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RESUMO

Os virus gastroentéricos sao importantes agentes etiol6gicos das
gastroenterites afetando individuos de todas as idades. Acredita-se que os
individuos com deficiéncia do sistema imunitario (humoral e/ou celular)
encontram-se mais susceptiveis ao desenvolvimento destas viroses, dentre
elas as mulheres gravidas e as portadoras do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV). Os rotavirus, adenovirus, astrovirus e calicivirus constituem
uma das principais causas de gastroenterite aguda em todo o mundo, sendo
responsaveis por elevada morbi-mortalidade principalmente entre criangas com
até cinco anos de idade. Acredita-se que aos trés anos de idade, cerca de 90%
das criangas dos paises em desenvolvimento apresentam anticorpos contra um
ou mais tipos destes virus. A infeccdo neonatal ndo impede a ocorréncia de
reinfeccdo com diferentes sorotipos, porém protege o individuo contra o
desenvolvimento das formas severas da doenca. Este trabalho teve com
objetivo identificar rotavirus, adenovirus, astrovirus e calicivirus em mulheres
atendidas no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias (HC-
UFG) e buscar a associagao entre a presencga destes virus e a baixa imunidade
caracteristica em gestantes e/ou portadoras do virus HIV. O estudo foi um
seguimento prospectivo de mulheres atendidas no setor de ginecologia e
obstetricia do HC-UFG visando detecgdo de virus gastroentéricos (rotavirus,
adenovirus, astrovirus e calicivirus). Os espécimes clinicos utilizados foram
fezes, colhidas no periodo de 01 de julho de 2006 a 30 de junho de 2007. Para
deteccdo de rotavirus foi utilizado a eletroforese em gel de poliacrilamida
(EGPA) e o ensaio imunoenzimatico (EIE). Para deteccdo de calicivirus e
astrovirus foi utilizada a reacdo em cadeia pela polimerase pés-transcrigao
reversa (RT-PCR) e o EIE para adenovirus. A genotipagem de astrovirus foi
feita por Nested-PCR. Foram estudadas 84 mulheres das quais foram
analisadas 314 amostras fecais. Do total de mulheres, 29 eram pacientes
soropositivas para HIV, 55 soronegativas, 45 e 39 eram gestantes e nao

gestantes, respectivamente. As pacientes tinham idade variando de 16 a 67
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anos, sendo que 47% delas tinham até 30 anos. Das 84 pacientes, 19 (22,6%)
foram positivas para algum dos virus gastroentéricos pesquisados - calicivirus
(14/19) e astrovirus (6/19), com predominéancia de positividade nas amostras
fecais colhidas nos meses julho e agosto (astrovirus) e setembro e outubro
(calicivirus). Nao foram identificadas amostras fecais positivas para rotavirus ou
adenovirus. A associagcdo da presenca dos virus gastroentéricos com a
gestacgédo, acrescida ou nao do virus HIV, foi de 68,4% (13/19), no entanto nao
houve diferenca estatistica significativa com o grupo de mulheres que néo se
encontrava gravida e nem eram portadoras do virus HIV. Os virus
gastroentéricos estiveram presentes numa parcela relevante (22,6%) desta
populagcdo de mulheres adultas estudadas, representados pelos calicivirus
(16,7%) e astrovirus (7,1%). Nao foram encontrados rotavirus e adenovirus.
Nas condigbes do presente estudo, n&do houve associagéo entre a gestacéo
acrescida ou nao da presenca do HIV como fator redutor da capacidade
imunoldgica e a presencga dos virus gastroentéricos; ou seja, o estado gravidico
elou ser portadora do HIV ndo aumentou a chance destas mulheres serem

portadoras destes virus gastroentéricos.

ABSTRACT

The gastroenteric viruses are important etiological agents of
gastroenteritis in individuals of all ages. It is believed that individuals with
deficits in the immune system (humoral and/or cellular), among them pregnant
women and human immune deficiency virus (HIV)-seropositive women, are
more susceptible to these viral infections. The rotaviruses, adenoviruses,
astroviruses, and caliciviruses constitute are among the main causes of acute
gastroenteritis in the world, and are accounted for high morbi-mortality rates,
especially among children under five years of age. It is believed that, by the age
of three, approximately 90% of all children in developing countries have
antibodies to one or more of these agents. Neonatal infection does not exclude
the possibility of re-infection, with different viral serotypes, however it protects

the individual against severe disease. This study aimed at the detection of
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rotavirus, adenovirus, astrovirus e calicivirus in women seeing at the Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Goias (HC-UFG) and at the
investigation of as association between the positivity to this viruses and the low
immune status, characteristic in pregnant women and/or HIV-seropositive
women. This was a prospective follow-up study of women seeing at the
Gynecology and obstetrics (OB-GYN) sector of the HC-UFG aiming at the
detection of gastroenteric viruses (rotavirus, adenovirus, astrovirus e
calicivirus). For this, fecal samples were collected from 84 women, in the period
from July-2006 to June-2007. For rotavirus detection, fecal samples were
screened by polyacrilamide gel electrophoresis (PAGE) and by an
immunoenzimatic assay (IEA). The calicivirus and astrovirus were detected by
polymerase chain reaction post-reverse transcription (RT-PCR), and adenovirus
detection was performed by an EIE. The astrovirus genotyping was conducted
by Nested-PCR. Three-hundred and fourteen fecal samples were collected from
a total of 84 women. From those 84 women, 29 were HIV-seropositive, 55 HIV-
seronegative, 45 were pregnant at the time, and 39 were not pregnant. The
patients were aged between 16 and 67 years-old, and 47% of them had up to
30 years of age. From the total 84 patients, 19 (22.6%) were positive for
calicivirus and/or astrovirus in at least one of the collected samples, as follows:
calicivirus (14/19) and astrovirus (6/19), with the highest positivity rates being
detected in the months of July and August (astrovirus) and September and
October (calicivirus). None of the collected samples were positive for rotavirus
or adenovirus. The association index between gastroenteric virus positivity and
pregnancy, in the presence or not of HIV-seropositivity, was of 68.4% (13/19);
however, there was no significant difference between the group of women that
were not pregnant and the ones that were HIV-seronegative. The gastroenteric
viruses were detected in a significant parcel (22.6%) of this population of adult
women, and were represented by the caliciviruses (16.7%) and astroviruses
(7.1%). Under the conditions of the present study, no association was found
between pregnancy and/or positivity for HIV, as reducing factors for the
immunological capacity of the women, and the detection of gastroenteric
viruses; in conclusion, the pregnancy and/or HIV-seropositivity did not increase

the chances of these women to be infected by these gastroenteric viruses.



1. INTRODUCAO

A gastroenterite € um importante problema de saude publica em todo o
mundo, acometendo principalmente a populagéo infantil, com elevados indices
de morbimortalidade. Estima-se que a mortalidade associada a doencas
diarréicas seja de trés e cinco milhdes de pessoas ao ano, afetando,
principalmente, criancas jovens de paises em desenvolvimento (Wilhelmi et al.,
2003; Okitsu-Negishi et al., 2004).

Os pacientes idosos e os imunodeprimidos (incluindo os transplantados e
os portadores do virus HIV) constituem um grupo susceptivel a re-infecgbes
sintomaticas causadas pelos virus gastroentéricos (Treviiio et al., 2001; Sebire
et al., 2004).

Dentre os mais de vinte virus gastroentéricos conhecidos, os mais
importantes agentes etiologicos das gastroenterites agudas, séo os rotavirus,
adenovirus entéricos, astrovirus e calicivirus humanos (Hutson et al., 2003;
Wilhemi et al., 2003). Estes virus possuem distribuicdo universal e ubiqua, com
elevada prevaléncia, principalmente entre criangcas de seis meses a dois anos
de idade. Considera-se que os rotavirus sejam mais prevalentes durante os
meses frios e secos, os calicivirus ocorram durante todo o ano, com aumento
da prevaléncia no verdao e que os astrovirus e adenovirus apresentam
sazonalidade variada (Wilhemi et al., 2003).

Estes virus séo transmitidos pela via orofecal, através de contatos intimos
com pessoas infectadas, pela agua, alimentos contaminados e por fomites.
Infectam as microvilosidades do intestino delgado e multiplicam-se no
citoplasma dos enterdcitos. Apds o rompimento das células epiteliais intestinais
infectadas pelos virus, as mesmas sao substituidas por células imaturas da
cripta, sem capacidade absortiva, levando ao processo diarréico e ao
desequilibrio hidroeletrolitico (Kapikian et al., 2001)

A infeccdo neonatal por estes agentes é frequente. Aos trés anos de idade
mais de 90% das criangas apresentam anticorpos contra um ou mais virus
gastroentéricos, entretanto, embora se admita que a infecgédo prévia nao
impeca a re-infecgéo, ela protege contra o desenvolvimento de doenga grave
(Matsui & Greenberg, 2001).
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Durante a gestagao, o feto se comporta como um aloenxerto, com cerca
de 50% de antigenos ndo proéprios. O periodo de gravidez se caracteriza,
portanto, como um estado peculiar de diminuigdo da resposta imune na mulher,
para permitir o crescimento fetal. Registra-se diminuicdo de sub-populagbes e
do grau de ativagcbes de linfécitos, comprometendo a produgdo de auto-
anticorpos poli-reativos e a regulagdo imunolégica. Este fendbmeno natural de
adaptagao imunolégica que ocorre durante o periodo gestacional impede a
rejeicao ao feto, uma vez que o contato com os espermatozoéides desenvolve
memoria linfocitaria aos seus antigenos, os quais sdo novamente apresentados
pelo feto (Pereira et al., 2005).

Durante o periodo de evolugdo da doenga, os portadores do virus HIV
apresentam deplecao das células do sistema imune, especialmente linfécitos T
CD4, responsaveis, direta ou indiretamente, pela inducdo de uma ampla
variedade de funcgbes celulares linfoides e nao-linféides. Tal deplecao
compromete a ativagcdo dos macréfagos, a indugéo das células T citotdxicas,
células natural Killer, células B e ainda diminue a secrecao de fatores soluveis
que induzem o crescimento e diferenciagcdo das células linféides e que afetam
as células hematopoiéticas (De Jong et al., 1999).

O primeiro efeito imunossupressivo na mucosa do trato gastrointestinal
pelo HIV é a deplecéo de células T CD4+ sendo uma das conseqiéncias, as
alteragdes no desenvolvimento de células B produtoras de IgA. Este fato,
associado a hipocloridria estomacal, leva a colonizagdo do intestino delgado
por bactérias, contribuindo para inflamagdo da mucosa, promovendo a atrofia
das vilosidades, o que culmina com a ma absor¢ao. Com alteracao das funcdes
das células T citotoxicas e macréfagos, o trato gastrointestinal, pode entédo se
tornar mais suscetivel de infecgcéo por patdbgenos oportunistas (De Jong et al.,
1999; Horwitz et al., 2001).

A importancia epidemiolégica das manifestacbes das infec¢des por este
grupo de virus e as consideragdes que levam a inclusdo de mulheres gestantes
(elou soropositivas para HIV) em grupo de risco para a infecgéo viral e
desenvolvimento de doencas, levaram a proposta deste estudo, que teve como
objetivo identificar rotavirus, adenovirus, astrovirus e calicivirus neste tipo

populacional.



2. REVISAO DA LITERATURA

Apesar do aperfeicoamento na seguranga alimentar, no tratamento da
agua, e nas condi¢des sanitarias as doencas diarréicas representam relevante
problema de saude publica e acometem principalmente criangas com menos de
cinco anos de idade, em todo o mundo. Calcula-se que neste grupo de
criangas, ocorram mais de 700 milhdes de casos de diarréia aguda por ano.
Nos paises industrializados, individuos de todas as faixas etarias apresentam
pelo menos um episodio relacionado a gastroenterite aguda a cada ano, sendo
elevada a necessidade de hospitalizacao (Wilhelmi et al., 2003; Costa et al.,
2004; Okitsu-Negishi et al., 2004). Estima-se 1,8 milhdes de 6bitos anuais de
criangas menores de cinco anos, causados pela sindrome diarréica em todo o
mundo (Patel et al., 2008).

Na década de 40 os virus foram considerados possiveis agentes
etiologicos das gastroenterites (Parashar et al., 1998). Em 1972, utilizando-se a
imunomicroscopia eletrdnica, confirmou-se a associacao do virus Norwalk em
amostras fecais de jovens e adultos com sindromes diarréicas (Kapikian et al.,
1972). Em 1973, Bishop et al. observaram por microscopia eletrénica (ME) a
presenca de particulas, hoje denominadas rotavirus, em cortes histologicos da
mucosa duodenal de criangas com gastroenterite. Em 1975 os astrovirus
(Madeley & Cosgrove, 1975) e os adenovirus entéricos foram identificados em
fezes de criangcas com diarréia aguda (Flewett et al., 1975).

Os virus gastroentéricos s&o os principais agentes etioldégicos de
gastrenterite aguda, sendo clinicamente mais relevantes os rotavirus,
adenovirus entéricos, astrovirus e calicivirus humanos. Estudos mostram que
os torovirus, pestivirus e picobirnavirus que, em geral sdo responsaveis por
quadros diarréicos em animais, também estdo associados a casos de diarréia
em humanos (Middleton 1996; Desselberger 2000; Wilhelmi et al., 2003). O
virus Aichi, pertencente ao género Kobuvirus, familia Picornaviridae, foi isolado
em criangas e adultos, em alguns paises do Sudeste Asiatico (Yamashita et al.,
1998; Sasaki et al., 2001; Yamashita et al., 2001); no Brasil e na Alemanha em
espécimes de individuos portadores de gastroenterites agudas (Oh et al.,

2006). O bocavirus, da familia Parvoviridae, foi identificado como patogeno
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humano em setembro de 2005, causando infecgbes respiratdrias em criangas
de todo o mundo, bem como sendo isolados de fezes de criangas com
gastroenterites agudas. Embora haja evidéncias de que o bocavirus seja um
virus entérico, ha necessidade de mais esclarecimento sobre o seu
desenpenho como agente etiolégico das gastroenterites (Wei-xia et al., 2008;
Yu et al.,, 2008). O bocavirus pode ser transmitido da méae para o filho pela via

transplacentaria (Zheng et al., 2007).

2.1 ROTAVIRUS

Os rotavirus sao importantes agentes etioldgicos das gastroenterites
afetando individuos de todas as idades. Embora sejam menos freqlientes em
adultos, a infecgdo pode ocorrer em individuos imunocomprometidos, idosos e
em adultos que cuidam de criangas infectadas (Anderson & Weber, 2004).

Os rotavirus representam a causa mais comum de diarréia grave na
infancia em todo o mundo. Nos paises em desenvolvimento, estima-se que as
gastroenterites associadas a esses agentes virais causem de 20 a 25% do total
de Obitos por doenca diarréica, bem como 6% da mortalidade global entre
criangas com idade inferior a cinco anos (Glass RI, 2005).

A gastroenterite causada por Rotfavirus A pode ser prevenida pela
vacinacao, porém, a extensa variabilidade antigénica destes virus com
ocorréncia de gendtipos particulares em determinadas regides geograficas,
bem como a emergéncia de gendtipos em determinado periodo de tempo e
local (Araujo et al., 2001), torna necessario uma vigilancia mundial das
amostras circulantes com introdugdo de vacina especifica em diferentes

regides do mundo (Parashar et al., 2003).

2.1.1 Classificacdao taxonémica

Os rotavirus sédo agentes etiologicos da gastrenterite, os quais séo

divididos em sete grupos denominados de A a G. Os Rotavirus do grupo A sao
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0s virus gastroentéricos mais estudados, portanto os mais bem caracterizados.
(Kapikian et al., 2001).

2.1.2 Caracteristicas da particula viral

Os Rotavirus A pertencem ao género Rotavirus da familia Reoviridae.
Esses virus foram primeiramente descritos por Bishop e colaboradores, no
inicio da década de 1970, como agentes etioldégicos de gastrenterite em
humanos (Bishop et al., 1973). Apresentam morfologia esférica, medem 75-100
nm de didmetro e possuem simetria icosaédrica. Sao virus sem envelope
lipidico, no entanto o capsidio viral & constituido de trés camadas concéntricas
de proteinas, o capsideo externo, o capsideo interno e o core que envolve o
genoma viral, composto de 11 segmentos de RNA de dupla fita (dsRNA)
(Pereira et al., 1983; Kapikian et al., 2001).

Os onze segmentos de RNA possuem peso molecular que varia de 0,2 x
10° daltons a 2 x 10° daltons. Esses segmentos sdo facilmente visualizados por
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) pela migracédo de acordo com o
peso molecular. Para os Rotavirus do grupo A, os onze segmentos gendmicos
tém um padrédo de bandeamento caracteristico de 4, 2, 3, 2 segmentos. Dentro
desses padrbes de migracao ocorrem variacbes que resultam em diferentes
padrdes eletroferotipicos. A variagdo mais freqlente ocorre entre os segmentos
10 e 11, os quais definem os denominados padrdes de migragéo longo, curto e
super curto (Lourenco et al., 1981).

Seis dos onze segmentos gendmicos dos Rotavirus A codificam as seis
proteinas estruturais do virus. Essas sdo denominadas pela sigla VP seguida
de um numero arabico que corresponde ao segmento gendmico codificante
(VP1, VP2, VP3, VP4, VP5*, VP6, VP7 e VP8*) que |he deu origem. As
proteinas VP5* e VP8* séo originadas por clivagem da proteina precursora VP4
e sdo indicadas por um asterisco (*) (Estes & Cohen, 1989).

A proteina VP4 é codificada pelo segmento 4, possui aproximadamente
88 kDa, sendo constituida por 776 aminoacidos (aa) e situa-se na camada
externa do virus, na forma de espicula. Ela tem funcdo na adsorcdo e

penetracdo viral o que ocorre pela ligacédo de VP8* a receptor contendo acido
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sialico e pela VP5* que media a entrada do virus na célula (Kirkwood et al.,
1996). Ela tambem esta associada a restrigdo do crescimento viral em cultura
celular (Greenberg et al., 1983b). E imunogénica com reflexo importante para
imunidade ao virus, sendo responsavel pelos gendtipos P (Estes, 2001).

A proteina VP6 é a proteina que forma a camada intermediaria do virus.
Possui 41 kDa, sendo constituida de 397 aa e é codificada pelo segmento 6 do
genoma viral. E o maior constituinte protéico estrutural das particulas virais
completas, representando 50 a 60% da massa viral (Prasad & Chui, 1994).
Interage com as proteinas da camada externa (VP4 e VP7) e com a proteina
do core (VP2). E proteina estavel, hidrofobica e bastante imunogénica (Estes et
al., 1987). Na VP6 os antigenos de grupo (espécie) sao representados pelos
epitopos e a presencga ou auséncia de outros determinantes antigénicos nessa
proteina determina a especificidade para o subgrupo (Greenberg et al., 1983c).

A proteina VP7 possui 326 aa e 37 kDa e pode ser codificada pelos
segmentos 7, 8 ou 9 do genoma, dependendo da amostra viral (Estes & Cohen,
1989). Ela & uma glicoproteina e forma a camada externa do virus. E a
segunda proteina mais abundante do virus e o antigeno indutor da formacéo de
anticorpos de neutralizagéo e responsavel pela determinagédo de sorotipos G
(Hoshino & Kapikian, 1996). A sua interagdo com a VP4 influencia na
especificidade de ligagdo da VP4 ao receptor celular da célula alvo (Ludert et
al., 1996).

Os outros cinco segmentos gendmicos dao origem a seis proteinas nao
estruturais, sendo que o segmento onze é responsavel pela codificacdo de
duas dessas proteinas (Estes & Cohen, 1989).

As proteinas ndo estruturais sao detectadas nas células infectadas, mas
ndo nas particulas virais maduras. Sdo denominadas pela sigla NSP seguidas
de numeros de um a seis (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6) (Estes,
2001).

