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RESUMO

Epidemiologia, diagnostico e caracterizacio molecular do virus da hepatite
E no Brasil

TESE DE DOUTORADO

DEBORA REGINA LOPES DOS SANTOS

Virus da hepatite E (HEV) detectados em amostras de origem animal vém sendo associados a
casos humanos esporadicos de hepatite E aguda em regides ndo endémicas. No Brasil, a alta
prevaléncia de anticorpos anti-HEV em suinos foi demonstrada em granjas comerciais
sugerindo a grande disseminagdo deste virus em rebanhos suinicolos. A fim de se comprovar
a circulacdo do HEV no pais trés investigacdes foram conduzidas a partir de amostras obtidas
de suinos, do ambiente, e de humanos. No primeiro estudo, foi realizado o acompanhamento
sorologico de 26 animais desde o nascimento até a idade do abate em uma granja comercial e
de 47 animais de uma fazenda modelo nos estados do Rio de Janeiro € Mato Grosso,
respectivamente. Amostras de fezes foram coletadas de pocilgas de animais de diferentes
faixas etarias. Ao fim deste estudo, a maioria dos animais era sororeativa para anti-HEV. Pela
técnica de reacao em cadeia da polimerase (PCR), o genoma parcial do HEV foi detectado e
as amostras classificadas no gendtipo 3, o mesmo que circula em outras populagdes suinas
tanto de regides endémicas quanto nao-endémicas. Posteriormente, para se avaliar a
incidéncia de animais com infec¢do corrente durante o abate, um estudo foi conduzido em trés
abatedouros fiscalizados pelo Servigo de Inspecdo Estadual do Rio de Janeiro (SIE). Pela
técnica de PCR em tempo real, o HEV foi detectado em 9,6% das amostras obtidas de
animais. Foram realizadas coletas de efluentes ndo tratados dos abatedouros estudados e o
genoma do HEV foi detectado em trés pontos de coleta de um abatedouro. A quantificagdo
média observada foi de 10" a 10° copias/mL para as amostras animais de bile ¢ de 107
cOpias/mL para as amostras ambientais. A detec¢do do genoma parcial pela técnica de nested
RT-PCR foi realizada, para caracterizagdo molecular das amostras. Estas foram classificadas
no gendtipo 3 subtipo 3b do HEV, agrupando-se com as amostras caracterizadas do estudo
anterior sugerindo a circulacdo endémica do HEV no Rio de Janeiro. Em um estudo
retrospectivo realizado com pacientes agudos de hepatite ndo A-C atendidos no Grupo de
Atendimento para Hepatites Virais do IOC/Fiocruz foi identificado o primeiro caso humano
confirmado de hepatite E do Brasil. Esta amostra agrupou-se no gendtipo 3 subtipo 3b,
também relacionada as amostras obtidas de suinos da granja e dos abatedouros. De acordo as
informagdes epidemioldgicas do paciente, o consumo de carne de porco pode ter sido a fonte
de infecg¢do. Os estudos apresentados foram os primeiros que constataram a circulagdo do
HEV em suinos, amostras ambientais e em humanos no Brasil.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

DEBORA REGINA LOPES DOS SANTOS

Hepeatitis E virus (HEV) of animal origin have been associated to sporadic acute hepatitis E
human cases of endemic and non endemic regions. In Rio de Janeiro state, a high anti-HEV
prevalence has been demonstrated in swine from a commercial herd. To further demonstrate
HEV circulation in swine, in environment and in humans, three investigations were then
conducted. The initial study, 26 piglets were serologically followed up from birth to slaughter
age in a commercial herd and of 47 animals from an experimental farm from Rio de Janeiro
and Mato Grosso states, respectively. Pools of stool samples were collected from animals of
different age groups. At the end of the study, it was observed that the majority of animals
have seroconverted to anti-HEV and HEV partial genome was detected by nested RT-PCR for
molecular characterization. Samples clustered within genotype 3, which is also observed
circulating in swine from endemic as also in non endemic areas. Following this study, to
evaluate the incidence of animals with current HEV infection during slaughter, a study was
conducted in three slaughterhouses inspected by the State Inspection Service (SIE). HEV was
detected in 9.6% of animal samples by Real time PCR. Raw wastewater was collected from
selected sites of slaughterhouses and HEV was detected in three collect sites investigated.
Mean quantity observed was from 10' a 10° copies/mL for bile samples obtained from
animals and 10° copies/mL for environmental samples. Partial genome detection was
performed with nested RT-PCR for molecular characterization of samples. All samples
clustered within genotype 3 subtype 3b closely related to samples from the previous study
suggesting an endemic circulation of HEV strains in Rio de Janeiro. In a retrospective study
carried out with non A-C acute hepatitis patients, it was identified the first autochthonous
hepatitis E human case in Brazil. This sample was classified as genotype 3 subtype 3b, also
clustered among those obtained from the studies developed in the commercial herd and the
slaughterhouses. According to the epidemiological data of the patient, consume of pig meat
may have been the source of infection. The presented studies were confirmatory of HEV
circulation in swine, humans, and environment in Brazil.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

