infec¢do por norovirus foram obtidas de estudos realizados em voluntarios,
nos quais foram determinados os niveis de anticorpos no soro ¢ no jejuno de
individuos infectados. A média geométrica de titulos de anticorpos no soro ou no
fluido jejunal ndo foi correlacionada com resisténcia a doenga. Ao contrario, nos
individuos que desenvolveram a doenga, a média de titulos de anticorpos, tanto
no fluido jejunal quanto no soro, era bem mais alta que nos individuos que nao se
tornaram doentes. Uma das hipdteses levantadas € a existéncia, no trato intestinal,
de alguma variacdo genética determinada pelos receptores virais que confere
uma resisténcia de longa dura¢do na auséncia de anticorpos (Baron et al. 1984;
Greenberg et al. 1978).

A imunidade para sapovirus ¢ menos conhecida, mas acredita-se que haja
uma correlacdo dos anticorpos com a resisténcia a infecgdo em criangas (Farkas et
al. 2004).
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DIAGNOSTICO

Diferentes procedimentos t€m sido adotados na tentativa da identificagdo
de HuCVs. Esses virus sao considerados de dificil cultivo e, até o momento, ndo
se tem animal de experimentacgo para eles. O diagnostico laboratorial hoje em uso
compreende tanto ensaios moleculares quanto ndo moleculares. Dentre os ensaios
nao moleculares, tem-se a visualizagdo das particulas virais pela microscopia
eletronica (ME), de utilidade um pouco limitada em razéo da baixa concentragdo
de virus nas fezes (10°— 10° particulas por ml em suspens?o), o que dificulta sua
visualizagdo (Koopmans et al. 2002). Utiliza-se também a IEM, pois, além de
aumentar a sensibilidade de detecco, permite a identificagdo do virus com a
utilizagdo de soro padrdo especifico. Algumas modificagdes deste método, como a
imunomicroscopia de fase solida (SPIEM), também vém sendo empregadas para
a detecgdo desses virus (Atmar ¢ Estes 2001). As técnicas de IEM e SPIEM sao
preferiveis a ME, em razdo das limitagdes, ja referidas, apresentadas por essa ultima
(Kapikian et al. 1972). A IEM pode ser usada também na detec¢do de anticorpos,
constituindo um método especifico e reproduzivel, porém trabalhoso e cuja
execucao consome muito tempo (Atmar e Estes 2001).

O ensaio de hemaglutinagdo por imunoaderéncia (IAHA) foi desenvolvido
para avaliar o nivel de anticorpos em soros em estudo de soroprevaléncia.
Entretanto, apesar de ser sensivel e especifico e de requerer pequena quantidade de
antigenos, ¢ um ensaio ineficiente para deteccdo de antigeno nas fezes; primeiro,
por exigir antigeno parcialmente purificado e segundo, em razdo da existéncia de
hemaglutininas ndo especificas nos HuCVs. Dessa forma, vem-se substituindo o
TAHA pelo radioimunoensaio (RIA), que € um método mais sensivel e exige menor
quantidade de antigeno. Desenvolvido como uma alternativa a IEM para detec¢do
de antigeno nas fezes, o RIA detecta particulas e antigeno soluvel para Norwalk
(Greenberg e Kapikian 1978; Greenberg et al. 1978).

O ensaio imunoenzimatico (EIA), usado na deteccdo de antigeno para
Norwalk virus em amostras de fezes, € um ensaio com sensibilidade similar a do
RIA, tendo ainda as vantagens da maior estabilidade dos reagentes utilizados e
da ndo-utilizagdo de radioisotopos. Em virtude da grande diversidade genética e
antigénica dos Norwalk virus, vém se empregando os testes de ELISA, baseados
em capsideos recombinantes ou na utilizagdo de soros hiperimunes e mesmo de
anticorpos monoclonais. Esses testes, no entanto, possuem uma limitagdo: ndo
detectam infecgdes causadas por calicivirus distantemente relacionados (Guo
et al. 2001). Embora o ELISA possa significar uma alternativa para estudos de
surtos de gastrenterite, por ser uma metodologia rapida e de facil execugdo, outras
metodologias, como a reagdo em cadeia pela polimerase pos-transcrigdo reversa
(RT-PCR) ou a ME, sdo necessarias para a analise de amostras negativas (Richards
etal. 2003).
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Na década de 1990, com a disponibilidade das técnicas moleculares para
amplificar, seqiienciar e expressar genomas, obteve-se a caracterizacdo genética e
antigénica dos HuCVs. O ensaio de hibridizagdo e a RT-PCR tém sido os métodos
mais utilizados para detecgdo de genoma de calicivirus em amostras clinicas e
ambientais. O completo seqiienciamento de alguns HuCVs vem permitindo o
desenvolvimento de pares de iniciadores especificos para genogrupos individuais
e a tipagem molecular das amostras. Em comparacio com a ME, a RT-PCR ¢
um método mais eficaz na detecgdo viral se considerada a pequena quantidade de
material viral no espécime, bem como a duragio mais longa do periodo de deteccéo
pos-infeccdo (Parashar et al. 1998; Yamazaki et al. 1996).

Os pares de iniciadores mais utilizados na RT-PCR sdo aqueles
desenhados com base no gene para RNA polimerase viral, uma vez que essa é
uma regido conservada do genoma dos calicivirus (Ando et al. 1995; Green et al.
1995; Jiang et al. 1999). Outras regides do genoma, como as que codificam para o
capsideo viral e para a helicase, ou mesmo a regido da ORF3, podem também ser
utilizadas para desenho dos iniciadores especificos (Vainio et al. 2001). O uso da
RT-PCR e o seqiienciamento gendmico tém revelado a extrema diversidade dos
calicivirus e a dificuldade em desenvolver um sistema de detec¢do que englobe
todos eles. Portanto, ¢ aconselhavel utilizar multiplas areas do genoma como alvo
para os iniciadores, o que amplia a chance de detecggo viral (Atmar ¢ Estes 2001;
Green et al. 1995).

Outro modo utilizado para a identificagdo de acido nucléico € o ensaio de
mobilidade heteroduplex (HMA), que, sendo mais rapido e menos oneroso, pode
ser uma alternativa para o seqiienciamento (Mattick et al. 2000).

ABSTRACT
Human caliciviruses

Human caliciviruses (HuCVs) have been worldwide described as important
pathogens in the acute gastroenteritis. These viruses belong to the Caliciviridae
family that has four described genera Norovirus and Sapovirus being the only
ones that infect humans. They have a single strand of RNA of positive polarity
and polyadenylated in the 3’extremity. They present a nucleocapsid of icosahedral
symmetry of 27-40 nm of diameter and a typical architecture with 32 cup-shaped
depressions. The HuCVs have a great genetic diversity making difficult the
studies of genomic characterization. The knowledge of the epidemiology of the
caliciviruses infection and the availability of efficient and fast methods of detection
of theses viruses are important for strategies of prevention and control.

KEYWORDS: Calicivirus. Norovirus. Sapovirus.
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