NSP4 — O gene NSP4, segmento 10 de RNA de Rotavirus A, pode ser
geneticamente classificado dentro de pelo menos cinco genogrupos: A, B, C, D
e E (Mori et al.,, 2002). A proteina é glicosilada e ligada ao reticulo
endoplasmatico (RE). Possui 28 kDa e 175 aa (Tian et al., 1996). A NSP4 é
uma proteina que nao se liga ao RNA, possui fungcao na morfogénese viral e na

viruléncia por funcionar como uma enterotoxina. Na morfogése celular ela
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funciona como um receptor intracelular por mediar a conversado de particulas
de dupla camada de citoplasma para particulas de tripla camada no RE. A
proteina NSP4 interage com um receptor celular do epitélio intestinal e estimula
um sinal de tradugdo calcio-dependente que aumenta a permeabilidade da
membrana plasmatica a ions calcio e potencializa a secrec¢ao cloridrica o que

culmina na inducgéo de diarréia (Morris et al., 1999).

2.1.3 Patogenia

Os Rotavirus A sao virus estaveis nas condi¢des ambientais e mantém a
sua viabilidade com a umidade relativa do ar atmosférico em torno de 50%.
Sao normalmente mais resistentes do que a maioria dos virus a temperatura de
56°C, pH acido, aos solventes de lipideos e aos detergentes n&o ibnicos.
Mantém a sua infecciosidade apds repetidos congelamentos e
descongelamentos (Parashar et al., 2003).

Esses virus sdo excretados em grande numero nas fezes dos individuos
infectados. Estima-se que sejam encontrados cerca de um trilhdo de particulas
virais por mililitro de espécime fecal e considera-se que apenas 10 particulas
sejam suficientes para iniciar um processo infeccioso (Kapikian et al., 2001).
Esses parametros, associados a sua notéria estabilidade fisico-quimica, sdo os
principais determinantes da alta transmissibilidade dos rotavirus, sobretudo em
locais de freqlientes contatos inter-humanos como creches e enfermarias
pediatricas (WHO, 2000).

Os Rotavirus do grupo A infectam principalmente os enterécitos maduros
da extremidade das vilosidades presentes na mucosa do intestino delgado,
sendo que o processo replicativo ocorre no citoplasma (Kapikian et al., 2001).

A transcricao é caracterizada pela sintese de RNA mensageiro, a partir do
acido nucleico viral, e representa o evento chave no processo de infecgcdo. Na

transcricdo do genoma, cada um dos segmentos distintos € transcrito em um



25

RNA mensageiro que codifica uma proteina viral, com exce¢ado do segmento
11, que codifica duas proteinas. A traducdo destes RNAs mensageiros ocorre
nos ribossomos livres, a excegdo dos codificantes para as proteinas VP7 e
NSP4, as quais sdo sintetizadas nos ribossomos aderidas ao reticulo
endoplasmatico (Estes, 2001).

E admitida a liberacdo desses virus por lise celular, com alteragbes na
permeabilidade da membrana da célula infectada, o que resulta no
extravasamento de proteinas celular e viral (Estes, 2001).

Os Rotavirus A sao transmitidos primariamente, pela via oral-fecal, e se
considera que produzam infecgao localizada, ndo obstante alguns estudos
tenham mostrado casos de encefalopatias e viremias associadas a sua
presenca (Costa et al., 2004).

A infeccao viral acomete as células absortivas da mucosa dos segmentos
proximais do jejuno e propaga-se alcangando as por¢des mais distais do ileo.
As lesdes limitam-se as células que se localizam na parede lateral e no topo
das vilosidades, néo atingindo as células das criptas de Liberkuhnn. Apo6s 8
horas de adsorgdo do virus, ja se observa a presenca de inclusdes
citoplasmaticas, que contém proteinas e RNA viral recém-sintetizados, na
célula infectada. O processo infeccioso, que pode culminar com manifestagées
clinicas, instala-se em aproximadamente 48 horas. Os individuos infectados
excretam elevadas concentragbes de virus logo ap6s o inicio da infecgdo,
sendo que a excrecao de particulas virais atinge um pico maximo no terceiro
dia e se mantém até o décimo dia ou mais (Anderson & Weber, 2004).

Os mecanismos pelos quais a diarréia é induzida pelos Rotavirus do
grupo A sao ainda pouco compreendidos e se admite que multiplos fatores
colaborem simultaneamente para a indugdo da diarréia por estes virrus.
Considera-se que os rotavirus desorganizam a arquitetura normal das
vilosidades e microvilosidades da mucosa intestinal, o que resulta em
alteragbes histologicas: atrofia das vilosidades intestinais em graus variados,
encurtamento com diminuigdo da atividade das microvilosidades, mudancas
morfolégicas das células epiteliais, hiperplasia das criptas de Liberkhun,
reducdo da relacdo vilosidade cripta, aumento do infiltrado inflamatério na
ldmina prépria e descamacao epitelial das células necrosadas com exposi¢céao

da lamina propria (Estes, 2001).
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Nas células absortivas sucedem ainda: dilatagdo do reticulo
endoplasmatico, tumefacdo das mitocéndrias, vacuolizacdo citoplasmatica e
picnose nuclear. Os enterocitos localizados no tergo superior das vilosidades, e
que contém as particulas virais, sdo eliminados no lumen intestinal e sado
substituidos por células absortivas imaturas. Essas células apresentam uma
menor quantidade de microvilosidades e uma menor capacidade de absorcéo,

resultando em diarréia (Parashar et. al., 2003).

2.1.4 Manifestagodes clinicas

A gastrenterite por rotavirus ndo se constitui por manifestagdes clinicas
tipicas que as diferem daquelas associadas a outras etiologias virais. A diarréia
acontece apdés um curto periodo de incubagao e evolui com a instalagao
abrupta de voémito em mais de 50% dos casos. E seguida de febre de
moderada a alta e diarréia aquosa de carater explosivo que dura de 3 a 8 dias,
nao se observando nas fezes a presenca de leucdcitos ou sangue. O quadro
clinico pode ainda envolver outros sintomas como nauseas, inapeténcia e, com
menor freqiéncia, dor abdominal de pequena intensidade. O processo
infeccioso entra em regresséao a partir do terceiro dia, apesar da ocorréncia de
excregao viral por um periodo maior (Wilhelmi et al., 2003).

A infeccdo é auto limitada, com a completa recuperacéo da morfologia e
da funcao intestinal e secreg¢do de anticorpos circulantes, entretanto pode ser
fatal em lactentes, desnutridos, desidratados, criangas de baixo peso e idosos
(Estes et al., 2001).

2.1.5 Epidemiologia

Os Rotavirus do grupo A s&o os principais agentes causadores de
gastrenterite aguda em todo o mundo, em paises desenvolvidos e em

desenvolvimento (Kapikian et al., 2001).
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Esses virus possuem incidéncia universal e sao ubiquos na natureza e
infectam criangas de todas as condigbes soOcio-econémicas, que vivem em
areas tropicais ou temperadas (Costa et al., 2004).

Assim, esses virus sao responsaveis pela ocorréncia de maior numero de
casos de gastrenterites em lactentes e criancas e, muito embora incomum em
adultos, a infecgdo pode ocorrer em individuos imunocomprometidos, em
adultos que cuidam de criangas infectadas, em viajantes e individuos de
terceira idade (Anderson & Weber, 2004).

A maioria das infecgdes por Rotavirus A ocorre na faixa etaria de seis a
vinte e quatro meses, e se considera que no primeiro semestre de vida, os
anticorpos maternos transferidos passivamente, bem como o aleitamento
natural, exercam fungéo protetora contra o agente (Glass et al., 2004).

Considera-se que até os quatro anos de vida quase todas as criangas ja
tenham sofrido pelo menos uma infecgdo por rotavirus, que pode ser
sintomatica ou assintomatica, o que Ihes confere protecdo contra sindromes
diarréicas graves (Linhares, 2000).

No Brasil, a ocorréncia desses agentes varia de 12 a 42% em criangas
com gastroenterite aguda, atendidas em ambulatérios ou hospitais (Linhares,
2000). Em Goiania o rotavirus do grupo A foi isolado em 14.4% de 2605
espécimes fecais de criangas de até 10 anos de idade, com ou sem diarréia
atendidas em hospitais, servigos de urgéncias e clinicas, no periodo de 1986 a
2000 (Cardoso et al., 2003). Em 207 criangas hospitalizadas com diarréia
aguda em Goiania, entre julho de 2000 e outubro de 2002, 37,2% dos primeiras
espécimes fecais analisadas, eram positivas para o rotavirus do grupo A (Costa
et al., 2004). Andreasi et. al em 2007, encontraram 23,2% de amostras fecais
positivas para rotavirus em criangcas de até 3 anos, hospitalizadas com diarréia
aguda em Campo Grande. Em S&o Paulo, 20% das criangas e adultos,
atendidas em um hospital, com gastroenterite aguda eram positivas para o
rotavirus do grupo A (Carraro et al., 2008). Domingues et al., 2008, encontrou
15% de rotavirus do grupo A em criangas com diarréia na cidade de Uberaba-
MG e no Estado do Parana, 21,8% das criangas e adultos com gastroenterite
(Santos et al., 2008).
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2.1.6 Diagnéstico laboratorial

Na sindrome diarréica € importante a confirmacdo do diagnéstico
laboratorial porque, além de diferentes tipos de virus, outros agentes podem
estar envolvidos na etiologia da doenca. O diagnéstico laboratorial da infecgéo
aguda baseia-se principalmente na pesquisa do virus e dos antigenos
presentes nas fezes de pacientes infectados. Para o exame direto do material
fecal é possivel recorrer-se a varias diferentes técnicas imunoldgicas e nao
imunologicas. As técnicas imunologicas rotineiramente utilizadas s&o: o ensaio
imunoenzimatico (EIE), a aglutinagcdo de particulas de latex e a
imunomicroscopia eletrénica (IME). As técnicas ndo imunologicas mais
utilizadas sao: a microscopia eletrénica direta (ME) e a EGPA (Pereira et al.,
1983; Kapikian et al., 2001).

A EGPA é um método sensivel e especifico que, aléem de permitir o
diagnéstico das infecgdes por Rotavirus do grupo A e nédo A, possibilita a
classificagdo da amostra viral com base no padrdo eletroferotipico. Esse
método possui grande valor diagnostico, com particular relevancia nas
situacdes epidémicas (Pereira et al., 1983)

O EIE para rotavirus consiste na utilizacdo de anticorpos contra a proteina
VP6 em microplacas para detec¢ao do antigeno viral (Pereira et al., 1985).

A caracterizagdo de amostras de Rotavirus A em subgrupos e genotipos
G e P sao necessarias para o monitoramento desses virus. Essa
caracterizacdo tem sido feita tanto por métodos imunologicos, que utilizam
anticorpos monoclonais especificos, quanto por métodos moleculares a partir
de procedimentos que utilizam iniciadores especificos, seja com a finalidade de
amplificacdo gendmica, NESTED-PCR ou como detectores em ensaio de
hibridizagao (Parashar et al., 1998).

A reagéo em cadeia pela polimerase (PCR) é uma técnica de amplificacao
usada para sintetizar, in vitro, sequéncias especificas de DNA. Inicialmente, um
acido nucleico alvo (DNA ou RNA) é isolado. Se o acido nucléico alvo é RNA,
este deve ser convertido em cDNA através de transcricdo reversa (RT) antes
de comecgar o processo de amplificagdo. A partir dai, o DNA é amplificado

enzimaticamente (Parashar et al., 1998).
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A nested-PCR é a amplificagdo de um produto ja amplificado utilizando
iniciadores especificos. Nesta técnica, realizam-se dois ensaios consecutivos
de PCR. No primeiro, um segmento de DNA é amplificado com um par de
iniciadores, empregando-se de 15 a 30 ciclos de amplificagdo. Uma aliquota do
material amplificado é entdo submetida a nova amplificacdo usando-se novo
par de iniciadores, localizados internamente em relacdo a posi¢cao do par
inicial. Essa técnica apresenta sensibilidade superior a do PCR e é
recomendada quando a concentragdo de adido nucleico € reduzida ou também

para a genotipagem de amostras (Lovmar et al., 2003).

2.1.7 Imunidade

Considera-se que tanto a infeccao pelo virus selvagem quanto pelo virus
vacinal induza uma resposta imune que protege contra as formas graves da
doencga em infecgbes sucessivas (Velasquez et al., 1996; Estes et al., 2001).

Admite-se que durante a infec¢ao primaria sdo produzidos anticorpos da
classe IgM, caracterizando a fase aguda da doenca. De duas a quatro
semanas apoés o inicio do processo infeccioso, a IgA e a IgG atingem o pico
maximo, mantendo-se em niveis detectaveis no soro por periodo prolongado
(Kapikian et al., 2001).

A imunidade local, produzida por IgA secret6ria na luz intestinal, parece
conferir maior protegéo contra diarréia por rotavirus. Esse fato tem estimulado
pesquisas para produgdo de uma vacina de administracéo oral (Glass et. al.,
2005)

2.1.7 Tratamento e prevengao

Praticas de higiene como lavagem das méos, cuidados com a agua e 0s
alimentos, bem como destinacdo adequada dos dejetos humanos e animais
ndo parecem determinar impacto suficiente para o controle e a profilaxia das

infecgbes por Rotavirus do grupo A, uma vez que nos paises desenvolvidos,
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onde os padrdes de higiene sao satisfatérios, repetem-se anualmente extensas
epidemias (Kapikian et al, 2001).

Admitem-se também certas dificuldades para impedir a transmissao do
virus entre pacientes hospitalizados. O procedimento utilizado para isso tem
sido o isolamento dos pacientes internados para limitar a disseminacédo da
infeccao. Medidas universais de precau¢cao como a lavagem rigorosa das maos
e 0 uso de equipamentos de protec¢ao individual como luvas, gorros e mascaras
sdo recomendadas durante os cuidados com o paciente infectado por esses
agentes (Anderson & Weber, 2004).

O tratamento dos dejetos e a melhoria das condigdes sanitarias
constituem ainda medidas de controle, prevalecendo, no entanto, o conceito de
que o recurso mais efetivo de profilaxia das diarréias por rotavirus reside na
obtencdo de um imunizante eficaz (Estes et al, 2001).

A vacina tetravalente designada RRV-TV (rhesus-human reassortant
tetravalent vaccine) alcangou niveis protetores que fundamentaram o seu
licenciamento nos EUA em agosto de 1998. Apdés um ano, uma vez
administrada a 900.000 criangas, emergiram 15 casos de intussuscepgéo (ou
invaginagao intestinal) como possivel evento adverso associado a vacina,
sobrevindo a suspensao do seu uso (Glass et al., 2005; Clark et al., 2004).

As vacinas para rotavirus licenciadas disponiveis atualmente no mercado

LLR — preparada com rotavirus atenuado de origem bovina, sorotipo G10,
apesar do licenciamento para uso em larga escala, ainda persistem restricées
sobre a metodologia empregada nos testes. Foi licenciada na China em 2000
(Linhares et al., 2000; Glass et al., 2005).

RotaTeq - preparacao pentavalente, derivada da amostra bovina WC3,
reunindo amostras geneticamente reestruturadas com especificidades
antigénicas para os tipos G1, G2, G3, G4 e P1A[8]. A vacina foi licenciada no
inicio de 2006 pelo “Food and Drug Administration” (FDA) nos EUA. Esta
revelou-se 94,5% eficaz frente as hospitalizagdes e consultas nas emergéncias
relacionadas aos tipos virais G1 a G4, reduziu em 74% as gastroenterites
associadas a esses sorotipos e exibiu niveis protetores de 98% referentes aos
episodios graves causados por rotavirus (Glass et al., 2005; Vesikari et al.,
2006).



31

RotaRix (amostra RIX4414) — preparado de rotavirus, G1P(8), atenuados
de origem humana. Essa preparagdo monovalente foi testada em 11 paises da
América Latina e na Finlandia, nos quais foram recrutadas 63.225 criangas que
determinou a segurancga da vacina em relagcdo ao risco da intussuscepcéao e
uma eficacia para episddios graves de gastroenterite para rotavirus, de até
85%. Ela ja foi licenciada em varios paises da América do Sul e no Kuwait
(Perez-Schael et al., 1997; Linhares et al., 2000; Simonsen et al., 2005).

Nos ministérios da saude dos paises em desenvolvimento, os custos e a
sustentabilidade de um proposto programa universal para imunizagdo contra
rotavirus prevalecem como temas centrais. Alias, ressalte-se o papel de
vanguarda assumido pelo Ministério da Saude no Brasil, assegurando o acesso
amplo da vacina contra rotavirus, G1P(8), no setor publico ja em 2006 (Vesikari
et al., 2006).

O tratamento da gastrenterite causada pelo rotavirus € sintomatico. A
reducdo na mortalidade infantil nos paises desenvolvidos, nos ultimos anos,
deve-se ao diagndstico precoce, ao acesso rapido aos sistemas de saude e
administragcdo da terapia de reposi¢cao hidroeletrolitica, oral ou venosa,
principalmente nos casos que envolvem vémitos constantes (Estes et al.,
2001).

E recomendado manutenc&o da dieta, principalmente se o aleitamento for
natural, uma vez que leite materno contém anticorpos especificos e fatores

inespecificos protetores (Kapikian et al., 2001).

2.2 ADENOVIRUS

Os adenovirus humanos (HAdVs) podem causar varias sindromes clinicas
incluindo gastrenterite, doenca respiratoria, conjuntivite, cistite hemorragica e
exantema (Horwitz, 2001).

Embora os adenovirus humanos sejam mais associados a infeccdes
respiratorias, alguns sorotipos causam gastroenterites e sao considerados
relevantes em surtos esporadicos de gastroenteriterites agudas no mundo (Van
et al., 1992).
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Foram inicialmente detectados em 1953. O termo adenovirus surgiu do
isolamento dos primeiros virus em adenoides humanas extirpadas (Rowe et al.,
1953, Flewett et al.,1975).

Os adenovirus sao responsaveis por 2,3 a 38 % das gastroenterites
agudas nas criangas e imunodeprimidos (Mclver, 2001; Marie-Cardine, 2002).
No Brasil tem sido encontrado indices que variam de 4,9 a 10% (Harsi,1995;
Soares,2002).

2.2.1 Classificagao taxondmica

Os adenovirus (AdV) constituem a familia  Adenoviridae, que é
subdividida em quatro géneros, Mastadenovirus, que infectam humanos e
outros mamiferos; Aviadenovirus que infectam aves; Atadenovirus que
infectam mamiferos (marsupiais e cervos) répteis (cobras) e aves (patos); e
Siadenovirus que infectam anfibios (rés) e aves (perus) (Benko et al, 2002). O
género Mastadenovirus

€ formado por mais de 90 sorotipos, dos quais 52 infectam humanos e
subdividem em sete subgéneros ou espécies (A-G) com base nas suas
propriedades fisicas, quimicas e bioldégicas (De Jong,1999; Horwitz, 2001;
Jones, 2007).

Cada sorotipo do género Mastadenovirus é determinado por neutralizagao
utilizando anticorpos dirigidos contra as duas maiores proteinas do capsideo, o
hexon e a fibra. Para a classificagdo das espécies sdo considerados o
percentual de bases nitrogenadas da espécie (guanina e citosina), o potencial
oncogénico em roedores, o grau de homologia do DNA viral, o tamanho da
fibra, o peso molecular de alguns polipeptideos e o padréo de fragmentagéo do

genoma por enzimas de restricdo (Albert et al., 1986; Reddy et. al., 2005).

