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RESUMO

As gastroenterites agudas estdo entre uma das causas de maior morbi-mortalidade
em todo o mundo, tanto em humanos como em animais, sendo as criangas as mais
afetadas. Os principais virus causadores de gastroenterites sdo: rotavirus (RV),
pertencentes a famillia Reoviridae, e os norovirus (NoV) e sapovirus (SaV),
pertencentes a familia Caliciviridae. Em todo o mundo, anualmente, ocorrem milhdes
de casos de diarréia induzidos por RV, NoV ou SaV em humanos. Além disso, ha
evidéncias de que estes virus possuam potencial zoondtico, ou seja, a capacidade
de infectar humanos e animais. Como os seres humanos e primatas ndo humanos
(PNH) compartilham caracteristicas genéticas e fisioloégicas semelhantes, virus
entéricos isolados de PNH tém recebido atencdo especial, sendo amplamente
utilizados tanto em pesquisas basicas quanto aplicadas. Ha escassos estudos sobre
RV, NoV e SaV em PNH e pesquisas relacionando a circulagdo destes virus com a
saude humana. Portanto, investigar a possivel distribuicdo de virus entéricos entre
as diferentes espécies de PNH é importante para a compreensdo da incidéncia
destes virus e o possivel rompimento das barreiras entre espécies. Desta forma, o
presente trabalho visou investigar a circulacdo de virus entéricos em grupos de PNH
gue viviam proximos de populagcdes humanas e, ainda, contribuir com informacoes
para o aprimoramento de medidas de prevencdo e controle destas viroses de
importancia em Saude Publica. Para a pesquisa de RV, NoV e SaV foram utilizadas
62 amostras de fezes de 5 espécies de PNH (saguis - Callithrix spp., Callithrix
penicillata; micos-ledes-da-cara-preta - Leontopithecus caissara; bugio-ruivo -
Alouatta guariba clamitans; bugio - Alouatta caraya) que viviam em localidades
préximas a populacbes humanas nos estados do Paranad e Santa Catarina. As
amostras foram coletadas e analisadas no periodo de maio de 2010 a junho de
2011. As técnicas utilizadas no estudo foram: extracdo do RNA viral pela associacéo
dos métodos de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico e silica/isotiocianato de
guanidina; eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA), transcricdo reversa seguida
de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e semi nested PCR, seguido de
eletroforese em gel de agarose; sequenciamento quando necessario. Apesar da
dificuldade, foram obtidas 62 amostras de fezes de PNH (43 provenientes de
animais de vida livre). Porém estas amostras ndo apresentavam aspecto diarréico e
nao foi evidenciada a presenca de RV (grupos A, B e C), SaV e NoV nas 5 espécies
de PNH estudadas. Os resultados indicaram que ndo houve circulacdo destes virus
nos grupos de PNH no periodo analisado, sugerindo a necessidade de investigacfes
contemplando maior niumero de PNH e outras espécies animais. Além disso, a
pesquisa de virus entéricos em grupos de PNH proximos a populagdes humanas
pode auxiliar nos servicos de Saude Publica na elaboragdo de planos e/ou
programas de controle e prevencao destas viroses.

Palavras-chave: virus entéricos. Primatas ndo humanos. Saude Publica.



ABSTRACT

The acute gastroenteritis are one of the biggest causes of morbidity worldwide, both
in humans and in animals. The children are most affected. The main viruses that
cause gastroenteritis are rotavirus (RV), Family Reoviridae, and norovirus (NoV) and
sapovirus (SaV), Family Caliciviridae. Each year, worldwide, occur million cases of
diarrhea induced by RV, NoV or SaV in humans. In addition, there is evidence that
these viruses have zoonotic potential, it is, the ability to infect humans and animals.
As humans and nonhuman primates (NHP) have genetic characteristics and
physiological similar, enteric viruses isolated from NHP have received special
attention and is widely employee both in basic and applied research. There are few
studies on RV, NoV and SaV in NHP and research related to circulation of these
viruses to human health. Therefore, investigate the possible distribution of enteric
viruses between different species of NHP is important for understanding the ecology
of these viruses and can break down barriers between species. Thus, this study
aimed to survey the circulation of enteric viruses in NHP groups living close to human
populations, and also contribute information to improve the prevention and control of
these viruses of importance in public health. The research of RV, NoV and SaV were
used 62 stool samples from five species of NHP (marmosets - Callithrix spp. Callithrix
penicillata; black-faced lion tamarins - Leontopithecus caissara; red howler - Alouatta
guariba clamitans; howler - Alouatta caraya) living in locations close to human
populations in the states of Parana and Santa Catarina, Brazil. The samples were
collected and analyzed from May 2010 to June 2011. The techniques used in the
study were: viral RNA extraction methods for the association of the phenol /
chloroform / isoamyl alcohol and silica / guanidine isothiocyanate, polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE), reverse transcription followed polymerase chain reaction
(RT-PCR) and semi-nested PCR followed by agarose gel electrophoresis,
sequencing when needed. Despite of the difficulty, we obtained 62 samples of feces
from NHP (43from free-living animals). But these samples did not show appearance
of diarrhea and there was no evidence the presence of RV (groups A, B and C), SAV
and NoV in five species studied NHP. The results indicated that there was no
circulation of these viruses in NHP groups in the analyzed period, suggesting the
need for more research looking at NHP and other animal species. In addition, the
research of enteric viruses in NPH groups close human populations can help the
public health services to prepare plans and/or control programs and prevention of
these viruses.

Keywords: enteric viruses. Non Human Primates. Public Health.
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1 INTRODUCAO

As gastroenterites agudas sao causadas por virus, bactérias e protozoarios
e estdo entre uma das causas de maior morbidade em todo o mundo, tanto em
humanos com em animais, sendo que as criangas sao as principais afetadas. Dentre
estes virus podemos destacar os seguintes: rotavirus (RV), pertencentes a familia
Reoviridae, e os virus da familia Caliciviridae, os norovirus (NoV) e sapovirus (SaV).
Em todo o mundo, anualmente, ocorrem cerca de 138 milhdes de casos de diarréia
induzidos por RV e, acredita-se que aproximadamente 611.000 criancas morrem por
ano devido a infec¢do por RV (PARASHAR et al., 2006). Além disso, estima-se que
o NoV, a cada ano, possa causar cerca de 1,1 milhdes de hospitalizacdes e 218.000
mortes de criangas nos paises em desenvolvimento (PATEL et al., 2008). O impacto
das sapoviroses néo foi totalmente estabelecido, mas ha descricbes de surtos de
SaV associados a gastroenterites em lactentes e criangas jovens (GREEN, 2007).

As doengas infecciosas emergentes sdo moléstias transmissiveis causadas
por bactérias ou virus nunca antes descritos ou por novas formas infectantes
geradas a partir de mutagcbes em um microrganismo ja conhecido. E possivel ainda
que sejam causadas por um agente que ja parasitava animais e depois comecgou a
infectar também o homem. A populagdo humana em expansao tem impulsionado o
surgimento de doencas infecciosas emergentes através do aumento da densidade
populacional, especialmente em areas urbanas (dengue, cdlera), e usurpag¢do do
habitat dos animais selvagens (DASZAK, CUNNINGHAM, HYATT; 2000). A maioria
das doencas infecciosas emergentes sdo zoonoses (doengas naturalmente
transmitidas de animais vertebrados para humanos, e vice-versa) e muitas procedem
de animais de vida livre. As zoonoses representam um problema de Saude Publica
mundial, pois contribuem para encargos significativos para a economia global e a
saude publica e, causam grande impacto em fatores sécio-econémicos, ambientais e
ecoldgicos. A tendéncia € que o numero dessas doengas aumente significativamente
ao longo do tempo (JONES et al., 2008). Assim, os animais desempenham um papel
essencial na manutencdo das infec¢cbes zoonoticas na natureza. As zoonoses
podem ser bacterianas, virais ou parasitarias, ou podem envolver agentes nao
convencionais, por exemplo prions (KAHN, 2006). RV, NoV e SaV possuem

potencial zoondtico, bem como caracteristicas de doengas infecciosas emergentes.
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O potencial zoondtico do RV é evidenciado por meio do monitoramento da
circulacdo do RV na populacdo humana, fornecendo evidéncias de que os animais
podem atuar como fonte de multiplicacdo do virus e/ou de material genético para a
diversificagdo do RV humano (ALFIERI et al.,, 1996; SANTOS; HOSHINO, 2005;
GENTSCH et al., 2005). Milhares de pessoas estao expostas todos os anos aos RV
animais, seja em comunidades agricolas ou pessoas que esporadicamente
encontram-se nestes locais, ou pelo homem constantemente adentrar ambientes
onde existem animais silvestres. Este contato com locais altamente contaminados
por dejetos animais pode resultar em algumas infec¢gbes permitindo a entrada
continua de estirpes de RV na populacdo humana de origem animal (COOK et al.,
2004). A partir de técnicas de genotipagem em amostras de RV provenientes de
estudos epidemioldgicos, se demonstra a ocorréncia da transmisséo interespécies.
Isto pode ser constatado por meio de estudos investigativos em humanos
apresentando infecgao por estirpes virais de origem animal (primatas ndo humanos -
PNH, cées, gatos, porcos e bovinos) (OTSYULA et al., 1996; DAS et al.,, 1993;
GOUVEA et al., 1993; VONSOVER et al., 1993). A melhora na adapta¢cdo ao novo
hospedeiro, juntamente com a falta de imunidade especifica preexistente na
populacdo contra a nova estirpe, poderia explicar a rapida propagacdo das novas
estirpes e de sua persisténcia nas populacdes humanas.

O potencial zoonético do NoV e SaV é discutido, devido a grande
semelhanca entre calicivirus isolados de humanos e animais. Estudos relacionados
a presenca de anticorpos contra o NoV animal foram detectados em seres humanos,
bem como anticorpos NoV humanos em suinos, bovinos e PNH (BANK-WOLF et al.,
2010; SCIPIONI et al.,2008; JIANG et al., 2004).

Assim como em humanos, a doenca diarréica € uma das principais causas
de morbidade em macacos, inclusive estd associada com alta mortalidade em
algumas colonias de PNH, sendo os principais agentes os RV e os NoV (WANG et
al., 2007). Como os seres humanos e PNH compartilham caracteristicas genéticas e
fisiolégicas semelhantes, RV, isolados de PNH tém recebido atencdo especial,
sendo amplamente utilizados tanto em pesquisa basica quanto aplicada (HOSHINO
et al., 2006).

Salienta-se que apesar de existir vacina contra o RV humano licenciada no
Brasil, Rotarix®, esta é indicada para a prevencdo de gastroenterites por RV
causadas pelas estirpes G1 e ndo-G1 (G2, G3, G4 e G9) (BRASIL, 2005b). Sendo
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assim, h4 uma preocupacgdo se a introducdo de vacinas contra o0 RV para criancas
pode alterar o perfil epidemiolégico da doenca. A vigilancia epidemioldgica continua
é fundamental para a compreensao dos efeitos de curto e longo prazo das vacinas
contra RV, na ecologia viral (envolve o conhecimento dos hospedeiros naturais e a
inferéncia dos ciclos provaveis de transmissao) e implantacdo de futuras estratégias
vacinais (MARTELLA et al., 2010).

Portanto, investigar a possivel presenca de virus entéricos entre as
diferentes espécies de PNH é importante para a compreensao da ecologia dos virus
entéricos, dos mecanismos de evolugdo dos mesmos e o possivel rompimento das
barreiras entre espécies. Desta forma, o presente trabalho visa investigar a
circulacdo dos virus entéricos em grupos de PNH que vivam préximos de
populacdes humanas. Ainda, pretende-se contribuir com informagcdes que visem o
aprimoramento de medidas de prevencao e controle destas gastroenterites virais de
importancia em Saude Publica.

1.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca de virus entéricos (rotavirus grupos A, B e C;
norovirus e sapovirus) em amostras de fezes de primatas ndo humanos (Callithrix
spp., C. penicillata, Leontopithecus caissara, Alouatta guariba clamitans e A. caraya)
que vivem préximos a populagdes humanas em algumas localidades dos estados do
Parané e de Santa Catarina, visando contribuir como um indicador para as acdes em

Saude Publica.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aplicar metodologias diagnosticas estabelecidas, validadas e viaveis para
investigar a presenca de rotavirus grupos A, B e C; norovirus e sapovirus em fezes
de primatas ndo humanos.

e Avaliar a circulagéo de estirpes de virus entéricos humanos em primatas
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nao humanos.
e Fornecer subsidios aos servi¢cos de Saude Publica, visando contribuir com

a prevencao e o controle das gastroenterites virais aqui estudadas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 GASTROENTERITES VIRAIS DE IMPORTANCIA EM SAUDE PUBLICA

Gastroenterite € a inflamacdo do estbmago e do intestino. A gastroenterite
viral € uma infeccdo causada por uma variedade de virus que resulta em vomitos ou
diarréia. As gastroenterites virais sdo causadas pelos seguintes agentes: rotavirus
(RV), norovirus (NoV), sapovirus (SaV), adenovirus e astrovirus. As gastroenterites
nao-virais sdo causadas por bactérias (como Salmonella spp. e Escherichia coli) ou
parasitas (tais como Giardia lamblia e Cryptosporidium), ou por medicamentos, ou
outras condi¢cdes médicas.

A pessoa acometida pode ter dor de cabeca, febre e colicas abdominais. Em
geral, os sintomas comecam um a dois dias ap0s a infec¢cdo e pode durar de um a
dez dias, dependendo do virus causador da doenca (Centers for Diseases Control
and Prevention - CDC, 2011). As complicacbes ocorrem devido a desidratacdo e ao
desequilibrio eletrolitico, podendo causar 6bito, principalmente, se a diarréia estiver
associada com a desnutricdo e doencas cronicas (SANTOS; SOARES, 2008).

As diarréias infecciosas, incluindo as gastroenterites virais, constituem-se
uma das principais causas de mortalidade e morbidade em todo o mundo, tanto em
humanos e animais. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que a doenca
diarréica seja responsavel por 18% dos 10,6 milhGes de mortes anuais de criancas
abaixo de cinco anos de idade. Nos Estados Unidos, estima-se que ocorram 211 a
375 episddios de diarréia aguda anualmente, gerando custos anuais estimados em
até 23 de bilhdes de doblares em despesas médicas e perda de produtividade
(SANTOS; SOARES, 2008).

Em 1994, no Brasil foi implantado o programa de “Monitorizacdo de Doencas
Diarréicas Agudas”, um método de vigilancia sentinela, agil e de avaliagao continua.
Em 2004, foram notificados 2.395.485 casos de diarréia distribuidos nas cinco
regides do Brasil, sendo a regido Nordeste apresentando os maiores indices. No
periodo de 1996 a 2003 foram destinados R$ 173.245.567,85 ao pagamento de
despesas hospitalares. Ainda no Brasil, em 2006, ocorreram 2.236 O6bitos por

diarréia entre criangas menores de cinco anos, provavelmente 40% destes podem
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estar associadas aos RV (BRASIL, 2006; SANTOS; SOARES, 2008).

2.2 PRINCIPAIS VIRUS ENTERICOS DE INTERESSE EM SAUDE PUBLICA

Dentre os principais virus causadores de gastroenterites destacam-se 0s
RV, SaV e NoV. O RV é um dos agentes causadores mais comuns de
gastroenterites agudas em criancas, causando cerca de 2 milhdes de
hospitalizacbes ao ano em criancas menores de cinco anos (WHO, 2004). Em todo o
mundo, anualmente, ocorrem cerca de 138 milhdes de casos de diarréia induzidos
por RV e acredita-se que, aproximadamente, 611.000 criangas morrem por ano
devido a infeccdo por RV e destas, mais de 80% sdo de paises subdesenvolvidos
(PARASHAR et al., 2006). Além disso, estima-se que o NoV, a cada ano, possa
causar cerca de 1,1 milhdes de hospitalizacdes e 218.000 mortes de criancas nos
paises em desenvolvimento (PATEL et al., 2008). O impacto das sapoviroses néo foi
totalmente estabelecido, mas ha descricbes de surtos de SaV associados a

gastroenterite em lactentes e criancgas jovens (GREEN, 2007).

2.2.1 Rotavirus

Os RV humanos foram descritos pela primeira vez por Bishop et al. (1973)
na Austrdlia, por meio do estudo da mucosa duodenal de criancas com
gastroenterite ndo bacteriana e identificaram particulas virais por Microscopia
Eletrbnica. No ano seguinte, foram observados virus com caracteristicas
semelhantes ao estudo anterior em amostras fecais de criangas com gastroenterite
aguda nao bacteriana (BISHOP et al., 1974).

A primeira descricdo da presenca de RV em animais foi nas décadas de
1960 e 1970 por detectar as particulas do tipo RV no intestino de animais
apresentando doencas diarréicas (ESTES; KAPIKIAN, 2007). Woode et al., em
1975, relataram RV em fezes de suinos com diarréia. Desde entdo, inimeros
trabalhos tém sido publicados relacionando os RV a gastroenterites em diversas

espécies de mamiferos e de aves.
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2.2.1.1 Caracteristicas dos RV

O RV pertence a familia Reoviridae, seu home vem do latim: rota significa

roda, devido a aparéncia da estrutura da capside externa com aspecto de roda de

carroca quando observado por Microscopia Eletrénica (KAPIKIAN; HOSHINO;
CHANOCK, 2001).
O RV possui as seguintes caracteristicas:

a)

b)

d)

f)
9)
h)

)

particulas virais maduras possuem aproximadamente 75 nm de
diametro, formato icosaédrico e ndo envelopados,

seu genoma viral € composto por 11 segmentos de RNA dupla-fita
(RNAfd);

possui seis proteinas virais estruturais, VP (Viral Protein), denominadas:
VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7; e possui seis proteinas nao-
estruturais, denominadas NSP (Non-Structural Protein), variando entre
NSP1 a NSP6

apresentam capsideo composto por trés camadas de proteinas: uma
camada externa, uma camada intermediaria, e o core, ou camada
interna;

as particulas virais contém um RNA-polimerase dependente de RNA e
outras enzimas necessarias a sintese de RNA mensageiro (RNAm);

a replicacéo do virus ocorre no citoplasma das células infectadas;

0s Vvirus sdo capazes de realizar rearranjo genético;

in vitro o cultivo do virus é facilitado pelo tratamento com enzimas
proteoliticas, que aumentam a capacidade por infeccéo pela clivagem da
proteina VP4, um polipeptideo localizado no capsideo externo;

as particulas virais sdo formadas por brotacdo no reticulo
endoplasmatico e sdo evidentes transitoriamente nesta etapa da
morfogénese;

as particulas maduras séo liberadas a partir da lise (ESTES; KAPIKIAN,
2007).
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. Genoma dos RV

O genoma do RV é constituido por 11 segmentos de RNA fita dupla (RNAfd),
e estdo localizados no core. O tamanho dos segmentos varia de 667 pb (pares de
base a 3302 pb de tamanho, totalizando 6.120 kDa, ou 18.555 pb (PRASAD;
ESTES, 2000). Quando o RV é desproteinizado os segmentos genémicos ndo sao
contagiosos, refletindo o fato de que as particulas virais contém sua propria RNA
polimerase-dependente de RNA para transcrever cada um dos segmentos de RNA
em RNAmM (RNA mensageiro) ativo (ESTES, 2001).

Cada segmento de RNA comeg¢a com uma guanidina na terminagao 5’,
seguido por um conjunto de seqiéncias conservadas que fazem parte da regiao 5'-
nao codificadora. Apds, segue uma regido aberta de leitura (ORF, Open Reading
Frame), que codifica uma proteina. Na extremidade 3’, o cdédon de terminacdo é
seguido por um conjunto de sequéncias ndo-codificadoras. Estas sequéncias séo
altamente conservadas e terminam com duas citidinas. Quase todos os RNAmM
possuem no fim a sequéncia consenso 5’-UGUGACC-3', e essas sequéncias contém
sinais importantes para a expressdo dos genes e replicacdo do genoma. Os
comprimentos das regifes 3' e 5'-ndo codificadoras variam de acordo com diferentes
genes, e nenhum sinal de poliadenilacdo é encontrado na extremidade 3' dos genes
(FIGURA 1). Todos os genes sequenciados possuem pelo menos uma ORF longa
depois do primeiro cdédon de iniciacdo (ESTES, 2001). A grande conservacao das
sequéncias terminais nos segmentos genbmicos sugere que elas contém
importantes sinais para a transcricéo, transporte de RNA, replicacdo, montagem ou
empacotamento dos segmentos genémicos (PATTON; SPENCER, 2000).

Nao- codificadora

Nao- codificadora

® (17 185)/
-1 -

¢ |35) ORF

5' 3

AUG

GGCUUUUAAA AUGUGACC
RRUA uu U UGUG

FIGURA 1 - PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DO GENOMA DO ROTAVIRUS
FONTE: Adaptado de ESTES (2001)
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e Proteinas dos RV

Os segmentos do genoma do RV codificam proteinas estruturais
encontradas em particulas virais e as proteinas néo-estruturais encontradas nas
células infectadas, mas ndo nas particulas virais maduras. Seis segmentos do
genoma codificam proteinas estruturais e outras seis sdo proteinas ndo-estruturais
(DESSELBERGER, 2000).

As proteinas virais estruturais, VP, estdo nomeadas por ordem decrescente
da massa molecular. No core estdo presentes as proteinas VP1 (125KDa), VP2
(94KDa) e VP3 (88KDa); na camada intermediaria a VP6 (46KDa), e na camada
externa as proteinas VP4 (88KDa) e VP7 (38KDa). As proteinas nao-estruturais,
NSP, variam entre NSP1-NSP5, algumas estirpes de RV podem ndo ter a proteina
nao-estrutural, NSP6 (ESTES, 2001).

Héa seis proteinas ndo estruturais codificadas pelo genoma viral, NSP1 a
NSP6:

a) NSP1 é a maior destas proteinas e possui o dominio zinc finger, este

dominio é encontrado em proteinas que se ligam a &cidos nucléicos. Ela

esta envolvida nos estagios iniciais da montagem das particulas virais.

b) NSP2 estd relacionada ao mecanismo de replicacdo viral e tem a

capacidade de se ligar ao RNA fita simples (RNAfs).

c) NSP3 determina a interrup¢ao da traducéo na célula infectada.

d) NSP4 auxilia na maturacdo da particula viral no reticulo endoplasmaético

e funciona como uma enterotoxina (ESTES; KAPIKIAN, 2007; DECTOR et

al., 2002).

e) NSP5 e NSP6 sao codificadas em duas ORF diferentes mas no mesmo

segmento genbmico, e estdo envolvidas na formacédo do viroplasma, que

séo inclusbes citoplasmaticas que surgem 2 a 3 horas apds a infeccéo

(ESTES; KAPIKIAN, 2007).

