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RESUMO

Os calicivirus (norovirus e sapovirus) sdo importantes agentes etioldégicos da
gastroenterite aguda. Estudos recentes mostram que em pacientes
imunocomprometidos, como o0s submetidos a transplante alogénico de
células progenitoras hematopoiéticas (TACPH), a infec¢cdo por norovirus
pode levar ao agravamento dos sintomas e ser confundida com quadro
clinico da doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH). Entretanto, a
triagem para calicivirus ndo é realizada, rotineiramente, como parte dos
exames laboratoriais de acompanhamento destes pacientes. O principal
objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de norovirus (NoV) e sapovirus
(SaV) em pacientes que foram submetidos ao TACPH e proceder a
caracterizacdo molecular das amostras positivas para estes virus. Foram
obtidas amostras de fezes, coletadas semanalmente, e de soro, a cada
quinze dias, de dez pacientes que realizaram o TACPH, por um periodo
minimo de cinco meses e maximo de um ano. O fenétipo secretor dos
pacientes foi determinado utilizando um teste imunoenzimatico e a pesquisa
de calicivirus foi realizada pela RT-PCR, utilizando-se iniciadores especificos
para uma regido parcial do gene codificante para a proteina dos capsideos
dos NoV do genogrupo | e Il (Gl e GIlI) e dos SaV. Os amplicons das
amostras positivas foram submetidos ao sequenciamento genbmico e
andlise filogenética. Os resultados obtidos revelaram que de dez pacientes
participantes do estudo, oito apresentaram diarreia e vomito. Dentre esses,
seis (60%) apresentaram amostras positivas para NoV, sendo que todos
foram identificados como secretores. O periodo de excrecdo de NoV nas
fezes variou de cinco a 143 dias. Foi também detectado RNA viral nas
amostras de soro, variando de 29 a 36 dias, em cinco pacientes infectados
por NoV. Trés, dos seis pacientes, apresentaram DECH aguda intestinal.
Através do sequenciamento gendmico e analise filogenética, todas as
amostras positivas para NoV, de todos os pacientes, foram caracterizadas
como gendtipo GI.3 dos NoV, e como foi comprovada elevada identidade
nucleotidica entre elas, foram caracterizadas como um Unico haplétipo. Os
dados obtidos ressaltam a urgente necessidade da inclusdo da pesquisa de
calicivirus na rotina de exames realizados antes do transplante, bem como
durante o acompanhamento destes pacientes. Este € o primeiro relato da
ocorréncia de NoV em pacientes submetidos ao TACPH no Brasil.

Palavras-chave: calicivirus, norovirus, sapovirus, transplante alogénico de
células progenitoras hematopoiéticas, doenca do enxerto contra hospedeiro.



ABSTRACT

The calicivirus (norovirus and sapovirus) are important etiologic agents of
acute gastroenteritis. Recent studies show that in immunocompromised
patients such as those undergoing allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT), norovirus infection can lead to worsening of
symptoms and be confused with clinical symptoms of graft versus host
disease (GVHD). However, calicivirus screening is not performed, routinely,
as part of the patients’ follow-up laboratory exams. The main objective of this
study was to evaluate the occurrence of norovirus (NoV) and sapovirus (SaV)
in patients who underwent HSCT, and to conduct the molecular
characterization of the samples positive for these viruses. Fecal samples
were collected weekly, and serum samples were obtained every two weeks
of ten patients who underwent HSCT, for a minimum period of five months
and a maximum of one year. The secretor status was determined by an
enzyme immunoassay and the detection of calicivirus was performed by RT-
PCR using primers specific for a partial region of the gene encoding the NoV
genogroup | and Il (Gl and GIl) and SaV capsid protein. The genomic
sequencing was performed for positive samples. The results showed that
from ten patients participating in the study, eight had diarrhea. Among these,
six (60%) had positive samples for NoV, and all of them had a secretor
phenotype. The duration of NoV excretion in feces ranged from five to 143
days. Viral RNA was also detected in serum specimens, ranging from 29 to
36 days in the five patients infected with NoV. Three of the six patients had
acute intestinal GVHD. Through genomic sequencing and phylogenetic
analysis all NoV-positive samples were characterized as genotype GI.3, and
because they had a high nucleotide identity, they were all characterized as a
single haplotype. The data highlight the urgent need of the inclusion of
calicivirus screening in the routine testing performed before transplantation
and during follow-up of these patients. This is the first report of the
occurrence of NoV in patients undergoing HSCT in Brazil.

Keywords: calicivirus, norovirus, sapovirus, allogeneic hematopoietic stem
cell transplantation, graft versus host disease.
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1- INTRODUCAO
1.1 - Historico

Estudos em voluntarios humanos, realizados nas décadas de 40 e 50,
nos Estados Unidos e Japao, foram determinantes para a descoberta de que
agentes infecciosos ndo bacterianos e filtrhveis poderiam causar
gastroenterite. Esses estudos foram realizados por meio da administracédo
por via oral, de filtrados fecais livres de bactérias, provenientes de individuos
doentes a voluntarios saudaveis que, posteriormente, desenvolviam a
doenca. Entretanto, por décadas a etiologia desta gastroenterite aguda
permaneceu indefinida, devido a natureza fastidiosa destes agentes para se
propagar em sistema de cultura de células (Green 2007).

Em 1968, um surto de gastroenterite aguda ocorreu entre alunos e
professores em uma escola de ensino primario em Norwalk, Ohio e os
sintomas associados ao surto eram semelhantes aos da “winter vomiting
disease”, caracterizada por nauseas e vomitos em 90% e diarréia em 38%
dos individuos afetados, com duracdo dos sintomas de 12 a 24 horas (Adler
& Zickl 1969). A partir da analise de amostras fecais provenientes deste
surto, foram observadas, ao microscopio eletrbnico, particulas virais
classificadas como “small round-structured viruses” e designadas “Norwalk
virus” por Kapikian et. al (1972). Estas amostras foram armazenadas e
posteriormente utilizadas, na forma de filtrados fecais, para desafiar
voluntarios humanos. As amostras desses foram entdo examinadas, por
imunomicroscopia eletrénica (IME), sendo detectada a presenca das
particulas virais, confirmando assim a transmissdo do virus Norwalk pela via
fecal-oral e esclarecendo a etiologia da diarreia nestes casos (Green 2007).

Os virus com caracteristicas genéticas e antigénicas semelhantes ao
agente inicialmente designado “Norwalk virus” foram posteriormente
denominados norovirus- NoV (ICTV, 2012). Em 1977, outro surto de
gastroenterite ocorreu em um orfanato na cidade de Sapporo, Japao, onde

também se observou por IME a presenca de um virus morfologicamente
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semelhante aos NoV em amostras fecais de criangas afetadas, entretanto,
geneticamente distinto dos NoV, designado “Sapporo virus”. No entanto,
este se apresentou antigenicamente diferente daquele e recebe atualmente
a denominacéo de sapovirus- SaV (Chiba et al. 1979, ICTV 2012).

Na década de 80, novos estudos com voluntarios humanos foram
realizados a partir de amostras fecais contendo particulas de NoV e SaV,
ambos incluidos no grupo dos calicivirus (CV), a fim de se obter um maior
namero de particulas virais para caracterizacdo inicial do genoma. As
particulas virais foram entéo purificadas e o genoma foi clonado, amplificado
e sequenciado, resultando em grande avanco na identificacdo e
caracterizacdo molecular destes agentes (Xi et al. 1990). Estes estudos
foram também determinantes para fornecer as primeiras informacdes sobre
susceptibilidade e resisténcia a estes agentes, bem como para o inicio da
compreensao dos mecanismos de imunidade aos CV (Matsui & Greenberg
2000; Tan & Jiang 2005; Debbink et al. 2012).

1.2 - Estrutura viral e organizacdo gendmica

As particulas dos CV medem cerca de 27 a 40 nanémetros (nm) de
didametro e ndo possuem envelope, sendo o capsideo viral, de simetria
icosaédrica, constituido por uma maior quantidade de proteina VP1 e uma
menor quantidade de proteina VP2 (Prasad et al. 1999; Glass et al. 2000).

O genoma dos CV é composto por RNA fita simples (ssRNA) de
polaridade positiva, poliadenilado na extremidade 3’, de 7,4 a 8,3 Kb (Xi et
al., 1990). O genoma dos NoV apresenta trés regides de leitura aberta
(RLA), as quais codificam para as proteinas estruturais e ndo estruturais. A
RLA1, na extremidade 5’, representa em torno de 5 Kb, dois tergos do
genoma, e € responsavel pela codificacdo da poliproteina de
aproximadamente 200 KDa, a qual € autoprocessada por uma protease viral
para dar origem as proteinas ndo estruturais envolvidas na transcricdo e
replicacédo. O terco final do genoma compreende RLAsS que codificam para
proteinas estruturais: RLA2 (1,8 Kb) codifica para VP1 e a RLA3 (0,6 Kb), na
extremidade 3’, para VP2 (Hardy 2005).
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O genoma dos SaV pertencentes aos genogrupos Gl, Glll, GIV e GV
contém trés RLAS, enquanto o genogrupo Gll contém apenas duas RLAs. A
RLAL1 codifica para todas as proteinas ndo estruturais, incluindo RNA-
polimerase RNA dependente (RpRd) e a principal proteina estrutural do
capsideo, VP1. A RLA2, para uma proteina menor, similar a VP2 dos NoV e
a RLA3, para uma proteina ainda de fungdo desconhecida (Clarke &
Lambden 2000). A figura 1 mostra a organizacdo gendmica dos NoV e dos

SaVs genogrupo Gill.

Maorovirus RLA1 RLA3

RLAZ
@ Hel [VPg [Pe ] POL | [ — .
R EP e
Sapovirus
— Hel VP Pro POL CP
@ [ veq [P L [y

RLA1
RLAZ

Figura 1. Representagcdo esquematica da organizacdo gendmica dos
norovirus e sapovirus. Fonte. Disponivel em: http:Viralzone.expasy.org/
all_by species/32.html, acesso em 28/11/2013.

Os virions dos CV sao constituidos por trés proteinas estruturais:
VP1, VP2 e VPg (Hardy 2005). O capsideo dos CV é composto por 180
moléculas de VP1, organizada em 90 dimeros que formam dois dominios: o
dominio shell (S) e o dominio protruding (P). O dominio S forma a parte
interna do capsideo que contém o genoma e é, portanto, relativamente uma
regido com sequéncia de aminoacidos mais conservada entre os CV,
guando comparavel a parte externa do capsideo; e o dominio P projeta-se
da superficie do capsideo viral e é mais varidvel na sequéncia de
aminoacidos, sendo subdividido em subdominios P1 e P2 (Prasad et al.
1999). O subdominio P2 corresponde a regido de VP1 mais variavel entre os
CV, parecendo exercer um importante papel na interacdo patdégeno-
hospedeiro, e possivel evasdo do sistema imune (Donaldson et al. 2008;
Lindesmith et al. 2008; Donaldson et al. 2010; Lindesmith et al. 2012).

A VP2 representa a menor proteina estrutural dos virions, a qual atua

na encapsidacdo do RNA viral e na montagem do virus. Além disso, a VP2



14

parece aumentar a eficiéncia da expressao da proteina VP1, bem como sua
estabilidade, diminuindo a degradacdo de VP1 por proteases, durante a
montagem do capsideo (Jiang et al. 1993; Glass et al. 2000). A VPg esta
covalentemente ligada ao genoma viral na extremidade 5, e € 0 menor
componente dos virions, com uma ou duas cépias por particula (Sosnovtsev
& Green 2000). Embora VPg esteja presente no virion, ela possui
provavelmente funcdo primaria de proteina ndo estrutural, atuando durante a
replicacdo. A clivagem de uma poliproteina resulta nas proteinas néao
estruturais: proteina N-terminal, nucleosideo trifosfatase, p22, 3CL protease,
RNA polimerase e a proteina VPg, as quais sdo essenciais nos processos

de transcricéo e replicacédo viral (Seah et al. 2003).

1.3 - Taxonomia e classificacéo

Os primeiros CV estudados foram os associados a doencas em
felinos, causadores predominantemente de doenca respiratdria, que foram
isolados pela primeira vez a partir de cultura celular em 1957 na Nova
Zelandia (Fastier 1957). Esses agentes foram inicialmente classificados na
familia Picornaviridae. Contudo, a estrutura, replicacdo e propriedades fisico-
quimicas dos CV séao diferentes das dos picornavirus e, em 1978, houve a
retirada dos CV dessa familia (Green 2007). No terceiro relatério do Comité
Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV), em 1979, foi divulgada a
criacdo de uma nova familia para os CV, denominada Caliciviridae, nome
derivado da palavra latina “calix”, que significa copo ou calice e refere-se as
depressdes em forma de cdélice visiveis na superficie dos CV, ao
microscopio eletrénico (Kapikian et al 1972; Matthews 1979; Green et al.
2000).

A familia Caliciviridae € composta por cinco géneros: Norovirus
Sapovirus, ambos causadores de gastroenterite aguda em humanos. Os
outros géneros que compdem a familia: Lagovirus, Vesivirus e Nebovirus
sdo patogénicos para diversas espécies de animais como coelhos, gatos e
bovinos, respectivamente, dentre outros (ICTV 2012).

O género Norovirus € ainda subdividido em cinco genogrupos (Gl-

GV), com base na sequéncia de nucleotideos de uma regido parcial do gene
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gue codifica para a principal proteina viral estrutural (VP1) e com base em
sequéncias codificantes para a polimerase viral. Os virus pertencentes aos
genogrupos Gl, Gll e GIV infectam humanos, ja os dos genogrupos GlIl e
GV infectam bovinos e camundongos respectivamente (Zheng et al. 2006).
Os NoV podem ainda ser classificados em clusters genémicos, constituidos,
por pelo menos 35 genotipos, sendo oito pertencentes ao Gl, 21 ao Gll, trés
ao Glll, dois ao GIV e um ao GV (Zheng et al. 2006; CDC 2011). Os SaV
também séo divididos em cinco genogrupos (GI-GV), sendo 0s genogrupos
Gl, Gll, GIV e GV capazes de infectar humanos, enquanto Glll infecta
suinos. Os genogrupos Gl e GIll podem ainda ser subdivididos em sete
genatipos (Oka et al. 2012).