2.2.2 Caracteristicas da particula viral

Os adenovirus séo particulas icosaédricas, ndo envelopadas, com

capsideo formado por 252 capsdmeros, sendo 240 hexon e 12 penton (Stewart
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et al., 1993). Da base de cada penton projeta-se uma estrutura protéica
denominada fibra, a qual possui comprimento variavel conforme o sorotipo. Na
extremidade de cada fibra existe uma protuberancia que possui propriedade
imunogénica, tendo ainda como fungdo a adsorcdo do virus a célula
hospedeira (Norrby, 1969).

O genoma do adenovirus consiste de uma molécula linear de fita dupla de
DNA de 80 a 110 nm de didametro, massa molecular de 20-24 x 10° Da, com
aproximadamente 36000 pares de bases (pb) e composicédo de 47-60% de
bases guanina mais citosina (Hierholzer, 1992). Nas extremidades do DNA ha
sequéncias nos terminais (3’e 5’) repetidas e invertidas (ITRs) que variam de
tamanho (103-165 nucleotideos) de acordo com o sorotipo de adenovirus
(Shinagawa, 1987).

O genoma viral possui de um a dois genes (dependendo do sorotipo)
denominados VA (virus associado) transcritos pel RNA-polimerase Ill. Os VA
RNAs estimulam a sintese protéica viral e ainda antagonizam a acéo antiviral
de interferon induzido pelo sistema imune (Ma & Mathews, 1996).

O genoma possui diferentes regibes de transcricdo, as quais sao
transcritas temporalmente. Sdo denominada regides iniciais (E1, E2, E3 e E4),
regides iniciais tardias (IX e IVa2) e regido tardia (MLP-promotor maior tardio).
As regides E1 e E2 sao subdivididas em E1A, E1B, E2A e E2B e a regiéo
tardia é processada pra gerar cinco familias de mRNAs tardios (L1 a L5)
(Shenk, 2001).

A transcricdo dos genes dos adenovirus € um evento de duas fases,
ocorrendo antes e depois da replicagédo do DNA viral (Shenk, 2001).

O gene E1A codifica duas proteinas (253R e 191R) que ativam a
transcricdo de outros genes; E1B codifica dus proteinas que bloqueiam a
apoptose. E2 codifica proteinas que sinalizam para a replicacao do DNA, dessa
forma na regiao E2A é codificada uma proteina, DBP, que se liga a fita simples
do DNA e na E2B uma DNA polimerase, além de uma proteina precursora
terminal. Os produtos de E3 modulam a resposta do hospedeiro para a
infeccado viral. E4 possui cinco RLAs, podendo variar com a espécie, cujos
produtos possuem fungdes de regulacao transcricional, transporte de mRNA,
modulagao da replicacdo do DNA e apoptose celular (Shenk, 2001; Reddy et
al., 2005).
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As regides iniciais tardias estabilizam as interagbes hexon-hexon e ainda
tem funcdo na encapsidacdo do DNA e os mRNAs tardios (L1 a L5) sdo
responsaveis pela produgdo e montagem dos componentes do capsideo
(Shenk, 2001; Reddy et al., 2005).

O virion possui onze proteinas, as quais sdo convencionalmente
numeradas iniciando pelo polipeptideo Il, a IX, llla, y, TP (proteina terminal) e
mais a p53 (protease viral) (Maizel et al, 1968). O capsideo viral € composto de
sete polipeptideos (I, Ill, Illa, IV, VI, VIII e IX) (Horwitz et al., 1970).

O core do virion que circunda o genoma viral é formado por cinco
proteinas basicas, ricas em arginina (V, VIl, y, TP e p53). A proteina VIl
envolve e empacota o DNA viral, a proteina V faz a ponte entre o core e o
capsideo e a proteina terminal (TP) serve com iniciador para a replicagcado do
DNA e auxilia a ligacdo do genoma viral a matriz nuclear (Chatterjee et al.,
1986; Everitt et al., 1975).

2.2.3 Patogenia e manifestagoes clinicas

Os adenovirus infectam e podem se replicar em células epiteliais das vias
respiratorias, olho, trato gastrointestinal, bexiga e figado.

Os virus da espécie C persistem durante anos como infecgbes latentes
nas adenoides e amigdalas e sdo eliminados nas fezes durante muitos meses
apo6s a infeccao inicial. A maioria dos adenovirus cresce no epitélio intestinal
apo6s ingestdo, porém na maioria das vezes produzem infec¢des subclinicas.
Embora os sorotipos de adenovirus mais freqientemente associados a
gastroenterite sejam os sorotipos 40 e 41 (espécie F), outros sorotipos como
12,18 e 31 (espécie A) (Brown et al., 1996), e os sorotipos 1, 2 e 5 (espécie C)
também tém sido associados a sindrome (Li et al., 2005) e mais recentemente
o sorotipo 52 sugerido por Jones et al, 2007.

As infecgbes causadas pelos adenovirus sdo comuns na populagéo
pediatrica e apresentam uma distribuicdo universal. Nos imunocompetentes
eles se expressam como ligeiras infecgdes respiratérias, gastrointestinais,

oculares e urinarias, geralmente auto-limitadas que melhoram em duas
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semanas, deixando imunidade especifica contra o sorotipo viral. Nas criangas
imunocomprometidas, a incidéncia de sintomas graves é significativamente
mais elevada, e os indices de letalidade podem atingir de 50% a 80%. Os
casos mais graves incluem pneumonia, colite, cistite hemorragica e hepatite
(Cichocki et al., 2008; Abarca et al., 2008).

2. Epidemiologia

Os adenovirus induzem imunidade eficaz e prolongada contra a
reinfeccao. A resisténcia a doenca clinica parece estar diretamente relacionada
a presenca de anticorpos (IgG) neutralizantes circulantes (De Jong et al.,
1999).

Os adenovirus sdo encontrados em todas as partes do mundo, em todas
as estacbes do ano. Propagam-se pela via orofecal, perdigotos ou fémites
contaminados (Giordano et al., 2001; Horwitz et al., 2001).

Varias espécies e sorotipos de adenovirus foram encontrados em aguas
de instituicées publicas de diversdes, incluindo os sorotipos 40 e 41, na regiéo
dos grandes lagos nos EUA (Xagoraki et al., 2007).

A espécie (G) de adenovirus foi isolada em 2007 em amostras fecais de
cinco pacientes de Los Angeles nos EUA, com surto de gastroenterite. Trata-
se, provavelmente do sorotipo 52, o qual é semelhante ao sorotipo 41 da
espécie F (Jones, 2007).

Os adenovirus entéricos sorotipos 40 e 41 da espécie F causam surtos de
gastrenterite em criangas em todo o mundo, sendo predominante o sorotipo 41
(Fukuda et al., 2006). Em 892 criancas de Hiroshima, Japao, portadoras de
diarréia aguda, o adenovirus foi a causa de 3,4 % da sindrome, das quais 3,3%
pertenciam ao sorotipo 40 e 96,7% do sorotipo 41 (Fukuda et al., 2006). Ainda
no Japao, foi observado que os adenovirus foram causa de 8% das diarréias
agudas de criangas de Maizuru, das quais 85% tinham sorotipo 41 (Shimizu et
al., 2007). Andreasi e col em 2008 encontraram 3,6% de adenovirus em
criangas com gastrenterite aguda em Campo Grande (MS). Em Rondbnia, 6,4

% de criangcas com até cinco anos, hospitalizadas com diarréia aguda, eram
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postivas para adenovirus (Magalhaes et al., 2007). Em Goiania (GO), Cardoso
et al., em 1992 encontraram 2,4% e 1,5% de adenovirus em criangas de até

cinco anos de idade com e sem diarréia, respectivamente

2.2.5 Diagnéstico laboratorial

As caracteristicas clinicas das gastroenterites causadas pelos adenovirus
sdo semelhantes aquelas causadas por outros patdégenos gastroentéricos. A
definicdo do agente etiologico & feita através do diagnéstico laboratorial
(Ruuskanen et al., 1997).

2.2.5.1 Detecgao viral

Isolamento em culturas celulares: Os adenovirus podem ser isolados de
excrecao de nasofaringe, conjuntiva, fluido cerebroespinhal,sangue, urina,
fezes e material de biopsia (Ruuskanen et al., 1997).

Todos os sorotipos de adenovirus, exeto o EAd40 e EAd41, se propagam
com facilidade e produzem efeito citopatico (ECP) em varios grupos celulares.
As células mais permissivas sdo as células de rim de embrido humano (HEK)
(Krisher et al, 1987), seguindo-se as células de carcinoma de pulm&o humano
(A-549), células de carcinoma da cérvice uterina (HelLa), células de carcinoma
epidermoide de laringe humana (HEp-2), células de carcinoma da cavidade
bucal (KB) e fibroblastos de pulmdo humano (MRC-5). Os EAd 40 e EAd41 se
propagam principalmente em células conjuntivais Chang, HEp-2, células
terciarias de rim de macaco Cynomolgus e células de rim de embrido humano
transformadas com DNA de AdVH5 (HEK-293) (Kidd & Madeley, 1981; De
Jong et al., 1983).

O efeito citopatico produzido pelos adenovirus € caracteristico,
geralmente inicia-se na periferia da monocamada celular onde se observam
células arredondadas, agregagao de células intumescidas (cachos de uva ou

rede de pescador) e inclusdes intranucleares (Ruuskanem et al., 1997).
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O cultivo celular além de promover o isolamento viral apresenta a
vantagem de aumentar a quantidade de particulas virais para a sua posterior
caracterizagéo.

A identificagdo dos virus isolados pode ser feita através de
imunofluorescéncia (IF), fixacdo de complemento (FC), inibicdo da
hemaglutinacéo (HI) e soroneutralizagao (SN) (Hierholzer, 1995).

A ME é usada para detectar adenovirus tanto de material de cultivo
quanto espécime clinico, onde se observa a morfologia caracteristica destes
agentes, sendo que a descoberta dos adenovirus “ndo cultivaveis” foi realizada
por este método (Flewett et al., 1975). Os adenovirus podem ainda serem
detectados diretamente no espécime clinico utilizando a IF, EIE, e a
aglutinagdo em latex (Herrmann et al., 1987).

Caracterizacao viral: A identificacdo dos sorotipos de adenovirus pode ser
feita utilizando qualquer das metodologias de detec¢céo com IF, EIE, SN ou por
IME utilizando anticorpos monoclonais epitopos especificos do hexon ou da
fibra (Noel et al., 1994).

Os métodos moleculares permitem a definicdo da espécie e do sorotipo
do adenovirus. Destaca-se a reacao em cadeia pela polimerase (PCR), para a
qual se utiliza iniciadores especificos para a regidao do hexon ou das regides
VAl e VAIl (Hierholzer et al., 1993; Pring-Akerblom et al., 1999). Para os EAd40
e EAd41 s&o utilizados iniciadores especificos para a regido E1B (Allard et al.,
1992).

A caracterizagao dos sorotipos de adenovirus também pode ser feita pela
analise de polimorfismo dos fragmentos de DNA em gel de agarose (RFLP —
Restriction Fragment length polymorphism), onde o sitio de clivagem do DNA
por enzima de restricdo € dependente da sequéncia do DNA. A presenca de
mutacdes em um sitio de clivagem potencial resulta em padrdes diferentes de
fragmentagdo do genoma quando esses fragmentos séo separados em gel de
agarose. A desvantagem deste método € que ele requer uma grande
quantidade de DNA no espécime clinico. Portanto necessita da amplificacao
prévia do DNA viral pela PCR que resulta na chamada PCR-RFLP (Li et al.,
2005).
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Outra metodologia utilizada para a caracterizacdo de adenovirus é a
hibridizagdo do DNA viral com sondas especificas tanto para a determinacéo

da espécie quanto para os sorotipos (Suzuki et al., 1981).

2.2.6 Tratamento e Controle

O tratamento da gastrenterite aguda por adenovirus é sintomatico. E
necessario o diagnostico precoce, o acesso rapido aos sistemas de saude e
administragdo da terapia de reposicdo hidroeletrolitica, oral ou venosa,
principalmente nos casos que envolvem vOmitos constantes (Horwitz, 2001;
Deno et al., 2005).

E recomendado manutenc&o da dieta, principalmente se o aleitamento for
natural, uma vez que o leite materno contém anticorpos especificos e fatores
inespecificos protetores. O tratamento dos dejetos e a melhoria das condi¢cdes
sanitarias constituem ainda medidas essenciais de controle (Horwitz, 2001).

Na infeccdo grave causada pelos adenovirus em pacientes
imunodeprimidos pode ser utilizados antivirais. No Chile, em uma crianca de 12
anos submetida a transplante de células do sistema hematopoiético, usuaria de
corticéide e imunossupressor, com infecgdo grave por adenovirus foi utlizado o
antiviral cidofovir, porém evoluiu para Obito apds trés dias de tratamento
(Abarca et al., 2008).

2.3 ASTROVIRUS

2.3.1 Historico

A primeira evidéncia da associagdo de astrovirus com casos de
gastrenterite aguda foi relatada em 1975, quando ocorreu um surto diarréico
numa maternidade localizada no Sul da Inglaterra (Appleton e Higgins, 1975).
Neste surto, em oito de 14 amostras fecais das criangas estudadas, foi

observada a presenca de particulas virais semelhantes a pequenos virus



39

arredondados de 29 a 30 nm de didmetro pelo uso da ME. No mesmo ano
foram denominados astrovirus por Madeley e Cosgrove, uma vez que
visualizados sob ME apresentavam projec¢des na superficie semelhante a uma
estrela de cinco a seis pontas (Appleton e Higgins, 1975).

O cultivo de astrovirus empregando células de rim de embrido humano
para isolamento inicial em espécimes fecais com subseqiiente adaptacédo de
algumas amostras para propagagao em linhagem continua de rim de macaco
Rhesus, na presencga de tripsina, foi relatado pela primeira vez por Lee e Kurtz,
em 1981 (Kurtz & Lee 1984). Posteriormente, foi determinada a existéncia de
cinco sorotipos virais pelo uso da técnica de imunofluorescéncia (Kurtz & Lee,
1984). Atualmente, os astrovirus humanos sao classificados em oito
sorotipos/genotipos (Méndez-Toss et al. 2000; Sakamoto et al., 2000).

No final da década de 1980, foi desenvolvido um ensaio imunoenzimatico
que visava detectar antigeno viral, e em 1991, a relevancia médica destes
virus, como agente etioldgico da gastrenterite foi estabelecida (Hemnann et al.,
1988; Herrmann et al., 1991).

A década de 1990 foi marcada pelo advento de técnicas moleculares que
permitiram o desenvolvimento de procedimentos com maior sensibilidade e
especificidade para a detecgdo viral, como a RT-PCR, além de metodologias
que visavam a clonagem e o seqUenciamento do genoma viral (Matsui &
Greenberg, 2001; Mitcbell, 2002; Walter & Mitcbeli, 2003), possibilitando assim,
o conhecimento e comparacéo das sequéncias de nucleotideos dos genomas
entre os tipos de astrovirus humanos e animais conhecidos, além de dados
sobre as seqUéncias completas dos genomas dos seguintes tipos humanos:
tipo | (Lewis et al., 1994), tipo 2 (Jiang et al., 1993), tipo 3 (Oh & Schreier,
2001) e tipo 8 (Méndez-Toss et al., 2000)

2.3.2 Classificacao taxondomica

Os astrovirus pertencem a familia Astroviridae, a qual é dividida em dois
géneros Mamastrovirus e Avastrovirus. O género Mamastrovirus inclui os oito

tipos de astrovirus humanos e aqueles que acometem suinos, felinos, caninos,
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bovinos e ovinos O género Avastrovirus engloba astrovirus que infectam aves
como patos, perus e galinhas (Matsui & Greenherg, 2001; Lukashov &
Goudsmit, 2002; Mitchell, 2002).

2.3.3 Caracteristicas da particula viral

Os Astrovirus sao pequenos virus esféricos com 28 a 40 mm de didmetros
Ndo possuem envoltérios lipidicos e sao constituidos de capsideos
icosaédricos formados por dois ou trés tipos de proteinas (P1, P2 e P3),
dependendo do sorotipo (Matsui & Greenberg, 1996; Bass & Qiu, 2000) A
morfologia peculiar desses virus € a de uma estrela de 5 a 6 pontas; a qual é
observada somente em dez por cento das particulas virais quando visualizadas
através da ME ou quando submetidas a solugdes alcalinas concentradas
(Matsui & Greenberg, 2001).

Estes virus possuem um genoma de RNA fita simples (ssRNA) polaridade
positiva com aproximadamente 6.800 nucleotideos sendo poliadenilado na sua
extremidade 3' (Greenberg & Matsui, 1992; Matsui & Greenberg, 1996; Matsui
& Greenberg, 2001) A organizagdo gendmica dos astrovirus inclui trés regides
de leitura aberta, RLA1a, RLA1b e RLA2, cada qual codifica para pelo menos
uma poliproteina viral (Méndez et al., 2002; Méndez et al., 2003).

As extremidades 5' e 3' do genoma viral possuem duas regides nao
codificantes compostas por aproximadamente 80 nucleotideos cada uma,
sendo que a primeira antecede a RLA1 a e a outra intercala a RLA2 e a cauda
poliadenilada. As regides RLA1 a e RLA1Db, localizadas proximas a extremidade
5' do genoma, séo responsaveis pela codificacdo de uma poliproteina nao-
estrutural, denominada NSP1ab de 160 kDa e a qual é clivada em duas
proteinas NSP1a (103 kDa) que exibe uma sequéncia codificante para a
protease viral e uma outra de 57 kDa, que codifica para uma RNA polimerase-
RNA dependente (Matsui & Greenberg, 2001).

Durante o processo de replicagao e biossintese viral no interior da célula
hospedeira, ha a produgdo de um RNA, subgendbmico com aproximadamente
24 pb de tamanho, colinear a extremidade 3' do RNA gendmico, o qual esta

envolvido na produgéo das proteinas estruturais (Monroe et al., 1991; Monroe
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et al., 1993; Matsui & Greenberg, 2001). A regido RLA 2 é encontrada nos dois
tipos de RNA viral (genémico e subgenémico) proximo a extremidade 3' de
ambos RNAs (Monroe et al.,, 1993; Lewis et al.,, 1994; Matsui & Greenberg,
2001). Esta regiao possui um produto primario, precursor do capsideo viral, de
aproximadamente 90 kDa, que é clivado para produzir uma proteina de 70 kDa
a qual € montada dentro da particula viral e que, na presenca de tripsina, forma
pelo menos trés peptideos menores com massas moleculares entre 26 a 34
kDa (Monroe et al., 1991; Sanchez-Fauchier et al., 1994; Bass & Qiu, 2000;
Méndez et al., 2002).

2.3.4 Patogenia e manifestagdes clinicas

A replicagdo dos astrovirus ocorre no citoplasma das células-alvo onde a
adsorgado das particulas virais junto a estas células parece ocorrer em
receptores contendo acido sialico. Admite-se que a penetragdo destas
particulas nas células seja realizada através da membrana apical ou superficie
basolateral por endocitose sendo internalizadas em vesiculas celulares e,
posteriormente, liberadas no citoplasma celular. Durante o processo de sintese
do genoma viral, admite-se que a partir do RNA gendmico viral de polaridade
positiva, a RNA polimerase viral realiza a copia de um RNA antigenédmico de
polaridade negativa, o qual atua como intermediario para a sintese final dos
dois tipos de RNA (gendmico e subgenémico), (Monroe et al., 1991; Monroe et
al., 1993; Lewis et al., 1994; Matsui et al., 2001). Admite-se ainda, que o RNA
subgendmico produzido em grandes quantidades e acumulado dentro do cito-
plasma celular, direciona a sintese das proteinas estruturais (Matsui &
Greenberg, 2001; Santos 2002). Além disso, postula-se que a regido que
apresenta um alto grau de variabilidade da proteina NSP1a esteja envolvida na
replicacdo do RNA viral (Guix et al., 2005).