No (QUADRO 1) os segmentos gendmicos e as proteinas virais com suas

respectivas funcdes e localizacéo na particula viral estao relacionados.
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SEGMENTO | PRODUTO | LOCALIZACAO | FUNCAO
GENOMICO | PROTEINA
1 VP1 Core RNA-polimerase dependente de RNA
2 VP2 Core Liga-se ao RNA viral
3 VP3 Core Guanilitransferase
4 VP4 (VP5 e | Capsideo Hemaglutinina, proteina de ligacdo a célula,
VP8) externo peptideo de fusédo, antigeno de neutralizagao
5 NSP1 Né&o estrutural Ligag&o ao RNA viral
VP6 Capsideo Antigeno de subgrupo, necessario para transcrigcao
interno
7 NSP3 N&o estrutural Inibe a traducdo de proteinas celulares, ligacdo ao
terminal 3’ do RNAm viral
8 NSP2 N&o estrutural Ligacdo ao RNA, helicase, forma viroplasmas com
NSP5
9 VP7 Capsideo Glicoproteina antigeno neutralizante
externo
10 NSP4 N&o- estrutural Glicoproteina, papel na morfogénese, modulada
fons Ca2+ intracelular, enterotoxina
11 NSP5 N&o- estrutural Ligacdo ao RNA, forma viroplasma com NSP2,
interage com VP2 e NSP6
NSP6 N&o- estrutural Interage com NSP5, presente no viroplasma

QUADRO1 - SEGMENTO GENOMICO, LOCALIZAGAO E FUNCOES DAS RESPECTIVAS
PROTEINAS DO ROTAVIRUS

FONTE: SANTOS e SOARES (2008).
NOTAS: NSP —non structural protein; VP — viral protein

e Estrutura protéica dos RV

As trés camadas protéicas estdo representadas na (FIGURA 2) e com a
seguinte estrutura (PRASAD; ESTES, 2000):

a) Core, ou camada central

Contém o genoma viral e, é formado por VP2 e as proteinas VP1 (RNA

polimerase-dependente de RNA) e VP3 (uma guanililtransferase e metilase).

b) Capsideo interno (camada intermediaria)

Composto de 260 trimeros de VP6, que sao interrompidos por 132 canais

aquosos de trés tipos diferentes em relagéo a simetria do capsideos.

c) Capsideo externo (camada externa)
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Composto de 260 trimeros de VP7 e 60 dimeros de VP4. As proteinas VP4 e
VP7 interagem com VP6.

camada
externa

Core

Camada
intermediaria

FIGURA 2 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS CAMADAS PROTEICAS DO ROTAVIRUS
FONTE: VANREGENMORTEL et al. (2000)

As proteinas do core viral (VP1, VP2, VP3) tem afinidade pelo RNAfs (RNA
fita simples), VP1 (Pol) e VP3 (Cap) estdo diretamente associadas ao genoma. A
proteina VP2 constitui a capa, sendo a mais abundante do core viral com 120
moléculas por virion. Cada uma das proteinas desempenha um papel central nos
processos de transcricdo e replicacdo do RNA: a proteina VP1 possui atividade de
RNA polimerase RNA - dependente e a proteina VP3 tem atividade de
guanililtransferase, estando envolvidas na adicdo da estrutura 5" -cap presente no
RNAmM (VALENZUELA et al., 1991). Embora VP1 e VP2 sdo ambas necessarias

para a atividade replicase, o papel essencial da VP2 na replicacéo esta ligada a sua
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capacidade de ligar-se ao RNAmM (PATTON et al., 1997).

O capsideo intermediario é formado por 780 moléculas da proteina estrutural
VP6, dispostos em 260 unidades triméricas e posicionados em todos o0s eixos da
malha icosaédrica (FIGURA 2). Esta disposicao oferece maior integridade estrutural
ao capsideo viral (MATHIEU et al., 2001).

O capsideo externo é composto por duas proteinas, VP4 e VP7, que sao
responsaveis pelas interacdes iniciais do virus com a célula hospedeira. A superficie
externa do virus é levemente ondulada devido a presenca de 780 copias da
glicoproteina VP7, em arranjos triméricos. Estruturas semelhantes as espiculas sao
formadas por 120 copias da proteina VP4 divididas em 60 estruturas diméricas
assimétricas (YEAGER et al., 1994). A proteina VP4 interage com a VP6 e VP7
permitindo a manutencdo da estrutura geométrica e afeta os dominios funcionais.
Além disso, VP4 contém um sitio de clivagem pela tripsina e quando submetida ao
tratamento com protease in vitro produz dois produtos, as proteinas VP5 e VP8,
aumentando a infectividade do virus (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

2.2.1.2 Padrao eletroforético dos RV

Os RV sé@o os Unicos agentes infecciosos conhecidos de mamiferos e aves
gue apresentam 11 segmentos de RNAfd (ESTES, 2001). O RNA genbmico pode
ser extraido de particulas virais semi-purificadas e separado de acordo com as
massas moleculares e a velocidade de migracdo, utilizando-se a técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA), apresentando um padréo
eletroforético, ou eletroferotipo, tipico para esses virus (PEREIRA et al., 1983).

Na maioria dos casos, o padrao eletroforético do genoma do virus do grupo
A é composto por quatro segmentos de RNAfd de alto peso molecular (1-4), dois
segmentos de porte médio (5 e 6), um trio de segmentos distintos (7 a 9) e dois
segmentos menores (10 e 11) (FIGURA 3). A analise de eletroferotipos é uma
técnica relativamente facil, rapida e popular para a deteccao do virus e para estudos
de epidemiologia molecular para monitorar epidemias de virus e sua transmissao.
No entanto, padrdes distintos de RNA podem surgir por diferentes mecanismos

(substituicdo, rearranjos), esses perfis ndo podem ser usados como unico critério



para a classificacdo de uma estirpe viral (ESTES; KAPIKIAN, 2007).
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FIGURA 3 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA REPRESENTANDO CADA UM DOS
11 SEGMENTOS DE RNA FITA DUPLA E AS RESPECTIVAS PROTEINAS CODIFICADAS PELO

GENOMA DOS ROTAVIRUS
FONTE: MERTENS; ATTOUI; BAMFORD (2010)

2.2.1.3 Replicacao e morfogénese dos RV

¢ Replicacdo dos RV

Os detalhes de adsor¢ao, entrada e revestimento do RV sédo complexos e

ainda permanecem parcialmente incompreendidos. As proteinas VP4 e VP7 estdo

implicadas nas interagbes iniciais com ceélulas hospedeiras. O passo inicial na

infecc@o pelo virus consiste na ligacdo deste a superficie das células hospedeiras.

Os RV possuem maior afinidade pelos enterdcitos, sdo células maduras e nao

proliferativas que recobrem as vilosidades intestinais. Porém, é possivel que o RV

infecte uma variedade de células, sugerindo que a ligagao inicial (adsorcdo) é uma
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interacao inespecifica (CIARLET; ESTES, 1998). Entende-se que a ligacéo inicial é
uma interacdo com os receptores de membrana e esta etapa € critica para a entrada
do virus na célula. A entrada do RV na célula é um processo coordenado, com
varias etapas que envolvem interacbes com diversos ligantes e uma série de
mudancas conformacionais nas proteinas do capsideo. A fixacdo do virus na célula
ocorre devido a interacdo da proteina VP4 ou seus produtos de clivagem VP5 e
VP8, obtido através do tratamento com tripsina (ZARATE et al., 2000), na particula
contendo trés envoltorios protéicos TLP (triple-layered particle) (CRAWFORD et al.,
1994). A acao da tripsina sobre VP4 aumenta a penetragdo viral e infectividade,
porém esse mecanismo ainda ndo esta totalmente elucidado (ESTES; GRAHAM;
MASON, 1981; ESTES; KAPIKIAN, 2007).

Acredita-se que as estirpes de RV diferem em sua capacidade de
infectividade por mecanismos que podem envolver o acido sidlico e mecanismos que
possuem diferentes sensibilidades frente a neuraminidase (ISA; ARIAS; LOPEZ,
2006). Para algumas estirpes do virus, a interacao inicial de VP8 com acido sialico
contendo receptores celulares geram mudancas conformacionais na proteina VP4
do virus que permitem a interacdo com uma integrina (proteina da membrana
celular) através de uma sequéncia em VP5 (GRAHAM et al.,, 2003). Nos RV
resistentes a neuraminidases, a proteina VP4 ja pode estar em uma conformacao
gue lhe permite interagir diretamente com os receptores.

A internalizacao, ou seja, a penetracdo do virus na célula, ndo ocorre de 0°C
a 4°C, indicando que esta etapa requer processos celulares ativos. Os virus sao
internalizados em 60 a 90 minutos apds a ligacdo. H& dois possiveis mecanismos de
internalizacdo: endocitose mediada por receptor (RUIZ et al., 1994) e penetracao
direta na membrana (KALJOT et al., 1988). Acredita-se que a endocitose mediada
por receptor utiliza um mecanismo dependente da diminuicdo da concentracédo de
fons Ca?* (RUIZ; COHEN; MICHELANGELI, 2000). O outro mecanismo possivel, a
entrada direta, no qual a tripsina foi detectada associada ao capsideo exterior do RV
e € ativada pela solubilizacdo das proteinas do capsideo externo, propde-se que a
tripsina ativa a clivagem de VP7 e VP4 em fragmentos capazes de perturbar as
membranas e isso pode permitir que as particulas virais com dupla camada, Double-
layered particles (DLP) tenham acesso ao citoplasma para iniciar a transcricdo do
RNAm viral ativamente para completar o préximo passo no ciclo de vida do virus
(GOLANTSOVA; GORBUNOVA; MACKOW, 2004).
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A sintese dos transcritos virais € mediada por uma RNA polimerase viral
dependente de RNA (transcriptase). A transcriptase é um componente do virion, faz
parte do complexo VP1 e VP3 e, aparece como um elemento em forma de flor e esta
ligado a superficie da camada interna em todos os veértices do icosaedro (ESTES;
KAPIKIAN, 2007). As particulas de RV contém as enzimas necessarias para a
sintese do RNAm, incluindo a transcriptase, fosfohidrolase nucleotideo,
guanililtransferase e metilases (IMAI et al., 1983). A transcricdo € assimétrica, ou
seja, a transcricdo tem lugar apenas num filamento de RNA e todos os transcritos
séo fitas positivas feitos a partir da fita negativa de RNAfd. A transcricdo primaria
pode ocorrer antes da formacdo do viroplasma, que sao inclusdes citoplasméaticas
contendo proteinas virais (SILVESTRI; TARAPOREWALA; PATTON, 2004). O ciclo

de ligacao, penetracéo, transcri¢do, traducdo estao representados na FIGURA 4.
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FIGURA 4 - REPRESENTACAO DAS ETAPAS DE LIGACAO, PENETRACAO, TRANSCRICAO E
CICLO DE REPLICACAO DO ROTAVIRUS

LEGENDA: As diferentes fases sao indicadas por numeros: (1) ligacdo: interacdo do virion com a
superficie da célula; (2) penetracdo e a remocao das proteinas do envelope da particula viral para
producé@o de DLPs; (3) transcricdo primaria do RNAfd gendmico; (4) sintese das proteinas virais; (5)
montagem do intermediario de replicacao (IR) e sintese de RNA fita negativa; (6) montagem do IR em
duas camadas; (7) transcricao secundaria do IR camada dupla; (8) tradugédo: sintese secundaria, com
reforco de proteinas virais; (9) montagem aumentada, secundaria de core do IR e sintese de RNA fita
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negativa; (10) aumento secundario do IR em camada dupla; (11) liberacdo do IR camada dupla
através da membrana do reticulo endoplasmatico e aquisicdo do envelope de membrana; (12) perda
do envelope de membrana e produgéo de virions maduros com trés camadas.

FONTE: ARIAS et al. (2004)

¢ Morfogénese dos RV

Uma caracteristica distinta da morfogénese do RV é que as particulas
subvirais, que se rednem no viroplasma citoplasmatico, brotam através da
membrana do reticulo endoplasmético, e as particulas sao transitoriamente
envolvidas por um envelope, este é perdido e € substituido por uma fina camada de
proteinas que em ultima andlise, constitui o capsideo externo de virions maduros, ou
seja, as particulas virais completas. A maioria das proteinas virais sdo sintetizadas
nos viroplasmas, e a formacao dos novos virions envolve uma participacdo dinamica
das proteinas virais do citoplasma e dos viroplasmas. E altamente coordenada a
formacao do core com uma cépia de cada um dos 11 segmentos do genoma dos RV
(PATTON; SPENCER, 2000). Uma vez que as particulas com duplo capsideo estédo
formadas, elas passam dos viroplasmas para o interior do reticulo endoplasmético
adjacente. Durante a replicacéo viral a proteina néo estrutural NSP4 esta inserida na
membrana do reticulo endoplasmético, na qual apresenta a funcéo de receptor para
particulas incompletas que apresentam duas camadas protéicas e que sao
denominadas DLPs e interage com a proteina VP6. Durante sua translocacao para o
[imen do reticulo, essas particulas imaturas adquirem o capsideo externo formado
pelas proteinas VP4 e VP7, formando a particula completa, também chamada de
TLPs, ou virion. Ao final deste processo, a particula viral apresenta um envelope
composto pela membrana do reticulo endoplasmético, o qual é posteriormente
removido pela NSP4 (PORUCHYNSKY; ATKINSON, 1991). Ao final do ciclo de
replicacdo a progénie é liberada por lise das células hospedeiras (ALTENBURG;
GRAHAM; ESTES, 1980).

A dupla infeccdo de células com duas estirpes diferentes de RV leva a
replicacdo simultdnea dos genes e sintese de proteinas de ambos os virus, e, em
fase de montagem, a formacdo de rearranjos dos segmentos em combinacoes
diferentes dos genes, podem ocorrer, incluindo também o surgimento de diferentes
genotipos/sorotipos G/P (DESSELBERGER, 2000).
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2.2.1.4 Patogenia e modo de transmisséo dos RV

O RV replica-se em enterdcitos, sugerindo que estas células diferenciadas
expressam fatores necessarios para a infeccdo e replicacdo eficiente do virus. A
gravidade e a localizacdo da infeccdo intestinal variam entre as espécies animais, no
entanto, as alteragbes patoldgicas sdo essencialmente limitadas ao intestino
delgado. Em diferentes modelos animais, a infeccdo por RV é associada com
poucas lesbes visiveis, como vacuolizacdo dos enterdcitos ou alteracbes
histopatoldgicas significativas. A inflamacéo € leve em comparagdo com o observado
com outros patégenos intestinais. Em muitos casos, nao existe uma correlacdo clara
entre o grau de alteracdes histopatologicas e a gravidade da doenca diarréica, essa
dicotomia é explicada pela existéncia de uma variedade de mecanismos de
patogénese. Fatores virais e do hospedeiro interferem na patogenicidade da doencga
(ESTES; KAPIKIAN, 2007). Diversas proteinas virais envolvidas na viruléncia foram
identificadas: VP3, VP4, NSP1, VP6, VP7, NSP2, NSP3 e NSP4. (RAMIG, 2004).
Outras proteinas tém papéis no que segue: (1) na eficiéncia da replicacdo do virus
(VP3, NSP2, VP6, NSP3); (2) no desligamento da sintese de proteina do hospedeiro
(NSP3); (3) na propagacéao extra-intestinal do virus (NSP3 e VP6); (4) na entrada do
virus nas células (VP4 e VP7); (5) na regulacdo na inducéo de interferon (NSP1); (6)
e na inducéo de diarréia (NSP4). A diarréia por RV tem sido atribuida a diferentes
mecanismos, incluindo ma absor¢cdo secundaria devido a: destruicdo dos
enterdcitos, isquemia das vilosidades, toxina viral NSP4, e ativagdo do sistema
nervoso entérico (LUNDGREN; SVENSSON, 2001).

A descoberta de NSP4 como enterotoxina viral mostra que essa proteina
tem propriedades pleiotropicas, ou seja, além de seu papel na replicacdo viral e
morfogénese intracelular, ela possui a atividade como fator de viruléncia (HOSHINO
et al., 1995). A glicoproteina ndo estrutural, NSP4, do RV provoca um aumento do
calcio intracelular em células de inseto e quando purificada produz diarréia induzida
em ratos jovens (6-10 dias), mostrando que a doenca produzida por NSP4 ¢ idade-
dependente, dose-dependente e especifica. A NSP4 potencializa a secrecdo de
cloreto em uma via de sinalizacdo dependente de calcio e a glicoproteina age como

uma enterotoxina viral, desencadeando uma via de transducdo de sinal e
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mobilizacdo do Ca*' intracelular (BALL et al., 1996). Acredita-se que a proteina
NSP4 é liberada pelas células infectadas pelo RV e tem efeitos paracrinos em
células adjacentes nao infectadas (ESTES; KAPIKIAN, et al., 2007). Por outro lado
foi demonstrada a capacidade de atenuar a diarréia por RV em camundongos e em
criancas usando drogas que bloqueiam a via do sistema nervoso entérico
(LUNDGREN et al., 2000), e NSP4 ou outros mediadores liberados pelas células
infectadas por virus que podem mediar esses efeitos diretos ou estimulando
respostas de células enterocromafins (argentafins) (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

A infeccdo pelo RV causa diarréia grave e vomito, principalmente em
lactentes e criancas pequenas, porém pode levar a desidratacdo grave e morte. O
modo de transmissédo é oral-fecal através de alimentos e agua contaminados com o
virus, mas alguns autores relatam a transmissao pelas vias respiratorias (COOK et
al., 1990). O periodo de incubacdo é de 48 horas. O tempo de liberacdo do virus
pelo agente contaminado dura em média 10 dias, mas pode chegar até 57 dias
(RICHARDSON et al., 1998).

As particulas virais mantém sua integridade e infecciosidade quando
expostas ao fluorocarbono, éter, cloroférmio. A particula é estavel entre pH 3 e 9. A
resisténcia a inativacédo fisica (juntamente com o grande nimero de particulas virais
eliminadas nas fezes) pode contribuir para a eficiente transmissdo do RV humano. O
RV humano e animal sdo estaveis a temperatura ambiente, podem durar varios
meses. O virus tem a capacidade de sobreviver em diversas superficies e em
diferentes condi¢des contribuindo para a rapida disseminagcdo desses agentes. O
etanol 95% é talvez o melhor desinfetante, pois remove o capsideo externo do virus,
porém a desinfeccdo dos materiais contaminados e cuidadosa lavagem das méos
constituem medidas importantes para conter a infeccdo por RV, especialmente em
um hospital ou estrutura institucional. Além dos seres humanos, acredita-se que 0s
animais também sao reservatérios para a transmissdo do RV (ESTES; KAPIKIAN,
2007).

2.2.1.5 Diagnéstico laboratorial para rotaviroses

O virus é identificado por pesquisa de antigenos nas fezes pelo método de
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aglutinacdo em latex, técnicas sorologicas como EIE, e técnicas mais acuradas para
identificacdo do sorotipo/genotipo por EGPA, RT-PCR, hibridizagdo e
sequenciamento (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

As manifestacdes clinicas da doenca por RV ndo sao suficientemente
distintivas para permitir o diagnostico apenas nos sintomas. O diagndstico, portanto,
requer a deteccdo do virus ou antigeno viral, a demonstracdo de uma resposta
sorologica, ou ambos (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

Muitos ensaios tém sido desenvolvidos para a deteccdo de RV nas fezes,
como a visualizacdo direta do material de fezes por Microscopia Eletrbnica para
deteccdo de rotavirus. Esta técnica tem a vantagem de alta especificidade, porque o
RV tem uma aparéncia morfologica distintiva. A Microscopia Eletrbnica continua a
ser importante no diagnéstico de doencas causadas por RV e é frequentemente
utilizado para resolver as discrepancias nos resultados de outras técnicas. A
vantagem da Microscopia Eletrénica € o de ser um método mais rapido para o
diagnéstico, porém néo distingue entre sorotipos e genotipos e requer equipamento
e pessoal altamente especializado (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

O método automético de confirmacédo de escolha em muitos laboratorios é o
EIE, pois é sensivel e possui controle nas reagdes inespecificas. Ainda sdo usados
rotineiramente outros métodos de deteccao viral, tais como imunofluorescéncia,
aglutinacéo em latex e EIE com anticorpos mono ou policlonais (ESTES; KAPIKIAN,
2007).

A deteccdo do genoma viral pode ser realizada EGPA, RT-PCR ou
hibridizacdo. A hibridizacdo € um método altamente especifico, gerando resultados
gue sdo concordantes com aqueles obtidos com outros testes, como a microscopia
eletrbnica e EIE. A técnica mais importante é a RT-PCR, que é 5.000 vezes mais
sensivel que a hibridizagdo (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

O genoma segmentado, caracteristico do RV, permite a aplicacdo da técnica
EGPA para a identificacdo desses virus, € uma das técnicas mais utilizadas para a
deteccdo dos segmentos dos acidos nucléicos. Apesar de eficiente esta técnica nao
permite a classificacdo em sorotipos. A técnica de EGPA é utilizada para virus RNA
de genoma segmentado, porém € uma técnica barata e facil de ser realizada. A
EGPA consiste na separagdo, através do tamanho molecular dos segmentos
gendmicos virais em gel de poliacrilamida. A distancia de migragdo de cada

7

segmento de RNA viral na eletroforese € inversamente proporcional ao peso
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molecular do mesmo. Estes segmentos podem ser visualizados por coloragdo com
Nitrato de Prata. Este teste permite a andlise de variacdes no genoma viral além de
permitir a deteccdo da ocorréncia de infeccdes mistas (ALFIERI et al.,, 2007,
HERRING et al.,1982)

2.2.1.6 Classificacdo dos RV

Até 1980, acreditava-se que todos os RV tinham antigenos comuns
detectados através de imunoensaio e havia um namero limitado de virus espécie-
especificos, ou seja, cada estirpe infecta somente espécies de animais especificas
(WOODE et al., 1976). Estudos recentes tém demonstrado que nenhuma dessas
hipéteses iniciais € verdadeira (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

Atualmente se sabe que os RV séo classificados sorologicamente por um
método que permite a presenca de varios grupos e a existéncia de multiplos
sorotipos dentro de cada grupo. Um grupo de RV inclui virus que compartilham
antigenos de reacao cruzada, ou seja, estirpes de RV diferentes possuem antigenos
em comum, detectdveis por uma série de testes sorolégicos, como a
imunofluorescéncia, ensaio imunoenzimatico (EIE) e imunomicroscopia. Também foi
demonstrado que amostras de origem animal e humana podem ocorrer dentro do
mesmo grupo (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

e Grupos e Subgrupos dos RV

A classificagdo em grupo € determinada pela proteina VP6, codificada pelo
segmento gendmico 6, localizada no capsideo intermediario do virus e € a proteina
mais abundante, através de testes soroldgicos como EIE (ESTES, 2001). Os RV sao
classificados em sete grupos distintos (A a G). Os grupos A, B, C sédo aqueles
principalmente encontrados em seres humanos e animais, enquanto que 0S Vvirus
nos grupos D, E, F e G foram confirmados apenas em animais até agora. Os virus
dentro de cada grupo sdo capazes de rearranjo genético, mas ndo ocorre rearranjo
entre virus de diferentes grupos (WARD et al., 1990). Os RV do grupo A sao os

principais causadores de doenca diarréica em jovens, jA os do grupo B, estdo
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associados com epidemias anuais de diarréia grave em adultos principalmente na
China (NAKATA, et al.,, 1987; BARMAN, et al., 2006). Os virus do grupo C
esporadicamente tém sido relatados em amostras de fezes de criancas e 0 seu
significado clinico permanece obscuro (ESTES, 2001).