Evidéncias sobre a existéncia de um novo agente de hepatite entérica além do virus da
hepatite A (HAV) surgiram na década de 80. Em um estudo retrospectivo, amostras de soro
estocadas de uma epidemia de hepatite infecciosa ocorrida na India em 1955 foram negativas
quando testadas para anticorpos anti-HAV da classe IgM (anti-HAV IgM). Demonstrou-se,
neste estudo, que a hepatite A era endémica naquela regido sendo a maioria dos individuos
imune para o HAV (Khuroo, 1980; Wong et al., 1980; Bradley, 1990).

A confirmacdo da existéncia de um novo agente de hepatite com padrio de
transmissao entérica ocorreu a partir de um estudo de Balayan e colaboradores (1983), quando
particulas semelhantes a virus (VLPs) foram detectadas por imunoeletromicroscopia (IEM)
nas fezes de um voluntdrio humano experimentalmente infectado. Este voluntario
desenvolveu uma forma clinica grave de hepatite 36 dias apds a ingestdo de uma suspensao
fecal obtida de um paciente que havia desenvolvido hepatite entericamente transmitida nao-A
e ndo-B (ET-NANB). Apo6s a ingestdo da suspensdo fecal, o voluntario que ja havia sido
previamente exposto ao HAV ndo apresentou resposta sorologica para este virus nem para o
virus da hepatite B (HBV), mas desenvolveu anticorpos para VLPs recuperadas de suas fezes.
Posteriormente, foi relatada a transmissdo de hepatite a macacos do género Cynomolgus
inoculados com uma amostra fecal proveniente de um surto ocorrido em Burma (Asia),
seguida da recuperacdo de VLPs das fezes destes animais (Balayan et al., 1983). Apos a
caracterizagdo completa do genoma deste agente (Reyes et al., 1990), foi dada a denominagao
de virus da hepatite E (HEV) (Reyes et al., 1991; Tam et al.,, 1991) e a partir da
disponibilidade de testes de diagnoéstico, estudos epidemioldgicos demonstraram que a
hepatite E era um doenca endémica em muitos paises da Asia e da Africa (Khuroo et al.,

1983; Arankalle et al., 1993)



1.2- O VIRUS DA HEPATITE E

Taxonomia

O HEV foi classificado como um membro da familia Caliciviridae até o ano de 1998
devidos as semelhancas morfolégicas compartilhadas com outros virus desta familia (Tam et
al., 1991). Posteriormente, observou-se que o genoma do HEV ndo estava relacionado a
qualquer outro virus conhecido e que a organizacdo do seu genoma assemelhava-se a
observada no virus da rubéola, atualmente classificado na familia Togaviridae (Figura 1). Em
2004, o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) aprovou a nova classificagdo dos
HEV (Hepatitis E-like viruses) no género Hepevirus da familia Hepeviridae (Emerson et al.,
2004a).

Caliciviridae .-~ EBHSV

RHDV - A
Togaviridae - Sindbis
FCV-CFI :

Manchester Primate Pan-1 ‘

Norwalk

. Lordsdale

Rubella :

| HEV-Mexico HEV-SAR55, HEV

b ~ HEV-Burma /
HEV-Swine

HAV_ -" Picornaviridae

Figura 1: Reclassificagdo do virus da hepatite E de acordo com analise filogenética comparativa entre

prototipos das familias Caliciviridae, Picornaviridae e Togaviridae (Berke e Matson, 2000)
A Particula Viral

O HEYV apresenta uma particula ndo envelopada e esférica, com aproximadamente 32-
34 nm de didmetro e uma superficie indefinida com leves depressdes como as observadas no
virus “Norwalk” (Balayan et al., 1983; Asher et al., 1990; Bradley, 1990) (Figura 2). Anélises
de micrografias eletronicas de particulas de HEV sugerem que elas apresentam simetria

icosaédrica (Aggarwal et al., 2000). Este virus possui um coeficiente de sedimentacdo de
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183S (Bradley et al., 1988; Bradley e Balayan, 1988), podendo ser purificado em gradientes
de densidade de potassio-glicerol a 1.29 g/cm’ (Favorov et al., 1989).

Figura 2: Particulas marcadas com anticorpos contra o virus da hepatite E obtidas das fezes de
um paciente com hepatite no México. Imunoeletromicroscopia (A—223,000) (Emerson e Purcell,
2000).