Muito embora o mecanismo n&o seja ainda bem conhecido, admite-se a

ocorréncia de apoptose celular durante o processo de replicacao de astrovirus.
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N&do obstante, um estudo realizado por Guix et al., 2004, empregando a
linhagem celular CaCo-2 (células de adenocarcinoma de célon humano), que
analisou o processo de apoptose celular induzida por astrovirus tipo 4, mostra
que nas células infectadas aspectos morfolégicos e bioquimicos tais como
condensacdo da cromatina celular, ativacdo de endonucleases celulares,
fragmentacao de DNA celular e formagao de corpos apoptéticos, ocorram como
sinais da resposta apoptotica celular frente a infeccao pela cepa viral. Além
disso, foi considerado que caspases, uma familia de cisteina proteases,
possam desempenhar uma fung¢ado importante na resposta apoptética durante o
processo de infecgdo viral, principalmente a caspase 8 que pode levar a uma
reducéo da infectividade da progénie viral e, ainda, que haja uma relagéo entre
a inducéo de apoptose celular e as proteinas codificadas pela RLA1a (Mitchell,
2002).

A transmissdo de astrovirus ocorre por contato direto de pessoas
infectadas pelos virus, pela agua e alimentos contaminados ou, provavelmente,
por fomites conseqlentes a rota fecal-oral (Matsui & Greenberg, 1996; Santos
2002). No caso da transmissao por agua e alimentos contaminados, deve ser
considerada a possibilidade de varias fontes de infecgéo, tais como fontes de
agua destinadas para consumo, agua para recreagao (piscinas e rios), agua de
esgoto contendo residuos humanos, alimentos marinhos (ostras e moluscos),
entre outros (Abad et al., 1997; Matsui & Greenberg, 2001; Walter & Mitche,
2003; Maunula et al., 2004).

Os aspectos sobre a patogénese da infecgdo causada por astrovirus em
humanos sédo poucos conhecidos. Relatos de casos de diarréia relacionados a
astrovirus em criangas, sugerem que a replicacdo viral ocorra em células
epiteliais intestinais (Gray et al., 1980). Em outros estudos ja foi identificada a
presenca de particulas virais no epitélio de bidpsia duodenal e em macréfagos
da lamina propria de individuos com infec¢ao sintomatica pelos virus (Phillips et
al.,, 1982, Mitchell, 2002). Adicionalmente, estudos realizados em animais
mostram agregados de particulas virais dentro de lisossomos celulares e
vacuolos autofagicos, além de macroéfagos contendo particulas virais e
enterocitos demonstrando microvilosidades, degeneragbes nucleares e,

consequentemente, mortes celulares, conduzindo a uma atrofia das vilosidades
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intestinais e hipertrofia das criptas (Gray et al., 1980; Kurtz, 1988; Santos,
2002).

O periodo de incubagao observado em infec¢des por astrovirus varia de
um a quatro dias sendo que a enfermidade causada pelos virus tende a ser
branda e auto limitada e geralmente ndo resulta em significativo quadro de
desidratacdo ou na necessidade de hospitalizagdo. Tem sido observado que a
infecgdo por estes agentes resulta em quadro de gastrenterite aguda, onde o
sintoma tipico é a diarréia aquosa, a qual pode persistir por dois a trés dias.
Além disso, pode haver associagdo a outros sintomas tais como vémito, febre,
anorexia e dor abdominal que duram em média quatro dias (Greenberg &
Matsui, 1992; Matsui & Greenberg, 2001; Mitchell, 2002; Walter & Mitchell
2003). A complicagédo maior que pode resultar da infecgdo por astrovirus € a
desidratacéo, associada ou ndo a baixo estado nutricional ou infeccao mista

severa em casos de imunodeficiéncia (Matsui & Greenberg; 2001).

2.3.5 Diagnéstico laboratorial

O diagnostico laboratorial de infec¢gdes causadas por astrovirus € baseado
na detecgdo de particulas ou do genoma viral, ou de antigenos virais em
espécimes clinicos (fezes, swabs retais). Varias metodologias podem ser
empregadas na deteccdo e caracterizacao destes virus tais como, ME e IME,
EIE, aglutinacdo em latex, isolamento viral empregando culturas celulares,
assim como procedimentos moleculares, sendo que todas as técnicas tém as
suas respectivas vantagens e desvantagens (Matsui & Greenberg, 2001;
Santos, 2002; Mitchell, 2002; Tai et al., 2003; Walter & Mitchell, 2003; Wilhelmi
et al., 2003).

A deteccédo de particulas de astrovirus em espécimes fecais empregando-
se as técnicas de ME ou IME podem ser uteis na elucidacdo do diagnostico
viral. No caso da ME, trata-se de um procedimento rapido que nao exige
particulas virais viaveis, mas que requer alta concentragdo de virus no
espécime clinico (Madeley, 1993; Matsui & Greenberg, 2001; Racz, 2004).
Além disso, a ME € uma técnica que exige experiéncia e interpretacao acurada

por parte da pessoa responsavel pelo procedimento (Racz, 2004).
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O desenvolvimento de EIEs, empregando anticorpos monoclonais ou
policlonais, possibilitou aumento de sensibilidade na deteccéo de astrovirus em
termos de diagndstico laboratorial e na analise simultdnea de um grande
namero de amostras (Herrmann et al., 1988; Herrmann et al., 1990; Lew et al.,
1991; Moe et al.,, 1991; Glass et al.,, 1996; Shastri et al., 1998; Walter &
Mitchell, 2003). Estes testes sdo mais sensiveis e especificos quando
comparados as técnicas de ME e IME e, os produtos que utilizam anticorpos
monoclonais grupo-reativos para capturarem antigenos virais, ja sé&o
comercialmente disponiveis (Herrmann et al., 1990; Glass et al., 1996; Matsui &
Greenberg, 2001; Mitchell, 2002).

Testes que empregam a aglutinagcdo em latex tém sido desenvolvidos e
sao considerados procedimentos simples, rapidos, menos dispendiosos, com
elevados indices de especificidade e permitindo também a analise de grande
namero de amostras (Komoriya et al., 2003).

O desenvolvimento de técnicas moleculares como a RT-PCR, hibridizacao
(dot-blot, northern blotting e ensaio de hibridizacdo liquida), NASBA
(amplificagdo baseada em seqliéncia de acido nucléico) e metodologias para
genotipagem e sequenciamento de astrovirus permitiram um grande avango na
deteccdo e caracterizagdo do genoma destes agentes por serem métodos
bastante sensiveis e especificos. Os testes de hibridizagdo s&o procedimentos
que fazem uso de sondas especificas e que demonstram eficacia no
diagnostico viral, agilidade e facilidade de execugéo (especialmente o ensaio
de hibridizacdo liquida), mas podem ser laboriosos e demandar tempo para sua
realizacdo, como no caso do Northern blotting e o dot-blot (Belliot et al., 2001;
Tai et al., 2003).

A técnica de NASBA para deteccéo de astrovirus foi desenvolvida por Tai
e colaboradores em 2003. Ficou demonstrado que esta metodologia apresenta
indices semelhantes ou maior de sensibilidade quando comparada a RT -PCR.
Contudo, os produtos derivados da NASBA podem ser mais instaveis e dificeis
de serem trabalhados. Além destes aspectos, nesta técnica ha a possibilidade
de ocorréncia de interagbes inespecificas, além de inibidores nas amostras
submetidas a analise que pode limitar assim o seu uso (Tai et al., 2003).

A RT-PCR é uma metodologia onde ha a utilizagdo de iniciadores que

resultam na geracdo de produtos a partir das trés regides do genoma dos
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astrovirus (Belliot et al., 1997b). Os iniciadores desenhados para a regido RLA2
do genoma séao atualmente empregados em larga escala para a detecc¢éo viral
em estudos epidemioldgicos (Noel et al., 1995; Mitchell, et al., 1999; Mclver et
al., 2000; Schnagl et al., 2002; Grimm et al., 2004). Essa € uma técnica que
demonstra nivel de sensibilidade maior quando comparada com os EIEs,
embora seja vulneravel a contaminagcédo de seus produtos e a presenca de
agentes inibidores, que podem resultar em resultados falso-negativos (Tai et
al., 2003; Grimm et al., 2004).

Metodologias que empregam variantes da PCR como a nested-PCR sé&o
utilizadas na caracterizacdo dos oito genotipos de astrovirus humanos com
iniciadores também desenhados para as trés regibes do genoma dos
astrovirus, principalmente para a regido RLA2 (Sakamoto et al., 2000; Oh &
Schreier, 2001; Jakab et al., 2003).

Técnicas voltadas para o seqienciamento genémico dos astrovirus tém
sido utilizadas para se ter conhecimento sobre as seqliéncias parciais ou
completas, dos genomas dos diferentes tipos de astrovirus existentes e
demonstram a ocorréncia de variagdes nucleotidicas nos genomas desses
virus. Visam também uma melhor compreens&o sobre a evolugdo dos
astrovirus nos seres humanos e nos animais (Méndez- Toss et al., 2000; Oh &
Schreier, 2001; Lukashov & Goudsmit, 2002; Jakab et al., 2003).

O cultivo de astrovirus em linhagens celulares € outra metodologia que
proporciona o isolamento e identificacao viral. Muitas linhagens celulares tém
sido empregadas no cultivo de astrovirus sendo que as mais utilizadas séo as
células de hepatoma de figado humano (pLC/PRF/5), células HEK, células
CaCo-2 e a linhagem continua de células de adenocarcinoma de célon humano
(HT-29) (Lee & Kurtz, 1981; Willcocks et al., 1990; Taylor et al., 1997; Silva et
al., 2001; Santos, 2002). Estas ultimas tém mostrado melhores resultados no
cultivo celular de astrovirus, apesar de que bons resultados também vém
sendo obtidos com a utilizagdo das células PLC/PRF/5, células de rim fetal de
macaco verde africano (MA-104) e a linhagem continua de células de
carcinoma de célon humano (T84) (Taylor et al., 1997, Brinker et al., 2000).

Uma combinagdo entre as técnicas de cultivo celular e RT-PCR,
denominada de ICC/RT-PCR (reagdo em cadeia pela polimerase pos-

transcricdo reversa integrada ao cultivo celular) vem sendo empregada na
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analise tanto de amostras humanas quanto do meio ambiente, a fim de permitir
um aumento na deteccéo dos astrovirus (Mustafa et al., 1998; Chapron et al.,
2000; Grimm et al., 2004).

2.3.6 Epidemiologia

Os astrovirus sédo patdégenos de distribuicdo mundial e, por alguns
autores, como a segunda causa mais comum de gastrenterite viral, depois dos
rotavirus, em bébes e criangas jovens hospitalizadas (Dennehy et al., 2001;
Giordano et al., 2001; Rodriguez-Baez et al., 2002; Okitsu-Negishi et al., 2004).

Epidemias de diarréia associada a astrovirus ja foram relatadas em
bercarios, escolas, creches, hospitais e outras instituicdes, como asilos (Silva
et al.,, 2001; Walter & Mitchell, 2003). Surtos esporadicos de gastrenterite
associados a estes virus tém sido relatados entre militares (Belliot et al.,
1997¢), em comunidades rurais (Maldonado et al., 1998) e urbanas (Miranda et
al.,, 2003). Além disso, surtos relacionados ao consumo de alimentos
contaminados e atribuidos ao agente ja acometeram centenas de criangcas e
adultos no Japéo (Sakamoto et al., 2000).

Existem relatos de casos de pacientes imunocomprometidos
hospitalizados (adultos e criangas), principalmente aqueles submetidos a
transplante e pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana, que
apresentam quadros diarréicos relacionados a astrovirus com periodos
prolongados de excrecédo viral, geralmente, ocorrendo de semanas a meses,
mesmo depois de providenciadas medidas de controle da infeccdo (Shastri et
al., 1998; Cubitt et al., 1999; Treviiio et al., 2001; Sebire et al., 2004).

A distribuicao etaria da infec¢do relacionada a astrovirus humanos varia
de acordo com a localizagédo geografica e as condi¢cdes demograficas da
populagao (Walter & Mitchell, 2003). Geralmente, a faixa etaria em que mais se
observa infeccao por este agente viral € a de criangas com menos de cinco
anos de idade conforme demonstrado em estudos ja realizados em varios
paises como Francga, Italia, Argentina, Colébmbia e Venezuela (Medina et al.,
2000; Giordano et al., 2001; De Grazia et al., 2004; Giordano et al., 2004).
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Estudos de soroprevaléncia também tém demonstrado que até 90% das
criangcas situadas dentro desta faixa etaria ja foram infectadas por este
enteropatogeno (Mitchell, 2002).

A associacao de casos de gastrenterite aguda relacionada a astrovirus em
criangcas vem sendo evidenciada por meio de estudos realizados em paises
asiaticos como China, Paquistao e Japao, assim como na Oceania (Australia)
com indices de deteccao de 4 a 11% (Schnagl et al., 2002; Liu et al., 2004;
Phan et al.,, 2004). Em paises do continente europeu como ltalia, Espanha,
Franca, Alemanha e Irlanda a estimativa é de 3 a 7% (Foley et al., 2000; De
Grazia et al., 2004), enquanto que paises africanos como Nigéria, Botsuana,
Malaui, Gana e Africa do Sul os indices sdo de 2 a 9% (Cunliffe et al., 2002;
Pager & Steele, 2002; Pennap et al., 2002; Basu et al., 2003). Nos Estados
Unidos, episdédios diarréicos em criangas associados a astrovirus tém sido
demonstrados em 3 a 10% dos casos analisados (Shastri et al., 1998; Denno et
al., 2005).

Na América Latina, em paises como Chile, Coldmbia, Venezuela e
Argentina, a ocorréncia de astrovirus varia de 4 e 17% segundo estudos
realizados em criangas que receberam atendimento em hospitais, ambulatérios
e creches (Gaggero et al., 1998; Medina et al., 2000; Giordano et al., 2001), ou
ainda, em criancas de comunidade periurbana no México (Walter et al., 2001).

Estudos realizados no Brasil mostram indices de deteccao de astrovirus
de 3 a 11 % em casos de gastrenterite aguda (Cardoso et al., 2002; Costa et
al.,, 2004; Miranda et al., 2004). Um dos primeiros estudos relatando a
ocorréncia de casos de diarréia aguda associada a astrovirus foi feito por
Stewien et al. 1991, onde 3% das amostras fecais analisadas, provenientes de
67 criancas hospitalizadas e que residiam na cidade de Sdo Paulo, mostraram
positividade para este agente viral. Um outro estudo, realizado também no
Estado de Sao Paulo mostrou a ocorréncia de um surto de gastrenterite
intrafamiliar causado por astrovirus através da identificagcdo destes em
amostras fecais de cinco criangas da familia (Tanaka et al., 1994).

Ainda, estudo desenvolvido por Gabbay et al., (2000), analisando
espécimes fecais provenientes de criangas residentes na cidade de Belém,
mostrou a presenca de astrovirus em até 5% das amostras analisadas. Por

outro lado, estudos realizados na cidade de Sdo Paulo e numa pequena
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comunidade proxima a cidade do Rio de Janeiro constataram a ocorréncia de
surtos de gastrenterite aguda relacionados aos astrovirus com indices de
positividade viral em até 62 % das amostras fecais analisadas (Castilho et al.,
2003; Miranda et al., 2003).

Na regido Centro Oeste, em Goiania, Cardoso et al. em 2002 encontraram
2,8% de criangas com diarréia, positivas para astrovirus, os quais pertenciam
ao sorotipo 1. Santos et al., 2007, encontraram 3,0% de astrovirus em criangas
de até 5 anos de idade, hospitalizadas com diarréia aguda em Goiania e 7,0%
em Brasilia Andreasi e col em 2008, encontraram 3,1% de astrovirus em
cirangas com gastroenterite aguda em Campo Grande (MS).

A sazonalidade das infec¢bes atribuidas aos astrovirus parece variar de
acordo com regido geografica. Estudos realizados na Europa, Australia e
Argentina mostraram que ha um aumento na incidéncia da infecgéo viral
durante os meses mais frios do ano (Mustafa et al., 2000; Giordano et al., 2001;
Guix et al., 2002; Marie-Cardine et al., 2002), enquanto que em alguns paises
como Egito e México, a maioria das infec¢des pelo agente viral ocorre durante
a época mais quente do ano (Naficy et al., 2000).

Dentre os oito sorotipos/genotipos de astrovirus conhecidos, atualmente,
o HASTV-1 é o tipo mais prevalente em varios paises, seguido pelos HASTV-2,
HASTV-3, HASTV-4 e HASTV-5, sendo os outros: HASTV-6, HASTV-7 e
HASTV-8 os menos detectados (Gaggero et al., 1998; Koopmans et al., 1998;
Medina et al., 2000; Oh & Schreier, 2001; De Grazia et al., 2004).

2.3.7 — Imunidade

Os aspectos determinantes sobre a imunidade de astrovirus ndo sdo bem
compreendidos. Infecgdes sintomaticas por estes virus s&o observadas,
principalmente em criangas jovens e idosos (Wilhelmi et al., 2003). Estudos em
voluntarios adultos indicam que niveis detectaveis de anticorpos especificos
em soros dessas pessoas impedem reinfecgcbes relacionadas aos agentes
(Kurtz et al., 1979; Matsui & Greenberg, 2001).
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Esta distribuicdo bifasica de infecgbes sintomaticas sugere que anticorpos
adquiridos nos primeiros anos de vida conferem protecao contra a enfermidade
ocasionada por este agente viral até a fase adulta e que a imunidade
relacionada a estes virus tende a diminuir em pessoas com idade mais

avancada (Matsui & Greenberg, 2001).

2.3.8 Tratamento, prevencao e controle

Ainda nao existe terapia antiviral e vacina disponivel para os astrovirus
humanos. A gastroenterite aguda atribuida aos astrovirus, geralmente né&o
requer utilizacdo de uma terapia especifica, apenas em alguns casos pode ser
necessaria hidratacdo e reposicao de eletrélitos (via oral ou intravenosa)
(Matsui & Greenberg, 2001; Mitchell, 2002; Walter & Mitchell, 2003). No caso
de paciente imunocomprometido, que ndo responde de maneira adequada as
medidas terapéuticas convencionais, pode ser utii a administracdo de
imunoglobulina intravenosa (Yuen et al., 1998).

As medidas que visam controlar e prevenir epidemias de gastroenterite
viral associada a astrovirus deve ter como foco a minimizagdo das fontes de
infeccdo do agente, tais como o controle de individuos doentes que sejam
manipuladores de alimentos, impedimento da contaminagao de suprimentos de
agua, além da interrupgédo da transmissdo por contatos diretos com pessoas
infectadas pelos virus (Walter & Mitchell, 2003). Procedimentos adequados de
higiene pessoal devem ser reforcados em hospitais e creches (Matsui &
Greenberg, 2001). Medidas efetivas e apropriadas de isolamento de criangas
que apresentam quadros diarréicos graves além de pacientes
imunocomprometidos sao fundamentais para a prevencdo de infeccoes
nosocomiais (Walter & Mitchel, 2003).
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2.4 CALICIVIRUS

2.4.1 Historico

A primeira doenga associada aos calicivirus humanos (HUCV) foi descrita
em 1929, por Zahorsky, que a denominou de “winter vomiting disease”, porém
na época nao foi atribuido aos sintomas nenhum agente etiolégico. Na década
de 40, estudos realizados nos Estados Unidos mostraram que 75% dos casos
de gastrenterite ndo eram associados a bactérias ou parasitas (Gordon et al.,
1947). Filtrados de amostras de fezes, provenientes de casos diarréicos, os
quais nao continham bactérias, foram inoculados em voluntarios e, com a
reprodugdo da doenga, passou-se a admitir que os virus, também eram
responsaveis pela sindrome (Gordon et al., 1947; Hodges et al., 1956).