Os RV do grupo A sao ainda classificados em subgrupos pela especificidade
da proteina VP6. A classificacdo em subgrupo é determinada através de EIE
utilizando-se anticorpos monoclonais (MAbs). Sdo descritos 0s seguintes subgrupos:
[, Il, 1+11, e ndo I/l (KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK, 2001).

Dentro de cada grupo, os RV séao classificados em sorotipos definidos pela
reatividade deles em testes de reducdo de neutralizacdo em placas com soro
hiperimune de animais previamente expostos (MIDTHUN et al.,, 1989; ESTES;
KAPIKIAN, 2007).

e Sorotipos e Genotipos dos RV

A designacao para sorotipo é denominada pela expressdo de epitopos
(determinadas regides na proteina viral ao qual o anticorpo se liga) de neutralizacéo
em ambas as proteinas ou seus segmentos genémicos, VP4 e VP7. H4 um sistema
duplo de classificagdo, semelhante a nomenclatura estabelecida para o virus
Influenza (distinguindo diferentes Hemaglutinina e neuraminidases). Os genotipos de
VP4 (derivado da proteina protease-sensivel e denominado tipo P) e VP7 (derivado
da glicoproteina e denominado tipo G) sao determinados por seqienciamento ou
andlise de hibridizacdo, enquanto os sorotipos sdo determinados por testes
sorolégicos. Todos os tipos G e P podem ser claramente distinguidos pela seqiéncia
dos genes relevantes (genotipos). Todos os genotipos G foram caracterizados como
sorotipos, porém, este ndo é o caso de todos genotipos P. Portanto, a seguinte
nomenclatura foi definida: cada virus tem um tipo P, indicado por um numero de
ordem para o sorotipo e por um niumero de ordem para 0 genotipo; ja um sorotipo G,
indicado por um numero de ordem (coincidindo com o numero de genotipo). Assim, a
estirpe humana Wa é definida como P1A[8]G1l (sorotipo-P 1A, genotipo-P 8;
sorotipo/genotipo-G 1). Devido as proteinas VP4 e VP7 serem codificadas por
diferentes segmentos de RNA (RNA 4, e RNA 7-9, respectivamente), varias
combinacgdes entre G e P podem ser observadas in vivo e in vitro, tanto no homem
guanto em animais (PRASAD; ESTES, 2000). Atualmente ha pelo menos 23
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diferentes genotipos de VP7, denominados tipos G (URSU et al., 2009). E ha pelo
menos 31 diferentes genotipos de VP4, denominados tipos P (ABES et al., 2009;
SOLBERG et al., 2009; SCHUMANN et al., 2009).

e Genogrupos dos RV

Estudos de hibridizagcdo de RNA-RNA permitem ainda, o estabelecimento da
classificagdo do RV do grupo A em genoprupos. O termo genogrupo indica um grupo
de virus que pode ser classificado num mesmo grupo genético, com base na
homologia dos seus segmentos gendmicos. Como exemplo pode citar Wa-like e
DS1-like, estas amostras sdo exclusivamente humanas (SANTOS; SOARES, 2008).

2.2.1.7 Tratamento contra os RV

O objetivo primario do tratamento de gastroenterite causada por RVI é repor
os liquidos e eletrdlitos perdidos pelo vomito e diarréia. Administracédo de fluidos por
via intravenosa tem sido utilizada com sucesso por muitos anos no tratamento da
desidratacdo por diarréia. Varias formulacdes de solucbes sais de reidratacdo oral
tém se mostrado eficazes no tratamento da desidratacdo causada pela diarréia por
rotavirus, com algumas pequenas variacbes na sua eficacia. O uso de
antimicrobianos nédo é recomendado e também o0 uso de antidiarréicos. Deve-se
manter a dieta habitual. Geralmente evolui para a cura espontanea (ESTES;
KAPIKIAN, 2007).

2.2.2 Norovirus e sapovirus

A familia Caliciviridae € composta de virus pequenos (27-40 nm), sem
envelope, icosaédrico e o genoma séo constituidos de RNA linear, fita simples e
polaridade positiva, com 7,3-8,5 kb (kilobases) de comprimento. Ha quatro géneros

nesta familia: Norovirus (NoV), Sapovirus (SaV), Vesivirus e Lagovirus. Os NoV e o
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SaV sdo os de maior importdncia meédica, causam gastroenterite aguda,
principalmente em humanos, mas, ja foram detectados em animais. Os vesivirus e
lagovirus infectam principalmente animais e incluem o calicivirus felino, que causa
uma doenca respiratdria em gatos, e o0s lagovirus tais como o virus da doenca
hemorragica em coelho,que é muitas vezes fatal (GREEN, 2007).

Em 1972, foi descoberto o virus Norwalk por Kapikian e colaboradores em
Norwalk, Ohio, através da técnica de Imuno-eletro microscopia (KAPIKIAN et al.,
1972). Apesar de tentativas nao foi possivel a propagacédo deste virus através do
cultivo celular ou cultura de 6rgdos. O NoV foi inicialmente denominado a estirpe
protétipo para um grande grupo denominado "Norwalk-like virus" ou "small round
structured viruses” (GREEN, 2007) (FIGURA 5).

FIGURA 5 — MICROELETROSCOPIA REPRESENTANDO VARIAS PARTICULAS DE NORWALK
VIRUS
FONTE: GREEN (2007)

Em 1977, na cidade de Sapporo, Japao foi descrito um surto de
gastroenterite em lactentes e criancas num orfanato causado pelo virus Sapporo e
se tornaria o protétipo da estirpe “Sapporo-like virus” e “calicivirus classicos”
(GREEN, 2007) (FIGURA 6).
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FIGURA 6 - MICROSCOPIA ELETRONICA DIRETA REPRESENTANDO VARIAS PARTICULAS DE
SAPPORO VIRUS
FONTE: GREEN (2007)

2.2.2.1 Caracteristicas gerais dos NoV e SaV

Os NoV mantém a infectividade nas seguintes situagdes: em pH 2.7 por 3
horas a temperatura ambiente; em tratamento com éter a 4°C por 18 horas;
incubacdo a 60°C por 30 minutos; em tratamento com 3,75 a 6,25 mg/L de cloro.
Todavia, é inativado com tratamento de cloro a 10 mg/L (GREEN, 2007). A Portaria
n. 518, de 25 de marco de 2004, estabelece os padrdes de qualidade para a agua
de consumo humano, nesta norma o teor maximo de cloro residual livre permitido na
agua é de 0,5 mg/mL (BRASIL, 2004).

Os virions apresentam simetria icosaédrica, formato arredondado e capsideo
sem envelope. Possui na superficie estrutura em forma de taca e por isso, 0 nome
calicivirus (calici é derivado da palavra latina calice, ou copo) (GREEN, 2007).

O genoma viral estd organizado em duas ou mais ORFs dependendo do
género. Proximo da terminacdo 5' sdo codificadas as proteinas nao-estruturais na
ORF1, e as proteinas estruturais (VP1 e VP2) sdo codificadas em direcdo a
terminagédo 3’. Os NoV codificam a proteina VP1 estrutural numa ORF2, enquanto
SaV codifica a VP1 contigua como uma grande poliproteina ndo estrutural na ORF1.
Todos os calicivirus codificam uma ORF relativamente pequena perto da terminacéo
3’ que codifica as proteinas estruturais menores, VP2. A proteina VP2 é variavel em

tamanho entre os calicivirus (12.000 a 29.000 Da) e também é divergente na
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sequéncia entre os virus dentro de certos grupos (GREEN, 2007).

e Proteinas dos NoV e SaV

Sao trés proteinas encontradas no virions calicivirus maduros: VP1, VP2 e
VPg. A VP1 (~60.000 Da) € a maior proteina estrutural do virus e esta presente em
180 coépias (90 dimeros) por virion. Devido a predominancia da proteina VP1 no
capsideo viral, ela desempenha um papel critico na determinacdo do fendtipo
antigénico e interacdes do virus com a célula hospedeira. A VP2 (12.000 a 20.000
Da) é considerada a menor proteina estrutural e esta presente somente uma a duas
copias por virion e sua funcéo ainda néo € esclarecida. A VPg esta covalentemente
ligado ao RNA gendmico e subgendmico em células infectadas (GREEN, 2007).

A ORF1 é traduzida em uma poliproteina grande, esta por sua vez €
autoclivada em seis proteinas ndo-estruturais por uma protease viral denominada
proteinase cisteina. Os produtos de clivagem séo os seguintes:

a) uma proteina N-terminal (p48);

b) um nucleosideo 2C-like trifosfatase (NTPase);

c) uma proteina de 20 kDa 3A-like (p20);

d) a proteina VPg (16 kDa);

e) uma proteina 3C-like proteinase cisteina;

f) um proteina 3D-like RNA polimerase dependente de RNA (DONALDSON

et al, 2008).

2.2.2.2 Replicacao dos NoV e SaV

Primeiro, o virion deve interagir com a célula hospedeira (provavelmente
através de um receptor especifico de virus), e entdo a entrada, desncapsulamento,
traducdo dos RNAm, replicacdo do RNA, maturacdo e por fim, liberacdo estédo
representados na FIGURA 7.
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FIGURA 7 - DIAGRAMA ESQUEMATICO DO CICLO DE REPLICACAO DOS CALICIVIRUS
LEGENDA: (1) entrada da particula presumivelmente ocorre, e, posteriormente, o (2) RNA viral é
liberado no citoplasma (desencapsulamento). Os carboidratos tém sido apontados como
componentes de receptores dos calicivirus. (3) O inicio da traducdo do genoma é provavelmente
mediada por interacdes da proteina VPg e a maquinaria de traducéo celular. A ORF1 é traduzida para
produzir a poliproteina ndo estrutural, que é transformado em precursores e produtos da protease
viral. O inicio da sintese da fita RNA antisense (negativo), a partir do RNA molde (gendmico), ocorre a
partir da terminagdo 3’ do RNA positivo e pode envolver interagbes com as proteinas celulares. O
RNA negativo, por sua vez, serve como modelo para as transcricbes de duas grandes fitas RNA
positivas. (4) Como outros virus RNA fita positiva, a replicacdo do RNA viral estd associada com as
membranas das células do hospedeiro. (5, 6) O empacotamento do RNA viral, maturacao e liberagéo
das particulas virais sdo pouco compreendidas (GREEN, 2007

FONTE: GREEN (2007)

2.2.2.3 Patogenia e modo de transmissédo dos NoV e SaV

Presume-se que o local de replicacdo primario dos calicivirus seja no trato

intestinal. E ainda, tem sido proposto que a fungcdo motora gastrica anormal €&



40

responsavel pelas nauseas e vOmitos associados a esses agentes virais, mas o
mecanismo responsavel pela doenca ndo sao conhecidas. Os calicivirus humanos
sao liberados a partir do trato intestinal do hospedeiro nas fezes. Porém, os NoV
foram detectados também em vOmito. Técnicas mais sensiveis (por exemplo, RT-
PCR) tém mostrado que a liberacdo do NoV apds a infeccdo pode ocorrer antes do
inicio e apods o fim dos sintomas, e pode persistir por varios dias ou semanas (7-13
dias). Estudos da histéria natural de NoV em uma comunidade descobriram que 26%
dos 99 pacientes examinados eliminavam o virus (detectados por RT-PCR) até trés
semanas apos o inicio da doenca. Esta observacdo sugere que os individuos
infectados se recuperando da doencga por NoV podem continuar a eliminar o virus
ap0s o periodo sintomatico. Os SaV tém sido associados com infeccéo
assintomatica em criancas que freqientam creches (GREEN, 2007; ROCKX, et al.,
2002).

Pouco se sabe sobre a base molecular da viruléncia dos NoV, embora as
estirpes variem em patogenicidade entre os membros da Familia Caliciviridae.

Os NoV foram associados com infeccdo prolongada em pacientes
imunocomprometidos e, portanto, a transmissdo nosocomial de NoV e SaV para tais
pacientes deve ser evitada através de medidas cautelares. Num estudo com um
paciente em terapia imunossupressora devido a um transplante de coracao eliminou
uma estirpe de NoV GlI por mais de dois anos (NILSSON et al., 2003).

O modo de transmissdo dos calicivirus humanos é por via oral fecal e
através de aerossois gerados durante jatos de vomito, porém a transmissao pela via
respiratéria ndo foi estabelecida. Virions sdo estaveis em ambiente acido, coerente
com a capacidade de sobreviver a passagem pelo estbmago. Estudos
epidemioldgicos sugerem que 0s virus podem estar também em aerossois, como 0s
gerados a partir do vomito explosivo que ocorre muitas vezes durante a doenca
(MARKS et al., 2003). O periodo de incubacéo é curto, variando de 10 a 51 horas,
com uma média de 24 horas. Sendo que a doenca aguda geralmente dura cerca de
24 a 48 horas (GREEN, 2007).

A natureza explosiva de alguns surtos por NoV, em que um grande namero
de pessoas adoece dentro de 24 a 48 horas, indica que a infeccdo é geralmente
adquirida a partir de uma fonte comum. O veiculo de transmisséo esta intimamente
relacionado a ingestdo de agua e alimentos contaminados (principalmente

crustaceos). A infeccao pela agua pode ser atribuida a: sistemas de abastecimento
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de agua; 4gua armazenada em navio de cruzeiro e agua recreativa. Os surtos de
origem alimentar foram associados com a ingestdo de ostras ou saladas. A
transmissdo de calicivirus humanos pela ingestdo de alimentos contaminados e a
veiculacéo pela dgua tem sido motivo de preocupacédo sobre a seguranca publica em
agéncias regulatorias (GREEN, 2007; SCHAUB; OSHIRO, 2000).

2.2.2.4 Diagnéstico Laboratorial dos NoV e SaV

A RT-PCR, atualmente, é a técnica mais utilizada para a deteccao de NoV.
Com este método, os NoV podem ser detectados em amostras clinicas (fezes ou
vomito) e em alimentos contaminados, agua ou fémites. A aplicacdo da RT-PCR
ganhou ampla utilizacdo, pois permite a detec¢éo rapida, assim como a comparagao
dos niveis de RNA viral. A RT-PCR, juntamente com a andlise da sequéncia dos
produtos desta reacao, tem sido amplamente utilizado para detectar e caracterizar
varios surtos de NoV. (VINJE et al., 2003; VAN MAARSEVEEN et al., 2010; BUTOT
et al. 2010; ATMAR; ESTES, 2001).

Somente apos a clonagem e o sequenciamento do virus Norwalk é que foi
possivel o desenvolvimento de métodos mais sensiveis de imunoensaio. ApGs a
capacidade de expressar a proteina do capsideo viral in vitro foi possivel produzir
particulas morfologicamente e antigenicamente similares aos NoV e SaV, as virus-
like particles. Através da inoculacdo dessas particulas em animais obtém-se soro
hiperimune usado nos imunoensaios. O EIE que pode detectar antigeno viral em
espécimes clinicos estad disponivel em numero limitado de kits de diagndstico
comercial. EIEs que utilizam como antigeno virus- like particles sdo especificos,
sensiveis e eficazes para a deteccao de infeccdo pelos calicivirus humanos e tém
sido utilizados em varios estudos soro-epidemiologico em grande escala (GREEN,
2007; SANTOS, SOARES, 2008).

A Microscopia Eletrénica continua a ser uma ferramenta valiosa para o
diagnéstico de gastroenterite viral, pois € rapida e exige minimo preparo das
amostras. O exame direto de material de fezes n&o concentrado de surtos de
gastroenterite (que ocorrem geralmente em criangas mais velhas e adultos), no

entanto, é de valor limitado como uma ferramenta de diagnéstico de rotina para o
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NoV porque as particulas estdo geralmente presentes em baixas concentracdes e
podem ser dificeis de distinguir de outros objetos pequenos e redondos presentes
nas fezes. A deteccdo de SaV em fezes por Microscopia Eletrénica pode ser menos
dificil devido & sua morfologia distinta. Os virions sdo descritos com formato de
estrela de seis pontas, com um buraco negro no centro (Estrela-de-davi). Os
calicivirus, no entanto, podem apresentar aparéncia varidvel e apenas a sua
morfologia ndo deve ser utilizado de forma conclusiva para distinguir entre SaV e
NoV (GREEN, 2007).

2.2.2.5 Modelo de doenca em animal e hospedeiros dos NoV e SaV

Inimeras tentativas foram feitas para desenvolver um modelo de doenca em
animais que se assemelha a gastroenterite por NoV em humanos. Estudos
realizados com chimpanzés demonstram que apesar de nao desenvolver, o inicio e
a duracao de disseminacao do virus nas fezes e as respostas de anticorpos séricos
foram semelhante a observada em humanos (BOK et al., 2011). Um estudo de
soroprevaléncia de 12 chimpanzés alojados em um centro de pesquisa de primata
dos EUA, encontrando evidéncias de infeccdo por NoV em 11/12 (92%) dos animais,
enguanto menor numero de animais (17%) apresentou evidéncia de infeccdo por
NoV GIl (JIANG et al., 2004). Nesse mesmo estudo, trés espécies de macacos
(mangabey, pigtail, e rhesus) apresentaram anticorpos para NoV humanos e
evidéncias de infeccdo (mas ndo de doenca) foi encontrada em macacos rhesus
inoculados oralmente com NoV (ROCKX et al., 2005). Ainda ndo esta claro se as

estirpes patogénicas de NoV sdo endémicas em populacdes selvagens de PNH.

2.2.2.6 Caracteristicas clinicas e tratamento das gastroenterites por NoV e SaV

A gastroenterite viral € geralmente considerada como leve e auto-limitada,
embora a doenca possa ser incapacitante durante a fase sintomatica, que dura de

24 a 48 horas. A doenca induzida pelo NoV tem sido ocasionalmente
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suficientemente grave para necessitar de intervencdo meédica. Algumas pessoas
com doenca associada possuem risco aumentado de desenvolver a forma mais
grave da doenca. As manifestacdes clinicas observadas em surtos associados ao
NoV incluem: nauseas e vOmitos, diarréia, colicas abdominais, cefaléia, febre
(subjetiva), calafrios, mialgias e dor de garganta (sangue nas fezes néo foi relatado).
Nas criangcas vomitos ocorreram com maior freqiiéncia do que a diarréia, enquanto
nos adultos ocorreu o inverso. A duracdo da doenca variou de duas horas a varios
dias, com média entre 12 e 60 horas, podendo chegar a trés dias. Nao foram
encontradas diferencas significantes para sexo e idade (MATTNER et al., 2006;
PANG, JOENSUU, VESIKARI; 1999; KAPLAN et al, 1982). Num estudo na
Finlandia, compararam-se as caracteristicas clinicas das gastroenterites causadas
pelo NoV ou SaV em lactentes e criancas jovens finlandesas. Foi constatado que o0s
NoV tém como caracteristica clinica predominante a inducdo de vémito, enquanto
gue nos SaV é a diarréia (PANG et al.,2000).

Devido a gastroenterite causada por NoV ser autolimitada, a terapia oral de
reposicao fluidos e eletrdlitos é geralmente suficiente para repor a perda de liquido.
A administracdo parenteral de fluidos pode ser necessaria se ocorrer vOmitos ou
diarréia severos. Contudo, a hospitalizacdo por desidratacdo grave pode ocorrer.
Além disso, os Obitos por gastroenterite devido ao NoV em pacientes idosos e
debilitados, em criancas imunodeprimidas infectadas com calicivirus humanos foram
relatados, no entanto, estas mortes foram consideradas como sendo causadas, em
grande parte, por uma doenca de base. Ndo existe um tratamento quimioterapico
especifico (GRENN, 2007, PATEL et al., 2008).