1.4 - Propriedades biolégicas

As particulas do virus Norwalk (variante protétipo dos norovirus GI.1)
apresentam uma densidade de 1,33 a 1,41 g/ cm3 em cloreto de césio. Os
virions permanecem infecciosos em potencial hidrogeniénico (pH) acido a
2,7 por trés horas em temperatura ambiente; tratamento com éter a 20%, a
40°C por 18 horas; incubacdo a 60°C por 30 minutos (Dolin et al. 1972;
Kapikian et al. 1973) e sdo resistentes a inativacdo com tratamento na
concentracéo de 3,75 a 6,25 mg/L com cloro. Contudo, podem ser inativados
com uma concentracdo de cloro a 10 mg/L, concentracdo adotada apenas
guando se detecta alguma contaminag¢do na agua, a qual € dez vezes
superior a concentracdo de cloro residual livre na agua tratada (0,5 - 1 mg/L)
(Green 2007).

Para uma melhor compreensdo das propriedades biologicas dos CV
gue infectam humanos, diversos experimentos sédo realizados com os CV
gue infectam os animais, visto que alguns CV animais podem ser cultivados
in vitro e os que infectam humanos ndo (Atmar & Estes 2001; Duizer et al.
2004; Papafragkou et al. 2013), no entanto, deve-se ter cautela na aplicagéo
dessas informacdes sobre CV animais aos CV que infectam humanos.

Calicivirus felino (FeCV) e canino (CaCV) permaneceram infeccisosos
por muito tempo a temperatura ambiente quando incubados em suspensao

celular, foram resistentes a inativacdo por cloro numa quantidade maior que
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300 partes por milhdo (ppm) e ao etanol a 70%, a inativagéo por calor variou
entre 37 e 100°C, por radiagdo UV-B, de 280- 300 nm. Entretanto, os FeCV
e CaCV mostraram-se sensiveis a potencial hidrogenidnico (pH) abaixo de 3
e acima de 9, sendo completamente inativados quando expostos a pH 2 por
30 minutos (Duizer et al. 2004). O modelo de NV murino (MNV), no entanto,
apresentam resisténcia a um pH variando entre 2-10 (Cannon et al. 2006),
de modo semelhante aos NoV que infectam humanos, como observado por
Dolin et al. (1972), que realizaram estudos com o0 agente Norwalk e
verificaram que esse era resistente a inativacdo quando submetido por trés
horas a pH 2,7, em temperatura ambiente. H4 estudos, no entanto, que
mostram que os MNV e os FeCV sdo sensiveis ao etanol em diferentes
concentracfes, com uma reducao consideravel da carga viral (Macinga et al.
2008; Shimizu-Onda et al. 2013), diferenciando dos NoV humanos, os quais
permanecem viaveis ap0s o tratamento com etanol a 70 % (Liu et al. 2010).

1.5- Vias de transmisséao, patogenia e caracteristicas clinicas

Os CV gque infectam humanos sdo predominantemente transmitidos
pela via fecal-oral por meio do contato direto com fezes ou da ingestdo de
agua e alimentos contaminados (Koopmans & Duizer 2004; Green 2007),
mas podem também ser transmitidos por contato pessoa-pessoa € via
ingestdo de particulas provenientes de aerossoéis formados pelo vémito de
pessoas doentes (Marks et al. 2000; 2003).

Apés adentrarem o organismo pela via oral, 0s virions, por serem
acido-resistentes, conseguem sobreviver a passagem pelo estdmago
chegando até o trato intestinal. O periodo de incubacéo desses virus varia
de 24- 48 horas, a doencga € branda e autolimitada e os sintomas duram de
12 a 60 horas em individuos imunocompetentes (Kaplan et al. 1982).
Criancas, idosos e pessoas hospitalizadas e/ou imunocomprometidos, no
entanto, podem apresentar excrecao viral prolongada e doenca grave por
CV (Koopmans et al. 2008; Bok & Green 2012).

Com base em estudos em animais de laboratorio e voluntarios
humanos, utilizando como inéculo o agente Norwalk, o sitio de replicacao

primario para os CV humanos é o trato intestinal superior. Bidpsias do jejuno
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de voluntarios exibem lesdes histopatolégicas como o alargamento e
achatamento das vilosidades do intestino delgado proximal, infiltrado de
células mononucleares e vacuolizacdo citoplasmatica, embora a mucosa
permaneca histologicamente intacta (Cheetham et al. 2006; Green 2007).
Esta inflamacdo do trato intestinal causa manifestacdes clinicas
caracterizadas por nausea, vomitos, diarreia, dores abdominais, mal-estar,
cefaleia, mialgia, dores de garganta e febre. Os sintomas mais comuns sao:
nausea, vomito e diarreia. A diarreia é normalmente aguosa, sem muco,

sangue ou leucdcitos (Rockx et al. 2002).

1.6 - Diagnostico

As manifestacfes clinicas da doenca, em humanos, causadas pelos
CV nao séo suficientes para permitir um diagnostico conclusivo. Porém, em
situacdes de surtos, onde néo é possivel a avaliacdo microbiolégica, podem-
se utilizar alguns critérios, como: auséncia de patdgenos bacterianos e
parasitarios; vémito em mais de 50% dos casos; duracdo da doenca de 12 a
60 horas e um periodo de incubacdo de 24 a 48 horas (Kaplan 1982).
Portanto o diagnéstico da infec¢do por CV deve-se basear em metodologias
laboratoriais e, diferentes técnicas podem ser utilizadas, como a observacéo
da particula viral em amostras clinicas, na deteccao de antigenos virais, e na
amplificacéo e deteccdo do genoma viral.

A microscopia eletrénica (ME) permite a visualizacdo e caracterizacao
morfologica de particulas virais a partir de amostras clinicas, no entanto,
essa técnica requer a presenca de elevada carga viral nas fezes,
microscopista altamente qualificado e equipamentos de alto custo (Doane
1994). Assim, essa técnica € inviavel para a realizacdo de grandes estudos
epidemiologicos e clinicos. A [IME consiste na observagdo de
imunocomplexos formados pelo antigeno virais, presentes nas amostras
fecais positivas, e um anticorpo de referéncia. Essa técnica, entretanto,
detecta apenas um terco das amostras fecais de individuos afetados (Kaplan
et al. 1982). Dessa forma, avancos na técnica de IME ocorreram para
melhorar a sensibilidade desta, por meio da utilizacdo da imunomicroscopia

de fase solida, que consiste no revestimento de uma “grade” com anticorpos
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especificos para os CV, que capturam as particulas virais se essas
estiverem presentes nas amostras. Estas técnicas sdo mais sensiveis que a
ME, mas sado técnicas trabalhosas cuja execucdo demanda muito tempo
(Atmar & Estes 2001).

Dentre o0s testes que detectam CV, h&d ainda o teste de
imunocromatografia (teste rapido), o qual apresenta sensibilidade e
especificidade avaliadas em 79-96% e 74-100%, respectivamente (Nguyen
et al 2007; Khamrin et al 2008). Os Kits comerciais ou testes "In house" de
ensaio imunoenzimatico (EIE) caracterizam-se por ser de facil execucao, e,
de uma maneira geral, apresentam sensibilidade que varia de 30-90% e
especificidade entre 88 % e 96% e, portanto, ndo detectam todos os CV
(Burton-MacLeod et al. 2004; Bruin et al. 2006). Os ensaios
imunocromatograficos e de EIE sdo recomendados apenas para uma
triagem inicial, em caso de surto epidémico, devendo os resultados
negativos serem confirmados por metodologia molecular (Khamrin et al.
2009, CDC 2011)

Com o desenvolvimento dos métodos moleculares na década de 90, e
0 constante aperfeicoamento das técnicas moleculares para amplificar e
caracterizar genomas de patdgenos tornou-se possivel a caracterizacéo
gendmica dos CV que infectam humanos. A reacdo em cadeia pela
polimerase pos-transcricdo reversa (RT-PCR) tem sido a técnica mais
utilizada para a deteccado e amplificacdo de regides parciais do genoma de
CV em amostras clinicas, de alimentos e ambientais. A RT-PCR é
considerada método padrdao ouro para o diagnostico dos CV (Bruin et al.
2006; CDC 2011), e a sua sensibilidade depende da escolha da regido alvo
dos iniciadores, devido a diversidade genética dos CV (Jiang, et al. 1999;
George et al. 2012). Entretanto, o sequenciamento do genoma completo de
alguns CV, que infectam humanos, vem permitindo o desenvolvimento de
pares de iniciadores cada vez mais especificos para a deteccdo e
genotipagem destes virus.

Quatro diferentes regiées do genoma: A, B, C e D tém sido utilizadas
para a caracterizacdo molecular dos CV. A regido gendmica, primeiramente
utilizada, para detectar os CV gue infectam humanos pela RT- PCR, codifica

para o gene da RNA-polimerase RNA dependente RpRd (regides A e B), a
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qual é relativamente conservada em ambos o0s géneros Norovirus e
Sapovirus (Jiang et al. 1999). Entretanto, com o0 intuito de avaliar a
diversidade genética dos CV, iniciadores para outras regides do genoma
foram desenvolvidos. Para os NoV, iniciadores foram desenvolvidos para a
genotipagem de amostras pertencentes aos genogrupos | e Il: extremidade
3’ final da RLA1 (regido B) (Fankhauser et al. 2002), extremidade 5, final da
RLA2, que tem como alvo a proteina VP1 (regidao C) (Kojima et al. 2002) e o
dominio P da proteina VP1 (regido D) (Vinjé et al. 2004) (Figura 2). Embora
as sequéncias da regido C sejam amplamente utilizadas para genotipagem
dos NoV, esta regido nédo permite distinguir as diferencas entre certas
variantes, principalmente pertencentes a Gll.4, as quais sdo predominantes
nos surtos (Zheng et al. 2010). Assim, os laboratorios que participam da rede
de vigilancia dos NoV, em diferentes partes do mundo, utilizam como alvo,
preferencialmente, a regido D (CDC 2011).

Variacbes da técnica de RT-PCR podem também ser utilizadas,
como a Nested RT-PCR, que utiliza pares de iniciadores que tém como alvo
regides mais internas, em relacdo ao par que amplifica a regidao consensual
(Kittigul at al. 2012; Lee et al. 2010). A técnica de RT-PCR Multiplex para
deteccdo simultanea e quantificacdo de NoV dos genogrupos Gl e Gill,
mostrou-se um método rapido, sensivel e de bom custo-beneficio para
deteccdo de infeccdo por NoV em surtos e casos esporadicos. A RT-PCR
multiplex consiste na utilizacdo de um grupo de pares de iniciadores,
permitindo a caracterizacdo dos genogrupos (I e Il) dos NoV e SaV, e ainda
gue mais de um tipo de virus RNA causador de gastroenterite, como, por
exemplo, CV e astrovirus, sendo também detectados (Kojima et al. 2002;
Yan et al. 2003).

RLA1 RPRd | - N RLA3

R
2] EIRE o

Figura 2. Representacdo esquematica das regides do genoma dos norovirus
utilizadas para a genotipagem. Siebenga et al. 2009, com modificagdes. RNA
polimerase RNA dependente; RLA- regido de leitura aberta.
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Mais recentemente, a RT-PCR em tempo real, que utiliza fluor6foros
intercalantes de DNA fita simples, como o SYBR GREEN ou sondas
marcadas como o TAQ Man, vém sendo utilizado para a determinacéo do
namero de copias gendmicas dos CV por meio da emisséo de fluorescéncia
por esses compostos que € diretamente proporcional a quantidade de
produto formado na reacdo. Esta metodologia apresenta alta especificidade,
sensibilidade e reprodutibilidade, permitindo o monitoramento em tempo real
da quantidade de CV em amostras clinicas e até mesmo em amostras
alimentares e ambientais. Possui, ainda, a vantagem da menor manipulagéo
das amostras com menor possibilidade de contaminagcdo e erro na
execucdo. A alta sensibilidade, no entanto, da RT-PCR em tempo real
detecta poucas coépias gendmicas, podendo diagnosticar até mesmo
individuos sem as manifestacfes clinicas da doenca (Alkhouri & Danziger-
Isakov 2011; CDC 2011).

1.7 - Imunidade, susceptibilidade e resisténcia

A maioria das informacbes sobre a imunidade e
susceptibilidade/resisténcia advém de ensaios clinicos de infeccéo
experimental em voluntarios humanos (Lindesmith et al. 2005; Debbink et al.
2012).

No primeiro estudo realizado, voluntarios desafiados com o prot6tipo
Norwalk (NoV GI) apresentaram diarreia e vdmito e, de uma forma geral,
mostraram-se resistentes a uma nova infeccao pela mesma variante viral até
6 a 14 semanas ap0s o primeiro desafio. Contudo, quando esses mesmos
voluntarios foram desafiados com NoV heterotipicos, como Hawaii virus,
também ficaram doentes. De modo semelhante, os voluntarios desafiados
com o virus Hawaii, que havia desenvolvido sintomas, foram susceptiveis
aos NoV, revelando as caracteristicas de uma resposta imune homotipica e
de curta duragao nas infec¢des por NoV (Wyatt et al. 1974).

Em outro ensaio, doze voluntarios foram desafiados com NoV e estes
desafios sequenciais mostraram dois padrdes distintos de reposta a
infeccdo: um padrdo de susceptibilidade e outro de resisténcia. Seis

voluntarios desenvolveram doenca gastrointestinal a partir do desafio inicial,
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e esses novamente desenvolveram tal doenca apés um novo desafio 27 a
42 meses depois, sugerindo que néo foi conferida uma imunidade de longa
duracédo pela infeccdo. Em contraste, 0os outros seis individuos nédo ficaram
doentes com o primeiro desafio e também foram resistentes a um novo
desafio 31 a 34 meses depois (Parrino et al. 1977).

Para se avaliar os determinantes da resisténcia aos NoV de alguns
voluntarios adultos, Greenberg et al. (1981) analisaram o soro e 0s niveis de
anticorpos a partir de fluido do jejuno em voluntarios antes que esses
recebessem o desafio de NoV. N&o foi observada correlagcdo entre esses
niveis de anticorpos e a resisténcia a infec¢cdo por CV. Pelo contrério, os
niveis de anticorpos no fluido jejunal de voluntarios susceptiveis foram
significantemente mais altos que os de voluntarios resistentes. Uma
interpretacdo dessas observacfes € que os niveis de anticorpos contra NoV
sdo um indicador de exposicdo passada e consequente susceptibilidade,
enquanto a auséncia ou baixos niveis de anticorpos significam relativa
resisténcia a infeccdo por NoV.

Embora os NoV sejam altamente infecciosos, estudos com voluntérios
mostraram que esses mantiveram-se nao infectados, mesmo apés serem
desafiados com altas doses desses virus, ndo ficando claro, portanto, se
esses voluntarios permaneceram sem sintomas devido a uma resisténcia
genética a infecgdo, resisténcia inata ou por uma imunidade pré-existente
aos NoV (Matsui & Greenberg 2000; Donaldson et al. 2010; Li et al. 2012).
Ha estudos, no entanto, com “virus-like particles” (VLPs) que relacionam a
susceptibilidade/resisténcia a infec¢cdo por NoV com os antigenos do grupo
sanguineo humano (AGSH).