Em 1968, um surto de gastrenterite caracterizado, principalmente, por
nausea, vomito e dor abdominal ocorreu em uma escola em Norwalk, nos EUA,
onde 50% dos estudantes e professores desenvolveram a doenga, que
apresentou um periodo de incubacdo de 48 horas e duracdo de 24 horas
semelhante a sindrome descrita por Zahorsky, em 1929. Estudos laboratoriais,
realizados na ocasido, ndo conseguiram detectar o agente etioldgico (Adler &
Zickl 1969). Na década de 70, em um estudo conduzido com voluntarios, de
trés individuos inoculados com filtrados de amostras fecais, dois
desenvolveram gastroenterite. A caracterizagdo mostrou que o agente era
pequeno (36 nm), resistente ao éter, a acidos e a temperatura moderada (Dolin
et al., 1971; Dolin et al., 1972).

Em 1972, Kapikian e colaboradores observaram, por IME, uma particula
de 27 nm em suspensdes fecais obtidas de casos de doencga gastroentérica,
ocorrida em 1968, a qual foi denominada agente Norwalk. Posteriormente,
foram encontrados outros agentes relacionados, os quais foram nomeados a
partir do lugar de sua descoberta (Caul, 1996). Em 1976, também a partir de

casos de gastrenterite, outros virus foram identificados por ME, e admitidos
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como agentes infecciosos para o homem e causadores de infeccdo. Um dos
primeiros virus encontrado foi nomeado Sapporo virus, a partir de sua
identificacdo em um surto de gastroenterite em uma creche em Sapporo, no
Japao, em outubro de 1977. Posteriormente, outros surtos foram associados ao
Sapporo virus, confirmando-o como um patégeno entérico humano (Lopman et
al., 2002).

2.4.2 Classificacdo taxonomica

A denominagao de familia Caliciviridae, para os calicivirus, foi sugerida
pela primeira vez pelo Il Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV), em 1979. Em 1995,
foi publicada a classificacéo pelo V ICTV, na qual todos os virus da familia
Caliciviridae foram colocados em um unico género, Calicivirus (Green et al.,
2000).

Um grupo de estudo, formado em 1997, prop6s um novo sistema para
nomenclatura e classificagdo dos calicivirus ao ICTV para 1998. Nesta
proposta, foi sugerida a retirada do virus da Hepatite E da familia Caliciviridae e
a criagdo de quatro géneros com suas espécies prototipos: o género Vesivirus,
com a espécie protédtipo Vesicular exanthema of swine virus; Lagovirus, com a
espécie Rabbit hemorrhagic disease virus; Norwalkvirus, com a espécie
Norwalk virus, e o género Sapporovirus, com a espécie Sapporo virus. O VII
ICTV manteve a proposta de retirada do virus da hepatite E da familia
Caliciviridae e a divisdo da familia em quatro géneros, com suas espécies tipo.
No entanto, os nomes dos géneros Norwalkvirus e Sapporovirus foram
rejeitados. Estes géneros foram provisoriamente denominados Norwalk-like
virus (NLVs) e Sapporo-like virus (SLVs) (Green et al., 2000). Apds, publicou-se
a classificagéo atual da familia Caliciviridae que, baseada em caracteristicas
genbmicas, € composta por quatro géneros: Norovirus, Lagovirus, Sapovirus e
Vesivirus. Os virus dos géneros Lagovirus (LaV) e Vesivirus (VeV) sao, até o
momento, exclusivos de animais, enquanto os virus dos géneros Norovirus
(NV) e Sapovirus (SV) infectam seres humanos (ICTV, 2005).
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Considerando-se a grande diversidade genbmica, o género Norovirus
comporta a espécie Norwalkvirus como virus protétipo e os isolados: Desert
Shield virus, Lordsdale virus, Mexico virus, Hawai virus, Snow Mountain virus e
Southarnpton virus. O género Sapovirus comporta a espécie prototipo
Saporovirus e os isolados: Houston/86, Houston/90, London 29845,
Manchester virus, e Parkville virus (ICTV, 2005).

Farkas et al. (2004), baseados na analise filogenética de 17 seqliéncias
obtidas para a regiao do capsideo viral, sugerem a classificacao, para o 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
protétipo e Houston/90; Genogrupo /3, Stockholm/97 e Mexico 14917/00;
Genogrupo 11/1, London/92, Lyon 598/97 e Bristol/98; Genogrupo [l/2 Mexico
340190; Genogrupo II/3, Cruise ship/OO; Genogrupo lll, PEC/Cowden (origem
animal); Genogrupo IV, Houston 7-1181/90 e Genogrupo V, Argentina 39.

2.4.3 Caracteristicas da particula viral

Os calicivirus sao virus esféricos, pequenos, com um diametro de 27 a 40
nm, nao envelopados. O capsideo é composto por um unico tipo de proteina e
exibe uma simetria icosaédrica, com 180 moléculas protéicas organizadas em
90 dimeros que formam dois dominios, o0 dominio S e o dominio P. O dominio
S forma a parte interna do capsideo, que envolve o genoma RNA, e o dominio
P, dividido em subdominios Pl e P2, formam uma arquitetura caracteristica pela
ME em forma de calice. O dominio P confere o tamanho da particula e tem
funcéo na estabilidade do capsideo, além de ser imunogénico (Prasad et al.,
1999; Green et al., 2000; Bertolotti-Ciarlet et al., 2002).

A comparacdo de sequéncias entre as proteinas do capsideo de
diferentes amostras de calicivirus humanos indica que o dominio S, entre os
residuos 30 e 250, representa a regido mais conservada da sequéncia. Embora
0 subdominio P1 seja moderadamente conservado, observa-se alta

variabilidade em parte da sequéncia entre os residuos 280 e 400 do
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subdominio P2, que é a regido mais exposta da estrutura. Estudo utilizando
capsideo recombinante de virus Norwalk, produzido em baculovirus, mostrou
que anticorpos monoclonais especificos, reconhecem uma regido entre os
residuos 300 e 384 do subdominio P2, o que leva a inibicdo da ligacdo a
células, sugerindo que o subdominio P2 estd envolvido na atividade de
adsorcgao celular (White et al., 1996; Prasad et al., 1999; Prasad et al., 2000).

Os calicivirus apresentam um genoma RNA de fita simples de polaridade
positiva. Em sua porgcédo 5' existe uma proteina viral e na por¢édo 3' ha uma
cauda poliadenilada. No terminal 5' sdo codificadas proteinas n&o estruturais,
enquanto no terminal 3' do genoma sé&o codificadas proteinas estruturais (Jiang
et al., 1993; Clark & Lambden, 2000; Meyers, 2003).

A organizagao gendmica dos calicivirus é diferente entre os géneros. Nos
membros dos géneros Norovirus e Vesivirus, 0 genoma € organizado em trés
regides de leitura aberta (RLA1, RLA2 e RLA3), sendo a proteina estrutural do
capsideo codificada na RLA2, uma regido separada daquela que codifica para
poliproteina nao-estrutural (RLA1). O genoma dos géneros Sapovirus e
Lagovirus é organizado em apenas duas regides de leitura aberta (RLA1 e
RLA2), sendo a poliproteina n&o-estrutural e a proteina do capsideo
codificadas em uma mesma regido, a RLA1 (Green et al., 2000; Koopmans et
al., 2002).

A poliproteina codificada pela RLA1 varia de tamanho (1680 -1881
aminoacidos) nas diferentes espécies de calicivirus. Nos norovirus, esta
poliproteina, por clivagem, gera trés proteinas: 2C helicase, 3C proteinase e a
3D RNA polimerase, que sao analogas as dos picornavirus. A RLA2 codifica
para um soO tipo de proteina a VP60, de 58 KDa e 550 aa, que forma o
capsideo viral. Esta proteina parece ter também um papel importante na
replicagdo e montagem do virus. A RLA3 destes virus corresponde a RLA2 dos
sapovirus e é considerada a regido mais variavel do genoma. Codifica para
uma pequena proteina estrutural, a VP1, que é basica, de tamanho variavel e
que, possivelmente, tem fungdo de encapsidar o RNA viral e regular a
montagem da estrutura do virus (Jiang et al., 1993; Prasad et al., 1999; Glass
et al., 2000; Clark & Lambden, 2001).

Os sapovirus humanos, com excegédo da amostra London/92, contém uma

RLA com sobreposicao na extremidade que codifica 0 gene do capsideo, que
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nao é encontrada no genoma dos norovirus. A presengca de uma regiao
conservada de iniciagdo para traducdo no final 5' desta RLA, GCAAUGG,
sugere que uma proteina funcional possa ser codificada nesta regido (Farkas et
al., 2004).

Os calicivirus sao considerados resistentes a pH acido, em funcéo de sua
habilidade em permanecerem infecciosos ap6s passagem pelo estdmago
(Dolin et al., 1972).

2.4.4 Patogenia e Manifestagoes clinicas

Os calicivirus penetram no organismo humano predominantemente pela
via oral, principalmente através da ingestéo de alimentos e agua contaminados,
que se constituem os veiculos mais comuns para a transmissao desses virus,
podendo ocorrer também através do contato pessoa-pessoa ou mesmo por
aerossois produzidos durante o vémito (Becker et al., 2000; Marks et al., 2000;
Billgren et al., 2002; Koopmans et al., 2002; Lopman et al., 2002; Sair et al.,
2002).

Uma ingestéo 10 particulas virais ou menos apresentam um infectividade
de cerca de 50% dos individuos inoculados (Glass et al., 2000).

O sitio primario de replicagao dos calicivirus no organismo humano néo é
bem conhecido, mas admite-se que este possa ser a por¢ao jejunal do intestino
delgado, em funcdo da observacdo de ocorréncia de desorganizagdo das
células epiteliais, achatamento das vilosidades intestinais, vacuolizagdo do
citoplasma e infiltracdo da lamina prépria por células mononucleares
observasdas nesse local (Agus et al., 1973; Dolin et al., 1975; Caul et al.,
1996).

Estudos realizados em voluntarios tém mostrado que a infeccédo por

calicivirus humanos (HuCV) é autolimitada, apresenta um periodo de
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incubacado de 24 a 48 horas e curso que pode variar de horas a varios dias
(Cubitt et al., 1979; Daniels et al., 2000). Para norovirus, a média de doenca
sintomatica foi estimada em um a dois dias e para os sapovirus em cinco a seis
dias (Atmar et al., 2008). Estes virus sao excretados nas fezes em baixas
concentracdes, sendo sua excrec¢ao iniciada 15 horas ap6s a inoculagéo, com
um pico de excrecao de 25-72 horas. A excrecao de norovirus pode ocorrer até
trés semanas apo6s os sintomas da doencga, enquanto para os sapovirus este
tempo € menor, com duragédo de até 14 dias (Kaplan et al., 1982a; Kaplan et
al., 1982b; Parashar et al., 1998; Murata et al., 2007).

A doenga por calicivirus é caracterizada por nauseas, vOmitos, dor
abdominal, diarréia, cefaléia e febre. Embora estes sintomas sejam vistos em
pacientes de todas as faixas etarias, o vomito é mais freqlente entre as
criangas, enquanto a diarréia € mais frequiente entre adultos. A presenca de
febre é mais comum entre os infectados por sapovirus (Meeroff et al., 1980;
Kaplan et al., 1982; Pang et al., 1999; Atmar et al., 2008).

Estudos sugerem que complicagdes clinicas por norovirus podem ocorrer
em criangcas e idosos, devido a maior sensibilidade ao comprometimento
hidroeletrolitico. Ainda, em situagdes de grande estresse ou em individuos
imunocomprometidos, a infecgdo pode ser mais grave ou persistir por um
tempo mais prolongado. Em pacientes transplantados por até dois anos
(Nakata et al., 1998; Chris, 2003; Nilsson et al., 2003).

Rodriguez Guillen e colaboradores em 2005 estudaram a associagao da
infeccao por calicivirus em criancas e adultos portadores do HIV e observaram
que os calicivirus sdo importantes patdgenos oportunistas em criangas
soropositivas para o HIV, mas n&o nos adultos também portadores do HIV.

Estudos realizados com virus Norwalk sugerem que alguns fatores
relacionados ao hospedeiro podem estar envolvidos na questdo de
suscetibilidade e resisténcia a infec¢ao por esses virus. O primeiro deles seria
0 grupo sanguineo, no qual individuos do grupo B tém sido mostrados como
menos suscetiveis aos virus, enquanto os do grupo O sao os mais suscetiveis
a infecgéo (Lindesmith et al., 2003). Outro fator admitido & a express&o ou nao
do gene FUT 2, que codifica a enzima fucosiltransferase, que leva a producéo
de carboidrato H tipo 1, encontrado na superficie das células epiteliais do trato

gastrintestinal e em secre¢cbes de mucosa. Nesse processo, as células que
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apresentam antigeno H seriam as células receptoras para os virus. Admite-se
que esta molécula aumenta a suscetibilidade das células gastrintestinais para
infecgdo. Por outro lado, tem sido mostrado que individuos resistentes a
infeccao pelo virus Norwalk podem ser suscetiveis a outros calicivirus (Hutson
et al., 2003; Lindesmith et al.,, 2003). Estas moléculas também foram
identificadas em células sanguineas, principalmente de individuos do grupo
sanguineo O. Em cerca de 20% de individuos brancos n&o produzem o
carboidrato H tipo 1, e estes tem sido resistentes a infeccédo pelos
virus Norwalk (Lindesmith et al., 2003).

2.4.5 Epidemiologia

Sao os principais agentes etiolégicos das gastroenterites agudas
epidémicas n&o bacterianas no mundo. Os norovirus infectam individuos de
todas as faixas etarias, uma caracteristica que os distingue de outros virus
causadores de gastrenterite, como os rotavirus, astrovirus e adenovirus, que
infectam, preferencialmente, criangcas de até cinco anos de idade (Glass et al.,
2000). A infeccéo primaria geralmente ocorre cedo na infancia, em paises em
desenvolvimento, sendo elevados os indices de soroprevaléncia na vida adulta.
Estes virus frequentemente causam surtos de gastrenterite associados com
agua e alimentos contaminados, provocando diarréia grave. Admite-se que os
sapovirus infectam principalmente criangas e, geralmente, sdo associados com
diarréia branda, ndo obstante a ocorréncia de alguns casos graves (Pang et al.,
2000; Sakai et al., 2001).

Tém sido sugeridos dois padrdes epidemiolégicos para os norovirus: um
deles levaria a infeccdo endémica, como foi observado com os virus Grimsby
no Reino Unido; o outro padréo é o de infec¢cao epidémica, o que foi observado
com o virus Norwalk, no México (Buesa et al., 2002).

Em estudos realizados em 33 estados dos Estados Unidos, Frankhauser

et al. 1998 definiram as caracteristicas epidemiolégicas de 90 surtos de



57

gastrenterite ndo bacteriana em diferentes ambientes. Observou-se que o0s
surtos eram mais comuns em asilos (43%) e restaurantes (26%). O modo de
transmissao mais comum foi a partir de alimentos (37%), agua (6%) e contato
direto pessoa-pessoa (20%). Os achados foram semelhantes aos obtidos em
outras regidées do mundo (Hedlund et al., 2000).

Pode ocorrer a transmissdo do virus através do contato pessoal ou
mesmo por aerosodis produzidos durante a tosse e vOmitos. Esta situacdo
viabiliza as transmissdes nosocomiais, nas escolas, creches, servigcos militares
e asilos (Koopmans et al., 2002).

Estudos de soroprevaléncia tém fornecido informagdes sobre a
epidemiologia dos calicivirus e identificado os principais grupos de risco para a
infeccdo. Estes estudos indicam que a aquisicdo de anticorpos para os HuCV
aumentam com a idade, alcancando indices de 90% entre adultos em
diferentes paises do mundo. Em paises em desenvolvimento, a aquisicao de
anticorpos ocorre mais precocemente que em paises desenvolvidos (Cubitt et
al., 1994; Lewis et al., 1994; Honrna et al., 1998; Nakata et al., 1998).

Nao tem sido observada uma correlagcéo absoluta entre a alta prevaléncia
de anticorpos para norovirus ou sapovirus e o alto indice de detecgao viral.
Algumas explicacdes tém sido sugeridas para esse fato, tais como: 1) a
possibilidade de que a doenga autolimitada ndo necessite visita médica; 2) a
nao solicitacdo, por parte dos profissionais médicos, de exames para pesquisa
do virus; 3) a indisponibilidade de métodos diagndsticos praticos para a
deteccao dos virus e 4) a falta de padronizagédo dos métodos de deteccdo do
virus (Nakata et al., 1998; Nakata et al., 2000; Koopmans et al., 2000).

Por outro lado, foi observado que a aquisicdo de anticorpos para HuCV
ocorre tanto em casos de infec¢do sintomatica, quanto ndo sintomatica; ainda,
de 40 a 50% das infecgdes sintomaticas em criangas, os agentes
predominantes sdo do genogrupo Il (Gll) dos norovirus (Pang et al., 1999;
Buesa et al., 2002), muito embora prevaléncia semelhante para ambos os
géneros tenha sido observado no Japao e outras partes do mundo (Nakata et
al., 2000). A razao das amostras Gll de norovirus serem predominantes sobre
as amostras Gl é desconhecida; porém, acredita-se que propriedades
biolégicas, como viruléncia, rotas de transmisséo e estabilidade no ambiente

sejam explicagbes possiveis (Lopman et al., 2003; Lopman et al., 2004).
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Buesa et al.,, 2002 observaram uma prevaléncia de 14,19% para
calicivirus humanos na Espanha, enquanto outros pesquisadores observaram
diferentes indices de detecgao: 14% em Dijon, na Francga (Bon et al., 1999); 9%
em Melbourne, na Australia (Kirkwood & Bishop 2001) e 6,5% no Reino Unido
(Tompkins et al., 1999).

A infeccdo por calicivirus humanos tem sido observada durante todos os
meses do ano, embora com maior circulagéo dos virus no inverno e em regioes
de clima frio. A rapidez com que estes virus séo disseminados na populagéo e
sua transmiss&do mais freqiiente nos meses frios sugerem que eles possam ser
transmitidos através do ar, como uma rota secundaria de transmisséo (Sawyer
et al., 1988; Mounts et al., 2000). Lopman e colaboradores em 2004, em estudo
desenvolvido na Europa, observaram uma variacédo na sazonalidade de uma
amostra mutante do Gll, que foi responsavel por casos de um surto ocorrido
em 2002, que foi detectado, pela primeira vez em janeiro daquele ano e com
um pico atipico na primavera (Lopman et al., 2004).

Na regido Centro Oeste, Borges et al., em 2006, encontraram 8,6% de
calicivirus em criangas com gastroenterites, provenientes de Goiania e Brasilia,
sendo mais prevalente em criangcas de Goiania (11,6%) do que de Brasilia
(1,9%). Andreasi et al. em 2008, relatou 7,6% de calicivirus em criancas de

Campo Grande (MS) com até 3 anos de idade, apresentando diarréia.

2.4.6 Diagnéstico laboratorial

Diferentes procedimentos tém sido adotados para o diagnéstico de
calicivirus humanos. Esses virus sdo considerados de dificil cultivo e, até o
momento, ndo existe modelo animal para os mesmos, bem como cultura
celular sensivel o suficiente para o cultivo viral. O diagnostico laboratorial pode
ser realizado pelas técnicas:

ME: devido a impossibilidade de propagac¢ao dos calicivirus humanos
em cultura de células, a ME foi fundamental na distingdo morfolégica dos
virus causadores de gastrenterite, considerando a sua superficie em

forma de calice. O diagnostico pela ME, atualmente, tem sido pouco
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utilizado, considerando-se a exigéncia de um numero minimo de
particulas de virus (10° - 10° particulas de virus por mL), nos espécimes
fecais para a observagdo (Koopmans et al., 2002), e eventualmente uma
pequena quantidade de particulas virais sao excretadas, o que torna
outros procedimentos metodoldgicos mais eficazes;

IME: este ensaio possui vantagem sobre a ME em funcédo de sua
maior sensibilidade de detecgdo viral (10* particulas virais/mL) e, ainda,
por permitir a identificacdo do virus a partir da utilizagdo de soro padréo
especifico. Algumas  modificacbes deste método, como a
imunomicroscopia de fase soélida, também tem sido utilizada para a
deteccado destes virus. A IME pode também ser utilizada para a detecgao
de anticorpos, sendo este um método especifico reproduzivel, porém
trabalhoso e que consome muito tempo na sua execucao (Estes et al.,
2001).