2.3 A IMPORTANCIA DOS RV, NoV E SaV PARA A SAUDE PUBLICA

No Brasil, h4 a subrede de diagnostico para detec¢cdo dos RV, implantada
em todos os estados, e é formada por: 27 Laboratérios Centrais de Saude Publica
(LACEN), 1 Laboratério de Referéncia Nacional e 2 Laboratorios de Referéncia
Regionais. Segundo os dados compilados do periodo de 01 de janeiro a 31 de
dezembro de 2010 foram enviadas aos LACEN 2.275 amostras procedentes de 26

estados brasileiros e 1 Distrito Federal (100%), das quais 968 (43%) foram positivas
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para RV. Os laboratérios que processaram maior niumero de amostras foram: Rio
Grande do Sul com 21% (476), seguido de S&o Paulo 10% (228) e Amazonas 9%
(196). A distribuicdo por estado mostra que a maior ocorréncia de amostras positivas
foi em S&o Paulo 16% (152), seguida do Rio Grande do Sul 11% (106) e do Parana
9% (84) (BRASIL, 2010) (FIGURA 8).
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FIGURA 8 - NUMERO DE AMOSTRAS POSITIVAS E PROCESSADAS, POR ESTADOS
BRASILEIROS E DISTRITO FEDERAL, NA REDE DE LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO PARA
ROTAVIRUS, NO PERIODO DE 01 DE JANEIRO A 31 DE DEZEMBRO DE 2010

FONTE: BRASIL, 2010

No Estado do Parand, desde Janeiro de 2009 até 18 de Outubro de 2011, os
casos de RV e NoV sdo acompanhados pelo Centro de Informacdes e Respostas
Estratégicas de Vigilancia em Saude, da Secretaria Estadual de Saude do Parana.
No periodo de setembro e outubro/2010 houve um aumento significativo de nimero
de casos de doenca diarréica aguda causada por RV (PARANA, 2011) (FIGURA 9).
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FIGURA 9 - EPIDEMIOLOGICA DAS DOENCAS DIARREICAS AGUDAS, CAUSADAS POR VIRUS
EM HUMANOS, NO PARANA, DE JANEIRO DE 2009 A OUTUBRO DE 2011
FONTE: PARANA (2011)

No Estado de Santa Catarina, de 2000 a 2008 foram informados 638.588
casos de doencas diarréicas agudas, sendo que a idade, com maior freqténcia, é ha
de 10 anos e a de maior incidéncia € a de menores de 01 ano. A partir de 2006
verifica-se queda na incidéncia em menores de 01 ano, que coincide com a
disponibilidade da vacina para RV nas Unidades de Saude. Em 2008 foram
detectados 231 surtos de doencas diarréicas agudas e, foram identificados de 2003
a 2008, 38 surtos por RV. O aumento no niumero de casos de doencas diarréicas
aguda ano a ano, sugere um aumento na vigilancia das doencas diarréicas agudas,
principalmente associadas a vigilancia de surtos (SANTA CATARINA, 2009). No ano
2010 a porcentagem de 6bitos por diarréia em criancas menores de 5 anos foi de
0,90%, em contraste com 2,1% em 2004, dois anos da introducéo da vacina contra
RV no calendario basico (BRASIL, 2011) (FIGURA 10).
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FIGURA 10 - NUMERO DE CASOS DE DIARREIA EM HUMANOS — SANTA CATARINA, 2000 A
2008
FONTE: SANTA CATARINA, BRASIL (2009)
NOTA: DDA — doengas diarréicas agudas
IGN — ignorada

2.3.1 Epidemiologia dos RV, NoV e SaV: morbidade, mortalidade e principais

genotipos envolvidos nas gastroenterites

e Rotavirus

Estima-se que anualmente ocorram 138 milhdes de casos de gastroenterites
por RV no mundo, principalmente em criancas menores de cinco anos, e mais de
500 mil ébitos por ano, sendo que mais de 80% dos casos fatais sdo em paises em
desenvolvimento (PARASHAR et al., 2003).

A incidéncia da doenca clinica em criangas entre 4-36 meses, que também
estdo em maior risco para doencas graves, necessita de hospitalizacdo. As
infecgbes por RV em adultos sdo geralmente subclinicas, mas, ocasionalmente,
podem causar doenca em pais de criancas com diarréia por RV, em pacientes
imunocomprometidos (incluindo aqueles com HIV), em idosos, e viajantes a paises
em desenvolvimento. Em climas temperados, diarréia por RV ocorre
predominantemente durante o outono e inverno, em ambientes tropicais e em paises

em desenvolvimento, a sazonalidade & menos acentuada (PARASHAR et al., 1998).
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Os RV grupo A sdo os maiores causadores de gastroenterite viral em
criancas em todo o mundo (ESTES; KAPIKIAN, 2007). Os genotipos G (G1, G2, G3,
G4) e os P (P[4] e P[8]) sdo os mais comumente encontrados em humanos no
mundo (GENTSCH et al.,, 1996). Recentemente, no entanto, as estirpes G9 tém
emergido como sorotipos importantes em varias partes do mundo, como Gana, india
e Brasil (ARMAH et al., 2003; GENTSCH et al., 2005). Além disso, as estirpes G8,
também tém emergido como importantes linhagens em partes da Africa (GENTSCH
et al., 2005).

Uma recente revisdo abrangente englobando 124 estudos publicados entre
1989 e 2004, a distribuicdo global dos sorotipos e genotipos de RV em 52 paises em
5 continentes, que incluiu 45.571 amostras foi consistente com estudos anteriores. O
sorotipo/genotipo G1 é o mais prevalente em todos os continentes e os tipos G1 a
G4 s&o responsaveis por 97,5% de todas as infecgcdes por RV em estudos na Asia,
América do Norte e Europa. A aplicacdo de transcricdo reversa seguida pela reacdo
em cadeia da polimerase (RT-PCR) para genotipagem de VP4 tornou possivel
caracterizar amostras positivas a partir de investigacdes epidemioldgicas. As
estirpes P1A[8] ocorrem mais frequentemente, seguidas pelas estirpes P1B[4],
apesar de varias combinacfes de sorotipos/genotipos G e P terem sido descritas.
Uma revisdo de 16.474 linhagens avaliadas tanto para VP7 e VP4 em 124 estudos
indicou que havia quatro combinacdes predominantes P e G: P[8]G1, P[4]G2,
P[8]G3 e P[8]G4 que compreendeu 88,5% das amostras (SANTOS; HOSHINO,
2005).

No Brasil, somente em 2006, ocorreram 2.236 Obitos por diarréia entre
criancas menores de cinco anos e acredita-se que 40% destes podem estar
associadas aos RV (BRASIL, 2006). Desde a primeira descricdo de RV no Brasil
(LINHARES et al.,1977), varios estudos passaram a determinar a presenca de RV
em varias regides do pais (TIMENETSKY; SANTOS; GOUVEA, 1994; GURGEL et
al., 2008), confirmando intensa circulacdo viral. Em uma revisdo abrangendo 117
estudos com 48.041 participantes, no Brasil, no periodo de 1986 a 2006 foram
encontrados 51 combinagdes diferentes e a distribuigdo mudou ao longo do tempo
(GURGEL et al., 2008). Neste estudo foi possivel constatar que o genotipo P[8]G1
foi o mais frequientemente encontrado, seguido por P[8]G9 e P[4]G2. Além disso, a
taxa de deteccdo de P[8]G9 aumentou, enquanto que P[4]G2 diminuiu durante o
periodo do estudo e ainda, foi constatada uma alta freqiéncia de combinacdes de
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genotipos G/P entre 1995 e 2000 e apOs estes anos a taxa de combinacdes
diminuiu. Assim, a extraordinaria diversidade genémica deste agente, revelada por
novas técnicas de genotipagem, representa um desafio adicional a profilaxia da
diarréia por RV (SANTOS; GOUVEA, 1997).

e Norovirus e Sapovirus

A maioria dos individuos de ambos o0s paises desenvolvidos e em
desenvolvimento mostram sinais de infeccdo por NoV antes da idade adulta,
refletindo a distribuicdo global e a natureza endémica dos virus. A prevaléncia de
anticorpos contra o grupo Gll do NoV parece ser maior que o grupo Gl na maior
parte dos estudos (JIANG et al., 2000).

Os SaV apresentam distribuicdo mundial. As taxas de prevaléncia de
anticorpos para adultos no Japdo, Canada, Estados Unidos, China, Cingapura,
Indonésia e Papua-Nova Guiné variou de 70% a 100% (GREEN, 2007).

O principal papel do NoV como agente de epidemia de gastroenterites tem
sido confirmado em varios locais em todo o mundo, e, eles sdo uma das causas
mais importantes de surtos de gastroenterites ndo bacterianas. Em uma anadlise de
233 surtos de gastroenterites ndo bacterianas notificados ao Center for Disease
Control and Prevention (CDC), entre julho de 1997 e junho de 2000, 217 (93%)
foram associados com os NoV (FANKHAUSER et al.,, 2002). Em uma pesquisa
maior, com 3.714 surtos de gastroenterites ndo bacterianas que ocorreu na Europa
entre 1995 e 2000, 85% estavam associados com o NoV (LOPMAN et al., 2003). Os
surtos ocorrem com freqiéncia em hospitais, acampamentos, areas de lazer,
escolas, creches, cruzeiros, centros de retiro, asilos, colégios, restaurantes, eventos
sociais, com servico de refei¢cdes, em familias, entre militares. Surtos podem variar
de tamanho, envolvendo pequenos grupos familiares para centenas de individuos.
Tém-se notado um pico sazonal de surtos de NoV nos meses mais frios do ano, mas
picos em meses mais quentes foram descritos (INOUYE et al., 2000; LOPMAN et al.,
2003b).

O papel do NoV em surtos relacionados a alimentacdo de gastroenterite é
alarmante. Estima-se que 23 milhdes de casos de doencas por NoV ocorrem nos
Estados Unidos anualmente, sendo que 40% delas sdo transmitidas por alimentos

(MEAD et al., 1999). A introdugédo de técnicas novas como a RT-PCR permitiram
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estimar melhor o papel dos NoV em doencgas transmitidas por alimentos. A andlise
de 8.271 surtos de origem alimentar relatados ao CDC (1991-2000) mostrou que 0s
surtos por NoV foram muitas vezes maiores (cerca de mais de 50%) do que os
surtos por bactérias. Varios veiculos de fonte comum de origem alimentar estédo
relacionados em surtos de NoV: produtos de padaria, saladas, alimentos frios, gelo
comercial e agua (WIDDOWSON et al., 2005a).

Os NoV foram associadas a infeccdo e doenca em todas as faixas etarias,
embora a maioria dos surtos de gastroenterite ocorra em contextos que envolvem
idosos, criangas em idade escolar e adultos. Apesar de ndo ser conhecido o papel
preciso do NoV em populac¢des pediatricas, um nimero crescente de estudos sugere
gue seu papel na gastroenterite aguda pode ser o segundo em importancia, apos o
rotavirus. Um estudo recente realizado em trés hospitais pediatricos nos Estados
Unidos por um periodo de dois anos foram identificados NoV em 131 (7,1%) de
1.840 criancas sintomaticas (até 5 anos de idade) hospitalizadas por gastroenterite
aguda (ZINTZ et al., 2005). Nos casos de gastroenterites em idosos, os NoV foram
associados aqueles que vivem em ambientes institucionais como lares de idosos
(FANKHAUSER et al., 2002).

Os SaV sdo associados com gastroenterites pediatricas, mas raramente
exige hospitalizacao devido a gastroenterite grave (GREEN, 2007).

Estudos epidemiologicos moleculares demonstraram uma notavel
diversidade genética entre os NoV em circulacdo. A tipagem genética de estirpes
circulantes é uma ferramenta Uutil na elucidacdo da origem e propagacdo de
epidemias. Sistemas de tipagem genética de NoV foram propostas com base na
proteina de capsideo VP1, que presumivelmente se correlaciona com a
especificidade antigénica, e na sequéncia parcial do capsideo. Um desses sistemas
divide o género NoV em cinco grandes clados filogenéticos, ou genogrupos,
designado de Gl a GV. Genogrupos |, Il e Ill estdo subdivididos em 8, 19, e trés
grupos genéticos (ou genotipos), respectivamente (ZHENG et al., 2006).

Na Europa, no periodo de 2000 a 2005, um estudo epidemioldgico constatou
gue o genogrupo GlIl foi predominante, especificamente aquelas do cluster Gll.4, e
esse padrao reflete estudos em outras partes do mundo (PATEL et al., 2008).

Com base na diversidade genética existente entre os SaV e um sistema de

tipagem genética com base nas sequéncias do gene VPl foi proposta a
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caracterizacdo em cinco genogrupos, denominados de Gl a GV (FARKAS et al.,
2004).

Evidéncias de infecgdes mistas no mesmo individuo ou dentro do mesmo
foco foram relatadas (LODDER et al., 1999; GRAY et al., 1997). Tais infeccbes
diversas e mistas podem permitir a recombinacdo entre genomas de RNA, uma
possibilidade sugerida recentemente a partir da analise de sequéncias de NoV
ocorrendo em varias espécies de animais (BULL et al., 2005).

O significado biolégico e epidemioldgico da diversidade genética entre os
NoV e outros calicivirus humanos exige um estudo mais aprofundado. Esses
estudos sdo necessarios pois as relacdes antigénicas ainda ndo podem ser definidas
pela neutralizacdo e ndo se sabe como a aparente diversidade genética do norovirus

tera impacto no desenvolvimento de vacinas (GREEN, 2007).

2.3.2 Consideracdes sobre prevencéao contra infeccées por RV, NoV e SaV

e Rotavirus

Devido ao fato do RV infectar praticamente todas as criancas com até 5
anos de idade, tanto em paises industrializados como em desenvolvimento, medidas
como melhoria da qualidade da agua, alimentos e saneamento basico ndo séo
suficientes para reduzir a incidéncia da doenca. Assim, a pesquisa por um modelo
vacinal tornou-se imprescindivel e, para maior eficacia da vacina € necessario o
estudo dos diferentes genotipos/sorotipos circulantes nas diferentes regides
(PARASHAR et al., 1998). O desenvolvimento de vacinas contra o RV baseado em
ou imunidade heterotipica ou sorotipo-especifico levou muitos paises a criar
programas para avaliar a incidéncia de doencas diarréicas associadas com a
infeccdo por RV e a distribuicdo destas estirpes. A vigilancia epidemioldgica quanto
as estirpes circulantes ajudam a determinar quais delas € mais prevalente e serdo
melhor abrangidas pelos antigenos encontrados nas vacinas atuais. Apos a
introducdo de uma vacina, esta vigilancia ajuda a detectar quais estirpes ndo podem
ser abrangidas pela vacina. Em quase duas décadas, estudos demonstraram que 0s

quatro sorotipos de RV mais importante no mundo (G1-G4) representam mais de
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90% das estirpes em circulagdo. Posteriormente, estes quatro sorotipos foram
usados no desenvolvimento de vacinas recombinantes baseadas na imunidade
sorotipo-especificas. Mais recentemente, através das técnicas mais avancadas de
genotipagem confirmou a importancia dos quatro tipos comuns a nivel mundial,
porém novas estirpes foram identificadas. A enorme diversidade e capacidade de RV
humano em sofrer mudangas sugerem que as vacinas devem fornecer protecao
heterotipica para serem plenamente eficazes (GENTSCH et al., 2005).

A estratégia atual € baseada no uso da vacina para RV com o virus vivo e
atenuado induzindo a uma imunidade comparada aquela produzida pela infeccéo
natural, conferindo imunidade homotipica ou heterotipica contra a diarréia severa
causada pelos principais sorotipos de RV em circulacdo (KAPIKIAN; HOSHINO;
CHANOCK, 2001). Os desenvolvimentos de vacinas se baseiam em amostras
humanas e animais recombinantes contendo os antigenos em comuns. (GENTSCH
et al., 2005).

No Brasil em 2006, foi introduzido a Vacina de Rotavirus Humano (VORH)
no Calendario Basico de Imunizacdes para criancas e € dirigida a populacdo de
menores de seis meses de idade para proteger antecipadamente as criancas da
faixa etaria de 6 a 24 meses, nas quais se observa a maior carga de complicacées
decorrentes da infeccdo pelo RV. A VORH foi licenciada no mercado internacional
em julho de 2004 e no Brasil foi licenciada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) em julho de 2005. No mercado internacional, esta vacina foi
licenciada com o nome comercial de Rotarix® e € uma vacina elaborada com virus
isolados de humanos e atenuados para manter a capacidade imunogénica, porém
nao patogénica. A vacina € monovalente, pois possui apenas um sorotipo em
sua composicdo que é o G1P[8] da estirpe RIX4414. Segundo estudos de
eficacia na América Latina (Brasil, México e Venezuela) a VORH mostrou
capacidade protetora contra gastroenterite em geral por RV, gastroenterite grave RV
e hospitalizacdes devido a gastroenterite por RV de 62,9%, 78,3% e 86,0%,
respectivamente. A vacina é especialmente eficaz na prevengéo de doenga por RV
da tipo G1, mas os estudos mostraram que houve protecdo cruzada para
gastrenterite e gastrenterite grave causada por outras estirpes ndo-G1 (G2, G3, G4 e
G9) (BRASIL, 2005).
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e Norovirus e Sapovirus

Um dos grandes obsticulos para a formulacdo de uma estratégia de
imunizacdo contra NoV e SaV € que a base para a imunidade ainda ndo é
compreendida. A incapacidade de cultivar esses virus em cultura de células tem
impedido uma analise do papel dos anticorpos neutralizantes. Além disso, o0 virus em
si ndo pode ser propagado como uma fonte de vacinas vivas ou inativadas. Este
altimo problema pode ser contornado pela disponibilidade atual de antigenos de
capsideo obtidos a partir das virus- like particles. Uma vacina segura e eficaz
poderia reduzir a incidéncia de epidemia de gastroenterite viral, também seria de
especial importancia para os estudantes universitarios, militares, residentes de
enfermagem, e os individuos em diferentes contextos institucionais. Além disso,
pode reduzir o nimero de episédios de gastroenterite em criancas, o que pode ser
de maior importancia para os paises em desenvolvimento. Embora a gastroenterite
por NoV tenda a ser uma doenca benigna, uma reducdo de episodios de diarréia
podem ser importantes nas criancas debilitadas e desnutridas. Pois se sugere que
episodios repetidos de diarréia podem ser um fator agravante no desenvolvimento

da desnutricdo devidos aos danos causados a mucosa intestinal (GREEN, 2007).

24 AS DOENCAS INFECCIOSAS EMERGENTES, AS ZOONOSES E OS
ANIMAIS SILVESTRES

As doencas infecciosas emergentes sdo doencas de origem infecciosa, cuja
incidéncia, tende a aumentar, ou é previsivel que aumente (COCKERILL; SMITH,
2004). Nos dultimos anos, episodios de doencas emergentes tém aumentado
globalmente. A lista destas doencas € impressionante e, devido ao conhecimento
sobre a ecologia das doencas, continuara a crescer. Quase todos os episodios
destas doencas emergentes envolvem agentes zoondéticos infecciosos, ou seja, a
transmissao do agente etioldgico para 0 homem a partir de um reservatorio continuo
em seu ciclo de vida em animais, sem o estabelecimento permanente de um novo
ciclo de vida nos seres humanos (MURPHY, 1998).

As doencas infecciosas emergentes de animais silvestres de vida livre
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podem ser classificadas em trés grandes grupos com base em critérios
epidemioldgicos:

(1) associadas com o aumento da populacdo de animais domeésticos junto as
populacdes de animais silvestres;

(2) relacionadas diretamente a intervencdo humana, através de
translocacdes do hospedeiro ou parasita;

(3) sem evidente envolvimento de animais domésticos ou seres humanos.

Estes fenbmenos tém duas grandes implicacdes biologicas: (1) muitas
espécies de animais selvagens sao reservatorios de patdgenos que ameacam a
saude de animais domésticos e dos humanos; (2) doencgas infecciosas emergentes
de animais selvagens representam uma grande ameaca para a conservacado da
biodiversidade global. O aumento do numero de doencas infecciosas emergentes
oriundas de animais selvagens pode refletir o aumento da vigilancia das mesmas.
Relacbes entre fatores causais e o surgimento de doencgas infecciosas emergentes
em seres humanos e animais selvagens indicam que essa tendéncia € valida
(FIGURA 11).

As doencas emergentes mais freqientemente resultam de uma mudanca na
ecologia do hospedeiro, do patégeno ou de ambos. A populagcdo humana em
expansao tem impulsionado o surgimento de doencas infecciosas emergentes,
especialmente em areas urbanas (dengue, célera), e usurpacdo do habitat dos
animais selvagens. Essa invasdo pode ter sido um fator chave na Africa para a
emergéncia global do virus Marburg e Ebola e o virus da imunodeficiéncia humana,
por exemplo (DASZAK, CUNNINGHAM, HYATT; 2000).
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FIGURA 11 - ESQUEMA DA ECOLOGIA CONTINUUM ENTRE HOSPEDEIRO E PARASITA, AS
SETAS INDICAM ALGUNS DOS FATORES DETERMINANTES PARA O SURGIMENTO DE UMA
DOENCA

FONTE: Adaptado DASZAK; CUNNINGHAM e HYATT; (2000)

NOTA: DIE - Doencas infecciosas emergentes

Zoonoses sao doencas naturalmente transmitidas de animais vertebrados
para humanos, e vice-versa, estas doencas representam um problema de Saude
Pablica mundial. A OMS classifica como zoonose todas as doencas, ou infeccdes
naturalmente transmissiveis entre animais vertebrados e os seres humanos, sendo
gue mais de 200 delas, ou 80% das doencas transmissiveis a humanos, enquadram-
se dentro desta classificacdo (OMS, 2011). Assim, os animais desempenham um
papel essencial na manutencéo das infecgdes zoonadticas na natureza. As zoonoses
podem ser bacterianas, virais ou parasitarias, ou podem envolver agentes nao
convencionais. Muitas das doencas infecciosas emergentes sdo zoonoses (KAHN,
2006). As doencas infecciosas emergentes, como as gastroenterites, prejudicam a

economia global e a Saude Publica de forma significativa causando grande impacto
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em fatores sdcio-econdémicos, ambientais e ecoldgicos. Cerca de 60% das doencas
infecciosas emergentes sdo zoonoses e destas mais de 70% s&o originéarias de
animais de vida livre e a tendéncia € aumentarem significativamente ao longo
do tempo (JONES et al.,, 2008). A maioria das enfermidades que surgiram ou
ressurgiram no mundo que acometem o0s seres humanos procederam de novos
patégenos oriundos de animais ou de produtos de origem animal. Os animais de
vida livre (PNH, morcegos, roedores), bem como animais de tracdo (cavalos) e
animais destinados a alimentacdo (aves, gado) foram implicados no ciclo
epidemiologico dessas doencas. Muitos dos agentes responsaveis por novas
infeccbes e doencas nos seres humanos séo as viroses (hantaviroses, rotaviroses),
porém bactérias (por exemplo, Salmonella e Escherichia coli) e protozoarios
(Cryptosporidium) de origem animal, também estdo envolvidos em surtos em
alimentos e aguas de superficie contaminados. O carater zoonético de algumas
outras doengas humanas, como o Ebola e a nova forma variante da doenga
Creutzfeldt-Jakob, ainda ndo foram completamente elucidados. Tanto nos paises em
desenvolvimento e nos industrializados, uma série de zoonoses tem emergido, como
novas patologias ou agentes ja conhecidos, mas em areas ou espécies em que nao
tinham sido relatados previamente. Além disso, algumas zoonoses reapareceram

apos muitos anos de auséncia (MESLIN, 1997).