As VLPs sdo particulas comparaveis em tamanho, morfologia e
propriedades antigénicas aos virions de NoV, entretanto, por ndo possuirem
genoma viral, ndo sao infecciosas. Essas podem ser produzidas a partir de
diversos sistemas de expressdo como 0s baculovirus, células vegetais e de
mamiferos, possibilitando um grande progresso nos estudos dos CV,
podendo ser utilizadas em estudos de analise da interacéo entre o virus e a
célula hospedeira, bem como em estudos da resposta imunolégica do
hospedeiro a infeccdo e sdo fortes candidatas as vacinas contra estes

agentes (Parra et al. 2012).
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As VLPs ligam-se aos AGSH, os quais podem ser secretados na
mucosa intestinal da maioria dos individuos, tornando-os susceptiveis a
infeccdo por NoV, enquanto pessoas que ndo secretam estes antigenos na
mucosa, sao resistentes a esta infeccdo (Marionneau et al. 2002) . A relacéo
entre a expressao destes antigenos e a susceptibilidade aos NoV vem sendo
confirmada, em alguns estudos, utilizando os NoV Gl e algumas variantes do
Gll, incluindo GIl.4 (Larsson et al. 2006; Lindesmith et al. 2008; 2012).
Acredita-se que os NoV infectam individuos que tém o gene que codifica
para a enzima funcional alfa-1,2 fucosiltransferase (FUT2), sendo
denominados individuos secretores positivos (Lindesmith et al. 2003). A
FUT2 media a expressao do carboidrato H tipo-1, ndo s6 na superficie das
células vermelhas do sangue, mas também na superficie das células
epiteliais de mucosas, bem como sua secrecdo em fluidos corpéreos, como
a saliva (Marionneau et al. 2001). Individuos que apresentam mutacfes na
enzima FUT2 sdo ndo secretores e, portanto, ndo expressam 0s antigenos
do grupo sanguineo na mucosa intestinal, os quais sdo necessarios para a
ligacdo e consequente penetracdo dos CV nas células hospedeiras, sendo
considerados, portanto, individuos resistentes a infec¢cdo (Thorven et al.
2005). Algumas mutacdes de inativacdo do gene FUT2, responsaveis pelo
fendtipo ndo secretor ja foram identificadas: mutacdo G428A nonsense, a
qual representa mais de 95% das mutacdes de inativacdo encontradas na
populacdo da Europa e da Africa descendente; mutacdo atenuada A385T
missense, encontrada em alta frequéncia nas populacdes asiaticas (Oriol et
al. 2000). Aproximadamente 20% dos europeus sdo homozigotos recessivos
para a mutacdo de inativacdo G428A e nao produz o carboidrato H tipo-1
(Marionneau et al. 2002).

Apesar da realizacao dos diversos estudos, ainda ndo se compreende
muito bem os mecanismos de resposta imune a infec¢cdo por NoV e, menos
ainda se sabe sobre a imunidade aos SaV, porque a maioria dos estudos
foram realizados com os genogrupos | e Il dos NoV (Lindesmith et al. 2005;
Matsui & Greenberg 2000). Alem disso, os estudos com voluntarios
desafiados utilizavam inéculos com nimero muito maior de particulas virais
do que a quantidade necesséria para causar a doenga, pois se estima que

18-20 particulas virais de NoV sejam suficientes para iniciar uma infeccéo
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(Tenius et al. 2008). Dessa forma, a imunidade homotipica desenvolvida a
partir de doses virais similares aquelas que ocorrem na comunidade, pode
levar ao desenvolvimento de outro padrdo de resposta imune,
provavelmente, mais amplo e duradouro (variando de 4 a 8 anos), como
mostrado em modelos mateméaticos de transmissao de NoV na comunidade
(Simmons et al. 2013).

1.8 - Epidemiologia

As gastroenterites representam uma das principais causa de
morbidade e mortalidade em todo o mundo e a segunda causa de morte em
criangas menores de cinco anos de idade. A organizacdo mundial de saude
estima que existam pelo menos 4,6 bilhdes de episddios de doencas
diarreicas, com aproximadamente 2,2 milhdes de mortes associadas as
gastroenterites a cada ano, sendo 1,5 milhdo em criancas menores de cinco
anos de idade (WHO 2009).

Os CV, principalmente os norovirus (NoV), sdo responsaveis pela
maioria dos casos de gastroenterite epidémica ndo bacteriana em diversos
paises do mundo como Estados Unidos, Holanda, Reino Unido e China,
dentre outros (Dai et al. 2011; Tam et al. 2012; Verhoef et al. 2012; Bernard
et al. 2013; Sai et. 2013; Vega et al. 2013). O “Centers for Disease Control
and Prevention” (CDC) estima que, a cada ano, somente nos Estados
Unidos, mais de 20 milhdes de casos de gastroenterites agudas sejam
causados por NoV (CDC 2011).

Os surtos por NoV ndo sdo incomuns, e tém sido reportados,
principalmente em lugares semifechados e com aglomeracdo, como
cruzeiros, restaurantes, asilos, escolas e creches (Koopmans et al. 2008;
Vivancos et al. 2010; Danial et al. 2011; De Oliveira et al. 2013). Surtos em
ambiente nosocomial sdo também comuns (Siebenga et al. 2008; Sukhrie et
al. 2011).

No Brasil, estudos tém demonstrado indices de positividade para CV
que variam de 9 a 67% (Ferreira et al. 2008; Xavier et al. 2009; Ferreira et al.
2012). Entretanto, deve-se observar que o tipo de populacdo e os métodos

de detecgédo para a caracterizacdo molecular de NoV sdo muito variaveis.
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Também no Rio de janeiro, entre os anos de 1994 a 2008, 538
amostras fecais provenientes de 23 surtos e também de casos esporadicos
em criancas menores de cinco anos de idade de uma creche, foram testadas
para a deteccdo de rotavirus, astrovirus e NoV, sendo os virus detectados
em 47,7% dos casos. As taxas de deteccdo foram de 16,1% para rotavirus,
6,3% para astrovirus e 33,4% para NoV. Assim, este estudo demonstrou o
impacto das gastroenterites por NoV nestas criangas, superando até mesmo
0s casos de infec¢des por rotavirus, que sdo mais comumente associadas a
gastroenterites em criancas dessa faixa etéria (Ferreira et al., 2012).

Morillo et al. (2011) relataram que em S&o Paulo, no verdo de 2010
foram reportados varios surtos de gastroenterite por NoV, detectados pelo
Centro de Vigilancia Epidemiolégica de Sao Paulo.

Em estudo realizado, no Centro-Oeste do Brasil, os CV foram
detectados em 7,6% e 8,6% das amostras fecais de criancas menores de
cinco anos de idade com gastroenterite aguda (Borges et al. 2006; Andreasi
et al. 2008).

Com relagédo a variabilidade genémica dos NoV circulantes em todo o
mundo, tem-se observado que certos genotipos dos NoV estdo mais
associados a rotas especificas de transmisséo, por exemplo, as variantes de
Gll.4 estdo mais comumente associadas a transmissao pessoa-pessoa,
engquanto que algumas variantes do Gl, a surtos associados ao consumo de
agua e alimentos contaminados (Siebenga et al. 2007; Matthews et al.
2012). Os NoV pertencentes aos genogrupos | e Il sdo responsaveis pela
maioria das infec¢des por NoV na comunidade (Matthews et al. 2012).

Héa pelo menos duas décadas, tem sido observada a predominancia
de circulacdo de amostras pertencentes ao Gll.4 que tem sido parcialmente
explicada pelo fendmeno de mudanga antigénica (“antigenic drift”),
caracterizado por constantes mutagcdes no genoma viral, que ocorrem
principalmente na regido codificante do capsideo viral, resultando em evasao
da imunidade (Lindesmith et al. 2008). Esta caracteristica das amostras Gll.4
resulta em rapida disseminacéo viral, ocasionando surtos no mundo todo
(Siebenga et al. 2009).

No Rio de Janeiro, Brasil, criancas de uma creche no municipio de

Resende, Rio de Janeiro, apresentaram casos espontaneos de
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gastroenterite aguda. Além disso, municipios vizinhos também relataram
surtos de gastroenterites. Foram obtidas amostras fecais de adultos e
criancas envolvidos, sendo os norovirus detectados em 66% das amostras,
as quais foram caracterizadas como GlI.4 (Ferreira et al. 2008).

Recentemente, em Goiania, foi realizado um monitoramento de
criangas frequentadoras de uma creche, sendo observada excregao
assintomatica e prolongada, além de uma elevada variabilidade genética das
amostras positivas para NoV e SaV (De Oliveira et al. 2013).

A infeccao prolongada por CV tem sido observada entre os pacientes
hospitalizados e/ou imunocomprometidos, como 0s que apresentam infeccao
pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), os pacientes com
cancer elou submetidos a transplante de Orgdos solidos e de células
progenitoras hematopoiéticas, dentre outros tipos de transplante (Bok &
Green 2012). Siebenga et. al. (2008) relataram que a infeccdo por NoV foi
responsavel por doenca e excrecdo de forma prolongada nas fezes de
pacientes hospitalizados. Roos-Weil et al. (2011) analisaram amostras de 20
pacientes com diarreia cronica que receberam transplante renal, dentre
esses, 16 apresentaram infec¢do por NoV, que durou em média 8,7 meses.
Schorn et al. (2010) também relataram infec¢do crbénica por NoV, com
persistente excrecdo viral e diarreia intermitente em pacientes que
receberam transplante renal. Roddie at al. (2009) relataram infeccao
prolongada por NoV, em média trés meses, em paciente que receberam
TACPH. Outros estudos relatam diarreia crénica e infec¢do prolongada por
CV em criancas, ap0s essas receberem transplante intestinal, renal, e de
medula O0ssea ou apresentando alguma outra forma de
imunocomprometimento (Kim et al. 2011; Saif et al 2011; Chehade et al.
2012; Robles et al. 2012; Munir et al. 2013).

Os estudos citados mostram a ampla circulacado dos CV que infectam
individuos em diversas partes do mundo, fato esse que se deve, em grande
parte, as caracteristicas biologicas e a elevada variabilidade genémica e

antigénica destes virus.
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1.9 - Prevencéo, controle e tratamento

As medidas de saneamento basico e higiene pessoal contribuem para
a diminuicdo dos casos de gastroenterites, principalmente, os relacionados a
infeccdo bacteriana e parasitaria. No entanto, essas praticas ndo sao
suficientes para prevenir a ocorréncia das gastroenterites virais (Rockx et al.
2002). Dentre os agentes etioldgicos das gastroenterites virais, destacam-se:
os rotavirus (Chen et al. 2012), adenovirus entéricos (Shimizu et al. 2007),
astrovirus (de Benedictis et al. 2011), calicivirus (norovirus e sapovirus)
(Ushijima 2009; Chen & Chiu et al. 2012), dentre outros.

N&o ha métodos especificos voltados para a prevencdo e o controle
dos CV que infectam humanos, mas algumas medidas simples, como a
higienizacdo das maos, por no minimo 20 segundos, com agua e sabao,
reduz o numero de micro-organismos por meio da remocdo mecanica
(Sickbert- Bennet et al. 2005). Em alguns estudos, a lavagem das maos com
agua e sabdo, por 20 segundos, mostrou- se mais eficaz na reducdo dos
NoV que o alcool, o qual ndo demonstrou consideravel reducdo do namero
de copias genbmicas pela anélise por PCR em tempo-real (Liu et al. 2010).

Em casos de surtos, deve-se primeiramente investigar o0 modo de
transmissao e a possivel fonte de contaminacao, alertar para as medidas de
higiene das maos, excluir funcionarios doentes até 48- 72 horas apoés a
resolucdo dos sintomas para interromper a transmisséao viral. Em ambientes
fechados ou instituicbes (hospitais, cruzeiros, asilos, escolas, orfanatos,
acampamentos militares e similares) € recomendado o isolamento dos
doentes por 24- 48 horas apds a resolucdo dos sintomas. Depois da
realizacdo da limpeza para remover sujidades, realiza-se a desinfeccao das
superficies do ambiente, utilizando solucdo a base de cloro de 1000- 5000
ppm (diluicdo de 1: 50- 1:10 da agua sanitaria pura) (CDC 2011). As
contaminacgdes alimentares que ocorrem durante o preparo dos alimentos,
devem ser evitadas por meio da lavagem continua das maos. Os
manipuladores de alimentos devem usar luvas plasticas para o preparo de
alimentos crus (Thornton, et al 2004). Funcionarios doentes ndo devem
preparar alimentos por um periodo minimo de trés dias apds o cessar dos

sintomas, para evitar novos surtos de gastroenterite (Parashar et al. 2001).
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Ha estudos, no entanto, que relatam que mais de 30% das infec¢des por
NoV sdo assintomaticas, e, neste caso, ha excre¢cdo do virus, mesmo que
em menor guantidade se comparado as pessoas sintomaticas, o que
propicia a disseminacao viral e novos casos de surtos (Gallimore et al. 2004;
Garcia et al. 2006; Phillips et al. 2009).

Como nao ha métodos eficazes para a prevencédo e controle dos CV,
o desenvolvimento de uma vacina vem sendo exaustivamente estudado para
reduzir a incidéncia das gastroenterites virais. InUmeros obstaculos, no
entanto, como: a existéncia de multiplos gendétipos; imunidade contra os CV
ndo muito bem compreendida; dificuldade no cultivo in vitro e
estabelecimento de um modelo animal ideal para o estudo dos CV que
infectam humanos tornam as pesquisas mais lentas e complexas (Cheetham
et al. 2006, Souza et al. 2007; Sestak et al. 2012). Vacinas candidatas vém
sendo testadas para uso na prevencdo da doencga causada pelos CV que
infectam humanos, baseadas nos estudos da ligacdo das VLPs aos AGSH,
no entanto, ndo esta ainda bem estabelecido que os CV realmente usem as
mesmas propriedades de ligacdo aos carboidratos que as VLPs. Se
realmente for comprovado que os CV que infectam humanos tém as
mesmas propriedades de ligacdo, esses estudos poderdo ajudar no
desenvolvimento de vacinas, antivirais e terapias para reduzir a doenca e a
transmissao das infecgdes por CV (Hutson et al. 2004; Atmar et al. 2011;
Lindesmith et al. 2012; Richardson et al. 2013).