Hemaglutinacdo por imunoaderéncia (IAHA): este ensaio foi
desenvolvido para avaliar o nivel de anticorpos em estudo de
soroprevaléncia. Para este fim a IAHA é um ensaio sensivel e especifico,
requerendo pouca quantidade de antigeno; entretanto, ndo é eficiente
para a deteccdo de antigeno nas fezes, devido a presengca de
hemaglutininas n&o especificas nesse espécime clinico, exigindo a
utilizacado de antigeno, pelo menos, parcialmente purificado (Greenberg e
Kapikian, 1978);

EIE: estes utilizam-se soros hiperimunes obtidos em animais de
laboratério infectados com calicivirus animais. Sdo simples e de uso em
grande escala nos estudos epidemioldgicos. Contudo, para calicivirus
humanos, os EIEs sdo menos efetivos em funcdo da diversidade
molecular desses virus, 0 que leva a uma baixa deteccédo de antigenos e
a necessidade de um painel de antisoros hiperimunes para multiplos tipos
antigénicos dos HuCVs (Chiba et al., 2000). Para o desenvolvimento de
imunoensaios mais eficazes, maior produ¢do de antigenos recombinantes
do capsideo, representando mais tipos antigénicos, sdo necessarios para
a deteccdo de resposta imune homodloga (Jiang et al., 2000). Nao
obstante, os EIEs tém sido desenvolvidos para deteccdo de antigenos

para norwalk virus em amostras de fezes, sendo considerado um ensaio
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com sensibilidade similar ao radioimonoensaio e tendo, ainda, a vantagem

de oferecer maior estabilidade dos reagentes utilizados e a nao utilizacao

de radiois6topos (Chiba et al., 2000; Jiang et al., 2000; Richards et al.,

2004).

Desde a década de 90, com a disponibilidade de técnicas moleculares de
amplificacdo, sequenciamento e expressao gendmica, tem sido possivel a
caracterizagdo gendmica e antigénica dos calicivirus humanos. Dentre as
metodologias disponiveis, destacam-se:

a) RT-PCR: tem tido larga aplicagdo no diagnéstico de infeccao por
calicivirus a partir da detecgao do genoma em amostras clinicas e ambientais
(Parashar et al., 1998). O sequenciamento completo de algumas amostras de
calicivirus humanos tem permitido a utilizagdo de pares de iniciadores
especificos para genogrupos individuais e a genotipagem das amostras. Em
comparagao com a ME, a RT-PCR é um método mais eficaz na detecgao viral,
se considerada a pequena quantidade de material viral necessaria no espécime
clinico, bem como o periodo de maior sensibilidade de deteccdo viral pos-
infeccao (Parashar et al., 1998).

Os pares de iniciadores mais utilizados na RT-PCR sado aqueles
desenhados a partir do gene para RNA polimerase viral, por ser esta uma
regiao conservada no 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, para a helicase ou mesmo a regido da RLA1, séo
também utilizadas para desenho dos iniciadores especificos (Vainio et al.,
2001). O uso da RT-PCR para a amplificagdo do material gendmico tem
revelado a extrema diversidade destes virus e a dificuldade em desenvolver um
sistema de deteccédo que englobe todos os calicivirus, sendo, portanto,
aconselhavel utilizar de multiplas areas do genoma como alvo para os
iniciadores, ampliando, assim, a chance de deteccgéo viral (Green et al., 1995;
Estes et al., 2001).

b) A PCR em tempo real também utilizada no diagnéstico dos calicivirus,
identifica o RNA alvo com maior sensibilidade, uma vez que a deteccdo da
amplificacdo é feita através da captacdo de fluorescéncia. Esta técnica
apresenta também maior especificidade devido a utilizagdo de uma sonda

especifica para o fragmento alvo na reagdo. A amplificacdo e a detecgédo do
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DNA sao realizadas simultaneamente em um sistema fechado, dispensando
procedimentos adicionais como a corrida eletroforética dos produtos em gel de
agarose e fotodocumentacdo. Com a eliminagdo destas etapas, os resultados
sao obtidos mais precocemente pela PCR em tempo real quando comparada a
convencional. Trata-se de método automatizado e que permite uma analise
quantitativa (Richards, 2004).

c) Ensaio de hibridizacao: este ensaio tem a vantagem de confirmar o
diagnéstico por PCR. A desvantagem do mesmo é o numero de sondas
especificas necessarias para hibridizar os varios genoétipos de calicivirus
(Maunula et al., 1999).

d) Ensaio de mobilidade heteroduplex (HMA): este ensaio tem sido
utiizado para a identificagdo de acido nucléico como uma alternativa ao
sequenciamento, por ser mais rapido e menos oneroso (Mattick et al., 2000). O
ensaio mostra a heterogeneidade genémica entre duas amostras de virus, uma
amostra teste e uma amostra referéncia. Os dois amplicons obtidos por PCR
de moléculas de DNA heteroduplex sado formados quando amplicons
divergentes sdo misturados e submetidos a desnaturagao pelo aquecimento e
anelamento. Estes amplicons apresentam redugcéo na mobilidade eletroforética
em gel de poliacrilamida, comparada ao homoduplex do mesmo tamanho. O
procedimento é simples e rapido, e serve como ferramenta para a observagéo

de divergéncia genética entre amostras do mesmo virus (Delwart et al., 1993).

2.4.6 Prevencao e controle

O mecanismo de infeccdo e imunidade para os HuCVs é pouco
conhecido, e tem sido feito basicamente por intermédio de estudos com
Norwalk virus (Lindesmith et al., 2003).

Os calicivirus induzem a uma imunidade fugaz, considerando estudos
realizados com reinfeccdo por um mesmo sorotipo, onde se observa uma
imunidade de seis a quatorze semanas. O norovirus induzem uma imunidade
heterotipica de curta duracdo e homotipica duradura, com base em infeccao

experimental (Dolin et al., 1972; Wyn-Jones et al., 2000; Rodriguez-Guillén et
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al., 2005). Nas infecgbes por calicivirus, tem sido observado tanto a produgéo
de IgA secretora, quanto de IgG sérica. Apesar da producédo desta ultima,
parece que € a presenca da IgA de mucosa que confere resisténcia ao virus.
Fatores ndo imunoldgicos na resisténcia a infecgdo por norovirus foram
observados a partir de estudos realizados em voluntarios, onde se determinou
o nivel de anticorpos no soro e jejuno de individuos infectados. Nestes estudos,
as médias geométricas de titulos de anticorpos no soro e fluido jejunal n&o
foram correlacionadas com resisténcia a doencga. Pelo contrario, individuos que
desenvolveram a doenga tinham uma meédia de titulos de anticorpos no fluido
jejunal e no soro bem mais elevado do que os individuos que nao se tornaram
doentes. Uma das explicagbes sugeridas é a da possibilidade da existéncia de
variabilidade genética determinada pelos receptores virais no trato intestinal, o
que conferiria uma resisténcia a infec¢ 8o, na auséncia de anticorpos (Parrino
et al., 1977, Greenberg et al., 1978; Baron et al., 1984; Lindesmith et al.,
2003).

A compreensao dos mecanismos precisos da transmissao viral é
necessaria para uma prevencao eficaz da infecgcdo por estes agentes. Os
calicivirus sédo altamente infecciosos, podendo ser transmitidos por meio do
alimento de trés formas tipicas: contaminagéo por ostras, por manipuladores de
alimento contaminados ou ainda por agua de irrigacdo e/ou na lavagem de
frutas e vegetais (Greening et al., 2001; Lopman et al., 2002; Lopman et al.,
2004). A lavagem efetiva das mé&os e a desinfecgcdo de material contaminado
podem diminuir a transmissao intrafamiliar ou em instituicbes. Outro fator
importante na prevencdo deste patdbgeno € um efetivo tratamento da agua
potavel (Lopman et al., 2004).

Os norovirus constituem a segunda causa néo bacteriana de gastrenterite
no mundo. Muitos portadores do virus s&o assintomaticos, porém sao
potenciais transmissores de pessoa a pessoa. As “virus-like particles” (VLP)
similares ao fragmento do capsideo viral, produzidas em maior escala
utiizando o sistema de baculovirus, através de técnicas recombinantes
constituem uma alternativa segura para o desenvolvimento de vacina contra os
norovirus. Estas particulas sdo antigenicamente similares ao virus nativo,

porém desprovidos de acido nucléico e consequentemente, incapazes de
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causar doenca. Elas s&o estaveis em baixo pH, portanto podendo ser utilizada

através da via oral (Souza et al., 2007; Lindesmith et al., 2003).
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3. JUSTIFICATIVA

A importancia epidemiolégica das diarréias virais em recém nascidos

ampliou a preocupagdo com a presenca de infecgdo na gestante, relacionando-
a com a possivel transmissdo vertical e, principalmente, com a via de
transmissao oro - fecal, diante de uma méae (cuidadora do recém nascido)
contaminada por gastroenterovirus.

No exercicio profissional em clinica obstétrica do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goias, tem sido observado uma aparente associacao
entre malformagdes congénitas e morte neonatal e o diagndstico laboratorial de
infeccdo materna e do feto por virus. Trabalho de dissertacdo de Mestrado
apresentado pelo autor da presente tese (Ferreira, 2005), feito sobre a infec¢ao
da gestante por citomegalovirus, reforgou sua percepgéo clinica em relagéo a
importancia das infec¢des virais na gestacdo, que comprometem a viabilidade
e a qualidade de vida do produto da concepcgéo.

e Considerando que os virus gastroentéricos (rotavirus, adenovirus
entéricos, astrovirus e calicivirus humanos) constituem a causa isolada
mais importante de gastroenterite em criangas com até cinco anos de
idade, em todo o mundo;

e Considerando que a infecgdo neonatal nao impede a ocorréncia de re-
infeccao;

e Considerando que os individuos com deficiéncia do sistema imunitario
(humoral e/ou celular) possam ser mais susceptiveis ao
desenvolvimento destas gastoenteroviroses;

e Considerando que as mulheres gravidas e os individuos portadores de
HIV se encontram em condicdo de especial vulnerabilidade as
infecgbes virais;

e Considerando ainda a fragilidade das referéncias bibliograficas
disponiveis sobre o tema no Brasil,

O presente trabalho se propde detectar rotavirus, adenovirus, calicivirus e

astrovirus em mulheres, gestantes e ndo gestantes portadoras ou n&o do virus
HIV, buscando associagdo destas gastroenteroviroses com processos que

diminuem a capacidade imunologica individual.
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4. OBJETIVOS

Identificar a presenca de virus gastroentéricos (rotavirus, adenovirus,
astrovirus e calicivirus) em mulheres atendidas no servico de
ginecologia e obstetricia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Goias (UFG) em Goiania, Goias.

Buscar associagdo entre a presenca destes virus e a baixa de
imunidade caracteristica em mulheres gestantes e/ou portadoras do
HIV



5. MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo prospectivo de deteccao do indice de prevaléncia

dos virus gastroentéricos (rotavirus, adenovirus, astrovirus e calicivirus) em
mulheres gravidas ou nao, soropositivas ou ndo para HIV, atendidas em
consultas no servico de ginecologia e obstetricia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goias, em Goiania (HC-UFG). O estudo foi realizado
no periodo de 01 de julho de 2006 a 30 de junho de 2007, através da pesquisa
destes virus em amostras de fezes destas pacientes.

Durante este periodo foram atendidas 4040 mulheres nos ambulatérios de

ginecologia e obstetricia do HC-UFG, das quais 84 participaram da pesquisa.

5.1 Populagao estudada

A populacdo de estudo foi composta por mulheres que procuraram
espontaneamente ou foram encaminhadas para consultas nos servigcos
selecionados, no periodo pré-fixado. De acordo com os critérios definidos para
a inclusédo e permanéncia no grupo, foram excluidas as portadoras de doencas
gastrointestinais crénicas que poderiam evoluir com episédios diarréicos
(doenga de Chron, lupus, sindrome do colon irritavel). Todas as participantes
confirmaram suas anuéncias formais, de acordo com o instrumento aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das

Clinicas da Universidade Federal de Goias (Protocolo numero 133/05).

5.2 Coleta de amostras fecais

Um instrumento de coleta preparado para os fins deu origem ao banco de

dados que concentra informacédo sobre a identificagdo das pacientes (idade,
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histéria obstétrica anterior e da atual gestacéo), antecedentes de episddios de
diarréia, carga viral para HIV e contagem de células CD4 e CD8 para as
mulheres positivas para gastroenteroviroses (Anexo pg 125).

Rigoroso manual de procedimentos garantiu a adequagdo e a
homogeneidade na coleta dos dados. A coleta das amostras fecais foi feita em
recipientes especificos, no HC ou em suas residéncias, quando necessario,
sendo imediatamente acondicionadas sob refrigeracédo (em caixas de isopor
com gelo) e entregues no mesmo dia ao Laboratério de Virologia do Instituto
de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias
(IPTSP), onde o material foi estocado a —20°C, até a realizagdo dos exames.

A coleta foi feita bimestral durante 12 meses, cobrindo possiveis
variagdes sazonais de circulagdo viral. A coleta de rotina se repetiu com

freqUéncia diferenciada em caso de manifestacdo de processo diarréico.

5.3. Metodologia de identificagao e caracterizagao genémica

5.3.1 Preparo das Suspensodes Fecais

As amostras fecais foram inicialmente processadas para a obtencéo de
uma suspensao a 20%, em tampao salina fosfato (PBS) pH 7.4. As suspensdes
foram entdo homogeneizadas e clarificadas por centrifugacéo a 3000 x g por 10

minutos. Os sobrenadantes foram coletados e estocados a -20°C

5.3.2 Deteccao de Rotavirus A

As amostras foram analisadas visando a deteccdo de Rotavirus A por
duas metodologias:

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (EGPA), seguindo a descricao de
Pereira et al. (1983), com a coloracédo do gel feita pela prata, de acordo com
Herring et al. (1982);
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Ensaio Imunoenzimatico (EIA) RIDASCREEN® Rotavirus, conforme

instrugdes do fabricante (R-Biopharm)

5.3.2.1 - EGPA

a) - Extracéo do dsRNA viral

As suspensbdes fecais das amostras coletadas, bem como a amostra
protétipo de rotavirus de simio (SA-11) usada como padréo, foram incubadas
com sulfato duodecil de sodio (SDS) a 10%. Em seguida, o dsRNA viral foi
extraido com fenol/cloroférmio (volume/volume) e o sobrenadante foi entao
precipitado com etanol absoluto e NaCl a 20%, por no minimo 18 horas, a
- 20°C.

b) - Preparo das amostras para aplicagcao no gel de poliacrilamida

Apébs o periodo de no minimo 18 horas, as amostras foram centrifugadas
por 10 minutos, a 14.000g, para a total precipitacdo do dsRNA. O pellet
(sedimento) resultante foi entdo re-suspendido em tampédo de amostra
incubado a 60°C por 30 minutos e aplicado em gel de poliacrilamida, em cuba
de eletroforese vertical contendo tampéao de corrida (Tris/glicina 1X). O sistema
foi entdo submetido a uma corrente elétrica de 40 miliamperes (mA), por 3 a 4
horas. Ap6s o término da corrida, o gel foi fixado em uma solugéo de etanol a
10% e acido acético a 0,5%, e submetido a coloracao pela solugao de nitrato
de prata a 0,01M e revelado por solugdo contento NaOH 3% e formaldeido a
0,76%.

5.3.2.2 - EIE

O ensaio RIDASCREEN® Rotavirus consiste de um método "sandwich"
para a detecgdo de antigenos do grupo Rotavirus, onde os orificios da
microplaca sao sensibilizados com anticorpos monoclonais contra a proteina
VP6. Adicionou-se a suspensao fecal juntamente com outro anticorpo

monoclonal anti-rotavirus, conjugado com a peroxidase. A reacdo € revelada
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pela solucdo de substrato, composta pelo cromogeno tetrametilbenzidina
(TMB) e pelo peréxido de hidrogénio (H20.). A reacgéo é bloqueada pelo uso de
2M H.SO.. A leitura da reagdo é realizada em espectrofotbmetro, com a
utilizacéo de filtro simples no comprimento de onda de 450 nm (Behring EL
311). O ponto de corte (cut-off) & definido como o valor da absorbancia do
controle negativo acrescentado-se 0,15 de unidade. As amostras sé&o
consideradas positivas para rotavirus quando apresentam densidade Optica
(DO) maior que o valor do ponto de corte (respeitando uma margem de erro de
10%).

5.3.3 Deteccao de Adenovirus

O ensaio RIDASCREEN® Adenovirus consiste de um método "sandwich"
para a deteccao de antigenos para Adenovirus, onde os orificios da microplaca
sao sensibilizados com anticorpos monoclonais contra o antigeno. Adicionou-
se suspensao fecal juntamente com um anticorpo monoclonal anti-adenovirus,
conjugado com a peroxidase. A reacéo é revelada pela solu¢cado de substrato,
composta pelo cromoégeno tetrametilbenzidina (TMB) e pelo H.O.. A reacéo é
bloqueada pelo uso de 2M H,SO, e a leitura sendo realizada em
espectrofotbmetro. O ponto de corte (cut-off) é definido por um valor
acrescentado-se 0,15 de unidade de absorbéncia a medida da absorbancia do
controle negativo. As amostras sdo consideradas positivas para adenovirus
quando apresentam densidade 6ptica (DO) maior que o valor do ponto de corte

(respeitando uma margem de erro de 10%).