2.4.1 Aspectos zoondéticos dos RV

O aspecto zoonético do RV é demonstrado por varios estudos de caso,
indicando a infeccdo por RV humanos em animais, e vice-versa. A comparacao entre
algumas sequéncias genéticas dos RV humanos e animais demonstrou alta
similaridade entre eles. Através do monitoramento de RV em circulagdo na
populacdo humana, revelou a presenca de varios genotipos incomuns, em seres
humanos e em diferentes partes do mundo. Muitas estirpes de RV humanos foram
encontrados em animais domésticos, fornecendo evidéncias de que 0s animais
podem atuar como uma fonte de multiplicagcdo do virus e/ou de material genético
para a diversificagdo de RV humano. Estes resultados justificam que os RV devem

ser considerados como potenciais patégenos zoonéticos (SANTOS; HOSHINO,
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2005; GENTSCH et al., 2005).

Os RV séo conhecidos por infectar um grande niumero de espécies de
animais, incluindo seres humanos e animais domésticos. Algumas pesquisas
anteriores sobre a prevaléncia de anticorpos contra o RV em mamiferos vivendo em
zoologicos ou mamiferos silvestres em cativeiro revelaram soropositividade em uma
grande variedade de animais, indicando a susceptibilidade a infec¢cdo RV (PETRIC
et al., 1981). Outro estudo atual detectou RV em animais selvagens e animais
vivendo em zooldgicos (CORIA-GALINDO et al., 2009). No entanto, existem poucos
relatos sobre a caracterizagdo dos RV que infectam os animais selvagens.

Nas ultimas décadas, os agentes infecciosos que se originaram em animais
selvagens se tornaram importantes em todo o mundo devido ao aumento do contato
humano com os animais domeésticos e silvestres. Uma vez que esses patdégenos
tiveram impactos significativos na saude humana, na producdo agricola, na
economia e conservacao da vida selvagem, é importante estimar quais os tipos de
patégenos existentes em animais selvagens na sociedade humana (JONES, et al.,
2008).

O genotipo G, tipicamente de animais, como bovinos e suinos, tém sido
encontrados em humanos, assim como muitos genotipos caracteristicos de
infeccbes humanas, tém sido descritos em animais (SANTOS et al.,, 1998). O
sorotipo G3 tem sido encontrado em varias espécies animais, como leporinos,
murinos, caninos, equinos, bovinos, suinos e PNH, ocorrendo também em humanos
(OTSYULA et al., 1996; KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK, 2001).

A doenca diarréica é uma das principais causas de morbidade em macacos,
e esta associado com alta mortalidade em algumas colonias de PNH. Num estudo
realizado em 2006, foram examinados 0s agentes virais em amostras de fezes de
macacos com diarréia em dois centros de pesquisa na China e nos Estados Unidos
e, na colbnia chinesa a presenca de RV foi relativamente comum (WANG et al.,
2007). Como os seres humanos e PNH compartilham caracteristicas genéticas e
fisiologicas semelhantes, os RV isolados de PNH tém recebido atencdo especial,
sendo amplamente utilizado tanto em pesquisa basica e aplicada contra o RV. Por
exemplo: a estirpe SA11 isolada de macacos vervet saudaveis na Africa do Sul em
1958 e cultivada de forma eficiente em cultura de células foi um protétipo da estirpe
RV do grupo A e desempenhou um papel central na compreensdo da biologia
molecular do virus. Outro exemplo é a estirpe MMU18006 isolada de fezes diarréicas
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de macaco rhesus nos Estados Unidos em 1979 € o sorotipo 3 componente de uma
vacina quadrivalente (sorotipo 1, 2, 3 e 4), que foi a primeira vacina contra o RV
humano licenciado nos Estados Unidos (HOSHINO et al., 2006).

Embora varias espécies de PNH tenham desempenhado um papel
indispensavel na pesquisa basica, bem como no desenvolvimento de vacinas e de
muitas doencas infecciosas do homem, tais como HIV e hepatite viral, apenas cinco
estirpes do RV simio foram relatados: a estirpe de SA11 de RV no macaco vervet
(Chlorocebus pygerythrus), as estirpes MMU18006 e MMU17959 de RV no macaco
rhesus (Macaca mulatta) a estirpe YK-1 de RV no macaco rabo de porco (Macaca
nemestrina), (WESTERMAN et al., 2005), a estirpe TUCH de RV no macaco rhesus
(McNEAL et al., 2005). Algumas espécies de PNH em que ja foram detectados RV
sdo as seguintes: Macaca nemestrina (macaco rabo de porco), Papio sp (babuino),
Macaca mulatta (Macaco rhesus), Cercopithecus aethiops (macaco vervet ou
macaco verde), Gorille G. gorilla (gorila). Uma das principais razées por que temos
tdo poucos RV em PNH pode ser devido a falta de vigilancia neste campo
(HOSHINO et al., 2006).

2.4.2 Aspectos zoondéticos dos Nov e SaV

Os NoV bovinos foram identificados em 1976 (Newbury agente 1) e 1980
(virus Jena) em fezes de gado com diarréia (WOODE; BRIDGER, 1978). Por outro
lado os NoV suinos foram detectados na Noruega e em amostras de fezes de porcos
clinicamente saudaveis no Japdo. Outros representantes dos NoV animais sdo o0s
NoV murinos isolados durante uma infeccdo em camundongos imunodeprimidos.
Recentemente, os NoV com tropismo para o trato intestinal foram descritos em um
filhote de ledo em cativeiro e num filhote canino, em ambos os casos, 0os animais
apresentaram enterite (BANK-WOLF; KONIG; THIEL, 2010).

Dentre os SaV em animais foram identificados em suinos e em mink. Uma
estirpe de SaV entérico suino, Cowdens, foi isolada de fezes de leitdes de 27 dias
de idade (SAIF et al., 1980). O SaV entérico em mink foi detectado durante um surto
de diarréia em uma fazenda nos Estados Unidos (GUO; EVERMANN; SAIF, 2001).

A infeccdo dos seres humanos com SaV e NoV ocorre principalmente
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através de &agua ou alimentos contaminados, e de pessoa-a-pessoa. Se a
transmisséo através dos alimentos de origem animal ou pelo contato com animais
doentes € possivel, ainda esta incerto (BANK-WOLF; KONIG; THIEL, 2010).

Anticorpos contra NoV bovino foram detectados em amostras de soro
humano através de EIE baseado em NoV bovino recombinante (WIDDOWSON et
al., 2005b). Anticorpos contra NoV humanos foram encontrados em suinos e em
macacos (FARKAS et al.,, 2005; JIANG et al., 2004). A realizagcdo de infeccao
experimental em PNH com NoV humanos foi um sucesso em macacos rhesus.
(Macaca mulatta) Porém nédo houve liberacdo de niveis detectaveis do virus em
saguis (Callithrix jacchus), micos da cabeca branca (Saguinus oedipus) e macacos
cynomolgus (Macaca fascicularis). Nao ocorreram sintomas clinicos em nenhum dos
animais, embora o inéculo utilizado mostrasse infectar seres humanos voluntarios e
induzir doenca (ROCKX et al., 2005)

Até a presente data, poucos genomas completos de NoV e SaV animais
foram publicados para entender melhor o relacionamento com 0s virus que causam
doenca em seres humanos. De grande interesse para pesquisadores € a
possibilidade de transmissdo zoondtica dos NoV. NoV animais sdo geneticamente
proximos as estirpes humanas, especialmente NoV suino. A similaridade entre a
sequéncia das estirpes suinas e bovinas com humanas sugere que possa haver um
reservatorio animal de infeccdo NoV. A co-infeccdo e recombinacdo entre estirpes
humanas e animais podem ocorrer, embora ainda ndo tenham sido detectadas. Os
surgimentos de estirpes recombinantes tém maior probabilidade de ocorrer onde o
contato entre humanos e animais é mais intenso (SCIPIONI et al., 2008).

2.5 PRIMATAS NAO HUMANOS NO MUNDO E NO BRASIL

De acordo com a classificacdo taxonémica, a Ordem Primates esta dividida
em duas Subordens Haplorhini e Anthropoidea. Das Subordens Haplorhini deriva a
Infraordem Prossimii e da Anthropoidea deriva duas Infraordens: (1) Platyrrhini ou
primatas neotropicais ou do Novo Mundo se localizam nas Américas Central e do
Sul; (2) Catarrhini ou primatas do Velho Mundo se localizam na Africa e na Asia
(AURICCHIO, 1995) (FIGURA 12).
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Comparacéo entre alguns primatas

HOMEM CHIMPANZE MACACO-PREGO
Reino Animalia Animalia Animalia
Filo Chordata Chordata Chordata
Classe Mammalia Mammalia Mammalia
Ordem Primates Primates Primates
Subordem  Anthropoidea Anthropoidea Anthropoidea
Infraordem Catarrhini Catarrhini Platyrrhini
Familia Hominidae Pongidae Cebidae
Género Homo Pan Cebus
Espécie Homo sapiens Pan troglodites Cebus apella

FIGURA 12 - ESQUEMA REPRESENTADO A CLASSIFICACAO DE ALGUNS PRIMATAS
FONTE: AURICCHIO (1995)

Os primatas sobrevivem nas regides equatoriais de trés continentes — desde
as florestas tropicais do sul do México até a fronteira norte da Argentina; do grande
arquipélago da Indonésia até as montanhas do sudoeste da China; da Africa
Subsaariana a Africa do Sul (FIGURA 13). Atualmente reconhece-se que existam
pelo menos 361 espécies de primatas, com centenas de subespécies.
Continuamente novas espécies de primatas estdo sendo descritas, somente no ano
de 2005 cinco novas espécies foram catalogadas (INTERNATIONAL UNION FOR
CONSERVATION OF NATURE - IUCN, 2011).

Ocorréncia de Platyrrhini e Catarrhini

Primatas do Novo
Mundo

Primatas do Velho
Mundo

FIGURA 13 - OCORRENCIA DE PRIMATAS NAO HUMANOS NO MUNDO
FONTE: AURICCHIO (1995)
NOTA: Platyrrhini = Primatas do “Novo Mundo”; Catarrhini = Primatas do “Velho Mundo”
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Os PNH neotropicais (encontrados no Brasil), PNH do Novo Mundo ou
Platyrrhini tém caracteristicas distintas das apresentadas pelos PNH do Velho
Mundo ou Catarrhini. Os PNH do Velho Mundo ou Catarrhini localizam-se
principalmente na Asia e na Africa. Os Platyrrhini possuem as narinas voltadas para
os lados, num nariz achatado e focinho relativamente curto. Possuem hébitos
totalmente arboricolas, raramente descendo ao chdo. A capacidade de
preensibilidade da cauda é notada em alguns géneros (Alouatta, Ateles, Lagothrix e
Brachyteles). A grande variacdo de volume corpéreo destes animais € reconhecida
como o mais forte indicador das adaptagcbes fisioldgicas, ecologicas e
comportamentais que um animal possa apresentar. Os géneros que mais tém sido
associados com a ocorréncia de epizootias no Brasil sdo Alouatta, Cebus e Callithrix
(AURICCHIO, 1995). O Brasil possui a maior diversidade de PNH do mundo,
tendo aproximadamente 127 espécies, muitas das quais sdo nativas, a maioria
vivendo na regido Amazonica (BRASIL, 2011).

Na (TABELA 1) estdo resumidas exemplos de espécies de primatas nao
humanos em que ja foram pesquisadas infec¢cbes por RV. Todas as espécies de
primatas ndo humanos destes casos sdo do Velho Mundo e permaneciam em
cativeiro (WANG et al., 2006).

TABELA 1 — EXEMPLOS DE ESPECIES DE PRIMATAS NAO HUMANOS EM QUE FORAM
INVESTIGADOS A PRESENCA DE ROTAVIRUS

ESPECIE LOCAL AMOSTRAS METODO
DIAGNOSTICO
ANALISADAS| POSITIVAS
Macaca mulatta China 79 16 EIE
Macaca fascicularis China 2 10 EIE
Macaca nemestrina China 3 0 EIE
Macaca fascicularis EUA 12 0 EIE
Macaca nemestrina EUA 48 0 EIE

FONTE: Adaptado de WANG et al., (2011).
NOTA: EIE - Ensaio Imunoenzimatico

No estado do Parana, apesar de alguns esfor¢cos pontuais, poucas sao as
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informacdes sobre a distribuicdo e ocorréncia dos PNH. Segundo Passos et al., 2007
foram registrados sete espécies de PNH no estado do Parana: Cebus nigritus,
Alouatta guariba clamitans, A. caraya, Brachyteles arachnoides, Leontopithecus
caissara, Callithrix jacchus e C. penicillata, dentre as quais, as duas Ultimas como
ocorréncias a partir de introdugdes. As (FIGURAS 14 e 15) mostram a distribuicéo

de alguns géneros destes animais no Parana.
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FIGURA 14 - MUNICIPIOS COM A OCORRENCIA DE Callitrichidae NO ESTADO DO PARANA
FONTE: PASSOS et al., 2007.



62

[ Alouatta guariba clamitans

60 0 60 120 Km I Alouatta caraya
[ Registros sobrepostos

FIGURA 15 - MUNICIPIOS COM A OCORRENCIA DE Atelidae, Alouattinae NO ESTADO DO
PARANA
FONTE: PASSOS et al., 2007.

No estado de Santa Catarina, assim como no restante do Brasil, séo
escassos 0s estudos sobre ocorréncia de primatas. Em Santa Catarina, relata-se a
presenca das espécies Alouatta guariba clamitans, Cebus nigritus e Callithrix
penicillata (introduzido) (BRASIL, 2011).

2.6 A IMPORTANCIA DOS PRIMATAS NAO HUMANOS EM SAUDE PUBLICA

Os animais silvestres sdo importantes reservatorios nos ciclos
epidemioldgicos das diversas zoonoses existentes, podemos considerar os PNH
como animais “sentinelas naturais” para investigacdo de determinadas epizootias, ou
seja, epidemias entre os animais, de interesse a Saude Publica. Considerando o
meio ambiente e suas condi¢Bes propicias para a manutencao de diversos ciclos
epidemioldgicos, varios agentes etioldgicos podem estar envolvidos em epizootias

acometendo PNH entre eles virus, bactérias, protozoarios, ricketsias, fungos e
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parasitas. As viroses destacam-se pelas suas caracteristicas epidemiologicas
(SOUZA, 2007; SVOBODA, 2007).

A grande proximidade filogenética entre humanos e PNH permite a
existéncia de agentes etiolégicos comuns, tornando-os Otimos modelos
experimentais, permitindo o estudo de varias doencas. Porém, tal aproximacao pode
trazer riscos a saude de ambos, na forma de patégenos zoondticos. Varias
enfermidades comuns aos humanos e PNH ja foram descritas como: Febre amarela,
Dengue 1 a 4, Hepatite viral A, Raiva, Leptospirose, Toxoplasmose e ainda as
doencas entéricas como as gastroenterites causadas por Rotavirus, Salmonella e
Criptosporidyum. Estas doencas sdo causas de grande morbi-mortalidade entre
PNH, principalmente os que estdo em cativeiro (WORLD ORGANISATION FOR
ANIMAL HEALTH - OIE, 2007; SVOBODA, 2007).

Utilizando-se a Febre Amarela (FA) como exemplo, sabe-se que a
associacdo de vertebrados e vetores potenciais em um habitat favoravel em
densidades O6timas constitui um fator fundamental para a persisténcia do virus
amarilico. No entanto, ddvidas persistem em relagdo ao tamanho 6timo das
populacbes de mosquitos. Além disso, ainda ndo se sabe se as populacdes de
primatas apresentam contingéncias suficientes para a manutencéo do virus no ciclo
silvestre da doenca (VASCONCELOS et al., 2001). Aléem do mais, estudos que
visem a andlise das condi¢Bes de saude dos primatas em vida livre e que impliquem
na necessidade de captura-los, defrontam-se imediatamente com problemas de
quantificacdo de uma amostragem animal significativa a ser capturada. Um primeiro
passo para amenizar os problemas de ambos 0s casos seria a realizacdo de estudos
em populacdes e comunidades dos primatas em um determinado tempo e espaco
para quantificar os parametros que reflitam as informac6es necessarias (AGUIAR,
2006). Com base em principios de ecologia médica, Avila-Pires (2000) salienta que a
correta avaliacdo do papel de hospedeiros ndo humanos na manutencdo de
enfermidades requer o célculo estimativo da populacdo de animais em uma
determinada area, o estudo de sua dinamica populacional e a analise da estrutura e
funcionamento das comunidades que integram. Neste sentido, quando houver
necessidade de se realizar o controle racional de uma doenga em que animais
silvestres estejam envolvidos, € fundamental o conhecimento detalhado da(s)
espécie(s) envolvida(s) como indices de densidade populacional, biologia, habitos e
circulacao destes animais (AGUIAR et al., 2005; AGUIAR, 2006).
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No Brasil, segundo a Lei n 8.080, de 19 de setembro 1990, que regulamenta
o Sistema Unico de Saude (SUS) , define: “Vigilancia epidemioldgica é o conjunto de
acOes que proporciona o0 conhecimento, a deteccdo ou prevencdo de qualquer
mudanca nos fatores determinantes e condicionantes de saude individual ou
coletiva, com a finalidade de recomendar e adotar as medidas de prevencgédo e
controle das doencgas e agravos” (BRASIL, 1990).

Em vista disso, politicas publicas estdo sendo criadas visando o controle e a
prevencdo de doencas, como a Portaria n. 104, de 25 de janeiro de 2011 que
informa no anexo II: “doengas e agravos de notificacdo compulsoéria: 1V. Epizootias
e/ou morte de animais que podem preceder a ocorréncia de doengas em humanos:
a) Epizootias em PNH; b) Outras epizootias de importancia epidemiolégica”
(BRASIL, 2011). Desta forma, as notificacbes de epizootias em PNH devem ser
realizadas pelos servicos de saude publica, constituindo grande avanco para a

vigilancia epidemiolégica das zoonoses de interesse envolvidas nestes eventos

2.6.1 Aplicabilidade da vigilancia de epizootias em PNH na Saude Publica

A vigilancia de epizootias em PNH tem sua origem e importancia dentro da
vigilancia epidemiolégica da febre amarela, conforme documentos técnicos do
Ministério da Saude (MS) (BRASIL, 1999; BRASIL, 2005). Nestes documentos ha
inferéncia sobre a atencdo que se deve ter em relacdo a mortandade de macacos
sem causa definida.

A partir de 2002, o MS iniciou trabalho com equipe interdisciplinar e
interinstitucional com técnicos da area de saude publica de diversas regides do pais,
para elaboracdo do primeiro Manual de Vigilancia de Epizootias em PNH, lancado no
ano de 2005 (BRASIL, 2005). Lembrando que a Portaria n. 104, de 25 de janeiro de
2011 torna compulsoéria a notificacdo de morte de PNH e outras epizootias. Desta
forma, a partir desta Portaria, as notificacdes de epizootias em PNH devem ser
realizadas pelos servi¢cos de saude publica, constituindo grande avango ndo sé para
a vigilancia epidemiolégica da febre amarela, mas também, de outras zoonoses de
interesse envolvidas nestes eventos.

Na regido noroeste do Estado do Parana no periodo de dezembro de 2000 a

maio de 2001, ocorreram relatos de mortes de PNH da espécie Alouatta caraya que
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s6 foram notificados em outubro de 2001 a Secretaria Estadual de Saude do Parana
(SESA-PR). A demora na notificacdo impossibilitou estabelecer a causa mortis dos
animais. Ainda em 2001 ocorreram epizootias com mortes de PNH da espécie
Alouatta guariba no Estado do Rio Grande do Sul, tendo como diagndstico
conclusivo a febre amarela (TORRES et al., 2003). Estes fatos contribuiram para
que os técnicos da SESA-PR iniciassem o planejamento de ac¢des que inserissem a
vigilancia de epizootias em PNH dentro da vigilancia epidemiolégica da febre
amarela. Entre as acles, foi realizada a primeira capacitacdo de técnicos (médicos
veterinarios), das 22 Regionais de Saude do Estado, para a incorporacdo desta
vigilancia como ferramenta das investigacdes e monitoramento de zoonoses de
interesse envolvendo estes animais. A proposta da SESA-PR foi estabelecer a
vigilancia de epizootias em PNH, tanto na forma passiva (preconizada pelo MS)
qgquanto na forma ativa, visando um monitoramento constante de zoonoses de
interesse a saude publica. Além disso, consolidar uma massa critica de técnicos e
pesquisadores colaboradores, da SESA-PR, UEL e UFPR, para execucdo e

aprimoramento deste modelo de vigilancia (SVOBODA, 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAIS DE ESTUDO

No estado do Parana os locais de estudo foram: fragmento florestal do
Parque Barigui, municipio de Curitiba; fragmento florestal Complexo Ayrton Senna,
municipio de Sao José dos Pinhais; fragmento florestal Parque do Superagui,
municipio de Guaraquecaba (FIGURA 16).

MANDIRITUBA

¢ TWUCAS DO SUL

FIGURA 16 - REPRESENTACAO DOS LOCAIS DE ESTUDO NO ESTADO DO PARANA, BRASIL
FONTE: Modificado pelo autor (2011)

No estado de Santa Catarina os locais de estudo foram: Centro de
Pesquisas Biol6gicas de Indaial (CEPESBI), municipio de Indaial; e Parque

Ecoldgico do Cérrego Grande, municipio de Florianopolis (FIGURA 17).
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FIGURA 17 - REPRESENTACAO DOS LOCAIS DE ESTUDO EM SANTA CATARINA, BRASIL

FONTE: Modificado pelo autor (2011)

3.1.1 Fragmento florestal Parque Barigui, Curitiba, Parana

O Pargue Municipal do Barigui, localizado no municipio de Curitiba, possui

area total de 1.400.000 m? e é formado por capdes de floresta alterada e mata

secundaria, estd sob a jurisdicdo da Prefeitura Municipal de Curitiba — Secretaria

Municipal do Meio Ambiente. Esta localizado em latitude 25° 25" 34.52" S, e

longitude 49° 18’ 27.03" W. A fauna deste local € composta por garca-branca, quero-

qguero, tico-tico, sabid, biguatinga, prea, capivara, cutia, sagui, dentre outros

(FIGURA 18) e gamba. Dentre os exemplares da flora, pode-se citar: araucaria,

erva-mate, pitangueira, vassourdo-branco, bromélia, orquidea, mirta, guabirotuba e

guabiroba. O Parque € aberto a visitacdo publica e estes animais estdo em

constante contato com os visitantes (CURITIBA, 2011).
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FIGURA 18 —-EXEMPLAR DE Callithrix spp., EVIDENCIADO NA REDE ELETRICA PARQUE
BARIGUI, CURITIBA, PARANA
FONTE: PIOTROVSKI (2011)

3.1.2 Fragmento florestal Complexo Ayrton Senna, S&o José dos Pinhais, Parana,

Brasil

O Complexo Ayrton Senna, Renault, localizado no municipio de Sao José
dos Pinhais, Parang, na latidude 25°31'21"S, e longitude 49°7'5"W, possui 2,5
milhdes m?, cerca de 60% sdo areas protegidas de florestas, com uma grande
diversidade de espécies da flora e fauna brasileiras. Existem residéncias a 200 m da
propriedade e escolas a 2500 m. Através de uma parceria com a Universidade
Federal do Parana (UFPR), o Departamento de Zoologia realizou um levantamento
das espécies de aves e mamiferos que vivem nas areas de mata da Renault do
Brasil. Muitas espécies foram identificadas, entre elas tatus, gambds, ouricos,
corujas, carcaras, esquilos, jaguatiricas, pica-paus, gralhas azuis, cachorros-do-
mato, veados e macacos bugio (RENAULT DO BRASIL, 2011) (FIGURA 19).
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FIGURA 19 — EXEMPLAR DE Alouatta guariba clamitans NO COMPLEXO AYRTON SENNA, SAO
JOSE DOS PINHAIS, PARANA
FONTE: RENAULT DO BRASIL, 2011.