Ainda ndo h& um antiviral para o tratamento das gastroenterites por
CV, o tratamento consiste basicamente na reidratacdo, usando-se fluido oral
com liquidos isotdnicos. A hospitalizacdo em casos de desidratacdo grave,
embora rara, pode ser necesséaria. Sintomas como cefaleia, mialgia e
nausea podem ser combatidos com analgésicos e antitérmicos (Treanor &
Dolin 2000).

Entretanto, 0 composto nitazoxanida tem sido proposto para o
tratamento das gastroenterite virais, demonstrando maior eficacia contra os
rotavirus quando comparado com os demais patdégenos virais (Rossignol &
El- Gohary 2006). Em paciente adulto submetido a transplante de medula
O0ssea, com diagnostico de DECH pulmonar e cutanea, além de

gastroenterite por NoV, este medicamento foi capaz de resolver a diarreia
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profusa, apesar da excrecdo assintomatica durar mais de trinta dias, sendo
portanto, uma alternativa terapéutica segura, uma vez que a reducédo da
imunossupressao ndo era uma opc¢ao viavel, devido a doenca do enxerto
contra hospedeiro (Siddiq et al. 2011).

1.10- Transplante de Células Progenitoras Hematopoiéticas, doenca do

enxerto contra o hospedeiro e ainfec¢cdo por calicivirus

O transplante de células progenitoras hematopoiéticas (TCPH) é
usado primariamente no tratamento de doencas hematolégicas malignas
(leucemias e linfomas), mas também para desordens autoimunes e
hereditarias, anemia de Fanconi, aplasia medular, anemia falciforme, erros
inatos do metabolismo, entre outros casos (Edward & Copelan 2006). Os
transplantes sao classificados em trés principais tipos: isogénicos/
singénicos, autbélogos e alogénicos. Os transplantes isogénicos/ singénicos
ocorrem entre individuos geneticamente idénticos (gémeos monozigoticos);
entre 0 mesmo individuo é denominado autdlogo, ou seja, as células
progenitoras utilizadas sdo do proprio paciente; em individuos da mesma
espécie, porém, geneticamente diferentes, o transplante € denominado
alogénico, que consiste na retirada da medula 6ssea de um doador
previamente selecionado por testes de compatibilidade sanguinea (Azevedo
& Ribeiro 2000).

O transplante alogénico consiste na infusdo de células progenitoras
hematopoiéticas de um doador aparentado ou ndo aparentado, originadas
da medula éssea, sangue periférico ou sangue do corddo umbilical, utilizado
para reconstituir o sistema hematopoiético doente ou danificado, do receptor,
por quimioterapia e/ ou radioterapia. Ha estudos que demonstram vantagens
clinicas do emprego de células do sangue periférico se comparado as
células da medula o6ssea para a realizagdo do transplante, como:
recuperacdo hematopoiética mais rapida, resultando em menor morbidade,
reducdo do numero de transfusdes de plaquetas e glébulos vermelhos e,
menos causas de infec¢cdes. Além disso, as células-tronco do sangue
periférico mobilizadas sédo tratadas com fatores de crescimento, que

propiciam o aumento destas células circulantes em cem vezes ou mais. No
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entanto, o uso das células-tronco do sangue periférico para o transplante
esta mais relacionado ao desenvolvimento de doenca do enxerto contra
hospedeiro cronica (DECHc) (Chang et al. 2012; Zhang et al. 2012). O
transplante com células provenientes do corddo umbilical tém a capacidade
de reconstituir o sistema hematopoiético, entretanto, apresenta um reduzido
namero de células progenitoras hematopoiéticas quando comparado ao
transplante de células periféricas, sendo realizado somente em criangas ou
em individuos com baixo peso corporal (Vigorito & De Souza 2009).

Em geral, o transplante alogénico de células progenitoras
hematopoiéticas (TACPH) resulta em uma maior imunossupressao do
organismo do paciente, a fim de evitar a principal complicacdo decorrente
deste tipo de transplante, que € o desenvolvimento da doenca do enxerto
contra hospedeiro (DECH), caracterizada pela rea¢do dos linfécitos T do
doador aos tecidos do receptor, resultando em doenga primariamente na
pele, figado e trato gastrointestinal. No primeiro trimestre, essa complicacéo
€ denominada aguda, ap0s este periodo, cronica. A DECH geralmente
ocorre devido a incompatibilidade imunogenética entre o doador e receptor,
infusdo de linfécitos T imunocompetentes do enxerto no receptor e
incapacidade do receptor de rejeitar as células T do doador (Paton et al.
2000). Para a profilaxia da DECH sdo comuns: o uso combinado de
ciclosporina e metotrexato, corticoides, tacrolimus e micofenalato mofetil,
que tém funcdo imunossupressora (Balman et al. 2009).

A DECH intestinal aguda (DECHa) usualmente inclui manifestacdes
clinicas caracterizadas por nausea e diarreia liquida profusa, sendo o
vOmito um sintoma menos comum. Dores abdominais severas, diarreia
sanguinolenta e a perda de grande quantidade de fluidos caracterizam o
avanco desta doenca (Balman et al. 2009).

As infec¢Bes fungicas, bacterianas, virais e parasitarias, podem
ocorrer depois do transplante, mesmo em pacientes que nao desenvolvem a
DECH, devido ao estado de imunocomprometimento do paciente, como
resultado da quimioterapia e terapia imunossupressora. Dentre essas, as
mais comuns sao as de origem gastrointestinal. As gastroenterites podem
ser causadas principalmente por bactérias, protozoarios e virus. Adenovirus,

rotavirus tém sido relatados como importantes agentes etioldgicos virais
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causadores de gastroenterite em pacientes imunocomprometidos
(Liakopoulou et al. 2005; Danziger-lsakov 2013; Rynans 2013). No entanto,
os CV, principalmente os NoV, vém recentemente ganhando grande
destaque por estarem associados a significativa causa de morbidade e
mortalidade neste grupo de pacientes, incluindo aqueles submetidos a
transplante de células tronco e 6rgaos sélidos (Doshi et al. 2013; Robles et
al. 2012; Saif et al. 2011; Schwartz et al 2011; Ebdrup et al. 2010; Schorn et
al. 2010; Roddie et al. 2009). Acredita-se que, dentre as complicacdes
causadas pela infeccdo por NoV estdo os danos a mucosa, aumentando a
vulnerabilidade destes pacientes a infeccdo por bactérias intestinais
(Castagnola et al. 2008; Nelson et al. 2012).
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2- JUSTIFICATIVA

Pacientes imunocomprometidos, como 0s pacientes que receberam
TACPH sédo submetidos a diversos procedimentos que resultam em um
estado grave e prolongado de imunocomprometimento: radioterapia e
quimioterapia para o tratamento da doenca e como etapa preparatéria para o
enxerto e, logo depois do transplante, continuam sendo tratados com
diversos medicamentos imunossupressores, a fim de que ndo haja uma
resposta das células do paciente receptor contra as do doador. Essa
imunossupressao melhora a sobrevida do enxerto, entretanto, deixa 0s
pacientes suscetiveis a diversas complica¢fes infecciosas (Danziger-lsakov
2013).

Nos pacientes submetidos a TACPH, diarreia liquida e nauseas, sao
sintomas comuns e muitas vezes relacionadas a DECHa intestinal, sintomas
esses que também caracterizam a infeccao por CV. Portanto € de extrema
importancia diferenciar a causa dos referidos sintomas, pois o tratamento
realizado para a DECHa consiste em uma maior imunossupressao do
paciente, o que pode resultar em piora do quadro clinico nos casos de
infeccéo por CV (Roddie et al. 2009; Schwartz et al. 2011).

Ademais, apesar de estudos recentes terem destacado a ocorréncia
de CV, principalmente NoV, em pacientes submetidos a TACPH (Robles et
al. 2012; Doshi et al. 2013) nao foi ainda realizado nenhum estudo
prospectivo de monitoramento a longo prazo da infeccdo por CV nesta
populacao.

Diante do exposto, € de suma importancia a conducdo de um estudo
na intencdo de se observar a ocorréncia da infeccdo por NoV/SaV em
pacientes pos-transplantados, os fatores associados a infeccdo por estes
agentes nesta populacdo, bem com determinar as caracteristicas
moleculares destes virus. Estas informagfes sdo de relevancia para que o
diagnostico da infecgdo por CV seja incluido na rotina de exames, tanto
durante o preparo para o transplante, quanto apds, na fase de

acompanhamento clinico e laboratorial da referida populacéo de estudo.
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3- OBJETIVOS

3.1- Geral

- Monitorar pacientes submetidos ao TACPH para a infec¢do por NoV/SaV.

3.2- Especificos

- Pesquisar NoV/SaV em amostras de soro e fezes obtidas de pacientes
submetidos ao TACPH,;

- Avaliar o tempo de excrecado viral e duracdo do RNA viral no soro dos
pacientes;

- Realizar a caracterizagdo molecular das amostras positivas para NoV/SaV;
- Avaliar a associacdo entre a positividade para NoV/SaV e: grupo
sanguineo e/ou fenétipo secretor dos pacientes, presenca de determinados

sinais e sintomas clinicos apresentados e piora do prognostico dos pacientes
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4 - MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo prospectivo descritivo de monitoramento da
infeccdo por NoV/SaV, realizado pelo periodo de um ano em pacientes que
foram submetidos a transplante alogénico de células progenitoras
hematopoiéticas (TACPH).

As amostras clinicas dos pacientes foram coletadas somente apds o
preenchimento e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) (Apéndice 1). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFG (protocolo 429/11) (Anexo 1) e do Hospital Araujo Jorge
(Anexo 2).

Foi utilizado como critério de incluséo o tipo de transplante: alogénico
e aparentado. Como critério de exclusao foi definido o transplante ser do tipo

autélogo.

Questionario:

A partir da ficha de investigacao clinica (Apéndice 2), preenchida por
médicos e enfermeiros responsaveis, foram obtidas informacdes sobre os
principais sintomas e sinais clinicos apresentados pelos pacientes durante o

periodo de estudo.

Revisao de prontuarios médicos:
Os prontuarios médicos foram revisados, para a obtencdo de

informacdes clinicas e dados laboratoriais utilizados neste estudo.

Descri¢édo da Unidade de Transplante de Medula Ossea do Hospital Aradjo
Jorge

A Unidade de Transplante de Medula Ossea (UTMO) do Hospital
Araujo Jorge/Associacdo de Combate ao Cancer em Goias (HAJ/ACCGO)
foi criada em 2000 e € o primeiro e unico servi¢o credenciado pelo Ministério
da Saude para este tipo de procedimento em todo Centro-Oeste e Distrito
Federal pelo Sistema Unico de Saltde. Nos Ultimos trés anos, a
UTMO/HAJ/ACCGO realizou uma meédia anual de 14 TACPH e 29

transplantes autélogos de células progenitoras hematopoiéticas. A unidade
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possui quatro leitos para o atendimento de transplantados, quartos: 217,
218, 219 e 220, interligados por um corredor em comum. Existe uma
antessala, a qual contém uma pia destinada a lavagem das maos, armarios
contendo os capotes limpos e estéreis e uma bancada, na qual se encontra
0s prontuarios dos pacientes que estdo na unidade de transplante e as
prescricbes médicas de cada um deles. Uma porta separa a antessala do
corredor, o0 qual tem entrada para os quartos dos pacientes. No corredor da
unidade encontram-se armarios com gavetas, onde se localizam os
medicamentos e materiais necessarios para o atendimento dos pacientes.
Todos quartos sédo equipados com filtro HEPA (High Efficiency Particulate
Air), que garante a filtragem do ar. Além disso, cada quarto dispbe de
banheiro e pias individuais, como medida de prevencdo de contaminacdes
entre pacientes.

Todos os funcionarios da unidade usam mascara, luva e jaleco. Os
pacientes ndo podem circular no corredor da unidade de transplante, no
entanto, os acompanhantes entram e saem do corredor, para buscar alguns
pertences dos pacientes que eles estdo acompanhando, para a realizacao
das refei¢cdes, no refeitdrio préprio para isso, as quais sédo oferecidas pelo
préprio hospital, e para usar o banheiro. Antes de entrar no corredor da
unidade, os acompanhantes lavam as maos na pia da antessala e vestem
capote. A alimentacdo dos pacientes € realizada no quarto em que cada um
se encontra, ndo sendo permitida a entrada de nenhum alimento trazido de
fora do hospital e o0s pacientes s6 podem consumir agua mineral,

disponibilizada também pelo hospital.

Figura 3. Representacdo esquematica da organizag&o espacial
da Unidade de Transplante de Medula Ossea do HAJ/ACCGO.
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4.1- Populacao de estudo

Foram incluidos, neste estudo, dez pacientes da UTMO do Hospital
Araujo Jorge- Associacdo de Combate ao Cancer de Goias (AAC-GO), que
foram submetidos ao TACPH, no periodo de outubro de 2012 a julho de
2013.

4.2- Material de estudo

Foram coletadas amostras de saliva, soro e fezes de todos os
pacientes participantes do estudo. Apenas uma amostra de saliva foi
coletada, de cada paciente, para determinacdo do gendtipo/fendétipo
secretor. Amostras de soro e fezes foram coletadas antes e apés a
realizacdo do transplante. As amostras de fezes foram coletadas
semanalmente, e com maior frequéncia, diariamente ou, a cada dois dias, no
advento da gastroenterite, e as de soro a cada duas semanas até a alta

médica.

Apos alta dos pacientes, esses retornavam as consultas ambulatoriais
e, portanto, os espécimes clinicos eram coletados nos dias das consultas
médicas de rotina. Pesquisas, nas fezes, de outros agentes patogénicos,
como os agentes bacterianos: Clostridium difficile, Salmonella, Shigella,
Campylobacter sp, Escherichia coli; agentes virais como: adenovirus,
astrovirus e rotavirus; e agentes parasitarios, ndo foram realizadas.
Amostras de sangue para a realizacao de cultura de aerébios e fungos sao
colhidas somente no advento de febre e/ou sinais de infecgao.

4.3- Metodologia
4.3.1- Processamento das amostras coletadas

As amostras de sangue foram coletadas em tubos secos a vacuo e
incubadas a temperatura ambiente até completa coagulacdo com posterior
centrifugacédo a 3.000 rpm por cinco minutos para a obtencdo do soro. As
amostras de soro foram entédo aliquotadas (duas aliquotas por amostra) em
frascos apropriados e armazenadas a -20°C e a -70°C até o momento do

uso.
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As amostras de fezes foram coletadas em frascos coletores estéreis e
estocadas a 4°C até serem transportadas (em no maximo duas horas) para
o laboratorio de Virologia/IPTSP/UFG, onde eram processadas para a
obtencdo de uma suspenséo fecal a 20% em tampéo salina fosfato (PBS)
pH 7,4. As suspensbes homogeneizadas e clarificadas por centrifugacao a
2000 rpm por sete minutos, e os sobrenadantes recolhidos e estocados a -

20°C e a -70°C até o momento de uso.