5.3.4 Deteccao de Astrovirus

a) Extragdo do ssRNA viral

O ssRNA viral foi extraido a partir de suspensdes fecais a 20% de acordo
com o método descrito por Boom et al., (1990) com modificacbes (Cardoso et

al., 2002). Para o procedimento, em tubos tipo eppendorf foram adicionados
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300 pL da suspensao fecal, juntamente com 800 pL de tampéo L6
(isotiocianato de guanidina/TRIS-HCI 1 M Ph 6,4/EDTA 0,2 M pH 8,0/Triton-X
100) e 20 pL de Proteinase K (10 mg/rnL) (Invitrogen®/Life Technologies).
Procedeu-se a homogeneizagao por inversao e incubagdo em banho-maria a
56°C por 10 minutos. Apds, foram adicionados 200 pL de etanol absoluto
(Quimex) gelado e 15 pL de silica (Sigma-Aldrich®), quando entdo, se
procedeu agitacdo em vortex seguida de incubacéo sob agitacdo a temperatura
ambiente por 15 minutos (agitador KLINE-EVLAB modelo EV:O7E). Depois, a
amostra era centrifugada a 9.000 X g por 30 segundos, o sobrenadante era
descartado e ao sedimento foram adicionados 500 pL de tamp&o L2
(isotiocianato de guanidina/TRIS-HCI 1M pH 6,4), seguindo-se de centrifugacéo
de 9.000 X g por 30 segundos. A seguir, o sobrenadante era novamente
descartado e o sedimento submetido a uma etapa de lavagem com 500 pL de
etanol a 70% gelado e a uma lavagem com 500 uL de acetona P.A. gelada. As
lavagens foram seguidas de centrifugacao nas mesmas condi¢cdes anteriores.
Apss novo descarte do sobrenadante, o material precipitado era incubado em
banho-maria a 56°C por 15 minutos para completa evaporagdo e entéo
ressuspendido em 40 pL de agua Milli-Q estéril tratada com DEPC
(USB@Corporation/Amersham Biosciences) a 0,1%. A amostra era entédo
agitada em vortex, incubada a 56°C por 15 minutos, sendo posteriormente,
agitada novamente em vortex e centrifugada a 9.000 X g por trés minutos. O
sobrenadante era entdo coletado e armazenado a - 20°C até o momento do

uso.

b) Obtencdo do cDNA (DNA complementar)

A transcricdo reversa foi realizada em tubos tipo eppendorf, onde foram
adicionados 16 pL do RNA viral obtido na extracdo e 2 pL do iniciador
randomico pd(N)6 (Random Hexamer -Amersham Biosciences). Esta mistura
era incubada a 80°C durante 10 minutos para a realizagdo da desnaturacao e,
posteriormente, em banho de gelo por cinco minutos. A seguir, era adicionada
a mistura de reacdo para a obtencdo do cDNA, volume total de 50 pL,
contendo tampao 1X de reagado: PCR buffer (TRIS-HCI 20 mM pH 8,4/KCI 50
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mM), 0,4 mM de cada dNTP, 4 mM de MgCl,, 20 U/uL de inibidor de RNAse e
120 U/ pL da enzima transcriptase reversa MMLV. A amostra era entdo
incubada em banho-maria a 42°C durante 60 minutos e o material armazenado

a-20°C até o uso.

c) Reagao em cadeia pela polimerase (PCR)

A PCR foi realizada utilizando os iniciadores especificos Mon 269 e Mon
270 (Quadro 1) direcionados para a regiao RLA2 do genoma viral, conforme

descrito por Noel et al., (1995).

Quadro 1 - Seqiéncia dos iniciadores utilizados para a PCR, para a deteccao
do material gendmico de astrovirus.

INICIADOR | POLARIDADE SEQUENCIA POSICAO GENOMICA
Mon 269 Positiva CAACTCAGGAAACAGGGTGT 4526-4545
Mon 270 Negativa TCAGATGCATTGTCATTGGT 4955-4974

Para a realizagdo da PCR eram utilizados 10 uL do cDNA obtido ao qual
era adicionado em tubos tipo eppendorf, a mistura de PCR. Esta era composta
pelos mesmos reagentes utilizados para obtengdo do cDNA com excecao do
inibidor de RNAse e da transcriptase reversa que foram substituidos por 2,5
U/uL da enzima Taq DNA polimerase e pela utilizagdo dos iniciadores
especificos (0,4 uL Mon 269-270) e 1,2 mM de MgCl,. A seguir, a amostra era
levada ao termociclador (Eppendorf Mastercycler Personal) para o
procedimento da amplificacdo em 40 ciclos (94°C por 30 segundos, 50°C por
30 segundos e 72°C por um minuto), seguindo-se de uma elongacgao final a

72°C por 10 minutos.

d) Eletroforese em gel de agarose

Apds a amplificacdo, 20 pyL do produto da PCR e o padrao de peso
molecular 123 bp DNA ladder (InvitrogenTM/Life Technologies), eram
misturados a 1 pyL do tamp&o corante da amostra (azul de bromofenol,
xilenocianol, glicerol) e aplicados em gel de agarose (InvitrogenTM/Life
Technologies) a 1,5% contendo 0,5 mg/mL de brometo de etideo e, submetido

a uma corrente elétrica de 80 volts por 30 a 40 minutos em tampao 1X
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TRIS/Borato/EDTA (TBE). Em todas as reagbes foram utilizados controles com
amostras reconhecidamente positivas para astrovirus e como controle negativo
utilizou-se agua Milli-Q estéril. Procedida a eletroforese, o gel era examinado
em transluminador (Macro Vue UV-20 — Hoefer Scientific Instruments) com luz
ultravioleta para observacao do produto esperado de 449 pares de bases.
Todas as etapas da reacao foram executadas em ambientes separados e

assépticos, com a finalidade de evitar a contaminacao.

5.3.5 Genotipagem de Astrovirus Humanos (HAstVs)

As amostras positivas para astrovirus foram submetidas a genotipagem
empregando a metodologia de Nested/RT-PCR, utilizando iniciadores
direcionados para a regiao ORF2 do genoma viral, conforme descrito por
Sakamoto et al., (2000) com modificagdes.

a) Reacao em cadeia pela polimerase pdés-transcri¢cao reversa (RT-
PCR)

Inicialmente, cada amostra positiva foi submetida a uma nova extragéo
para a obtencdo do ssRNA viral. Apés, procedia-se a realizagdo da transcricéo
reversa, onde em tubo tipo eppendorf, era adicionado 1,4 uL do par de
iniciadores PreCAP1 e 12Gr (33 pM de cada) (Quadro 02) e 8 uL do RNA viral
obtido na extragdo, e entdo esta mistura era incubada a 95°C durante 5
minutos para a desnaturacédo, e posteriormente, em banho de gelo por 5
minutos. A seguir, era adicionada a mistura de reagéo para obtengao do cDNA
em um volume final de 25 pL, contendo 0,2 mM de cada dNTP, tampao de
reacao 1X (PCR buffer — 20 mM de TRIS/HCI pH 8,4 — KCI 50 mM), gelatina a
0,01%, 2 mM de DTT (dithiothreitol), 2 mM de MgCl,;, 100 U/uL da enzima
transcriptase reversa SuperScript™ Il (Invitrogen™ / Life Technologies) e 12
U/uL do inibidor de ribonuclease RNaseOUT™ Recombinant (Invitrogen™ / Life
Technologies). A amostra era, entéo, incubada em banho-maria a 42°C durante
60 minutos e, ap6s esta incubagao, era submetida a primeira amplificacdo do
DNA pela PCR.
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Para a realizacdo desta etapa, era adicionado ao mesmo tubo tipo
eppendorf empregado para a obtengdo do cDNA, uma mistura de PCR para um
volume final de 25 pL. Esta era composta pelos mesmos reagentes e
condi¢cdes de concentragdo empregados na etapa anterior, com excec¢ao da
ndo utilizacdo do par de inciadores PreCAP1 e 12Gr, gelatina, transcriptase
reversa e inibidor de ribonuclease e pela utilizagdo de 1,5 U/uL da enzima Taq
DNA polimerase (Invitrogen™ / Life Technologies). A seguir, a amostra era
levada ao termociclador (Eppendorf Mastercycler Personal) para a primeira
amplificagdo por PCR em 40 ciclos (94°C por um minuto para desnaturacao;
45°C por dois minutos para anelamento; 72°C por trés minutos para extenséo),

seguindo-se de um ciclo de extensao final a 72°C durante 7 minutos.

Quadro 2 - Sequéncia dos iniciadores utilizados na RT-PCR para a
genotipagem de astrovirus humanos.

Iniciador | Polaridade Sequéncia Posicdo Genbmica
PreCAP1 | Positiva | GGACTGCAAAGCAGCTTCGTG -82 — 62
12Gr Negativa [TTTTTTTTTTTITTTTTTGC 2454-2473

b) Segunda etapa de amplificagao do DNA - NESTED-PCR

Apds a realizagdo da RT-PCR, os produtos obtidos de cada amostra
eram, entdo, submetidos a uma nova etapa de amplificacdo, a nested-PCR.
Para a realizagdo desta etapa, foram adicionados em tubos tipo eppendorf, 2,5
ML do produto obtido na RT-PCR e 2 pL da mistura dos iniciadores END e pool
genotipo-especificos AST-S1 — AST-S8 (33 uM de cada) (Quadro 3). A seguir,
foi adicionada uma mistura de reacédo de Nested-PCR para um volume final de
25 pL, contendo os mesmos reagentes e condigdes de concentragédo
empregados na primeira etapa de amplificacdo do DNA pela PCR, com
excecdo para o MgCl, (1,4 mM). As condigbes para a realizagdo da
amplificacdo foram semelhantes as empregadas na primeira amplificagdo do
DNA.
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Quadro 3 - Sequéncia dos iniciadores utilizados na nested-PCR para a
genotipagem de astrovirus humanos.

Posicéo

Iniciador | Polaridade Sequéncia Genbmica
AST-S1 | Positiva AACCAAGGAATGACAATGAC 2166-2185
AST-S2 | Positiva ACCTGCGCTGAGAAACTG 2247-2264
AST-S3 | Positiva CTGCTTGCATCTGGTCTTTCA 2283-2303
AST-S4 | Positiva TGATGATGAAGACTCTAATAC 2071-2091
AST-S5 | Positiva TAGTAACTTATGATAGCC 2014-2031
AST-S6 | Positiva TGGCCACCCTTGTTCCTCAGA 1951-1971
AST-S7 | Positiva CTAGACAACAACACCCCG 1842-1859
AST-S8 | Positiva | GGTAAGTGGTACCTGCTAACTAG 1753-1775

END Negativa TCCTACTCGGCGTGGCCGC 2377-2359

c) Eletroforese em gel de agarose

Apos a realizacao da segunda etapa de amplificagdo do DNA, 10 pL do
produto obtido de cada amostra, juntamente com os padrbes moleculares 50
bp DNA ladder e 100 bp DNA ladder (0,5 ug/uL de cada), além dos controles
positivo (HAstV-1) e negativo (Agua MilliQ), eram misturados a 1 pL do tampao
corante da amostra (azul de bromofenol, xilenocianol, glicerol) e aplicados em
gel de agarose a 2% contendo 0,5 mg/mL de brometo de etideo e, submetido a
uma eletroforese de 80 volts durante 60 minutos em tampao
TRIS/Borato/EDTA (TBE) 1X. Procedendo-se a eletroforese, o gel era
examinado em transluminador com luz ultravioleta para observacdo do
amplicon correspondente a cada genotipo de astrovirus: HAstV-1 (212 pb),
HAstV-2 (158 pb), HAstV-3 (119 pb), HAstV-4 (258 pb), HAstV-5 (388 pb),
HAstV-6 (427 pb), HAstV-7 (548 pb) e HAstV-8 (599 pb).
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5.3.6 Deteccao de Calicivirus

A deteccao de calicivirus foi realizada por RT-PCR, fazendo-se a extracéo
do RNA viral, a partir de solug¢des fecais a 20% pelo método da silica, utilizando
o isotiocianato de guanidina, como descrito por Boom et al., (1990), modificado

por Cardoso et al., (2002), conforme ja especificado para astrovirus.

5.4.6.1 - Obtencao do cDna

a) - A transcrigéo reversa foi realizada utilizando-se o iniciador randémico
pd(N)s (Random Hexamer — Amersham Biosciences) e a PCR utilizando-se os
iniciadores E3/NI e 289/290 descritos por Green et al., (1995) e Jiang et al.,
(1999), respectivamente.

b) - Para o procedimento, um volume de 20uL de RNA foi acrescido de
2uL do iniciador randémico pd(N)6 (Amersham Biosciences). A desnaturagao
era feita a 80°C por 10 minutos e, apos, era adicionada mistura de reacéo para
um volume final de 50 pL [0,4 mM de cada dNTP (Amersham Biosciences), 1x
tampéo de reacao (Invitrogen), 4 Mm MQgCl,, 20 U/uL de inibidor de RNAse
(Invitrogen), 200 U/uL transcriptase reversa MMLV (USB)]. A reacédo era
processada a 42°C por 60 minutos em banho-maria.

c) - Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR): Eram utilizados, para a
reacao de amplificagdo, 10 pL do cDNA empregando dois conjuntos de
iniciadores especificos: E3/NI (Green et al., 1995), que detecta norovirus Gl e
Gll, e 289/290, que detecta norovirus e sapovirus (Jiang et al., 1999) (Quadro
4). A reacéo foi feita em um volume final de 50 pL, utilizando-se os reagentes
nas mesmas concentracdes como da reagdo para obtencdo do cDNA, com
excecao de 1,5mM MgCl,, 1,5U/ uL Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 0,4 uM
de cada iniciador. A ciclagem era realizada nas seguintes condi¢gdes: 35 ciclos:
15 segundos/95°C-45 segundos/40°C, um minuto/72°C e uma extenséo final
de cinco minutos/72°C. O produto da reagcdo era entdo submetido a
eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo (0,5 pL

g/mL).
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Em todas as reagbes, eram utilizadas como controle positivo de reagéo
amostras positivas para calicivirus cedidas pelo Laboratério de Virologia
Comparada da FIOCRUZ, e, como controle negativo, agua Milli Q estéril.
Todas as etapas da reagdo foram executadas em ambientes separados e
assépticos, com a finalidade de nao permitir contaminacao.

Os produtos de amplificacdo eram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etideo e visualizados em
transiluminador ultra violeta sendo comparado com o padrdo de peso
molecular, DNA Ladder 100 pb (Amersham Biosciences). O quadro 4 mostra o
tamanho esperado do fragmento amplificado considerando o par de iniciador

utilizado.

Quadro 4 - Iniciadores especificos utilizados no ensaio de RT -PCR, para a
deteccao de calicivirus e tamanho esperado do produto amplificado

INICIADOR SEQUENCIA DE DNA (5°-3’) LOCALIZAGAO PRODUTO
GENOMICA AMPLIFICADO

E3 ATCTCATCATCACCATA 4865-4881 (-) 113 pb

NI GAATTCCATCGCCCACTGGCT 4768-4788 (+) 113 pb

289 TGACAATGTAATCATCACCATA 4865-4886 (-) 319 (norovirus) ou

290 GATTACTCCAAGTGGGACTCCAC | 4568-4590 (+) 331 pb (sapovirus)

5.4 Analise do tamanho da amostra

Pelo teste de amostragem com o p = 0,24; nivel de significancia de 5% e
com erro de 9% o tamanho da amostra necessaria para o estudo foi estimado

em 84 mulheres.

5.5 Analise estatistica
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Para a analise da possivel associagcdo entre a presengca de
gastroenterovirus, a gravidez e/ou o HIV, utilizou-se o teste exato de Fisher

com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

6. RESULTADOS
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Foram examinadas 314 amostras fecais de 84 mulheres atendidas no
servico de ginecologia e obstetricia do HC-UFG, no periodo compreendido
entre 01 de julho de 2006 a 30 de junho de 2007. Elas foram distribuidas para
analise em quatro grupos caracterizados como de mulheres soropositivas para
identificacdo do HIV (gestantes e ndo gestantes) e mulheres sem a infeccéo
pelo HIV (gestantes e ndo gestantes), como se vé na Tabela 1.

A coleta do material para exame foi feita em intervalos bimestrais, com

previsdo de até cinco amostras individuais.

Tabela 1 — Distribuicdo das mulheres examinadas no servigo de ginecologia e
obstetricia do HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 2007, segundo os grupos
amostrais

Gestantes Nao gestantes Total
HIV
n % N % n %
Positivo 19 42,22 10 25,64 29 34,52
Negativo 26 57,78 29 74,36 55 65,48
Total 45 100,00 39 100,00 84 100,00
P =0,053

Nao houve diferenca significativa entre os grupos de mulheres positivas
para o HIV e HIV negativas quanto a estar ou ndo estar gestante, isto é, os
grupos (HIV positivo e HIV negativo) foram homogéneos (p = 0,053).

A distribuicdo das mulheres por faixa etaria (Figura 1) mostra que 43,7%
das mulheres tinham idade < a 30 anos, das quais cinco (7,8%) ainda
adolescentes, ou seja, tinham até dezenove anos de idade; 32,8% se incluiam

na faixa entre 30 e 4,0 anos e 23,5% tinham mais de 40 anos.
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Figura 1 - Distribuicdo das mulheres examinadas no servico de ginecologia e
obstetricia do HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 2007, segundo a faixa
etaria

Em 19 (22,6%) das 84 mulheres estudadas, foi encontrado algum virus
gastroentérico e das 314 amostras fecais coletadas 33 (10,5%) foram positivas.
Considerando o tipo de virus detectado, 14 (16,6%) mulheres, foram positivas
para calicivirus, 6 (7,1%) para astrovirus e nenhuma para rotavirus ou
adenovirus. Uma mulher apresentou infecgéo para calicivirus e astrovirus em
amostras fecais distintas (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distribuicdo dos virus gastroentéricos encontrados em 84 mulheres
estudadas no servico de ginecologia e obstetricia do HC-UFG, de junho de
2006 a julho de 2007 e proporcao de amostras fecais coletadas positivas

n.Positivas/n.examinadas

Virus
o Mulheres (N= 84) Amostras fecais (N=314)
gastro entericos
n. % n. %
Calicivirus 14 16,7 27 8,6
Astrovirus 6 7,1 6 1,9
Rotavirus - 0,0 - 0,0
Adenovirus - - - 0,0
Total 19* 22,6 33 10,5

* Uma mulher foi positiva para calivirus e astrovirus

A Tabela 3 mostra que, das 29 mulheres soropositivas para HIV, sete
(24,1%) eram positivas também para os virus gastroentéricos, enquanto que
das 55 soronegativas, doze mulheres (21,8%) eram positivas paro os virus
gastroentéricos. A anadlise estatistica dos dados mostrou que nao houve
diferenca significativa entre a presencga dos virus gastroentéricos e as mulheres
serem portadoras ou nao do HIV (p = 0,207).

Tabela 3 - Distribuicdo das mulheres positivas para os virus gastroentéricos
segundo a presenca ou nao do HIV, atendidas no servico de ginecologia e
obstetricia do HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 2007

Mulheres com virus gastroentéricos

Presl?'rlw\c;:a de Sim N0 Total
n % N % N %
Sim 07 241 22 75,9 29 100,00
Nao 12 21,8 43 78,2 55 100,00
Total 19 22,6 65 77,4 84 100,00
p=0,207

A Tabela 4 mostra que, das sete mulheres gestantes e positivas para os
virus gastroentéricos, 6 (13,3%) eram soropositivas para o HIV, enquanto que

das mulheres nao gestantes positivas para os virus gastroentéricos, seis eram
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positivas e seis eram negativas para o HIV. A analise estatistica mostra que
neste grupo de mulheres ndo foi significativa a diferenca entre a mulher
portadora dos virus gastroentéricos ser ou ndo ser gestante ou portadora do
HIV (p=0,128).

Tabela 4 - Distribuicdo das mulheres portadoras de virus gastroentéricos
segundo o estado gestacional e a infeccao pelo HIV, atendidas no servigco de
ginecologia e obstetricia do HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 2007

Gestantes (n-45) Nao gestantes (n-39) Total
Presenca de HIV
n. % n. % n. %
Positivo 06 13,3 06 15,4 12 14,3
Negativo 01 2,2 06 15,4 07 8,3
Total 07 15,5 12 30,8 19 22,6

p=0,128

No Quadro 5 observa-se que das 19 pacientes positivas para os virus
gastroentéricos, trés (15,8%) apresentaram diarreias freqiientes, sendo uma
gestante com HIV e duas gestantes sem HIV. Das 65 negativas, quatro (6,2%)
tiveram diarreias eventuais, (trés com o virus HIV, sendo duas gestantes, uma
nao gestante e outra negativa para o virus HIV e ndo gestante). Entretanto,
quando se analisou os dados relativos a carga viral nas sete mulheres positivas
para o HIV e também positivas para os virus gastroentéricos, percebeu-se que
em cinco delas (71,4%) a carga viral era indetectavel (<50 cépias por célula)
por ocasido da primeira coleta da amostra fecal. Quando se analisou os dados
relativos a imunidade celular nas 19 mulheres com amostras positivas para os
virus gastroentéricos, percebeu-se que os valores de linfécitos TCD4 estiveram

abaixo de 250 células/mm? em cinco delas (26,3%).