3.1.3 Parque Nacional do Superagui, Guaraquecaba, Parana

A area de estudo localizada no Parque Nacional do Superagui, considerado
parte de um dos cinco ecossistemas costeiros mais notaveis do mundo e esta
localizado no municipio de Guaraquecgaba, abrangendo a por¢do mais setentrional
do litoral do estado do Parana, na divisa com o estado de Sdo Paulo, sua
localizacdo geografica é latitude 25°18'24” S, e longitude 48°19'44 W”. A ilha do
Superagli, na qual o estudo foi conduzido, € uma ilha artificial, formada apo6s a
abertura do canal do Varadouro no ano de 1953. A ilha artificial resultante da
abertura do canal tem uma area de 14.511 ha, representando quase metade da
extensdo do parque. Além do mico-ledo de cara-preta (FIGURA 20), ocorrem na ilha
Cebus nigritus, Aloautta guariba clamitans e outros mamiferos como, jaguatirica,
paca, onga-parda, cutia e veado. A ocupag¢do humana na ilha atualmente se resume
a peguenas comunidades caissaras, dentre as quais a comunidade da Barra do
Superagui é a maior (MORO-RIOS, 2009).
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FIGURA 20 — EXEMPLARES DE Leontopithecus caissara NO PARQUE DO SUPERAGUI,
GUARAQUEGCABA, PARANA
FONTE: CELSO MARGRAF, 2010.

3.1.4 Centro de Pesquisas Bioldgicas de Indaial (CEPESBI), Indaial, Santa Catarina

O CEPESBI e Observatorio de Primatas do Morro Geisler foi criado em
marco de 1992. Sendo mantido por meio de um convénio entre a Prefeitura
Municipal de Indaial e a Fundacdo Universidade Regional de Blumenau - FURB.
Desde sua fundacédo, o centro tem realizado atividades de pesquisa, educacao
ambiental e integragdo da comunidade local com estudantes universitarios e
pesquisadores. Dentre as principais atividades do centro destaca-se o Projeto Bugio,
um estudo cientifico que procura conservar a subespécie Alouatta guariba clamitans
Cabrera, 1940 (Primates: Atelidae), o bugio ruivo. O CEPESBI localiza-se no Morro
Geisler, latitude 26°53'42"S, e longitude 49°13’'34"W, em Indaial, Santa Catarina,
uma area de 40 ha. de Floresta Ombrdfila localizada no perimetro urbano do



71

municipio e que possui ligacdo com o Parque Nacional da Serra do Itajai (FURB,
2011). Neste local, os bugios sdo mantidos em recintos com 3,0 m de largura x 5,0
m de comprimento x 2,6 m de altura, enriguecidos com cordas, troncos e
plataformas alimentares. A limpeza e a desinfec¢cdo dos recintos sédo realizadas
diariamente e as pessoas envolvidas no manejo utilizavam equipamentos de
protecéo individual. Alguns destes animais tem origem desconhecida, outros eram
de vida livre e ainda outros eram mantidos em cativeiros ilegais e sofriam maus

tratos.

3.1.5 Parque Ecoldgico Corrego Grande, Floriandpolis, Santa Catarina

Esta localizado na Rua Jodo Pio Duarte Silva, n°. 535, no Bairro Corrego
Grande, Florianopolis, Santa Catarina. Possui 21,3 hectares e a localizacdo
geografica é latitude 27°35'58” S, e longitude 48°30°'41” W. O Parque esta aberto a
visitacdo publica. Localiza-se na area urbana e esta proximo a escola e areas
comerciais e residenciais. Entre a fauna existente no Parque existem alguns animais
domesticados como galinhas, galos, patos e coelhos, e também outros animais
como biguas, garcas, araqua, papagaios, tucanos, gralhas, além de pequenos
mamiferos como os gambas, um grupo de cerca de 40 saguis (FIGURA 21), répteis
como o jabuti, jacaré do papo amarelo e cagados. Dentre a flora nativa local tem sé
alguns exemplares como o pau-brasil, garapuvu, imbalba, palmiteiro, arariba
amarelo, paineira (FLORIANOPOLIS, 2011).
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FIGURA 21 - EXEMPLAR DE Callithrix penicilatta, PARQUE DO CORREGO GRANDE,
FLORIANOPOLIS, SANTA CATARINA
FONTE: GOMES (2011).
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3.2 AMOSTRAS

As amostras de fezes dos PNH foram obtidas nas seguintes localidades do

Estado do Parana e Santa Catarina conforme a (TABELA 2).

TABELA 2 - RELACAO DAS AMOSTRAS, LOCAL DE OBTENGCAO E ESPECIES DE PRIMATAS
NAO-HUMANOS

N° da Localidade Cidade/ Estado Espécie Total de
amostras Amostras
lal2 Fragmento Florestal Guaraquegaba/  Leontopithecus caissara (Mico- 12
do Parque Superagui PR ledo-da-cara-preta; Lorrini &

Persson, 1990; PRIMATES:
Callitrichidae)

13a27 Fragmento Florestal Curitiba/PR Callithrix spp (Sagui; 15
Parque Barigui (PRIMATES: Callitrichidae)
28 Fragmento Florestal Sao José dos Alouatta guariba clamitans 1
Parque Ayrton Senna Pinhais/PR (Bugio-ruivo; Humboldt, 1812;
PRIMATES: Atellidae)
29 a 46 Centro de Pesquisas Indaial/SC Alouatta guariba clamitans 18
Biolégicas de Indaial - (Bugio-ruivo; Humboldt, 1812;
CEPESBI PRIMATES: Atellidae)
47 Centro de Pesquisas Indaial/SC Alouatta caraya (Bugio; 1
Biologicas de Indaial - Humboldt, 1812; PRIMATES:
CEPESBI Atellidae)
48 a 62 Parque Ecolégico do  Floriandpolis/SC  Callithrix penicillata (Saguii; E. 15
Cérrego Grande Geoffrey, 1812; PRIMATES:
Callitrichidae)
TOTAL 62

FONTE: O autor (2011)

Para a pesquisa de Rotavirus, Norovirus e Sapovirus, foram coletadas 62
amostras de fezes de 5 espécies de PNH (Callithrix spp., Callithrix penicillata,
Leontopithecus caissara, Alouatta guariba clamitans e Alouatta caraya)
acondicionadas em coletor universal estéril, transportadas em caixas isotérmicas sob
refrigeracdo e armazendas a -70°C. As amostras foram coletadas no periodo de
maio de 2010 a marco de 2011. As analises foram realizadas no periodo de
outrubro de 2010 a junho de 2011. As amostras dos animais foram coletadas
imediatamente apds os animais defecarem.

Estudos sobre a estimativa da populagdo dos animais estudados néo foram
encontrados, apesar de minuciosa revisao bibliografica. Estes tipos de estudos sao
muito raros devido a necessidade de pessoal especializado, falta de recursos e

ainda, o fato do tamanho da populacdo destes animais serem muito flutuantes
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(populagdes de vida livre podem ser acometidas por predadores, doencas e a agao
predatoria do prépio homem).
Os grupos de animais foram escolhidos em regides onde houvesse a

possibilidade de proximidade com seres humanos.

3.2.1 Descricao das coletas das amostras

As amostras de fezes dos micos-lebes-da-cara-preta (Leontopithecus
caissara) do Parque do Superagui foram obtidas com a Autorizacdo do IBAMA para
Atividades com Finalidade Cientifica n°11058-2/2008. As amostras de fezes de
bugio (Alouatta guariba clamitans) do Parque Ayrton Senna; dos bugios (Alouatta
guariba clamitans e Alouatta caraya) do CEPESBI e dos saguis (Callithrix pencilatta)
do Parque Ecologico do Corrego Grande foram obtidas com a Licenca Permanente
do IBAMA para Coleta de Material Zool6gico n°10298-1/2007. Estas amostras foram
coletadas e cedidas pela equipe de pesquisadores e pds-graduandos do Laboratoério
de Biodiversidade, Conservacéo e Ecologia de Animais Silvestres (LABCEAS) sob
responsabilidade do Prof. Dr. Fernando de Camargo Passos, do Departamento de
Zoologia, Setor de Ciéncias Biologicas, UFPR. Os PNH destas localidades né&o
foram capturados e as amostras foram obtidas durante pesquisa de observacao
comportamental destes animais, sendo coletadas e acondicionadas em recipientes
adequados, imediatamente ap6s a defecacao.

Os saguis (Callithrix spp.) do Parque Barigui foram capturados pela equipe
de veterinarios sob responsabilidade do Prof. Rogério Ribas Lange do Departamento
de Medicina Veterinaria, Setor de Ciéncias Agrarias, UFPR (Autorizacdo do IBAMA
para Atividades com Finalidade Cientifica n°23065-2/2010 e Certificado emitido pelo
Comité de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Parana — EUA/SCA/UFPR n° 015/2010). A captura dos animais foi
efetuada por meio de armadilhas/cevas, instaladas em locais isolados da regido de
bosque do Parque Barigui e mantidas sob observacdo continuada. Os animais
capturados foram transportados para o Hospital Veterinario da UFPR, onde foram
mantidos temporariamente em gaiolas metalicas individuais medindo

50cmX50cmX100cm com separacdo de manejo, comedouro, bebedouro, e abrigo. O
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conjunto de gaiolas foi alojado em sala com paredes azulejadas de uso exclusivo. O
ambiente € climatizado com aquecimento ambiental mantendo a temperatura entre
21 e 22°C. A iluminacao é natural e artificial. As instalacdes eram higienizadas duas
vezes ao dia. Para alimentacdo dos animais foi usado: frutas diversas e
suplementagao protéica (queijo tipo “Petit Suisse”, mocotd, ovos de codorna, goma-
arabica, proteina bovina e larvas de tenébrio). Os saguis foram entdo marcados
individualmente com microchip, submetidos a biometria e cadastrados em banco de
dados. As amostras de fezes para este estudo foram coletadas a acondicionadas em
recipientes adequados enquanto os animais estavam no Hospital Veterinario, em

média uma semana apdés a captura.

3.3 INVESTIGACAO DE RV, SAV E NOV EM FEZES NAS ESPECIES DE PNH
(CALLITHRIX SPP., CALLITHRIX PENICILLATA, LEONTOPITHECUS
CAISSARA, ALOUATTA GUARIBA CLAMITANS E ALOUATTA CARAYA)

As amostras de fezes de PNH foram analisadas no Laboratorio de Virologia
Animal, Departamento de Medicina Veterindria Preventiva, Centro de Ciéncias
Agrarias, Universidade Estadual de Londrina, Parand, sob a supervisdo do Prof. Dr.
Amauri Alcindo Alfieri.

Numa primeira etapa da RT-PCR, o RNA viral é transcrito em DNA
utilizando a enzima transcriptase reversa e o primer que serve como molde inicial.
Os nucleotideos servem para continuar a cadeia polipeptidica. A préxima etapa € a
amplificagéo da fita dupla de DNA utilizando a enzima Taq DNA polimerase. Esta
enzima € ativa em altas temperaturas, e inativa em temperaturas menores. Por sua
vez a fita dupla DNA se solta e permite a ligacdo da enzima Tag DNA polimerase em
cada uma das fitas formando duas nonas fitas duplas e assim sucessivamente.

Semi nested PCR serve para melhorar a especificidade e a eficiéncia da
reacdo, o segmento gendémico € amplificado primeiro de forma abrangente, copiando
até mesmo sequéncias localizadas fora dela, e utilizando-se este primeiro produto,
segue-se a amplificacdo da real sequéncia-alvo. Estas duas etapas podem ser
realizadas concomitantemente, ou em duas reagdes separadamente.

Foram usados controles positivos e negativos para a pesquisa de RV, SaV e
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NoV, nas metodologias EGPA, RT-PCR e semi nested PCR.

ApOs a realizacdo das metodologias foram armazenadas contra-provas e o0
restante das amostras ndo utilizadas foram descartadas. Tantos estas amostras
como o material utilizado para os procedimentos, antes de serem descartados,
permaneceram em recipiente contendo hipoclorito de sédio 10% por algumas horas,
conforme preconiza a Resolucéo n. 306 de 07 de dezembro de 2004, por se tratar
de Residuos do grupo A.. A manipulacdo de brometo de etideo foi realizada com
equipamentos exclusivo bem como em sala exclusiva.. Foram usados os

equipamentos de seguranca basicos.
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Para a pesquisa de RV grupo A (P e G tipos), B e C nas fezes de PNH
seguiu-se o fluxograma, conforme esta representado na (FIGURA 22).

Extragao do RNA viral (técnica silica-isotiocianato de guanidina/ métodos do
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico) (ALFIERI ef al., 2006)

Eletroforese em gel de poliacrilamida (HERRING et al., 1982) e coloragao com
nitrato de prata (EGPA) (PEREIRA efal. 1983)

Inderterminado/Positivo Negativo
I
| | 1

RV-C VB RVA
N ' po do Semi-Nested PCR - consensuais — 876 pb gene
gene 5 (VP6) (JIANG et 434 pb do gene 8 VP4 (P tipo), (GENTSCH et
Al1995; Ao etal | | (NSP2) (GOUVEA et | |41, 1992), 1062 pb gene VP7

) al., 1991) (G tipo) (GOUVEA et al.,
1990)

Eletroforese em gel de agarose 2%,
sequenciamento (Sequenciador
automatico MegaBACE ™ 1000)

FIGURA 22 - ESQUEMA PARA ANALISES DE RV GRUPOS A (P e G TIPOS),Be C
FONTE: O autor (2011)

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) é utilizada para
virus RNA de genoma segmentado (RV possui 11 segmentos gendmicos), porém &
considerada uma técnica barata e facil de ser realizada. Esta técnica se baseia na
separacao dos segmentos gendmicos, através da diferenca de tamanho molecular
destes, em gel de poliacrilamida. A distancia de migracao de cada segmento de RNA
viral na eletroforese é inversamente proporcional ao peso molecular do mesmo. A
EGPA permite a andlise de variacdes no genoma viral além de permitir a deteccéo
da ocorréncia de infeccbes mistas (ALFIERI et al., 2007; HERRING et al.,1982). A
EGPA porém nédo permite diferenciar os genotipos, mas a RT-PCR seguida pela
Multiplex Nested PCR permite a identificacdo do genotipo, conforme a amplificacéo
enzimatica dos genes das proteinas VP4 (tipos P) e VP7 (tipos G) e com a utilizagédo
de iniciadores especificos (GOUVEA et al., 1990; GENTSCH et al., 1992; DAS et al.,
1994).
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Para a pesquisa de e SaV e NoV nas fezes seguiu-se o fluxograma,
conforme esta representado na (FIGURA 23).

Extracdo do RNA viral (técnica silica-
isotiocianato de guanidina/ métodos do
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico) (ALFIERI
et al., 2006)

RT-PCR - amplificado 331 pb do gene da
RpRd utilizando os primers p289/290 (JIANG
etal.,1999) e os primers SwNoV1/SwNoV2
para norovirus com 181pb (REUSKEN et al.,
dados nao publicados)

Eletroforese em gel de agarose 2%

Sequenciamento (Sequenciador automatico
MegaBACE ™ 1000)

FIGURA 23 - ESQUEMA PARA ANALISES DE SaV E NoV
FONTE: O autor (2011)

3.3.1 Extragdo do RNA viral em amostras de fezes

A extracdo do RNA foi realizada utilizando suspensdes fecais (20% p/v).
Para preparar a suspensao fecal realizou-se da seguinte maneira:

— Pesou-se 1 g da amostra de fezes

— Adicionou-se 9 mL de tampéo TRIS/Ca*" (Apéndice 2)

— Homogeineizou-se

— Centrifugou-se por 10 min a 10000 x g.

— Recolheu o sobrenadante e estocou a 4°C

Posteriormente, foi utilizada uma associacdo dos métodos do
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) (SAMBROOK et al.,, 1989) e da
silica/isotiocianato de guanidina BOOM et al. (1990), descrita por Alfieri et al. (2006).



Realizou-se da seguinte forma:

Separou-se aliquotas de 500 uL da suspenséo fecal em um microtubo

Adicionou-se 50 pL de SDS (dodecil sulfato de sédio) 10%
Homogeineizou-se em vortex

Banho-maria a 56°C durante 15 min

Homogeineizou-se em vortex

Centrifugou-se a 10000 x g durante 30 s
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Adicionou-se 500 pL de fenol / cloroférmio — alcool isoamilico (25:24:21)

Homogeneizou em voértex

Centrifugou-se a 10000 x g durante 10 min
Recolheu-se o sobrenadante em outro microtubo
Adicionou-se 500 pL de solucédo L6 (Apéndice 2)
Adicionou-se 25 pL de silica hidratada
Homogeineizou em vortex

Agitou-se durante 30 min a temperatura ambiente
Centrifugou-se a 10000 x g durante 30 s
Desprezou-se sobrenadante em solucdo contendo NaOH 10 M
Adicionou-se 500 pL da solucéo L2 (Apéndice 2)
Homogeineizou-se em vortex

Centrifugou-se a 10000 x g durante 30 s
Desprezou-se sobrenadante em solugdo contendo NaOH 10 M
Repetiu-se uma vez os quatro ultimos passos
Adicionou-se 1 mL de etanol a 70%
Homogeineizou em vortex

Centrifugou-se a 10000 x g durante 30 s
Desprezou-se o0 sobrenadante

Repetiu-se uma vez os quatro Ultimos passos
Adicionou-se 1 ml de acetona PA
Homogeineizou-se em vortex

Centrifugou-se a 10000 x g durante 30 s
Desprezou-se o0 sobrenadante

Secou-se o0 sedimento em termobloco a 60°C durante 2 min
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— Adicionou-se 50 pL de agua DEPC

— Homogeineizou-se em vortex

— Banho-maria a 56°C durante 15 min

— Homogeneizou-se em vortex

— Centrifugou-se a 10000 x g durante 4 min

— Recolheu-se o sobrenadante em microtubo de 500 pL e estocou a -
20°C.

3.3.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) para analise de RV- A, RV-B e
RV-C

Para a realizacdo da EGPA seguiu-se da seguinte forma (HERRING et
al.,1982):

a) Preparo do Gel de Poliacrilamida:
—Placas de vidro, espacadores e o pente foram limpos e secos.
—Os espacadores foram colocados sobre uma placa em posicéo
horizontal, sobrepondo a outra restante.
—Prenderam-se as garras metalicas.
—As extremidades foram vedadas com agar 2%.
—O conjunto foi colocado em posicéo vertical, apoiado sobre as garras
mantendo em correto nivel horizontal no espaco destinado ao gel.
—Adicionou-se o lower gel (Apéndice 2) a 7,5% até o nivel ligeiramente
inferior a extremidade do pente.
—Aguardou-se a polimerizacédo por 30 minutos.
—Adicionou-se o top gel (Apéndice 2) 3,5%, o pente € inserido e
aguardou-se a polimerizacéo.

b) Corrida Eletroforética:
—As garras foram soltas da parte inferior do conjunto, a vedacdo e o
espacador foram retirados.
—As placas montadas ao suporte de eletroforese vertical foram fixadas,

com o auxilio das garras, evitando a formacéao de bolhas.
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—Os reservatorios foram preenchidos com o tampéo de corrida.
—Eliminou-se as bolhas de ar que formaram no conjunto.
—0O pente foi cuidadosamente retirado evitando-se danificar as canaletas
do gel, com auxilio de uma microseringa.
—Foi usada uma corrente de 20mA e a corrida durou aproximadamente 3
horas, ap0s a passagem da linha do corante aguardou-se 30 minutos.

c) Coloragcédo com Nitrato de Prata
—As placas foram retiradas do suporte.
—Eliminou-se o top gel e foi realizado um pequeno corte na margem
inferior esquerda do gel para que possa ter certeza da posicao do gel.
-0 gel foi deslizado pela placa de vidro com um recipiente apropriado
—Adicionou-se alcool etilico absoluto (30 mL) e acido acético (1,5 mL)
em 300 mL de agua bidestilada q,s.p., aguardou-se 30 minutos
—Adicionou-se nitrato de prata 0,55 g em 300 mL de agua bidestilada
g.s.p. e aguardou-se 30 minutos em agitacao suave
—Lavou-se 2 vezes o gel com agua bidestilada
—Adcionou-se a solucao reveladora
—Adicionou-se acido acético 5% e permaneceu nesta solucdo por 15
minutos
—Adicionou etanol 10%

—Visualizacéo foi realizada com auxilio de um transluminador.