4.3.2- Determinacédo do grupo sanguineo e do fenotipo secretor

A determinacdo do grupo sanguineo dos pacientes foi realizada pelo
servico de hemoterapia do Hospital Aradjo Jorge e as informacdes foram
obtidas através de prontuario médico.

A determinacdo do fendtipo secretor foi realizada através de EIE,
utilizando a lectina-UEA (Ulex europaeus agglutinin), que se liga de forma
especifica ao antigeno H-1, expresso nas mucosas e saliva, somente de
individuos secretores, seguindo protocolo descrito por Nordgren et al.
(2013), com modificagbes. De modo breve, os micropogos de uma placa de
poliestireno (Nunc Maxisorb) foram sensibilizadas com 100 pl de saliva dos
pacientes e uma amostra de saliva controle positivo (saliva de um individuo
conhecidamente com fenétipo secretor), previamente diluidas a 1:250 em
tampdao carbonato/bicarbonato (pH 9,6). A placa foi entédo incubada por duas
horas a 37°C, seguida de incubacéo overnight a 4°C. Na manha seguinte a
placa foi lavada uma vez com PBS (pH 6,8) e foi feito o bloqueio, por uma
hora, com solucdo a 3% de albumina bovina em PBS (pH 6,8). Em seguida,
adicionou-se 100 pl do conjugado (lectina-UEA-peroxidase), diluido a
1:1.500 em solugéo a 0,3% de albumina bovina em PBS. A placa foi entdo
incubada por uma hora e meia a 37°C, seguida da adicdo da solucéo
substrato (tetrametilbenzidina e peréxido de hidrogénio). A reacdo foi
interrompida, ap0s dez minutos de incubacédo, pela adicdo de 100 pl da
solucédo de parada (acido sulfurico a 1N), seguida de leitura visual, sendo a
intensidade da coloracdo diretamente proporcional a concentracdo de

antigeno presente nas amostras.
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4.3.3- Deteccéao e caracterizagdo molecular de NoV e SaV
4.3.3.1- Extracdo do RNA viral

A extracao de RNA viral foi realizada a partir das suspensdes fecais e
do soro, utilizando-se o0 método de Boom et al. (1990), com modificacdes
(Cardoso et al, 2002) e o QlAamp Viral RNA Minikit (Qiagen),
respectivamente. Para extragdo do RNA de calicivirus das amostras fecais,
foram utilizados 300uL da suspenséo fecal acrescidos de 800uL de tampéo
L6 (Isotiocianato de guanidina, Tris/HCI, EDTA e Triton) e 20uL de
Proteinase K . Apés incubacdo a 56°C por 10 minutos, foram adicionados
200puL de etanol absoluto e 15uL de silica, seguido de homogeneizagéo por
15 minutos (em agitador Kline). O sedimento foi lavado, posteriormente, com
tampéo L2 (Isotiocianato de Guanidina, Tris-HCI), etanol a 70% e acetona
absoluta, seguindo-se uma nova incubacdo a 56°C por 10 minutos,
acréscimo de 30uL de agua Milli-Q/DEPC, a mesma incubacdo novamente,
centrifugacéo por trés minutos e apos este processo, 20uL do sobrenadante

era recolhido e submetido a transcricdo para obtencéo do cDNA viral.

4.3.3.2- Pesquisa de NoV/SaV em amostras de soro e fezes

Para a pesquisa de &cido nucléico de NoV/SaV, a partir dos soros e
amostras fecais dos pacientes, foi utilizada a metodologia de RT-PCR para a
sintese do cDNA seguida de amplificacdo. A transcricdo reversa foi realizada
com iniciador randdémico pd(N)6 (Random Hexamer, Amersham
Biosciences), seguindo-se a desnaturacao (80°C/12min) e adicdo da mistura
de reacao para um volume final de 50ul (0,4mM de cada dNTP / 1X tampé&o
de reacdo / 4mM MgCI2 / 20U/uL inibidor de ribonuclease / 200U/uL
Transcriptase Reversa — MMLYV), a reacgéo foi processada a 42°C por 60
minutos no termociclador (Eppendorf Mastercycler Personal).

Para a amplificacdo, iniciadores especificos para segmentos de
regibes codificantes para o capsideo viral dos NoV do genogrupo | e i
(Kojima et al. 2002; Yan et al. 2003) e SaVs (Yan et al. 2003) foram
utilizados simultaneamente na reacao, por meio de uma PCR multiplex. A

reacao foi constituida de 10uL do cDNA acrescido de 15uL da mistura de


http://www.qiagen.com/products/catalog/sample-technologies/rna-sample-technologies/viral-rna/qiaamp-viral-rna-mini-kit
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reacao para um volume final de 25 pL (1X tampéao de reagéao / 1,5mM MgCI2
/ 0,4AmM de cada dNTP / 1,5U/uL Taq DNA polimerase / 1uM de cada
iniciador). A amplificacdo das amostras foi realizada utilizando a seguinte
ciclagem: um ciclo de 94°C/3 min, 35 ciclos de 4°C/30s; 55°C/30s; 72°C/60s
e um ciclo de extenséo final 72°C/7min.

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose a
1,5% atraves de transiluminador de luz UV (Hoeffer), usando como padréo
de peso molecular o 100pb DNA ladder (Invitrogen). O tamanho esperado
dos amplicons era de 330pb para NoV GlI, 344pb para NoV GllI e 434pb para
SaV. Para todas as amostras positivas, foi realizado a PCR monoplex
utilizando-se os pares de iniciadores em separado, de acordo com o
tamanho da banda visualizada na reacdo de PCR multiplex, para
confirmagéo dos resultados.

As amostras de cada paciente foram processadas e testadas em
separado. As amostras negativas em uma primeira RT-PCR eram
processadas novamente, através da preparacdo de uma nova suspensao,
com amostras diluidas 1:2 em tampédo PBS para a realizacdo de uma nova

extracao e repeticdo do RT-PCR para confirmagéo dos resultados.

4.3.4- Sequenciamento gendmico e anédlise filogenética das amostras

positivas para NoV

As amostras positivas para CV foram purificadas a partir dos produtos
resultantes da RT-PCR monoplex, utilizando-se isopropanol a 65% e etanol
a 70% de acordo com Green & Sambrook (2012): foi adicionado dois
volumes de isopropanol a 65% no produto obtido, centrifugacdo por quinze
minutos a 12.000 rpm/10°C, logo apds, o sobrenadante foi desprezado e o
tubo foi invertido em papel toalha, adicionou-se mais dois volumes de etanol
a 70% e centrifugacéo por quinze minutos/12.000 rpm/10°C, o sobrenadante
foi desprezado novamente e os tubos foram invertidos em papel toalha
durante uma hora ou até ficarem completamente secos e, ap0s esta etapa,
foi adicionado 15 microlitros de agua milliQ. Em seguida as amostras foram
submetidas ao sequenciamento, utilizando as mesmas condi¢des e pares de

iniciadores da reacdo de RT-PCR, em sequenciador automatico (DNA ABI
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PRISM 3130, Applied Biosystems), e o0 sistema de reacdo de
sequenciamento “Big Dye Terminator Cycle Sequencing” (Applied
Biosystems, Foster City, CA). As sequéncias obtidas, neste estudo, foram
alinhadas e comparadas com sequéncias de referéncia depositadas no
National Center for Biotechnology Information Database (NCBID)
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genebank/index.html), utilizando-se 0 programa
Clustal X2 (Thompson et al. 1997), A construcdo da arvore filogenética foi
feita utilizando-se o software Mega 5.0 pelo método neighbor-joining
(Tamura et al. 2011). Foram consideradas 1000 replicatas e valores de

boostraps acima de 80%.
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5- RESULTADOS

5.1- Caracteristicas gerais da populacédo estudada

As caracteristicas gerais da populacdo estudada estédo representadas
na Tabela 1.

Dos dez pacientes participantes do estudo, quatro eram do sexo
masculino (40%) e seis do sexo feminino (60%); a idade dos pacientes
variou de 21 a 55 anos, com uma meédia de 37,2 anos.

Quanto a doenca primaria, a maioria dos pacientes (60%)
apresentava leucemia miel6ide, aguda ou cronica, sedo que para a
realizacdo do transplante foram utilizadas células progenitoras da medula
O0ssea (60%) ou do sangue periférico (40%) de doadores aparentados
(irm&os ou irmas dos pacientes). Em 90% dos casos, foi utilizado bussulfano
para o condicionamento quimioterapico dos pacientes.

Todos os dez pacientes receberam profilaxia para doenca do enxerto
contra hospedeiro (DECH), que consistiu na associa¢do de ciclosporina com
metotrexato, e profilaxia antimicrobiana. Quatro pacientes tiveram reativacao
do citomegalovirus e o tratamento foi realizado com ganciclovir, sendo que o
mesmo tratamento foi prescrito aos pacientes 1 e 6, que, por falta de
condi¢bes financeiras, ndo realizaram o exame laboratorial a fim de avaliar a
reativacao deste virus. Apenas o paciente 6 apresentou, apds o transplante,
hemocultura e bacterioscopia positivas para cocos gram positivos, em razéo
de infeccdo no local da insercéo do cateter.

Quanto ao fendtipo secretor dos participantes, dos dez pacientes,
nove foram caracterizados como secretores (Se+) e somente um como nao

secretor (Se-).



Tabela 1. Caracteristicas gerais referentes aos pacientes submetidos ao TACPH

41

Pacientes Sexo/ldade Tipp D(_)er)ga Células Quimioterapia Profilaxia I_qufilaxi.a Reativacdo Hemocultura Obito
(anos) sanguineo  priméria  transplantadas DECH antimicrobiana de CMV
1 M/55 B+ LMC MO BSO/FDA CSA+MTX T, F, AC, AL TNR Negativa N&o
2 F/43 O+ LMA SP BSO/ FDA CSA+MTX T, F, AC, AL Sim Negativa N&o
3 F/33 O+ AM MO BSO/ CFA CSA+MTX T, F, AC, AL N&o Negativa Sim
4 F/35 A+ LMA SP BSO/FDA CSA+MTX T, F, AC, AL Sim Negativa N&o
5 F/52 A- LMA MO BSO/FDA CSA+MTX T, F, AC, AL N&o Negativa N&o
6 M/24 O+ LMA MO BSO/ CFA CSA+MTX T, F, AC, AL TNR Cocos G+ N&o
7 M/37 A+ LLA SP BSO/ FDA CSA+MTX T, F, AC, AL N&o Negativa Sim
8 M/21 A+ LLA SP BSO/ CFA/EPE  CSA+MTX T, F, AC, AL Sim Negativa N&o
9 F/46 o+ LMA MO BSO/ FDA CSA+MTX T,F,AC, AL Sim Negativa Sim
10 F/26 A+ AF MO CFA CSA+MTX T, F, AC, AL N&o Negativa N&o

Nota. M- sexo masculino; F- sexo feminino; LLC- leucemia linféide cronica; LMA- leucemia mieléide aguda; LLA- leucemia linféide aguda; AM- aplasia
medular; F- anemia de Fanconi; MO- medula 6ssea; SP- sangue periférico; BSO- bussulfano; FDA- fludarabina; CFA- ciclofosfamida; EPE- etoposide; CSA-
ciclosporina; MTX- metotrexato; T- trimetoprima sulfametoxazol; F- fluconazol; AC- aciclovir; AL- albendazol; CMV- citomegalovirus; TNR- teste nao

realizado; G+= Gram-positivos.
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Tabela 2. Dados relacionados ao TACPH, a positividade para NoV e a DECH

Primeira Ultima Primeira Ultima
amostra amostrade  amostra amostra
Pacientes Quarto ﬁg%ﬁﬁfg Transplante ﬁltTaMdg g‘;??\lgf\? gg;ﬁﬁ? pge;,ﬁ\‘j’a ggssit(i)\:g Sgssi,t(i)\;g Sintomas DECHa DECHc
para NoV para NoV para NoV  para NoV
1 220 23/09/12 16/10/12 03/11/12 Sim 26/10/12 18/03/13 22/10/13 26/11/13 D,FV N&o B,F
2 220 20/11/12 27/11/12 11/12/12 Sim 26/11/12 24/01/13 11/01/13 14/02/13 M,D,F,V PRl P,B,F
3 218 23/01/13 01/02/13 12/02/13 Sim 22/02/13 15/04/13 04/03/13 02/04/13 M,D,F,V I N&o
4 220 19/02/13  28/02/13 15/03/13  Sim 19/03/13  07/05/13 03/04/13  07/05/13 M,D,F,V Néo F
5 217 27/02/13  07/03/13 26/03/13  Néo - - - - M,D,F,V Néo Né&o
6 218 02/04/13  10/04/13 03/05/13  Sim 04/04/13  09/04/13 ND ND M,D,F,V | Né&o
7 219 30/04/13 07/05/13 27/05/13 Sim ND ND 21/05/13 26/06/13 D,FV N&o N&o
8 220 14/06/13 26/06/13 29/07/13 N&o - - - - M,D,F,V P N&o
9 217 20/06/13 27/06/13 13/07/13 N&o - - - - M, F, V P.F N&o
10 217 18/07/13 24/07/13 13/08/13 N&o - - - - M, F, V N&o N&o

Nota. ND- ndo detectado; NoV- norovirus; M- mucosite; D- diarreia; F- febre; V- vomito; DECH- doenca do enxerto contra hospedeiro; a- aguda; c- cronica; P-
pele; F- figado; I- intestino; B- boca.
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5.2- Principais sintomas e intercorréncias sofridos pelos pacientes

infectados por NoV

Dados sobre o quarto de internacdo, data da admissao dos pacientes
na UTMO, data do transplante, positividade para NoV, sintomatologia e
intercorréncias apresentadas pelos pacientes estao representados na tabela
2. Os sintomas clinicos mais comumente apresentados pelos pacientes
foram: mucosite (80%), constipacdo (60%), diarreia (80%), febre e vomito
(100%). Foram coletadas, ao total, 75 amostras de soro e 80 amostras de
fezes, a média de amostras, por paciente, de fezes e soro, variou de trés a
12 (média = 7,5) e de duas a 13 (média= 7,5), respectivamente.