Quadro 5 - Distribuicdo das mulheres positivas para os virus gastroentéricos
segundo a presenca de diarréia, carga viral e dosagem de TCD4, atendidas no
servigo de ginecologia e obstetricia do HC-UFG, de julho de 2006 a junho de
2007

Diarréia* Presente: 3/19 (15,8%) Ausente: 16/19 (84,2%)

Carga viral | Detectavel: 2/7 (28,6%) Indetectavel: 5/7 (71,4%)
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TCD4 | Maior 250: 14/19 (73,7%) | Menor 250: 5/19 (26,3%)
* Diarréia nas mulheres negativas para os virus gastroentéricos:
| Presente: 4/65 (6,2%) | ausente: 61/65 (93,8%)

Os resultados da Tabela 5 mostram que a gestagao, na presencga ou nao
de positividade para o HIV como fator redutor da capacidade imunolégica (seis
e sete casos, respectivamente), esteve associada a presenca de virus
gastroentéricos em 68,4% (13 das 19) das mulheres infectadas pelos virus
estudados, embora ndo tenha observado diferenga estatistica significativa com
o0 grupo de mulheres também positivas para os virus gastroentéricos e que

eram soronegativas para o HIV e ndo gestantes (p= 0,199).

Tabela 5 - Distribuicdo das mulheres segundo sua condigdo imunoldgica
(gestante e/ou portadora de HIV) e a presenca de virus gastroentéricos,
atendidas no servi¢co de ginecologia e obstetricia do HC-UFG, de julho de 2006
a junho de 2007

Virus gastroentéricos

Total
Sim Nao
Gesta/ HIV
n % n % n %

Sim 13 68,42 41 63,08 54 64,29
Nao 6 31,58 24 36,92 30 35,71

Total 19 100,00 65 100,00 84 100,00
p=0,199

Considerando o tipo viral detectado em relagdo as condi¢gdes de infecgao
por HIV e estado gestacional foi observado que das 14 mulheres positivas para
calicivirus, quatro (28,6%) eram soropositivas para HIV e destas, trés eram
gestantes (Tabela 6), enquanto que das seis mulheres positivas para o
astrovirus, 5 (83,3%) eram gestantes e destas trés eram soropositivas para o
HIV (Tabela 7).

Tabela 6 - Distribuicdo das mulheres portadoras de calicivirus segundo o
estado gestacional e a contaminagdo pelo HIV, atendidas no servigo de
ginecologia e obstetricia do HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 2007
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N.Positivas (n=14)

HIV Gestantes Nao gestantes
n. % n. %
Positivo 03 21,4 01 7.1
Negativo 05 35,7 05 35,7
p=0,336

Tabela 7 - Distribuicdo das mulheres portadoras de astrovirus segundo o
estado gestacional e a positividade para o HIV, atendidas no servico de
ginecologia e obstetricia do HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 2007

N.Positivas (n= 6)

HIV Gestantes N&o gestantes
n. % n. %
Positivo 03 50,0 - 0,0
Negativo 02 33,3 01 16,7
p = 0,500

As mulheres positivas para os virus gastroentéricos (19) estavam
predominantemente entre as faixas etarias de 20 a 30 e 40 a 50 anos (Figura
2). Nenhuma das adolescentes apresentou infecgdo viral por virus

gastroentérico.
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Figura 2 - Distribuigdo das mulheres portadoras de virus gastroentéricos
segundo a faixa etaria, atendidas no servico de ginecologia e obstetricia do
HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 2007

Das 19 mulheres positivas para gastroenterovirus, 13 tiveram uma unica
amostra positiva e seis tiveram mais de uma amostra positiva coletada em
momentos diferentes do processo, como se vé na Tabela 8. Uma destas
mulheres teve trés amostras fecais positivas que foram coletadas com intervalo
de dois meses e uma outra foi positiva em duas amostras, porém com intervalo

de seis meses de coleta.
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Tabela 8 — Distribuicdo da presenca de virus gastroentéricos nas diferentes
amostras de fezes colhidas em cada mulher, atendidas no servico de

ginecologia e obstetricia do HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 2007

Presenca de virus gastroentéricos

- : Total
Calicivirus Astrovirus
Amostra
n % n % n %
Primeira 01 7,1 04 66,7 05 25,0
Segunda 03 21,4 00 0,0 03 15,0
Terceira 01 71 02 33,3 03 15,0
Quarta 02 14,3 00 0,0 02 10,0
Quinta 01 7,1 00 0,0 01 05,0
Primeira e segunda 01 7,1 00 0,0 01 05,0
Primeira e terceira 02 14,3 00 0,0 02 10,0
Segunda e quinta 02 14,3 00 0,0 02 10,0
Primeira/segundalterceira 01 71 00 0,0 01 05,0
Total 14 100,0 06 100,0 20 100,0

O padréao de circulagao dos calicivirus e astrovirus durante o periodo de

estudo, pode ser visto na Figura 3, que mostra maior indice de deteccao de

astrovirus nos meses de junho e agosto e de calicivirus nos meses de

setembro

e

outubro.
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Figura 3 - Distribuicdo de frequéncia dos gastroenterovirus nas mulheres
atendidas no servi¢co de ginecologia e obstetricia do HC-UFG, de julho de 2006
a junho de 2007

A genotipagem das 6 amostras de astrovirus mostrou predominancia do
genotipo 1, encontrado em quatro amostras, deteccdo do genoétipo 3 em uma

amostra e do gendtipo 8 em outra amostra.




7. DISCUSSAQ

Os virus gastroentericos ndo tem sido objeto de preocupacdo durante a
asistencia ao pré-natal. A ocorréncia relatada neste estudo e o papel da méae
como veiculo transmissor do virus, sugere ac¢des de orientagbes preventiva
neste periodo e ainda nos motiva a incentivar as pesquisas cientificas na busca
de vacinas efetivas para este grupo de virus

As informacgbes disponiveis na literatura ndo foram suficientes para
responder as muitas inquietagdes advindas da histéria natural dos
gastroenterovirus na populacdo adulta. Ndo se dispbe de dados desta
natureza, especificamente analisados em relacdo a mulheres gestantes e a
possiveis associagdes entre a infeccdo e o desenvolvimento do feto ou do
recém-nascido.

Esta proposta de trabalho se caracterizou, portanto, como uma primeira
aproximagcdo em relacdo ao problema, agrupando, para os fins, virus
gastroentéricos de apresentacdo mais freqlente na clinica médica e que
apresentam caracteristicas epidemiologicas similares (rotavirus, adenovirus
entérico, astrovirus e calicivirus (Hutson et al., 2003).

No presente estudo os virus gastroentéricos estiveram presentes em
22,6% das mulheres avaliadas, representados pelos calicivirus e astrovirus.
Dados da literatura apontam a ocorréncia desses virus no Brasil em
percentuais que variam entre 12 e 47% de criangcas com gastroenterite,
atendidas em ambulatérios ou hospitais (Linhares, 2000; Kapikian et al., 2001,
Cardoso et al., 2003). No entanto, dados sobre a prevaléncia destes agentes
na populacdo adulta sdo escassos. A infeccdo se da, preferencialmente, na
infancia, considerando-se os altos indices de infecgdo prévia pelos diversos
tipos de virus gastroentéricos entre as criangas com mais de trés anos de idade
(Wilhelmi et al., 2003; Okitsu-Negishi et al., 2004).

Tais consideracdes feitas inicialmente passaram a exigir maior atencéo e
mais conhecimento da histdria natural das gastroenteroviroses e do desenho
epidemioldgico de sua manifestacéo regional.

Nos paises em desenvolvimento os virus gastroentéricos sao os principais

responsaveis pela gastroenterite infantil aguda, principalmente os rotavirus e os
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adenovirus (Kapikian et al., 2001). Entretanto, nas mulheres adultas estudadas
no presente estudo foi encontrado astrovirus e calicivirus, ndo tendo sido
detectado a presenca de rotavirus ou adenovirus. Adicionalmente nao foi
encontrado gastroenterovirus nas adolescentes estudadas. As razdes deste
perfil epidemiolégico expresso neste estudo nédo foram elucidadas, porém
impdem

a necessidade de analises dirigidas posteriores.

Em relagéo a faixa etaria predominante de 20 a 30 anos seguida de 40 a
50 anos nas portadoras de calicivirus e astrovirus avaliadas neste estudo,
necessita-se de uma maior casuitica para compreender esta distribuicao,
porém nesta populagéo adulta estudada a presenca destes virus atingiu indices
descritos em populagbes de criangas (Kapikian et al., 2001; Cardoso et al.,
2003). Interferem nesta distribuicdo as varias exposi¢des dos individuos aos
virus durante toda a vida, ao aumento da variabilidade genética viral, além de
fatores de resisténcia do hospedeiro. Admite-se que os anticorpos adquiridos
nos primeiros anos de vida confiram protecéo contra a enfermidade ocasionada
pelos astrovirus até a fase adulta, porém tende a diminuir em pessoas com
idade mais avancada (Matsui & Greenberg, 2001). Podendo interferir na
circulagao destes virus em relagéo a faixa etaria.

O padrao de circulagao dos calicivirus e astrovirus durante o periodo de
estudo, coincide com o periodo de maior circulagéo destes virus no nosso meio
e abre espaco para o levantamento de hipéteses explicativas para a freqiiéncia
da distribuicdo dos episodios ciclicos destes gastroenterovirus na nossa regiao.
Fendmeno de origem multifatorial, sua manifestacdo pode estar relacionada
com as condigcbes ambientais e com as condigbes imunologicas diferenciadas
na mulher, o que ocorre durante o processo de gestacao (Pereira et al.,2005).

Estudos sobre a transmissao vertical do citomegalovirus (Ferreira et al.,
2005), e do HIV (Chou et al., 2005a) tém mostrado que o desequilibrio
imunologico facilita a infecgéo, re-infecgdo ou o surgimento de manifestacdes
clinicas relacionadas com os processos virais (Treviio et al., 2001; Sebire et al.,
2004).

O foco em agbdes de saude coletiva e em medidas preventivas (ainda

quando nédo se dispbe de medidas curativas) colocou em evidéncia as
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mulheres gestantes (portadoras ou ndo do HIV), uma vez que se considera o
periodo gestacional como de maior vulnerabilidade imunologica.

A inclusdo de mulheres portadoras de HIV neste estudo justificou-se por
considerar a presengca de infeccdo por estes virus, como um fator de
diminuicdo da imunidade e consequente maior predisposicdo para as
manifestacbes dos virus gastroentéricos. Embora, os resultados deste estudo
tenham mostrado uma associag¢ao entre a gestac&o, acrescida da presenca do
HIV e dos virus gastroentéricos (68,4%), tendéncia ainda maior em relagcao ao
astrovirus, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o
comportamento dos dois grupos. O comprometimento imunolégico das
mulheres portadoras do HIV pode ter sido amenizado pela terapéutica
antiretroviral e pelo seguimento clinico, considerando que mais de dois tergos
delas estavam com carga viral indetectavel e CD4 superior a 250 células/mm?®.

As amostras de fezes foram colhidas em intervalo bimestral (até cinco
amostras para cada mulher), buscando a identificagdo dos virus em qualquer
uma das amostras. Esta apresentacao viral variou entre as diferentes amostras
de uma mesma mulher. Algumas mulheres apresentaram positividade para os
mesmos grupos de virus gastroentéricos em momentos diferentes do processo
Apenas uma mulher apresentou infeccédo pelos dois virus diferentes, em
momentos diferentes. Considerando que o0s virus gastroentéricos sé&o
excretados pelas fezes em até duas semanas nos pacientes
imunocompetentes e pode ser necessario um periodo de até oito semanas
para restauracao da funcgao epitelial intestinal (Cichocki et al., 2008), procura-se
entender tal distribuicdo de positividade. O mecanismo imunoldgico
desenvolvido pela mulher durante a gravidez, especifico para garantir a
tolerancia ao feto, diminui as subpopula¢des dos linfocitos B-1, responsaveis
pela producédo de auto-anticorpos poli reativos e pela regulacédo imunologica.
Esta imunossupressao sistémica durante a gestagao pode contribuir para maior
susceptibilidade a infecgdes ou reativagdes de processos virais e melhora de
doencgas auto-imunes (Clark, 1992).

Em assim sendo consideramos que esta repeticdo de positividade em
momentos diferentes em periodos de até seis meses pode ser por reinfeccao
por um sorotipo distinto do virus ou persisténcia da excrecao viral fecal do

mesmo sorotipo. A genotipagem das amostras positivas para o calicivirus
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poderia auxiliar nesta elucidagao, entretanto nao foi possivel realiza-la pela
baixa quantidade do genoma viral amplificado destas amostras.

Os astrovirus foram detectados em apenas uma amostra de fezes,
denotando, nestas mulheres avaliadas, que este virus ndo apresentou durante
este periodo, reinfecgdo ou persisténcia de excrecéao viral.

A caracterizacdo gendmica dos astrovirus encontrados expressando a
predominancia do gendtipo 1 coincide com a literatura que cita os sorotipos 1 e
2 como os mais expressivos (De Grazia et al., 2004). Cardoso et al., em 2002
ao constatarem 2,8% de astrovirus em criangas com diarréia em Goiania - GO,
observaram que os virus encontrados pertenciam ao sorotipo 1. Andreasi et al.,
em 2008 relataram 10 amostras fecais positivas para astrovirus em criancas de
Campo Grande (MS), das quais, 60% pertenciam ao sorotipo 1, 30% ao
sorotipo 2 e 10% ao sorotipo 4. Ressalta-se que ainda circulou entre as
mulheres avaliadas no presente estudo os sorotipos 3 e 8.

O acompanhamento clinico das mulheres estudadas durante o periodo
de um ano n&o revelou peculiaridades clinicas relevantes entre o grupo das
positivas para os virus gastroentéricos e as negativas. Porém houve maior
freqliéncia e intensidade de diarréias nas portadoras destes virus, 15,8% e
6,2%, respectivamente.

Assumindo-se a presenca da mae nos cuidados das criangas como uma
constante, recomenda-se atengdo a presenga dos virus gastroentéricos nas
gestantes, favorecendo oportunidade para tratamento e prevencdo da
transmissao de mae para filho, durante os cuidados diarios realizados.

A presenca dos virus gastroentéricos em mulheres gestantes deve ser
considerada sob a 6tica da sua prépria vulnerabilidade imunolégica advinda do
processo gestacional, da possibilidade de transmissao vertical daqueles virus e
da conhecida via de transmissao orofecal. Portanto, abre espago para medidas
preventivas, uma vez que ainda nao ha vacina (exceto, para rotavirus) nem
tratamento especifico para as patologias advindas de tais infeccbes e da
importancia epidemioldgica destes virus como causa de morbimortalidade

neonatal e infantil.
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8. CONCLUSOES

1. Os virus gastroentéricos estiveram presentes numa parcela relevante

(22,6%) desta populacao de mulheres adultas estudadas, representados pelos
calicivirus (16,7%) e astrovirus (7,1%). Nao foram encontrados rotavirus e
adenovirus.

2. Nas condi¢cdes do presente estudo, ndo houve associacdo entre a
gestacdo acrescida ou ndo da presenca do HIV como fator redutor da
capacidade imunologica e a presenga dos virus gastroentéricos; ou seja, o
estado gravidico e/ou ser portadora do HIV ndo aumentou a chance destas

mulheres serem portadoras dos virus gastroentéricos.
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10. ANEXOS

Senhora Gestante:

Existem algumas doengas que podem atingir a gestante que esteja
com seu sistema de defesa comprometido, muitas vezes sem sintomas
visiveis.

Algumas dessas doencgas sao viroses (causadas por Rotavirus,
Adenovirus, Astrovirus e Calicivirus) que comprometem o intestino provocando
diarréias, ma digestdo e fraqueza. Estas viroses s&o mais comuns de
acometerem criangas com até dois anos de idade, provocando desitratagdes e
muitos Obitos. Porém podem atingir a populagéo adulta, sobretudo se estiverem
com seu mecanismo de defesa contra infec¢éo, debilitado.

Portanto, estamos propondo pesquisar a presenca destes virus em
exames de fezes durante a gravidez e/ou ap6s o parto, para verificar o quanto
e 0 que eles representam para este grupo de gestantes. Embora nao exista
tratamento definido para estas doencas durante a gravidez, &€ conveniente
acompanhar com atencédo as portadoras destas viroses, observando se as
mesmas irao apresentar diarréias ou outros sintomas e ainda orientar estas
maes para aumentarem os cuidados para nao transmitirem estes virus aos
seus recém-nascidos atraves de secre¢des digestivas.

Este estudo quer avaliar a freqiéncia com que esta doenga
acomete este grupo de gestantes, deseja ajudar a ciéncia a combater este mal,
produzindo vacinas especificas e quer apoiar o servico de saude na ajuda as
maes atingidas por estas doencas.

Se vocé quiser participar desta pesquisa, sera coletado, uma vez
por més, amostras de fezes para pesquisa destes virus e ainda coleta de
material fecal durante possiveis episddios de diarréia.

Vocé nao tera nenhum gasto e o resultado Ihe sera entregue na

proxima consulta, aqui mesmo neste servigo.
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A sua participagao sera util para vocé, seu bebé, sua familia e para
toda a sociedade. Se estiver de acordo, assine o documento que lhe é

apresentado.

Rui Gilberto Ferreira
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TERMO DE CONSENTIMENTO FIRMADO POR
....................................................................... ,  PARA
PARTICIPAR DE INVESTIGACAO TENDENTE A
IDENTIFICAR A PRESENCA E CARACTERIZAR O
TIPO DE ROTAVIRUS, ADENOVIRUS,
ASTROVIRUS E CALICIVIRUS EM AMOSTRAS
FECAIS.

.................................................................................. brasileira, maior
de idade, ou representada legalmente por, declara seu consentimento para ser
incluida na pesquisa que pretende identificar e caracterizar o tipo de Rotavirus,
Adenovirus, Astrovirus e Calicivirus doencas que podem causar diarréias,
desidratacbes e 6bitos, principalmente em criangcas e adultos com organismos
apresentando  sistemas de defesas contra infecgdes debilitados. Sua
participacao consiste em autorizar a pesquisa dos virus em exames a ser
realizados em amostras de suas fezes coletadas uma vez por més ou durante
periodos em que tiver diarreia, durante o ano de 2006.

Estd devidamente informada de que ndo existem riscos inerentes
aos procedimentos necessarios para a realizacdo do exame e que 0s
resultados serdo mantidos em sigilo e devolvidos a interessada através do
NOsso servigo de pré-natal.

Nao Ihe serdo ministrados medicamentos e receberd as
informacgdes necessarias para prevenir eventuais consequéncias em relagcéo a
gravidez ou ao seu bebé. Ademais, podera contar com o apoio do servi¢o para
acdes que se fizerem necessarias.

Por estarem de acordo, firmam o presente documento:

gestante Rui Gilberto Ferreira

Pesquisador
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HC-UFG FICHA DE PESQUISA DE ENTEROVIRUS EM GESTANTEK?

Data: /[ DUM: /[ IG: DPP:

Nome: Prontuario:

Endereco:

Telefone: Bairro:

Municipio: UF:

Idade: Escolaridade: Estado Civil:

Peso: Kg Estatura: m

G: P: A: __ Nascidos Vivos: _ Morreram: __  Natimortos:

Exames ComplementareDGS_Frh D Coombs Indireto D Hemograma
[ JEAs [ ] VDRL [ ] Rubeola
D HIV DTTooxopIasmose D Glicemia de jejum
|:| Carga viral / D Glicemia p6s prandial
[ Jcp4aicp8 /1 []T7G

Intercorréncias: Gravidez / Parto / Puerperio

Término da GravideD Aborto D P.Normal |:| D cesaria
Forceps
RN: Condigdes de Vida: Peso:

Complicagdes:

Observagdes:

Assinatura
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