3.3.3 Diagnostico do RV grupo A (P e G tipos)

A pesquisa do RV grupo A foi realizada por meio da técnica RT-PCR com
primers consensuais para a amplificacdo de produtos com 876 pb do gene VP4
(genotipo P), de acordo com Gentsch et al. (1992), e com 1062 pb do gene VP7
(gendtipo G), segundo Gouvea et al. (1990). Inicialmente preparou-se o Mix de
desnaturacdo para G tipo, Mix de desnaturacdo para P tipo, Mix da transcricdo
reversa (RT), Mix da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) G tipo (VP7) e da
PCR P tipo (VP4).



b)

d)
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Mix de desnaturacéo para G tipo

—Primer Beg 9 — 5-GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG-3’ (20
pmol): 1 uL (GOUVEA et al., 1990)

—Primer End 9 - &5-GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG-3’(20
pmol): 1 pL (GOUVEA et al., 1990)

—Primer End 9 UK — 5-GGTCACATCATCAAACTCTAATCT-3’(20 pmol):
1 uL (GOUVEA et al., 1993)

—Primer End 9 CRW - 5-GGTCACTCTTACAGCTTTAACCT-3* (20
pmol): 1 uL (GOUVEA et al., 1993)

—~Agua: 1 puL

—Volume final: 5 pL

Mix de desnaturacéao P tipo

—Primer 4 Con2 — 5-ATTTCGGACCATTTATAACC-3’ (20 pmol): 1 pL
(GENTSCH et al., 1992)

—Primer 4 Con3 — 5’- TGGCTTCGATCATTTATAGACA-3’ (20 pmol): 1
UL (GENTSCH et al., 1992)

—Agua: 3 puL

—Volume final: 5 pL

Mix da transcricao reversa (RT)

—Tampéao 10X pH 8,4: 2,5 uL

—MgCl,; 50 mM: 2,5 uL

—dNTP 2,5 mM: 4,0 uL

—SuperScript HII® 200 U/pL: 0,15 pL

—~Agua: 5,85 pL

—Volume final: 15 pL

Mix da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) G tipo (VP7)

—Tampéao 10X pH 8,4: 2,5 uL

—dNTP 2,5 mM: 4,0 uL

—Platinum® Tag Polymerase 5 U/uL: 0,25 uL

—Agua: 18,25 pL

—Volume final: 25 pL

Mix da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) P tipo (VP4)

—Tampéao 10X pH 8,4: 2,5 pL
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—dNTP 2,5 mM: 4,0 pL
—Platinum® Tag Polymerase 5 U/pL: 0,25 L
—Primer 4 Con2 (20 pmol): 1 pL
—Primer 4 Con3 (20 pmol): 1 pL
—Agua: 16,25 pL
—Volume final: 25 pL
A RT-PCR para RV grupo A seguiu o esquema representado na (FIGURA

24).
5 uL Mix desnaturagéo 5 pL Mix desnaturacéo
G tipo P tipo
5 L dngﬁk extraido 5pL dg{NA extraido
O
97°C pl:?min 97°C po 7 min

Ve O

& min banho de gelo 5 min banho de gelo

O b

Adiciona 15 pL de Adiciona 15 plL de
RT Mix RT Mix

42°C por 30 min 42°C por 30 min
Adiciona 25 plL de Adiciona 25 pl de
PCR mix G tipo PCR mix Ptipo

Ciclos: 1 ciclo (94°C por 3 min}:"
30 ciclos (94°C por30 s ; 43°C
por 30 5; 72°C por 45 5 )

O

72°C por T min

” ™~
50 pL produto da 50 pL produto da
amplificacio G amplificacdo P

FIGURA 24 - ESQUEMA DA RT-PCR PARA G E P TIPO DE RV GRUPO A
FONTE: Adaptado de GENTSCH et al. (1992), GOUVEA et al. (1990) GOUVEA et al.

(1993)



3.3.4 Diagnostico do RV grupo B

A pesquisa de RV grupo B foi realizada por meio de uma RT-PCR seguida
por uma semi-nested PCR para a amplificacdo de um produto com 434 pb do gene 8
(NSP2) do grupo B (ALFIERI et al., 1999; GOUVEA et al.,, 1991). Inicialmente
preparou-se o Mix de desnaturacdo, Mix da transcricdo reversa (RT), Mix da reacao

em cadeia pela polimerase (PCR), Mix da desnaturacdo semi nested, Mix da semi

nested PCR.

a)

b)

d)

Mix de desnaturagao

—Primer B 1 5-CTATTCAGTGTGTCGTGAGAGG-3'(20 pmol): 1 pL

(GOUVEIA et al., 1991)

—Primer B 4 — 5-CGTGGCTTTGGAAAATTCTTG-3’(20 pmol): 1 pL

(GOUVEIA et al., 1991)

—Agua: 3 pL

—Volume final: 5 pL

Mix da transcricao reversa (RT)

—Tampéao 10X pH 8,4: 2,5 uL

—MgCl; 50 mM: 2,5 uL

—dNTP 2,5 mM: 4,0 uL

—SuperScript HII® 200 U/uL: 0,15 pL

—~Agua: 5,85 pL

—Volume final: 15 pL

Mix da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
—Tampéao 10X pH 8,4: 2,5 uL

—dNTP 2,5 mM: 4,0 uL

—Platinum® Taq Polymerase 5 U/uL: 0,25 pL
—Agua: 18,25 pL

—Volume final: 25 pL

Mix da desnaturagédo da semi nested
—Primer B 1 (20 pmol): 1 pL

—Primer B 3 -5-CGAAGCGGGCTAGCTTGTCTGC-3'(20 pmol): 1 pL

(GOUVEA et al., 1991)



—Agua: 3 puL

—Volume final: 5 pL

Mix da semi nested PCR

—Tampéao 10X: 2,5 pL

—dNTP 2,5 mM: 4,0 pL

—MgCl; 50 mM: 2,0 uL

—Platinum® Tag Polymerase 5 U/uL: 0,25 uL
—Agua: 11,25 pL

—Volume final: 20 pL

85
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Na (FIGURA 25) esta representado o esquema da RT-PCR seguida pela

eemi Nested PCR.

5 pL Mix desnaturacdo

s

5 L do RNA extraido

&

97°C por ¥ min

&

5 min banho de gelo

&

Adiciona 15 pL de
RT Mix

&

42°C por 30 min

&

Adiciona 25 pL de
PCR mix

Ciclos: 1
40 ciclos (94°C por 45 s; 45°C
par 45 s; 72°C por 1 min)

Y

72°C por 10 min

O

50 pL produto da

(94°C por 3 min);

PCR

- C» seminested PCR

Y

5 pL do produto da PCR
+5 pL Mix desnaturacdo seminested

b

97°C por & min

O

5 min banho de gelo

b

20 pL Mix seminested PCR

Ciclos: 1 ciclo (94"C por 3 min]-:"
30 ciclos (94°C por30 s ; 43°C
por 30 5; 72°C por 45 5 )

O

72°C por T min

Y

Volume final 30 pL
do produto da
seminested PCR

FIGURA 25 - ESQUEMA DE RT-PCR E SEMI NESTED PCR PARA RV GRUPO B
FONTE: Adaptado de ALFIERI et al. (1999), GOUVEA et al. (1991)

3.3.5 Diagndstico do RV grupo C

A pesquisa de RV grupo C foi realizada por meio de uma RT-PCR para a
amplificacdo de um produto com 270 pb do gene 5 (VP6) do RV grupo C, de acordo

com Jiang et al. (1995), com as modificacdes descritas por Alfieri et al. (1999).
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Inicialmente

a) Mix de desnaturacao
—Primer BMJ 41 — 5-GGCTTTAAAAATCTCATTCA-3’(20 pmol): 1 pL
(ALFIERI et al., 1999)
—Primer BMJ 42 — 5-CCRCTAGTTGATTGAACATA-3’(20 pmol): 1 pL
(ALFIERI et al., 1999)
—Agua: 3 pL
—Volume final: 5 pL

b) Mix da transcrigéao reversa (RT-PCR)
—Tampéao 10X pH 8,4: 2,5 pL
—MgCl, 50 mM: 2,5 uL
—dNTP 2,5 mM: 4,0 pL
—SuperScript HII® 200 U/pL: 0,15 pL
—Agua: 5,85 pL
—Volume final: 15 pL

c) Mix dareacdo em cadeia da polimerase (PCR)
—Tampéao 10X pH 8,4: 2,5 pL
—dNTP 2,5 mM: 4,0 pL
—Platinum® Tag Polymerase 5 U/pL: 0,25 uL
—Agua: 18,25 pL
—Volume final: 25 uL
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Na (FIGURA 26) esta representado o esquema da RT-PCR para RV grupo

5 pL Mix desnaturacao

e

5 pL do EMA extraido

e

97°C por 7 min

b

Adiciona 15 pL de
RT-PCR Mix

O

42°C por 30 min

O

Adiciona 25 pL de
PCR mix

O

} ciclos (94°C por 1 min; 40°C por 2 min;68°Cpor 8 min)
10 ciclos (94°C por 1 min; 52 °C por 2 min; 72°C por 3 min)

72°C por 7 min
iy

50 pL produto da
PCR

FIGURA 26 - ESQUEMA DA RT-PCR PARA RV GRUPO C
FONTE: Adaptado de ALFIERI et al.(1999); JIANG et al. (1995)

3.3.6 Transcricao reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)

para pesquisa de NoV e SaV

A pesquisa do NoV e SaV nas amostras fecais foi realizada pela técnica da

RT-PCR por meio da amplificagdo de um produto com 319 e 331 pb do gene da

RpRd utilizando os primers p289/290 descritos por

Jiang et al.

(1999),

respectivamente. Inicialmente preparou-se os Mix de desnaturagdo, transcricao

reversa (RT) e o Mix da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

a) Mix de desnaturagéo



b)
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—Primer p289 - 5 5'- TGACAATGTAATCATCACCATA -3’ (20 pmol): 1 uL
(JIANG et al., 1999)

—~DMSO: 1 pL

—Agua: 3 pL

—Volume final: 5 pL

Mix de RT

—Tampéao 5X [Tris-HCI 250 mM (pH 8,3); KCI 375 mM; MgCl, 15 mM]: 4
ML

~DTT (0,1 M): 2,0 uL

—dNTP (0.1 mM): 1,0 pL

—~M-MLV (200 U/pL): 0,5 uL

—~Agua: 2,5 pL

—Volume final: 10 pL

Mix da PCR

—Tampéao 10X [Tris-HCI 200 mM (pH 8,4); KCI 500 mM]: 7,5 uL
—MgCl, 50 mM: 2,0 uL

—dNTP 0,15 mM: 4,0 pL

—p289 — 5-TGACAATGTAATCATCACCATA-3' (20 pmol): 1,0 pL
—p290 — 5’- GATTACTCCAAGTGGGACTCCAC-3’ (20 pmol): 1,0 pL
— Platinum® Tag DNA Polymerase (5 U/uL): 0,5 pL

—~Agua: 26 pL

—Volume final: 42 uL
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Na (FIGURA 27) esta representado o esquema da RT-PCR para SaV e NoV

5 pL do mix de
desnaturacdo

O

5 WL do RMNA extraido

O

87°C por 5 min

b

Adiciona 10 plL de
RT-PCR Mix

O

42°C por 30 min
95°C por 5 min

b

Adiciona 42 pL de
PCR mix a 8 pL do produto da RT

1 ciclo (94° C por3 min)
40 ciclos (94°C por 30 s; 51°C por 1,2 min; 72°C por 1 min
1 ciclo (72°C por 10 min)

FIGURA 27 - ESQUEMA DA RT-PCR PARA SaV E NoV
FONTE: Adaptado de JIANG et al. (1999)

A identificacdo do NoV nas amostras fecais também foi realizada pela
técnica da RT-PCR por meio da amplificacdo de um produto com 181 pb do gene
que codifica a proteina VP1 do norovirus utilizando os primers SwNoV1/SwNoV2
descritos por REUSKEN et al. (dados nédo publicados). Inicialmente preparou-se os
Mix de desnaturacdo, transcricdo reversa (RT) e o Mix da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR).

a) Mix de desnaturacéo
— Primer pSwNoV2— 5- AATCTAACAAAATCTCACCTG -3’ (20 pmol): 1
ML
~DMSO: 1 pL
—Volume final: 2 pL
b) Mix de RT
—Tampé&o 5X [Tris-HCI 250 mM (pH 8,3); KCI 375 mM; MgCl, 15 mM]: 4



ML
—DTT (0,1 M): 2,0 pL
—dNTP (0.1 mM): 1,0 pL
—M-MLV (200 U/uL): 0,5 pL
—Agua: 0,5 pL
—Volume final: 8 pL

c) Mix da PCR
—Tampao 10X [Tris-HCI 200 mM (pH 8,4); KCI 500 mM]: 7,5 uL
—MgCl, 50 mM: 2,0 uL
—dNTP 0,15 mM: 4,0 uL
—pSwNoV1 — 5- CGTACCAGAGGTCAACAAT -3’ (20 pmol): 1,0 uL
—pSWNOV2 — 5'- AATCTAACAAAATCTCACCTG -3’ (20 pmol): 1,0 uL
— Platinum® Taqg DNA Polymerase (5 U/uL): 0,5 pL
—Agua: 29 pL
— Volume final: 45 pL

Na (FIGURA 28) esta representado o esquema da RT-PCR para NoV.

5 pL do mix de
desnaturagdo

10 pL do RNA extraido

O

97°C por 5 min

O

Adiciona 8 pL de
RT-PCR Mix

42°C por 30 min
95°C por & min

O

Adiciona 45 pL de
PCR mix a 5 pL do produto da RT

1 ciclo (94° C por 3min)
40 ciclos (34°C por 30 s; 52°C por 1 min; 72°C por 1 min
1 ciclo (V2°C por 10 min)

FIGURA 28 - ESQUEMA DA RT-PCR PARA SaV E NoV
FONTE: Adaptado de REUSKEN et al. (dados néo publicados).
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3.4 ANALISE DO PRODUTO DA PCR

Os produtos amplificados na RT-PCR e semi nested PCR foram avaliados
por meio da eletroforese em gel de agarose a 1,5 ou 2% em solucao tampéo TBE pH
8,4 (89 mM Tris; 89 mM &acido bérico; EDTA 2 mM), sob constante voltagem de 100
volts. O gel foi corado em solugdo com 0,5 mg/mL de brometo de etideo e
posteriormente visualizado sob luz ultravioleta em transluminador.

Esta técnica tem como fundamento a migracdo de moléculas de DNA do
polo negativo para o positivo mediante a aplicacdo de uma diferenca de potencial
elétrico entre dois pontos. A visualizacdo dos fragmentos amplificados deu-se em
virtude da propriedade de incorporacdo do brometo de etideo a moléculas de DNA
fragmentadas e pela sua capacidade de liberar fluorescéncia ao ser excitada por

raios ultravioletas (UV)

3.5 SEQUENCIAMENTO

Os produtos amplificados pela RT-PCR foram purificados com o GFXTM
PCR DNA e Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Little Chalfont, UK),
quantificados em QubitTM Fluorometer (Invitrogen Life Technologies, Eugene, OR,
USA), e analisados em gel de agarose a 2%. O sequenciamento foi realizado em
MegaBACETM 1000/Automated 96 Capillary DNA Sequence, Thermo Sequenase™
II DNA Polymerase e DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit (GE Healthcare, Little
Chalfont, UK), utilizando os primers forward e reverse utilizados na PCR. As
sequéncias e a qualidade das mesmas foram obtidas nos programas CAP3 e Phred,
respectivamente (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). As sequéncias foram
analisadas no programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para verificar
a similaridade de nucleotideos das sequéncias obtidas com sequéncias que estejam

depositadas em bases publicas de dados.
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4 RESULTADOS

No periodo de maio de 2010 a junho de 2011 foram coletadas 62 amostras
de fezes de 5 diferentes espécies de PNH (Callithrix spp., Callithrix penicillata,
Leontopithecus caissara, Alouatta guariba clamitans e Alouatta caraya). As amostras
de fezes eram de aspecto ndo diarréico. Entre o periodo da coleta e a analise
laboratorial das amostras, estas foram armazenadas em congelador a -70°C.

As andlises laboratoriais realizadas nas amostras de fezes de PNH para
pesquisar RV dos grupos A, B e C iniciaram-se com a extracdo do RNA viral,
seguida de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) para detectar RV grupos A,
B e C. Nos casos em que os resultados da EGPA foram inconclusivos, realizou-se
as seguintes analises laboratoriais: (1) RT-PCR para RV grupo A (P e G tipos); (2)
Semi nested PCR para RV grupo B; (3) RT-PCR para RV grupo C. O produto
amplificado obtido na PCR foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose
e coloracdo com brometo de etideo. Nos casos em que os resultados da PCR foram
inconclusivos, realizou-se o sequenciamento do produto amplificado.

No caso da pesquisa de NoV e SaV nas amostras de fezes de PNH usou-se
a técnica da RT-PCR. Assim como ocorreu nos procedimentos para a pesquisa de
RV grupo A, B e C, produto amplificado obtido na PCR foi visualizado através de
eletroforese em gel de agarose e coloracdo com brometo de etideo. Ainda, foram
realizados sequenciamentos nos casos em que os resultados da PCR foram

inconclusivos.

4.1 PESQUISA DE RV GRUPOS A, BeC

As manifestacdes clinicas da infeccdo por RV ndo sao suficientes para
determinar o diagnostico devido a existéncia de um grande numero de patdgenos
causadores dos mesmos sintomas e também ao fato da infeccdo em alguns casos
ser assintomética. A técnica diagnostica usada neste trabalho para a detecc¢éo viral
permite a caracterizacdo molecular e auxilia nos estudos epidemiolégicos (SANTOS;
SOARES, 2008).



4.1.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA)
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Ap6s a extragcdo do RNA viral pelo método de silica-isotiocianato de

guanidina associado ao de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico em amostras de fezes

de PNH, foi realizado EGPA em todas as amostras, porém em algumas delas o
resultado foi inconclusivo (amostras 28, 34, 43, 47, 49, 50, 53, 54, 62 — TABELA 3),

ou seja, ndo foi possivel afirmar que havia RV nestas amostras.

TABELA 3 - RELAGCAO DAS AMOSTRAS E RESULTADOS OBTIDOS PELOS METODOS EGPA,
RT-PCR PARA RV-A E SEMI NESTED PCR PARA RV-B E RV-C, DE 2010 A 2011, LONDRINA-PR,

2010-2011
Amostra EGPA RT-PCR RV-A Semi-Nested | RT-RV-C Sequenciamento
(PeG) RT- PCR
RV-B

laZ27 negativo NR NR NR NR

28 inconclusivo negativo negativo negativo NR

28 a 33 negativo NR NR NR NR

34 inconclusivo negativo negativo negativo NR

35a42 negativo NR NR NR NR

43 inconclusivo negativo negativo negativo NR

42 a 46 negativo NR NR NR NR
a7 inconclusivo negativo negativo inconclusivo negativo

48 e 498 negativo NR NR NR NR

49 inconclusivo negativo negativo negativo NR

50 inconclusivo negativo negativo negativo NR

51e52 negativo NR NR NR NR

53 inconclusivo negativo negativo negativo NR

54 inconclusivo negativo negativo negativo NR

55a6l negativo NR NR NR NR

62 inconclusivo negativo negativo negativo NR

FONTE: O autor (2011)

NOTA: EGPA: Eletroforese em gel de poliacrilamida

RV-A (P e G): Rotavirus Grupo A (genotipos P e G)
RV-B: Rotavirus Grupo B
RV-C: Rotavirus Grupo C
NR: N&o realizado
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Na (FIGURA 29) pode-se visualizar uma corrida eletroforética em gel de
poliacrilamida (EGPA) corado com nitrato de prata representativo das amostras

negativas.

14 15 16 17 18 19 20

FIGURA 29 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (EGPA) CORADO COM NITRATO
DE PRATA APOS EXTRACAO POR FENOL-CLOROFORMIO-ALCOOL ISOAMILICO E SILICA-
ISOTIACIANATO DE GUANIDINA EM AMOSTRAS DE FEZES DE PRIMATAS NAO HUMANOS
FONTE: O autor (2011)

NOTA: CP — controle positivo. Canaletas 1 a 20 (amostras 1 a 20, respectivamente)

Para confirmacdo das nove amostras inconclusivas no EGPA, foi realizado
RT-PCR para RV grupo A (P e G tipos), Semi nested PCR para RV grupo B e RT-
PCR para RV grupo C



96

4.1.2 RT-PCR para RV grupo A: P e G tipos

As nove amostras inconclusivas na EGPA foram testadas na RT-PCR para
RV grupo A (P e G tipos). Apds os produtos amplificados da PCR foram aplicados
em gel de agarose e corado com brometo de etideo. As nove amostras de fezes de
PNH que foram inconclusivas na EGPA foram negativas para RV grupo A (P e G
tipos). Um gel de agarose representativo das amostras negativas para RV grupo A

(P e G tipos) estéo representados abaixo (FIGURA 30).

FIGURA 30 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE CORADO COM BROMETO DE ETIDEO
DEMONSTRANDO OS TESTES DE RT-PCR PARA RV GRUPO A, P (876 pb) e G TIPO (1062 pb),
DE AMOSTRAS DE FEZES DE PRIMATAS NAO HUMANOS

FONTE: O autor (2011)

NOTA: linha 1 (padrdo), linha 2 (controle positivo P tipo), linhas 3 a 5 (amostras negativas) linha 6
(controle negativo), linha 7 (controle positivo G tipo), linhas 8 a 10 (amostras negativas) linha 11
(controle negativo)
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4.1.3 Semi nested PCR para RV grupo B

Para confirmacgdo das nove amostras inconclusivas no EGPA foi realizado
Semi-Nested PCR para RV grupo B. Através do gel em agarose corado com
brometo de etideo pode-se visualizar que as referidas amostras foram negativas
para RV grupo B. Um gel de agarose representativo das amostras negativas para
RV grupo B estéo representados abaixo (FIGURA 31).

FIGURA 31 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE CORADO COM BROMETO DE ETIDEO
DEMONSTRANDO OS TESTES DE Semi-Nested PCR PARA RV GRUPO B (434 pb), DE
AMOSTRAS DE FEZES DE PRIMATAS NAO HUMANOS

FONTE: O autor (2011)

NOTA: 1 (padréo), linha 2 (controle positivo), linhas 3 a 5 (amostras negativas) linha 6 (controle
negativo)
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4.1.4 RT-PCR para RV grupo C

Foi realizado a RT-PCR para RV grupo C, das mesmas amostras de fezes
inconclusivas no EGPA. Através do gel em agarose corado com brometo de etideo
pode-se visualizar que as referidas amostras foram negativas para RV grupo C. Um
gel de agarose representativo das amostras negativas para RV grupo C abaixo
(FIGURA 32).

FIGURA 32 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE CORADO COM BROMETO DE ETIDEO
DEMONSTRANDO OS TESTES DE RT-PCR PARA RV GRUPO C (270 pb), DE AMOSTRAS DE
FEZES DE PRIMATAS NAO HUMANOS

FONTE: O autor (2011)

NOTA: 1 (padrdo), linha 2 (controle positivo ), linhas 3 a 5 (amostras negativas) linha 6 (controle
negativo)
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4.2 RT-PCR PARA NoV E SaV

Todas as 62 amostras também foram testadas para NoV e SaV. Foi

realizada a RT-PCR utilizando o primer p289/290 que amplifica tanto o NoV e SaV e
os primers pSwNoV1e pSwNoV2 que amplificam NoV (TABELA 4).