Dos dez pacientes participantes do estudo, seis (60%) apresentaram
amostras positivas para NoV, dos quais quatro em amostras de fezes e de
soro, um apenas em amostras de fezes e outro, apenas em amostras de
soro. Ndo sendo, entretanto, observada positividade para SaV.

Com relagdo a sintomatologia e positividade para os NoV, observou-
se que diarreia, vomito e febre foram as manifestagbes clinicas mais
comumente apresentadas, sendo que dos oito pacientes que apresentaram
diarreia, seis (75%) tiveram amostras positivas para NoV.

O paciente 1 apresentou voOmito e diarreia, no dia 23 de outubro,
guando ainda estava internado na UTMO, no quarto 220. A primeira amostra
de fezes coletada deste paciente, do dia 19/10/12, apresentou resultado
negativo para CV, entretanto, as amostras obtidas posteriormente (do dia
26/10/12 a 18/03/13), foram positivas para NoV.

A paciente 2 apresentou nauseas, vomitos, dores abdominais e
diarreia a partir do dia 28/11/12, quando ainda estava internada na Unidade
de Transplante de Medula Ossea (UTMO), no quarto 220. A primeira
amostra coletada por essa paciente, do dia 26/11/12, foi positiva para NoV,
sendo que todas as amostras obtidas posteriormente, até o dia 24/01/13,
foram positivas para NoV.

Para a paciente 3, foi possivel obter amostra de fezes, somente dez
dias ap0s a mesma receber alta hospitalar da UTMO. Portanto, a coleta de
amostras teve inicio dia 22/02/13, sendo esta amostra e todas as

subsequentes, obtidas até o dia 15/04/13, positivas para NoV. No entanto, a
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paciente 3, de acordo com 0s prontudrios, comecou a apresentar diarreia a
partir do dia 03 de fevereiro de 2013, quando ainda estava internada na
UTMO, no quarto 218.

A paciente 4 apresentou nauseas e vomitos, no periodo de internacao
na UTMO, e a primeira amostra positiva da paciente foi detectada quatro
dias ap0s receber alta da unidade, do dia 19/03/13. As amostras posteriores
permaneceram positivas até o dia 07/05/13.

Foram observados, para a paciente 6, alguns episodios de vomitos e
diarreia no inicio do més de abril, periodo em que foram coletadas duas
amostras fecais positivas para NoV, do dia 04/04/13 ao dia 09/04/13, quando
ainda estava internado na UTMO, no quarto 218.

O paciente 7 apresentou nauseas, vomitos e diarreia a partir do dia
14/05/13, enquanto estava na UTMO, no quarto 219. No entanto, foram
coletadas apenas trés amostras de fezes, que foram negativas para NoV,
sendo detectado NoV apenas nas amostras de soro deste paciente, do dia
21/0513 a 26/06/13. A amostra de soro positiva para NoV, obtida no dia

21/05/13, foi coletada no periodo em que o paciente ainda estava internado.
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Grafico 1. Duracao da detecgdo de RNA viral no soro e nas fezes e
tempo de internacdo dos pacientes submetidos ao TACPH na UTMO.
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Quando analisamos as caracteristicas da infeccdo por NoV nos
pacientes submetidos a TACPH, é possivel observar que o tempo de
excrecao viral nas fezes variou de cinco dias a 143 dias, com um tempo
médio de 61,6 dias, e a duracao de RNA viral no soro variou de 29 dias a 36
dias, com uma média de 33,6 dias (Gréfico 1). Quanto a associacdo entre
data da internacdo dos pacientes na UTMO, data do transplante e inicio e
fim da excrecdo de NoV. Observa-se que trés pacientes (1, 3, e 4) tiveram a
primeira amostra positiva para NoV, pelo menos dez dias ap0s serem
submetidos ao TACPH. Para os pacientes 2 e 6, foi observada positividade
nas fezes, um e seis dias antes do transplante, respectivamente.

Deve ser destacado que o paciente 1 foi o primeiro a ser
diagnosticado com infeccdo por NoV, sendo também o paciente que
apresentou excrec¢do viral mais prolongada (Grafico 2).
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Grafico 2. Ordem cronoldgica da positividade para NoV,
nos seis pacientes submetidos ao TACPH.

Quando se avalia a presenca ou auséncia de DECH e infec¢ao por
NoV, observa-se que cinco (50%) tiveram DECHa, caracterizada por
diagnéstico clinico. Desses, trés (pacientes 2, 3 e 6) eram positivos para
NoV. No paciente 2 a DECHa foi caracterizada como sendo de pele, figado e

intestino; nos pacientes 3 e 6, como intestinal; no paciente 8, como de pele;
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e no paciente 9, como de pele e figado. Nos pacientes, com DECHa
intestinal, foi observada diarreia profusa, sendo instituido, apdés o
diagnoéstico, aumento da dose do imunossupressor ciclosporina. Para os
pacientes 2 e 3, o diagnostico de DECHa foi feito durante o quadro de
infeccdo por NoV, jA o paciente 6, apresentou DECHa intestinal apds a
resolucao da infeccao por NoV (Tabela 2).

As pacientes 2 e 4, que apresentaram infeccdo por NoV, tiveram
reativacdo do citomegalovirus. Na paciente 2, a reativagdo do
citomegalovirus ocorreu apds a resolu¢cdo da infeccdo por NoV, ja na
paciente 4, as infeccdbes por NoV e citomegalovirus ocorreram

concomitantemente (Tabelas 1 e 2).

5.3- Sequenciamento Gendmico e Anélise Filogenética das amostras

positivas para NoV

Todas as amostras positivas para NoV, as de fezes e de soro, foram
submetidas ao sequenciamento gendmico e caracterizadas como
pertencentes ao gendtipo GIl.3. Foi observada elevada identidade
nucleotidica (99%) entre as amostras obtidas de paciente diferentes, bem
como entre as amostras obtidas de um mesmo paciente (soro e fezes).
Sendo assim, foram designadas como um Unico haplétipo (HP.HSCT.GO)
(Figura 4). Este haplétipo foi agrupado com amostras Gl.3 detectadas
durante um surto de NoV por consumo de agua contaminada na Suica
(Nenonem et al. 2012), bem como, com uma amostra proveniente de

criancas quilombolas do Espirito-Santo, Brasil (Vicentini et al. 2013).
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Figura 4. Analise filogenética de uma sequéncia parcial (330pb) do capsideo dos
norovirus (regido C) detectados em amostras de pacientes submetidos ao TACPH. As
amostras encontradas, neste estudo, estdo representadas pelo hapl6tipo
HP.HSCT.GO.
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6- DISCUSSAO

A infeccao por NoV vem recebendo grande destaque entre pacientes
imunocomprometidos (Bok & Green 2012), como 0s que sdo submetidos a
TACPH, os quais podem apresentar diarreia e excrecao viral prolongadas
(Roddie et al. 2009; Saif et al. 2011; Robles et al. 2012; Doshi et al. 2013).
Neste contexto, foi realizado um estudo prospectivo descritivo com o intuito
de avaliar a ocorréncia de CV (NoV e SaV) em pacientes submetidos a
TACPH.

Foram incluidos no estudo, dez pacientes adultos, que tinha em
média 37,2 anos de idade, distribuidos de modo homogéneo quanto ao
género (feminino e masculino). Estes pacientes realizaram transplante
alogénico aparentado, em decorréncia, principalmente de leucemia (80%).
As leucemias apresentam pior prognadstico clinico, se comparadas a outras
desordens hematoldgicas, sendo necessaria a realizacdo do TACPH
(CIBMTR 2013), o que explica o maior numero de pacientes, neste estudo,
com este tipo de neoplasia.

A maioria dos transplantes realizados teve como origem células de
medula 6ssea, sendo que a origem das células transplantadas foi definida
pelo médico, de acordo com a gravidade do quadro clinico apresentado pelo
paciente. Nos casos mais graves foi realizado o transplante com células
originadas do sangue periférico, € nos menos graves, 0 transplante com
células da medula 6ssea. Ha estudos demonstrando uma recuperacao
hematopoiética mais rapida em pacientes que recebem transplante com
células do sangue periférico, entretanto, tem sido constatado que o
transplante com células provenientes da medula 6ssea, se comparado ao
que utiliza células periféricas, apresentam menos possibilidade de
desenvolvimento de DECH aguda e cronica pelo paciente (Chang et al.
2012; Zhang et al. 2012).

O quimioterapico de escolha para os participantes do estudo foi o
bussulfano, podendo estar associado a fludarabina, ciclofosfamida e
etoposide. Apenas para uma paciente foi utilizada somente a ciclofosfamida,
porque essa apresentou diagnéstico para anemia de Fanconi. Pacientes

com diagnostico de leucemia e aplasia medular geralmente sdo submetidos
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a quimioterapia com bussulfano, associado a outro quimioterapico, como
ciclofosfamida ou fludarabina, de acordo com o0s protocolos de
condicionamento quimioterapico (CIBMTR 2013).

Todos os pacientes positivos para NoV foram caracterizados como
Se+. Apesar de estudos com voluntarios humanos revelarem uma maior
susceptibilidade de individuos Se+ a infeccdo por NoV GlI, outros tém
demonstrado padrbes variaveis de ligacdo de VLPs de NoV Gl e Gll a AGSH
(Lindesmith 2003; Thorven et al. 2005).

Como referido, uma das intercorréncias mais comumente associadas
ao TACPH é a DECH e, portanto, na maioria dos casos, € instituida também
a profilaxia para esta doenca. Os farmacos administrados aos pacientes,
deste estudo, foram ciclosporina e metotrexato, cuja funcdo é induzir um
estado de maior imunossupressao no organismo dos pacientes, a fim de se
evitar a reacdo dos linfécitos T do doador aos tecidos do receptor e
consequente desenvolvimento de doenca primariamente na pele, figado e
trato gastrointestinal (Balman et al. 2009).

O tratamento profilatico para infeccbes bacterianas, virais, fungicas e
parasitarias, consistiu nas administragBes conjuntas de antibacterianos
(trimetoprima sulfametoxazol), antifungico (fluconazol), antiviral (aciclovir) e
antiparasitario (albendazol). Apenas o paciente 6 apresentou, apos o
transplante, hemocultura e bacterioscopia positivas para cocos gram
positivos, em razédo de infeccdo no local da insercéo do cateter.

O presente estudo identificou a ocorréncia de NoV em seis pacientes,
correspondendo a um indice de positividade de 60%. Dados da literatura
revelam que os indices de positividade para NoV na populacdo de
transplantados variam de 16 a 75% (Roos-Weil et al. 2011; Saif et al. 2011;
Schorn et al. 2010; Robles et al. 2012; Doshi et al. 2013). O indice
encontrado, neste estudo, é superior aos encontrados (21% e 26%) por Saif
et al. (2011) e Doshi et al. (2013), respectivamente, que avaliaram a
positividade para NoV em pacientes submetidos a TACPH. Entretanto, deve
ser apontado que este estudo monitorou os pacientes transplantados por um
longo periodo e prospectivamente e a maioria dos estudos (Roddie et al.
2009; Saif et al. 2011; Schwartz et al. 2011; Robles et al. 2012; Doshi et al.
2013), conduzida em hospitais ou UTMO, relata a ocorréncia de surtos de
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gastroenterite envolvendo principalmente criancas, sendo a deteccao de
NoV realizada em apenas uma amostra de cada paciente e de forma
retrospectiva em fezes armazenadas.

Foi observada presenca de RNA de NoV nas amostras de soro de
50% dos pacientes transplantados. Até o momento, apenas alguns estudos
avaliaram a deteccdo de RNA no soro de pacientes infectados por NoV.
Takanashi et al. (2009) relataram viremia em 15% das amostras de soro de
criancas com gastroenterite aguda por NoV. Outro estudo em criancas
hospitalizadas com imunodeficiéncias primarias, apresentando diarreia
cronica, relatou viremia em 25% dos casos positivos para NoV (Frange et al.
2012). Fumian et al. (2013) detectaram, recentemente, NoV em 34,5% das
amostras de soro coletadas de pacientes pediatricos hospitalizados no
Brasil, menores de seis anos de idade, infectados por NoV.

A associacdo de excrecdo prolongada de NoV e diarreia crénica tem
sido relatada em pacientes apds serem submetidos ao TACPH (Robles et al.
2012; Doshi et al. 2013), bem como, em individuos que realizaram
transplante de 6rgaos soélidos (Ebdrup et al. 2010; Schorn et al. 2010; Roos-
Weil et al. 2011) e em individuos imunocomprometidos, como 0s pacientes
gue apresentam infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo 1
(Wingfield et al. 2010).

Neste estudo, os principais sintomas associados a infec¢do por NoV
foram: diarreia, vomito e febre. O tempo médio de excrec¢édo viral foi de 61
dias, sendo que as amostras fecais do paciente 1 permaneceram positivas
por mais de 140 dias. No entanto, apesar de todos os pacientes infectados
por NoV terem apresentado diarreia, somente dois, do total de pacientes
submetidos a TACPH, nao apresentaram diarreia, ndo sendo portanto
possivel estabelecer uma relacdo direta entre a presenca deste sintoma e
positividade para o virus.

Roddie et al. (2009) reportaram uma média de trés meses de
excrecdo de NoV em pacientes adultos que foram submetidos a TACPH.
Schorn et al. (2010) também relataram infecgdo crénica por NoV, com
persistente excrecdo viral e diarreia intermitente com duragéo variavel (de
97-898 dias) em pacientes que receberam transplante renal. Outros estudos

relatam diarreia cronica e infeccdo prolongada por CV em criangas com
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doencas malignas, apos essas receberem transplante intestinal, renal, e de
medula 6ssea, ou com outras formas de imunocomprometimento (Kim et al.
2011; Saif et al 2011; Chehade et al. 2012; Robles et al. 2012; Munir et al.
2013).

Quanto a presenca prolongada de RNA viral no soro, essa foi
detectada em cinco pacientes, variando de 29 a 36 dias, com uma média de
34 dias. Apesar da viremia por NoV ter sido reportada anteriormente
(Takanashi et al. 2009; Frange et al. 2012; Fumian et al. 2013), a0 n0sso
conhecimento, este € o primeiro estudo de monitoramento, a longo prazo, da
presenca de RNA no soro de individuos adultos infectados por NoV. Este
dado vem a aumentar o conhecimento sobre a patogenia dos NoV e
corroborar para a hipétese de que possa haver a disseminacdo dos NoVs,
durante a infeccdo, para sitios além da mucosa do intestino delgado, ou até
mesmo a persisténcia viral em algum sitio do organismo, como demonstrado
por estudos da patogénese dos norovirus murinos (Wobus et al. 2006), e ja
sugerido por estudo em humanos (Takanashi et al. 2009).