TABELA 4 - RELACAO DAS AMOSTRAS E RESULTADOS OBTIDOS PELO METODO RT-PCR
PARA NoV E SaV, DE 2010 A 2011, LONDRINA-PR, 2010-2011

Amostra RT-PCR Calicivirus Sequenciamento
le2 negativo NR
3 inconclusivo negativo
4al3 negativo NR
14 inconclusivo negativo
15a27 negativo NR
28 inconclusivo NR
29 negativo NR
30 inconclusivo NR
31 negativo NR
32 inconclusivo NR
33 negativo NR
34 inconclusivo NR
35 inconclusivo NR
36 a39 negativo NR
40 inconclusivo negativo
41 a 43 negativo NR
44 inconclusivo NR
45 inconclusivo negativo
46 negativo NR
a7 inconclusivo NR
48 a 54 negativo NR
55 inconclusivo negativo
55a 62 negativo NR

FONTE: O autor (2011)

NOTA: NoV: norovirus
SaV: sapovirus
NR: néo realizado

Para visualizar o produto amplificado da RT-PCR foi aplicado o produto

desta reacdo em gel de agarose e apoOs coloragdo com brometo de etideo, foi
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visualizado o gel em aparelho transluminador Desta forma foi possivel visualizar, em
12 amostras consideradas inconclusivas bandas com altura proxima a
correspondente a 319 pb ou 331 pb.

Dentre as 12 amostras inconclusivas, cinco delas (3, 14, 40, 45 e 55 —
TABELA 4) foram selecionadas e sequenciadas para confirmacdo, sendo que
nenhuma delas correspondeu ao NoV ou SaV.

Um gel de agarose representativo das amostras negativas para NoV E SaV
representados abaixo (FIGURA 33).

FIGURA 33 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE CORADO COM BROMETO DE ETIDEO
DEMONSTRANDO OS TESTES DE RT-PCR PARA NoV (181 pb) E SaV (331 pb) DE AMOSTRAS
DE FEZES DE PRIMATAS NAO HUMANOS

FONTE: O autor (2011).

NOTA: linha 1 (padréo), linha 2 (controle positivo NoV), linhas 3 a 5 (amostras negativas) linha 6
(controle negativo), linha 7 (controle positivo SaV), linhas 8 a 10 (amostras negativas) linha 11
(controle negativo)
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5 DISCUSSAO

As metodologias diagnosticas empregadas para investigacdo da presenca
de rotavirus grupos A, B e C; norovirus e sapovirus em fezes de primatas nao
humanos foram adequadas para esta finalidade e podem ser incluidas nos servigos
de Saude Publica, contribuindo com a vigilancia epidemiolégica para a Monitorizacao
das Doencas Diarréicas Agudas (MDDA). Além disso, os resultados obtidos poderéo
ser utilizados no planejamento de acdes de prevencéo (imuniza¢cdes) e controle das
doencas diarréicas virais ocasionadas pelos virus pesquisados no presente trabalho.

Das 62 amostras analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
(EGPA), 9 delas foram inconclusivas, ou seja, apresentaram bandas fracas mas que
nao possuiam as caracteristicas tipicas do padrdo de migracdo de amostra positiva
para RV. Isso é porque a extracdo do material genético pela técnica
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico e da silica/isotiocianato de guanidina silica nédo
especifica para genoma viral, assim algum outro material genético poderia ser
visualizado na EGPA. A RT-PCR, por ser um teste mais especifico, permite a
confirmacdo do resultado Por isso, as 9 amostras inconclusivas negativaram
também, apds confirmacédo por RT-PCR para rotavirus grupo A (P e G tipos), Semi
nested PCR para rotavirus grupo B e RT-PCR para rotavirus grupo C.

A investigacdo de NoV e SaV nas 62 amostras por RT-PCR obteve-se 50
amostras negativas e 12 amostras inconclusivas. Para confirmacdo dos resultados
inconclusivos realizou-se 0 sequenciamento com os RT-PCR demonstrando
resultados negativos para todas as amostras. No caso da metodologia usada para a
pesquisa de NoV e SaV, os primers utilizados com 319 e 331 pb do gene da RpRd
foram: p289/290 descritos por Jiang et al. (1999). Estes permitiram a amplificacédo de
varios segmentos gendémicos, proporcionando varios resultados inconclusivos. Por
isso foram reliazados sequenciamentos para confirmar o resultado.

Desta forma os resultados aqui obtidos para RV (A, B e C), NoV e SaV em
amostras de fezes das espécies de PNH (Callithrix spp., Callithrix penicillata,
Leontopithecus caissara, Alouatta guariba clamitans e Alouatta caraya) no periodo
de estudo nado evidenciaram a presenca destes virus. Salienta-se a dificuldade de
obtencdo de amostras de fezes de PNH de vida livre na natureza e o fato de que as

amostras nao apresentavam aspecto diarréico.
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Por outro lado, segundo Ghosh et al. (2010) pelo menos cinco estirpes de
RV em PNH foram identificadas: estirpe SA11 em macacos vervet (Chlorocebus
aethiops), a estirpe MMU18006 e MMU17959 de RV em macacos rhesus (Macaca
mulatta), estirpe YK-1 a partir de RV em macaco pigtail (Macaca nemestrina), estirpe
tuch de RV em macacos rhesus (Macaca mulatta). A estirpe SA1l é umas das
estirpes de RV mais estudadas e a estirpe MMU18006 serviu de base para o
desenvolvimento de vacinas usadas em humanos (HOSHINO et al., 2003). No
entanto, ndo ha relatos de estirpes de NoV e de SaV isolados em PNH, somente em
estudos de soroprevaléncia.

Nos Estados Unidos, em 2003, foi realizada a pesquisa de soroprevaléncia
em PNH, e foi mostrado que cerca de 80% dos animais tiveram contato com o RV e,
anticorpo anti-NoV foi predominante nas trés espécies de macacos pesquisadas
(mangabey, pigtail, e rhesus), com mais de 50% soropositivos para 0S genogrupos
Gl e Gll, e mais de 90% para os chimpanzés testados eram soropositivos para NoV
Gl (JIANG et al.,, 2004). Em um estudo realizado em 2003, na China, com fezes
diarréicas colhidas de macacos de varias espécies, foi demonstrado que eles tinham
cerca de 20% de positividade para a RV (WANG et al., 2004).

A probabilidade de encontrar virus entéricos nas fezes de PNH é maior
guando ha sinais/sintomas de diarréia, algo que ndo ocorreu com os PNH durante o
desenvolvimento deste estudo. Este fato pode contribuir para justificar alguns
resultados negativos, mas ha relatos da presenca de RV em animais assintomaticos
(MACNEAL et al., 2005).

Dentre as cinco espécies de PNH estudadas, cujas amostras fecais nao
evidenciaram a presenca dos virus entéricos pesquisados, destaca-se a
Leontopithecus caissara. Esta espécie esta criticamente ameacada e a circulacédo de
novas estirpes virais poderia ocorrer porque o0 grupo de animais estudado tinha
contato com a populacdo humana local, o que poderia trazer prejuizos para a
conservacdo desses individuos. Entre os primatas neotropicais poderiam ser
investigados os do género Cebus (macaco-prego), porque geralmente existem em
grande numero (bandos maiores) e se encontram dispersos em muitas areas
(principalmente rurais e suburbanas) que permitem contato préximo com seres
humanos e animais.

Devido ao fato da maioria dos animais deste trabalho ser de vida livre

(n=43), e que estes poderiam entrar em contato com pessoas, 0s PNH ndo estavam
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oferecendo risco de transmissao de RV (A, B e C), NoV e SaV, para estas pessoas.
Isto do ponto de vista sanitario € muito importante, pois especialmente nos parques,
0S animais entram em contato com constantes visitantes e moradores destas
localidades (tanto de modo passivo quanto ativo). Além disso, em alguns dos locais
pesquisados observa-se a proximidade de pontos de captacdo de agua para
abastecimento publico, sugerindo que esses animais silvestres, se ndo estivessem
sadios, poderiam disseminar doencas através da agua. Isso reforca a importancia na
continuidade da pesquisa de viroses de interesse em Saude Publica nesse animais.
Tendo em vista a proximidade entre seres humanos e animais nesses locais
pesquisados e também por algumas destas espécies serem exéticas, ou seja,
espécies invasoras (como Callithrix spp. e Callithrix penicillata) (FIGURA 34 e 35) ha
duas grandes implica¢cfes bioldgicas: (1) muitas espécies de animais selvagens séo
reservatérios de patdégenos que ameacam a saude de animais e humanos; (2)
doencas infecciosas emergentes de animais selvagens representam uma grande
ameaca para a conservacdo da biodiversidade global. Desta forma, é necessaria
uma continua vigilancia destas doencas infecciosas emergentes oriundas de animais

selvagens.
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FIGURA 34 — EXEMPLAR DE ESPECIE INVASORA (Callithrix penicillata) PROXIMO A SERES
HUMANOS, PARQUE DO CORREGO GRANDE, FLORIANOPOLIS, SANTA CATARINA
FONTE: GOMES (2011)
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FIGURA 35 — EXEMPLAR DE ESPECIE INVASORA (Callithrix penicillata) RECEBENDO ALIMENTO
DE SERES HUMANOS, PARQUE DO CORREGO GRANDE, FLORIANOPOLIS, SANTA CATARINA
FONTE: GOMES (2011)

E importante ressaltar que cerca de 60% das doencas infecciosas
emergentes sdo zoonoses e destas mais de 70% séo originarias de animais de vida
livre e a tendéncia é aumentarem significativamente ao longo do tempo (JONES et
al., 2008). A maioria das enfermidades que surgiram ou ressurgiram no mundo que
acometem os seres humanos procederam de novos patdgenos oriundos de animais
ou de produtos de origem animal. Os animais de vida livre (PNH, morcegos,
roedores), bem como animais de tracdo (cavalos) e animais destinados a
alimentacao (aves, gado) foram implicados no ciclo epidemioldgico dessas doencgas.
Muitos dos agentes responsaveis por novas infeccdes e doencas nos seres
humanos séo as viroses (hantaviroses, rotaviroses) (MESLIN, 1997).

Como muitos dos agentes responsaveis por novas infeccées e doengas nos
seres humanos sdo os virus, este estudo podera contribuir com os servigcos de
Saude Publica, especialmente aqueles voltados a prevencdo e o controle das
gastroenterites virais aqui estudadas

Devido a necessidade de haver uma continua vigilancia destas doencas
infecciosas emergentes oriundas de animais selvagens vem sendo criado no Brasil
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legislagbes que aprimorem estas medidas de controle.

No Brasil, segundo a Lei n 8.080, de 19 de setembro 1990, prevé a vigilancia
epidemioldgica com a finalidade de recomendar e adotar as medidas de prevencéao e
controle das doencas e agravos (BRASIL, 1990). Em vista disso, no Brasil, mais
especificamente politicas publicas estdo sendo criadas visando o controle e a
prevencdo de doencas ligadas as epizootias (epidemias em animais), como a
Portaria n. 104, de 25 de janeiro de 2011 (BRASIL, 2011).

Além disso, o presente trabalho pode contribuir para o estabelecimento do
perfil sanitario dos PNH: nas cinco espécies estudadas ndo estavam circulando RV
(grupos A, B e C), NoV e SaV.

As gastroenterites agudas sdo um problema mundial, pois ocorrem milhGes
de casos ao ano, tanto em humanos como em animais. Anualmente ocorrem de 138
milhdes de casos de diarréia induzidos por RV e, acredita-se que aproximadamente
611.000 criancas morrem por ano devido a infeccdo por RV (PARASHAR et al.,
2006). Além disso, estima-se que os NoV, a cada ano, possam causar cerca de 1,1
milhdes de hospitalizacbes e 218.000 mortes de criancas nos paises em
desenvolvimento (PATEL et al., 2008). O impacto das sapoviroses nao foi totalmente
estabelecido, mas h& descri¢cdes de surtos de SaV associados a gastroenterites em
lactentes e criancas jovens (GREEN, 2007).

No Brasil em 2006, inclusive nos estados do Parana e Santa Catarina foi
introduzida a Vacina de Rotavirus Humano (VORH) no Calendario Béasico de
Imunizacfes para criancas e € dirigida a populacdo de menores de seis meses de
idade para proteger antecipadamente as criancas da faixa etaria de 6 a 24 meses,
nas quais se observa a maior carga de complicacdes decorrentes da infeccao pelo
RV (BRASIL, 2005). Além disso, foi criado em 1994 o programa de Monitorizacdo de
Doencas Diarreicas Agudas (MDDA), visando a vigilancia e medidas de controle
para reducdo dos casos de doencas diarréicas agudas.

Conforme os dados das Vigilancias Epidemiolégicas do Parana e Santa
Catarina, a cobertura vacinal do RV tem sido eficiente nestes estados. Porém ainda
ha casos de diarreias causados por RV e outros virus entéricos. Salienta-se
novamente que a vacina nao é eficaz contra todos os genotipos de RV.

Com os resultados obtidos, neste trabalho, sugere-se que poderiam ser
feitas novas investigagbes com outros individuos nestes locais e com um

monitoramento constante destes, devido a possibilidade da doenca estar em fase
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pré-patogénica, sem sinais clinicos ou de deteccdo viral. Além disso, priorizar a
andlise de amostras diarréicas, pois sao estas que apresentam maior probabilidade
da presenca de virus entéricos.E importante ressaltar que apds extensiva reviséo
bibliografica, ndo ha estudos como este no Brasil, pesquisando virus causadores de
diarreias em fezes de PNH de vida livre.

No presente trabalho, considerando o numero total de amostras (n=62,
sendo 43 de PNH de vida livre), provenientes de 5 diferentes espécies de PNH deve-
se considerar a dificuldade em se obter amostras de fezes de PNH de vida livre
(dificuldades em relacdo a obtencdo de Licenca Ambiental junto ao 0Orgaos
competentes e em relacdo ao monitoramento in loco). Desta forma, sugerem-se
novas investigacées em PNH e em periodos diferentes, dando-se preferéncia para
analise de amostras provenientes de fezes diarréicas. E que 0s servicos de saude
continuem e aprimorem o controle e monitoramento de doencas diarréicas agudas,
efetuando a notificagdo compulséria dos casos aos servicos de saude e que a

cobertura vacinal contra RV seja eficaz.
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6 CONCLUSAO

Com o presente trabalho de investigacdo da presenca de virus entéricos
(rotavirus grupos A, B e C; norovirus e sapovirus) em 62 amostras de fezes de
primatas ndo humanos (Callithrix spp., Callithrix penicillata, Leontopithecus caissara,
Alouatta guariba clamitans e Alouatta caraya) que viviam proximos a populacdes
humanas em algumas localidades do estado do Paranid e Santa Catarina, no
periodo analisado e nas condicbes experimentais adequadas empregadas,
obtiveram-se as seguintes conclusdes:

e A pesquisa de rotavirus do grupo A, B e C com a eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA) detectou 53 amostras negativas e 9 amostras inconclusivas,
as quais negativaram também, apos confirmag¢édo por RT-PCR para rotavirus grupo
A (P e G tipos), Semi nested PCR para rotavirus grupo B e RT-PCR para rotavirus
grupo C.

e A investigacdo de norovirus e sapovirus nas 62 amostras por RT-PCR
obteve-se 50 amostras negativas e 12 amostras inconclusivas. Para confirmacéo
dos resultados inconclusivos realizou-se o sequenciamento com os RT-PCR

demonstrando resultados negativos para todas as amostras.

e Mesmo contando-se com nudmero amostral, relativamente grande,
tratando-se da maioria dos animais serem de vida livre (43), os resultados negativos

indicaram gque néo havia circulacéo dos virus analisados no periodo estudado.

e Diante destes resultados, observa-se a necessidade da continuidade dos
estudos em busca de novas amostras, no mesmo local com monitoramento
constante e em outros locais onde os animais vivam proximo a populagdo, para
assim se conhecer o perfil sanitario destes e poder contribuir com 0s servigos

voltados a salde humana e animal.
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GLOSSARIO

CORE: proteinas encontradas principalmente em virus DNA e RNA
icosaédricos. Elas consistem em proteinas diretamente associadas com os acidos
nucléicos dentro da nucleo.

ELETROFEROTIPOS: O RNA genbmico pode ser extraido de particulas
virais semi-purificadas e separado de acordo com as massas moleculares e a
velocidade de migracédo, utilizando-se a técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA), apresentando um padrdo eletroforético, ou eletroferotipo,
tipico para esses virus.

EPIZOOTIAS: epidemias que acometem animais.

GENOGRUPOS: O termo genogrupo indica um grupo de virus que pode ser
classificado num mesmo grupo genético, com base na homologia dos seus
segmentos gendmicos.

GRUPOS: A classificacdo em grupo € determinada pela proteina VP6,
codificada pelo segmento gendémico 6, localizada no capsideo intermediario do virus
e é a proteina mais abundante, através de testes sorolégicos como ensaio
imunoenzimaético (EIE).

RESERVATORIO: considerada uma espécie principal, objeto de ac&o
sanitaria, os demais vertebrados capazes de atuar como fonte de infec¢cdo no
processo de disseminacdo de uma determinada doenca sdo considerados como
reservatorios.

SOROTIPOS: A designacao para sorotipo € denominada pela expresséo de
epitopos (determinadas regibes na proteina viral ao qual o anticorpo se liga) de
neutralizacdo em ambas as proteinas ou seus segmentos genémicos, VP4 e VP7

VIRION: é uma particula viral completa que esta fora da célula hospedeira
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APENDICE 1 - LISTA DE REAGENTES
APENDICE 2 — TAMPOES E SOLUGOES



N

N o o0 bk~ o

8.
9.

129

APENDICE 1 - LISTA DE REAGENTES

2-Mercaptoetanol (C,HgOs) P.M. 78,13 (Fluka®)

Acido etilenodiaminotetraacido Sal di-sodico - EDTA,
P.A.(C10H14N20gNay,H20) P.M. 372,24 (ReagenR)

Alcool isoamilico (CH3)2CHCH2CH20H) P.M. 88,15 (SynthR)

Cloreto de célcio

Cloreto de Sodio, P.A. (NaCl) P.M. 58,45 (ReagenR)

Cloroformio, P.A. (CHCI3) P.M. 119,38 (DinamicaR)

Dodecil Sulfato de Sodio — Lauril Sulfato de Sodio — SDS (C12H2sNa0O,4S) P.M.
288,38 (SynthR)

Hidroxido de Sodio, P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Mallinckrodt ChemicalsR)
Isotiocianato de guanidina (PM 118,16) (Gibco BRL®)

10.TRIS (PM 121,14) (Invitrogen®)

11.Triton X-100 (Gibco BRL®)

12.Agua DEPC (Dietil pirocarbonato) (Invitrogen Life TechnologiesR)
13.Agarose (Gibco BRLR)

14.Perssulfato de aménio PA

15. TEMED

16.Borohidreto de sodio (PM 37,83) (Sigma®
17.Bisacrilamida (PM 154,2) (Sigma®)

18.Acetona, P.A. (CH3COCHS3) P.M. 58,08 (DinamicaR)
19.Acido acético PA (PM 60,05) (Artquimica®)

20.Silica (PM 60,08) (Sigma®)

21.Acrilamida (PM 71,08) (Gibco BRL®)

22.Acido aminoacético (PM 75,07) (Synth®)
23.Formaldeido PA (PM 30,03) (Synth®)



APENDICE 2 TAMPOES E SOLUCOES

1. TRIS/Ca**
— 50 mM Tris-HCI
— 10 mM NacCl
— 1,5 Mm 2-mercaptoetanol
-3 mM CaCl, pH 7,2

2. Solucéo L6
— 120 g de isotiocianato de guanidina
— 100 mL de TRIS-HCL 0,1M pH 6,4
— 22 mL de EDTA 0,2 M pH 8,0
— 2.6 g de triton x 100

3. Fenol-cloroféormio-alcool isoamilico (25:24:1)
— 25 mL fenol saturado
— 24 mL cloroférmio

— 1 mL &lcool isoamilico

4. Hidratacao da Silica
— 60 g silica
— 500 mL H0 bd g.s.p.
— Agitar e permanecer em repouso por 24 horas
— Desprezar 430 mL do sobrenadante por succéo

— Ressuspender a silica em 500 mL H20 bd g.s.p

— Permanecer em repouso por 5 horas. Desprezar 400 mL do sobrenadante

— Adicionar 600 pL de HCL (32% p/v) ajustar pH (pH 2,0)

— Aliquotar e autoclavar

5. Solugéo L2
— 120 g de isotiocianato de guanidina
— 100 ml de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4
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6. Lower gel

— 5 mL de Lower TRIS

— 3 ml de acrilamida/bisacrilamida
— 50 uL TEMED

— 0,56 mL persulfato de aménio 2%

— 11,44 mL de 4gua bidestilada.

7. Top gel

— 2,5 mL de Upper TRIS

— 0,7 ml de acrilamida/bisacrilamida
— 50 uL TEMED

— 0,60 mL persulfato de amonio 2%
— 6,20 mL de agua bidestilada 3,5%

8. Lower TRIS pH 8,8
- 36,34 g TRIS
— 200 mL g.s.p. H20 destilada

9. Upper TRIS pH 6,8
-12,12g TRIS
— 200 mL g.s.p. H20 destilada

10. Solucao Acrilamida/Bisacrilamida
— 1,3 g bisacrilamida
— 50 g acrilamida

— 100 mL g.s.p. H20 destilada

11. Tampéo de corrida para eletroforese em gel de poliacrilamida
~30gTRIS

— 14,4 g 4cido aminoaceético (glicina)

— 1L H20 bd g.s.p.



12. Solucéo reveladora para gel de poliacrilamida
— 9 g hidroxido de sédio

— 2,5 mL formaldeido

— 300 ml H20 destilada g.s.p

— 0,06 g borohidreto de sédio

13. Solucéo Fixadora para gel de poliacrilamida
— 30 mL alcool etilico absoluto

— 1,5 mLacido acético

— 300 mL H20 destilada q.s.p

14. Solucgéo corante para gel de poliacrilamida
— 0,55 g nitrato de prata
— 300 mL H20 destilada g.s.p
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