Nos pacientes submetidos a TACPH, foi observada positividade para
NoV, de outubro de 2012 a junho de 2013. A cidade de Goiania possui clima
tropical, com a presenca de duas estac6es bem definidas: verdo (estacéo
chuvosa) que compreende o0s meses de setembro a margco, e inverno
(estacdo seca), no periodo de abrii a agosto. Neste estudo, foram
observados novos casos da infeccao por NoV durante as duas estacoes,
com uma pequena predominancia no verdo. Nos paises da Europa e nos
Estados Unidos, a infeccdo por NoV geralmente € mais frequente no inverno
(Mounts et al. 2000). No Brasil, porém, ha estudos que relatam a ocorréncia
de NoV em todos os meses do ano (Ferreira et al. 2012), e recentemente,
um estudo de monitoramento da positividade para NoV, conduzido em
Goiania, também nao relatou um padrdao de sazonalidade para os NoV,
tendo estes ocorrido tanto na estagédo seca quanto na estacédo chuvosa (De
Oliveira et al. 2013). De acordo com Schalk et al. (2013), a incidéncia de
infeccdo por NoV, em pacientes imunocomprometidos, ndo demonstra
sazonalidade definida. Os autores ainda sugerem que a persisténcia da

infeccdo por semanas a anos poderia explicar essa falta de sazonalidade.
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Dos cinco pacientes que desenvolveram DECH, trés apresentaram
DECHa intestinal e todos esses foram infectados por NoV (pacientes 2, 3 e
6). No paciente 6, o diagnostico clinico da DECHa intestinal ocorreu apos a
resolucao da infeccado por NoV. Em duas (pacientes 2 e 3), este diagnostico
foi confirmado durante o periodo da infeccdo por NoV. Ambas pacientes
apresentaram um quadro diarreico mais grave, com um aumento
consideravel do numero de evacuacfes por dia, sendo relatado até 30
evacuacfes, em um unico dia, para a paciente 3. As pacientes 2 e 3
apresentaram diarreia com muco, e a paciente 3 apresentou, também,
sangue, nas Ultimas amostras fecais coletadas. O tratamento realizado, para
estes dois casos, consistiu no uso de ciclosporina, um imunossupressor. A
paciente 2 apresentou melhora progressiva das manifestacées clinicas, a
paciente 3, entretanto, apresentou diarreia persistente, mesmo apds a
resolucdo da infeccdo por NoV. Outros estudos também relataram a
associacao da infeccdo por NoV e DECH e observaram melhora do quadro
clinico dos pacientes apds diminuicdo da dose do imunossupressor (Roddie
et al. 2009; Doshi et al. 2012), entretanto deve-se ressaltar que esta
mudanca de conduta clinica, sé pode ser realizada se houver o diagnéstico
de infec¢do por NoV durante o acompanhamento dos pacientes, o que nao €
feito de rotina em nenhuma UTMO do mundo.

Dentre as intercorréncias reportadas nos prontuarios dos pacientes,
destaca-se a reativacdo por citomegalovirus nas pacientes 2 e 4, as quais
apresentaram também infeccdo por NoV. A reativacdo por citomegalovirus
foi também observada em outro estudo, em dois de oito pacientes infectados
por NoV (Robles et al. 2012), corroborando a importancia da ocorréncia de
reativacao deste agente em pacientes submetidos a TCPH (Ariza-Heredia et
al. 2013).

Os pacientes 3, 7 e 9 vieram a Obito. Segundo informagbes do
prontuario, a paciente 3 veio a Obito trés meses e doze dias apds o
transplante, e a causa da morte foi “ faléncia multipla de 6rgaos”, tendo
como causas antecedentes hemorragia difusa, Sindrome de Sweet e aplasia
medular. O paciente 7 veio a falecer quatro meses e 19 dias apos o
transplante, devido a choque séptico e recidiva da leucemia linféide aguda. A

paciente 9 evoluiu com purpura trombocitopénica tromboética secundaria a
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ciclosporina e hemorragia cerebral, vindo a O6bito dois meses apods a
realizacdo do transplante. Ndo se pode afirmar que o pior prognéstico dos
pacientes 3 e7 ocorreu em razao da infeccdo por NoV e, apenas um estudo
conduzido por Schwartz et al. (2011) associou de forma direta a infeccéo por
NoV com um pior progndstico dos pacientes submetidos a TACPH.

Quanto a caracterizacdo molecular das amostras, todas as amostras
positivas foram caracterizadas como pertencentes ao genogrupo I, genotipo
3 (Gl.3) dos NoV. Sendo observada uma elevada identidade nucleotidica
entre as amostras positivas para NoV (fezes e soro) do mesmo paciente,
guanto de pacientes diferentes, dado este que difere do estudo de Schorn et
al. (2010) que observaram elevadas taxas de mutacdo em amostras de NoV
Gll.4, obtidas de pacientes submetidos a transplante renal, corroborando a
elevada variabilidade genética caracteristica de amostras pertencentes a
este genogrupo (Lindesmith et al. 2012).

Todos os pacientes tiveram a primeira amostra positiva para NoV,
apos um periodo de 48 horas da admissdo na UTMO, sugerindo, portanto,
que nenhum deles tenha sido responsavel por introduzir o agente no
ambiente nosocomial (Sukhrie et al. 2011). Ademais, apesar da elevada
identidade nucleotidica entre as amostras de diferentes pacientes, 0s novos
casos de infeccdo por NoV ocorreram ao longo de todo o periodo de
monitoramento (um ano), portanto, ndo podemos caracterizar 0S casos Como
parte de um surto, que é definido como a positividade para NoV de pelo
menos dois pacientes, para 0 mesmo genoétipo viral, em uma mesma
semana (Mitchell et al. 1995; Morter et al. 2011).

O primeiro paciente a ser infectado por NoV (paciente 1) apresentou
um maior periodo de excrecdo de NoV nas fezes podendo ter constituido
fonte de disseminacdo para os outros pacientes. Contudo, ndo € possivel
saber como este paciente foi infectado por NoV. Uma das possibilidades
seria a introdugdo do NoV no ambiente nosocomial por um dos
acompanhantes ou, até mesmo, por um funcionario da UTMO.

Quanto a predominancia da ocorréncia de algumas variantes de NoV
em determinados locais, dados da literatura revelam que amostras
pertencentes ao genogrupo Il estdo mais associadas a surtos em locais que

prestam assisténcia a saude, e que variantes do genogrupo I, ocorrem com
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mais frequéncia em surtos envolvendo agua e alimentos contaminados
(Matthews et al. 2012). No entanto, os pacientes da UTMO/HAJ/ACCGO
consomem agua mineral e alimentam-se, apenas, do que € preparado pelo
servico de nutricdo hospitalar, o que diminui a possibilidade de ter ocorrido,
nestes casos, infeccdo por 4gua ou alimentos contaminados.

Schwartz et al. (2011) relataram infeccdo por NoV em pacientes, que
realizaram TACPH e apontam para uma provavel contaminacédo ambiental, a
qual propiciou a disseminacao dos NoV entre os pacientes, por meio do uso
comum de quartos e banheiros. Mas os pacientes, deste estudo, tém quartos
e banheiros individuais e, portanto a explicacdo mais plausivel seria a
persisténcia dos virus, em condicdbes ambientais, e consequente
transmissdo desses para 0S pacientes posteriores, ou até mesmo a
reintrodugdo dos NoV no ambiente nosocomial com infeccdo de novos
pacientes, através da excrec¢do prolongada pelos pacientes previamente
infectados.

O hospital propicia a disseminacéao viral em razédo de ser um ambiente
fechado com relativa aglomeracao de pessoas imunocomprometidas, devido
ao compartilhamento de equipamentos e utensilios por varios pacientes e a
manipulacdo de diversos pacientes pelo mesmo grupo de funcionarios.
Morter et al. (2011) fizeram um monitoramento do ambiente hospitalar, onde
eram relatados surtos repetidos de NoV, mesmo apds a limpeza e
desinfeccdo do ambiente, mostrando a resisténcia dos CV a inativacao, o
qgue contribui para a manutencao destes agentes virais e disseminac¢ao dos
mesmos, resultando em altos indices de infeccbes nosocomiais.

Existem inUmeros fatores que contribuem para a ocorréncia de surtos
de gastroenterites nosocomiais com rapida disseminacdo dos NoV entre
pacientes e profissionais da area da saude: transmissao do virus por via
fecal-oral e por aerossois provenientes de vomitos; excre¢do assintomatica
destes virus por individuos saudaveis; prolongada excrecdo viral em
pacientes imunocomprometidos; elevada carga viral excretada por pacientes
infectados; baixa dose infecciosa, além da estabilidade desses virus no
ambiente e resisténcia a inativacdo (Marks et al. 2003; Atmar et al. 2008;
Tenius et al. 2008; Sukhrie et al. 2011).
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Os profissionais da saude, funcionarios da UTMO do HAJ/ACCGO e
0s acompanhantes, que tiveram contato com os pacientes que apresentaram
infeccdo por NoV, nao relataram manifestacdes clinicas, como diarreia ou
vomito. No entanto, ndo foi possivel obter informacfes mais claras sobre
estes sintomas nestes individuos. Portanto, pode-se apenas inferir que em
razdo das caracteristicas biolégicas dos NoV, tenha havido persisténcia dos
virus no ambiente, ou mesmo a reintroducédo continua, por pacientes que
excretavam virus de forma cronica.

Harris e colaboradores (2013) avaliaram a proximidade espacial de
casos de infeccdo por NoV em surtos hospitalares e viram que, em alas
hospitalares pequenas, a transmissdo do virus ocorre, com mais facilidade,
entre 0s pacientes, comparando-se com pacientes em diferentes alas.
Assim, no nosso estudo, vimos a persisténcia do NoV, no ambiente da
UTMO, e a consequente disseminacao e transmissao entre os pacientes, 0s
quais, em sua maioria, ficaram internados nos mesmos quartos dos
primeiros pacientes que apresentaram a infeccao.

Os dados obtidos neste estudo, ressaltam a necessidade urgente da
implementagdo de um programa de controle de infecgdo hospitalar mais
rigido, que contemple também os agentes virais, além da necessidade da
inclusdo da testagem para NoV nos exames de rotina realizados antes e
apos o transplante de células progenitoras hematopoiéticas. Os NoV podem
causar graves surtos, neste grupo de pacientes, pois a diarreia sendo um
sintoma comum tanto no pés-operatério, quanto no advento de DECH, torna
dificil a suspeita e o diagndstico diferencial dos NoV como sendo os agentes
causadores da gastroenterite aguda ou crénica. Esta situacdo prejudica, até
mesmo, na adocdo de medidas de controle adequadas, pois os funcionarios
cuidadores, destes pacientes, pensam que estdo lidando com pacientes que

apresentam gastroenterites de origem nao infecciosa.
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7- CONCLUSOES

e Foi observada a ocorréncia de NoV em pacientes submetidos a TACPH,
sendo detectado elevado indice (60%) de positividade para estes virus, nas

fezes e no soro;
e Nao foi observada positividade para SaV nas amostras analisadas;

e Foi detectada, na maioria dos pacientes, excrecao prologada de NoV nas
fezes, bem como duracdo prolongada da presenca de RNA viral nas

amostras de soro

e Foi observada elevada identidade nucleotidica entre as amostras positivas
para NoV, tanto entre as obtidas do mesmo paciente quanto as de pacientes
diferentes, sendo todas caracterizadas como pertencentes ao genogrupo |,
genatipo 3 (G1.3) dos NoV;

e Com relacdo a associacdo entre positividade para NoV e caracteristicas
apresentadas pelos pacientes foi observado que entre o0s pacientes
infectados por NoV: a maioria (90%) pertencia ao grupo sanguineo A+ ou
O+ e todos tinham fendétipo Se+; os sintomas mais comumente apresentados
foram diarreia, vomito e febre; houve desenvolvimento da DECHa intestinal
em trés dos seis pacientes, entretanto, ndo foi possivel estabelecer
significAncia estatistica destas associa¢des, em funcdo do pequeno numero

de pacientes avaliados.
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APENDICES E ANEXOS

Apéndice 1. Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVEREIDADE FEDERAL DE G{IIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé, ou a pessoa pela qual voce & responsavel, esta sendo conwidado a participar, como
voluntario, em uma pesquisa. Apcrs*ser escdarecido sobre as mfumag::lea 3 Seguir, 5e voos concondar que
0 mesma faga parte do estuds, assine ao final deste documento, que esta em duas vias, uma delas & sua
& 3 outra & do pesquisador responsavel que tambem de*.lem assinar o documento, Em caso de duw:las.
esclarega-as junto 3 equipe, para decidr se participa ou ndo do estudo. Em caso de recusa, vocé nao
sera penalzado de nenhuma forma.
1- Instituigao: Universidade Federal de Goias
2- Orgdo: Insfituto de Patclogia Tropical e Saide Pibica
Projetos de Pesquisa: ESTUDO PROSPECTIVO DE INFECGAD POR CALICIVIRUS (NOROVIRUS E
SAPOVIRUS) EM PACIENTES SUBMETIDOS A TRANSPLANTE ALOGENICO OU AUTGLOGO DE
CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOIETICAS [TACPH)

3 Coordenadora: Prof* Or* Menira Borges de Lima Dias e Souza

Telefones para contato: (62) 32006122 (82) 0202-7603

4- Participantes: Prof® D" Menira Borges de Lima Dias e Souza, Prof. Dr. Adriano de Moraes Arantes, Prof'

Dr* Fabiola Souza Fiaccador; Prof’ D Diina das Ddres de Paula Cardoso, Lucianna, Gongalves

Nepomuceno Lemes, Denise Marques Mendanha, Hugo César Pereira Santos

5- Informagdes gerais: & importante 3 leftura deste documento sobre os principios gerais que se aplicam

aos particpantes:

a) a sua participagdo & voluntaria; Serd realizada uma entrevista pelos pesquisadores, apds consenfiments
dos participantes. O questionario a ser utizado sera constituido de duas partes, sendo a primeira referente aos
dados pessoals & a segunda parte sobre fatores de riscos associados s infecpdes causadas pelos VinUs 3 serem
pesquisados.

b) a coleta s& dara no hospital (unidade de transplante ou ambulstorio) pelos enfermeiros da Unidade. Serdo
ulilizados para a coleta, coletores plasticos, agulhas e seringas descartaveis & o procedimento ndo confers rsco 3
miegridade fisica do paciente, caso o mesmo se oponha a coleta nao sera realizada.

¢} o material dinico (fezes ou soro) colhido ficara sob nossa guarda e responsabiidade (sera armazenado a -
20°C no laboratono de virologia humana/lPTSP), durante a execurdo desta pesqusa e para a realizagao de
estudos futuros para a detecgdo de outros virus que infectam humanos;

d) ofa) senhor(a) possul total liberdade para retirar o seu consentimentc a qualquer momento, deixando
apenas de participar do estudo & sem prejuizos para a sUa pessoa.

£- Objetivo geral: Monitorar 40 pacientes submetidos a0 transplante de medula ossea (ou transplante de
celulas progenitoras hematopoigticas ~TCPH), para a infecgao por calicivirus (norovirus/sapovirus)



T-Referencial TedricolJustificativas:

Os calicvinues (norovines & sapovings) 53o importantes agentes causadores de diameia aguda, podendo
causar doenca grave em pacientss imunccomprometidos, como o5 pacientes que sofreram fransplants e se
encontram em tratamento imunossupressor. A excregdo assintomatica de NoVs por individuos saudaveis, a
excrecao viral prolongada em pacientes imunocomprometidos, a elevada carga viral excretada, baia dose
mfecciosa, akém da estabiidade dos No's no ambiente e resisténcia 3 inatvagdo sao fatores que contribuem
para a ocoméncia de surtos em ambiente hospitalar com rapida disseminacdo viral entre pacientes
profissionais da area de salde [enfermeiros & medicos). O diagndstico da infecgdo por NoWTSaV ndo faz
parte da rotina do acompanhamento de pacientes gue foram submetidos ao transplante e o uso de
terapia imunossupressora nestes pacientes pode levar ao agravamento de sua condigdo clinica,
podendo resultar em obito. Sendo, portanto, importante o diagnostico precoce de infecgdo por estes
apentes para que o tratamento mais eficaz seja definido e avaliado.

8- Consideragdes finais: Os resultados obfidos nesta pesquisa poderao ser utilizados na totalidade para fins
exdiusivos de divulgagao cientifica da pesquisa, garantindo-se a privacidade dos dados individuais. Nao sera
efetuado qualquer tipo de remuneragio durante ou apds os procedimentos de coleta e se porventura
existirem gastos adiciona’s relacionados 3 investigagao estes serdo absorvidos pelo orcamento da pesquisa.

& B nascido  em
SN VR SN . - N abao assnado. tendo recebido as informacgdes acima e

ciente dos meus direitos, concordo com a participagao no estudo.

10 -Direitos do entrevistado: a) garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecments a
qualquer divida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e oulros assuntos relacionados com a
pesquisa; b) seguranga de ndo ser identficado e gue serd mantido o cardter confidencial da informago
refacionada com a sua privacidade;

de .. oo B8 2012
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Apéndice 2. Ficha de investigacao clinica

INVESTIGACAD CLINICA DE DOENCA DIARREICA

DATADE COLETA /[ LOCAL DE COLETA

1 - DADOS DO PACTENTE:

NOME DO PACIENTE:
ENDERECO:

TELEFOME: FALAR COM:
SEX0: MASCULINO { ) FEMININO( )

DATA DE NASCIMENTO __ /|

2 - HISTORIA CLINICA:
NUMERO DE DIAS COM GASTROENTERITE: ¢ 31 ( 32 ¢ )3 ¢ )4 ( 35 ( )=5

TEMPERATURA CORPORAL:
VOMITO: NAD( ) SIM({ )
DIARREIA: NAO( ) SIM{ )

{ JLIQUIDA ( )SEMI-LIQUIDA { )PASTOSA
FEERE: MNAO( ) SIM{ )
QUELXA RESPIRATORIA: _ NAO ( ) SDM{ )
CORIZA : KAO( ) SIM ()
DORABDOMIMAL: __ MAO( ) SIM( )
SANGRAMENTO:  NAO() SIM ()
ICTERICIA: _ HNAO () SIM ()
PRESENCA DE LESAO DE PELE : KAO( ) SIM ( )
OUTROS:

Assinatura do responsavel pela coleta dos dados:
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Anexo 1. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFG

@ ~ UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
L C PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
*®
CEP - UFG
UFG

PARECER CONSUBSTANCIADO
| — Identificacao

Titulo do projeto: “ESTUDO PROSPECTIVO DE INFECGAO POR CALICIVIRUS
(NOROVIRUS E 'SAPOVIRUS) EM PACIENTES SUBMETIDOS A TRANSPLANTE
ALOGENICO DE CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOIETICAS”.

Pesquisador responsavel

Nome: Menira Borges de Lima Dias e Souza

http://lattes.cnpq.br/0054562567 103606

Instituigdo: Universidade Federal de Goias

Endereco para correspondéncia: Rua 235, esquina com 12 Avenida, sem numero, Setor
Universitario

Telefone: 62-32096122

Fax: 62-35211839

E-mail: menirasouza@gmail.com

Pesquisadores participantes

Nome: Divina das Dores de Paula Cardoso/ http:/lattes.cnpq.br/9770835116155857
Instituicao: Universidade Federal de Goias

Nome: Fabiola Souza Fiaccadori/ http:/lattes.cnpg.br/0993842409303174
Instituicao: Universidade Federal de Goias

Nome: Lucianna Gongalves Nepomuceno Lemes/ http://lattes.cnpg.br/0816025025526987
Instituigdo: Universidade Federal de Goias

Nome: Denisy Marques Mendanha/ http:/lattes.cnpg.br/0916158945285630
Instituigao: Universidade Federal de Goias

Nome: Hugo César Pereira Santos http:/lattes.cnpq.br/2936658105441688
Instituigdo: Universidade Federal de Goias

Nome: Adriano de Moraes Arantes http://lattes.cnpq.br/2074071976957154
Instituticdo: Hospital Aratjo Jorge/Associacdo de Combate ao Cancer em Goias

Instituicio onde se realizara: Universidade Federal de Goias/ Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica (IPTSP/UFG).

» Data de apresentacao ao CEP: 21/12/2011; N° 429/2011
Il - Resumo do projeto

Os calicivirus (norovirus e sapovirus) sao importantes agentes etiolégicos da gastroenterite
aguda epidémica nao bacteriana, causando surtos em diferentes grupos populacionais e em
diversas partes do mundo. Estudos recentes mostram a importancia destes agentes como
causadores de diarréia cronica grave em pacientes imunodeprimidos, como os que foram
submetidos a transplante renal ou transplante alogénico de células progenitoras
hematopoiéticas (TACPH), podendo a infec¢édo por calicivirus levar ao agravamento do quadro
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de imunosupressdo destes pacientes, resultando em o6bito. Pretende-se com este estudo
avaliar a ocorréncia de norovirus (NoV) e sapovirus (SaV) em pacientes que foram submetidos
a TACPH, proceder a caracterizagdo molecular das amostras positivas para NoV/SaV,
investigar a ocorréncia de viremia por estes virus nestes pacientes, avaliar a
susceptibilidade/resisténcia a infecgéo por estes agentes em relagédo ao seu grupo sanguineo e
fenotipo Lewis e secretor, a fim de fornecer subsidios que possam auxiliar na inclusdo de um
teste diagndstico sensivel e especifico para o diagnéstico diferencial nos casos de suspeita de
doenca do enxerto contra o hospedeiro.

lll — Objetivos

3.1- Geral:
= Monitorar 40 pacientes submetidos ao TACPH, para a infecgao por NoVs/SaVs
3.2- Especificos:
= Realizar o acompanhamento clinico dos pacientes para a avaliagéo dos principais sinais
e sintomas apresentados apdés o TACPH. Detectar NoVs/SaVs em amostras fecais
coletadas de pacientes submetidos ao TACPH
= Realizar o sequenciamento gendmico de um segmento da regido codificadora do
capsideo viral das amostras positivas para NoV/SaV
= Pesquisar RNA viral (NoVs/SaVs) no soro dos pacientes (determinagédo de viremia)
= Determinar o grupo sanguineo e do fenétipo secretor e de Lewis dos pacientes
= Realizar andlise comparativa dos dados obtidos para avaliar: sinais e sintomas mais
comuns, duragdo da excregao viral, presenca ou ndo de viremia, maior ou menor
susceptibilidade a infecgdo por NoVs/SaVs em relagdo ao grupo sanguineo/fenétipo
secretor e de Lewis dos pacientes, piora do quadro clinico em relagdo a terapia
imunossupressora
= Relacionar os dados obtidos com os de outros estudos ja realizados

IV — Comentarios do relator, frente 3 Resolugdo CNS 196/96 e complementares em
particular sobre:

Estrutura do Protocolo: (verificagdo dos documentos solicitados): a documentagdo esta
adequada (folha de rosto CEP-UFG, folha de rosto CONEP, comprovante de aprovacéo do
projeto pela Diretoria da Instituicao, termo de compromisso dos pesquisadores, modelos de
questionarios para entrevistas); o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi
adequadamente escrito, de forma clara e sucinta. O termo de anuéncia do Hospital Aradjo
Jorge nao foi apresentado (entretanto, citam que o projeto serd apresentado, também, ao
Comité de Etica em Pesquisa da ACCG).

Resumo do projeto e indicagdo dos objetivos: o resumo esta claro e os objetivos sao
adequados para as pretensées do projeto e coerentes com a abordagem metodoldgica.

Projeto de pesquisa:

_ Analise das questdes éticas: Os autores tecem comentarios acerca preceitos ético-legais
de acordo com a Resolugao CNS 196/96, ressaltando a confidencialidade e a ndo identificagédo
dos participantes. Adicionalmente, descreve como sera a aplicagdo do termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE).
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_ Avaliagido de riscos e beneficios: adequada; ressaltam o baixo risco, j& que havera
aplicagéo do questionario e analise de material fecal e do sangue, sendo o primeiro coletado de
forma ndo invasiva e, o segundo, com agulhas e seringas convencionais (ressaltam o risco de
algum desconforto e a possibilidade de formagdo de hematoma no local da pungao); para
reduzir a chance de constrangimento, os aplicadores dos questionarios e aqueles que lidarao
com os pacientes e com as amostras, s&o devidamente treinados. O beneficio direto refere-se
aos resultados dos exames, que poderdo ser Gteis aos pacientes imunossuprimido, ja que a
pesquisa dos virus ja citados nao ¢é atividade, ainda, rotineira.

_ Analise da metodologia e sua adequagio aos objetivos da pesquisa: a metodologia foi
muito bem descrita, e obedece a protocolos ja estabelecidos para este tipo de estudo, de
inquérito epidemioldgico prospectivo.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:

_ Avaliacio do processo de obtengao do Termo de Consentimento:

_ Analise do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (adequaggo da linguagem e observancia dos
aspectos solicitados no item 4 do Protocolo): @ linguagem esta adequada, direta, com termos apropriados
para a populagao (letrada) em geral. E explicado que, apos o esclarecimento sobre a pesquisa,
os sujeitos assinardo o TCLE, no local onde sera aplicado o questionario, e que as amostras de
fezes e de sangue serdo utilizadas, apenas, para esta pesquisa.

_ Verificagdo das garantias de privacidade e confidencialidade: os autores destacam a
nao-identificagao dos sujeitos (uso de codigos alfanuméricos e questionario sem identificagéo
do sujeito) e a restricdo de manipulagéo de dados pessoais (somente os pesquisadores terao
acesso). As amostras serdo armazenadas, codificadas, em freezer -20° C no Laboratério de
Virologia do IPTSP.

V — Parecer do CEP

O parecer é pela APROVAGAO do presente projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UFG.

VI - Data da reuniao

Goiania, 19 de margo de 2012.
Prof. Dr{Joéo Batis_t/é/d; Souza
Cdordenador CEP-UFG




Anexo 2. Parecer do Comité de Etica do HAJJACCGO

ASS:DCIAQ..&G DE COMBATE AD
CANCER EM GOIAS - ACCG
Avallagdo oog Rlecos & Beneficioa:
A& avalagdo de fscos @ beneficios esta adequada. O risco para os paclenies & baho pols r=iatam que serdo
coletadas amosiras de fezes @ de sangue por profissionals treinados @ especializados, utiitzando material
descartivel Ressatam ainda que um medco hematniogista responsaval pela unidade de fansplante alogenico

de células progeniioras hematopoiiticas estara dsponivel 3 prestar assisténca em caso de necessidade Em
mmMmmmmmummmmmemmEME

SEQECfcn para 3 deteccio de MoVE/SaVs que possa ser uilizado dursnie O acompanhamento ge pacentes
que receberam o TACPH.

Comentarios & Consldaragies sobre 3 Peaquisa;
O pesquisacOr responsavel apresenta folna de rsto COMER ina de resto CEP-ACCTE; cana de aprovagdo to

CEP -UFG; comprovante de oo projeio ummwmmm;mmmm
ﬂMMmmmmﬁmmﬁ?mmm 0 senvigD de transplante de medula

#5583 para desemvaivimento da pesquisa; Temo de compromisso dos pesquisadones garantindo sigho sobne
identiads doe pacientes & dados da pesquisa; modsles de questonany par enrevista Carta de finandlamento
Conseiho Macional de Desenvolimento e Tecnokogla (CNPg) W 142011

Conalderaghes sobre o8 Tormes 09 aproasntapao cbrigatora:
Folha de rosto CEP-ACCSE anoneaments preenchida fol justicada e esciarecida no documento "carta a0
CEP_24092012 pdr™.

Consideramos pesquisadom princpal Consideramos pasquisadora principal Dra Menira Borges Dizs de LUma e
So0uz3 & InsthuigSo proponente Liniverskiade federal da Golas.

W:
Fona ge 'E%?ECFHE:IF:ACDG amuneamente preenchida fol justcada e escanecisa no documento Tarta ao
Conskleramos pesquisadora prindipal Dra Menira Borges & Instituigio proponente Universidade Federal de
Galas.

Conclusdas ol Pendénciss 6 Liata de Inadequsagies:;

FMEHEMMCEF-ACDEMpHﬂHﬁHHEﬂﬂﬁMEMMMMW a0
CEP_28092012.par.

Congideramos pesquisadon pringpal Consideamos pesquisador principal Dra Menira Borges Dias de Uma e
SouZa & Insthulgdo proponerts Universidat Federal oe Goias.

SIfuag0 00 Parecer
Aprovado

Macesslta Aprackagio i COMER;
W

Conalderagies Finals a critéro do CEP:
Agnovado.

Endaregni I

Balero: BETOR LESTE UMVERSITARIO CEP: Jygosarn

P GO Municiplo: GOSN

Tslefonel (EITI53-05 Fix! (SSEEs-Sisl E-mall: ceperpiery orgt