Um estudo recente descreveu a caracterizagdo cristalografica preliminar de VLPs
purificadas que consistiam em 60 subunidades de uma proteina fusionada (HEV-VLP
ORF3/ORF2) (Figura 3). A estrutura da VLP apresentava dois dominios distintos,
denominados dominio da casca, que forma uma camada continua do capsideo viral e o
dominio de protrusdo que forma as espiculas protrusas (Figura 3a). Os dados de difracao
obtidos de um cristal determinaram um mapa de densidade de uma VLP com 270 A de

diametro em uma resolucao de 8.3 A (Figura 3b) (Wang et al., 2008).



Figura 3 — Proteina recombinante HEV-VLP ORF3/ORF2. a: Estrutura tridimensional em uma
resolugdo de 24A determinada por crioeletromicroscopia e reconstrucdo de imagem. A particula esta
codificada por cores para diferenciar dois dominios diferentes: o dominio de concha (branco) e o
dominio de protrusdo (verde). A superficie do capsideo possui simetria icosaédrica T=1 na qual, 60
subunidades s3o organizadas em 30 espiculas protrusas. A escala representa 100A. b: Cristal

recombinante da proteina. Na escala, 28 intervalos representam 0.1 mm (Wang et al., 2008).

Organizagdo e Estrutura Genomica

O genoma do HEV consiste de uma fita simples de RNA de polaridade positiva com a
presenca de cap (7-metilguanosina) e de uma cauda poli-A (Tam et al., 1991; Kabrane-Lazizi
et al,, 1999b), com aproximadamente 7200 nucleotideos (nt) (Figura 4). O genoma viral
possui duas regides nao-codificantes (NC) nas extremidades 5" e 3, que sdo altamente
conservadas e possuem 35 e 68-75 nt, respectivamente (Hagshenas e Meng, 2001). Acredita-
se que estas regioes estejam envolvidas na replicacdo do genoma viral € na encapsidagao,
como observado em outros virus com genoma constituido de RNA. Existem trés fases abertas
de leitura (ORFs), organizadas na ordem 5°- ORF1-ORF3-ORF2 -3 e que variam
minimamente entre os diferentes prototipos (Aggarwal e Krawczynski, 2000). As proteinas
expressas pelas ORFs 2 e 3 sdo traduzidas a partir de um inico mRNA bicistronico e estas se
sobrepdem uma a outra mas nao sobrepdem-se a8 ORF1 (Graff et al., 2000).

A ORF1 codifica as proteinas envolvidas no processo replicativo do genoma viral
como a metiltransferase, uma protease semelhante a papaina, a helicase e a RNA polimerase

RNA dependente (Huang et al., 2007).



Regido Conservada (58 nt)

Hﬁ 31'“:
poli Afn)

5HC
ORF1
N C
] . ]
MeT Pr Hel RpRd

ORF2 (pORF2 e gpORF2)

N | C
4 &8
Peptideo sinal Acn137  Asn210 AsnagZ
ORF 3 (pORF3)

NI:I:H]C

Poli(Cis) Poli{Pro)

Figura 4: Organiza¢do gendmica do virus da hepatite E. Adaptado de Jameel (1999)
Legenda: MeT = metiltransferases; Pr = proteases cisteina papaina-like; Hel = helicase viral; RpRd =
RNA polimerase RNA dependente viral; pPORF2 = proteina expressa pela ORF2; gpORF2 = proteina
glicosilada expressa pela ORF2; pORF3 = proteina expressa pela ORF3; Asn 137, 310, 562 = sitios de
glicosilagdo; Poli (Cis) = regido rica em cisteina; Poli (Pro) = regido rica em prolina; N = regido amino

terminal; C = regido carboxi terminal.

A ORF2 codifica uma proteina que compde o capsideo viral que contém uma
sequencia sinal tipica proxima a regido 5’ terminal, seguida de uma regido com cargas
altamente basicas do genoma viral. Acredita-se que esta regido esteja envolvida na
encapsidacdo do transcrito gendmico. A proteina expressa possui sitios de glicosilagao
demonstrados experimentalmente (Jameel, 1999). A ORF2 também codifica o principal
epitopo imunogénico localizado na extremidade 3’ do genoma viral que induz anticorpos
neutralizantes e ¢ alvo para o desenvolvimento de uma vacina, além de codificar outros
epitopos secunddrios na regido central da proteina (Meng, 2009b).

A ORF3 codifica uma fosfoproteina capaz de se associar ao citoesqueleto da célula,
possivelmente servindo como sitio de ancoragem ao citoesqueleto (Zafrullah et al., 1997;

Tyagi et al., 2004). A regido amino terminal possui uma regido rica em cisteina que se associa
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ao HEV RNA, e entra em um complexo com a proteina do capsideo. A regido carboxi
terminal da ORF3 ¢ um dominio multifuncional, e pode estar envolvido na morfogénese do
virion e na patogenia viral. Anticorpos monoclonais gerados contra a proteina da ORF3 sao
capazes de capturar particulas livres do HEV em sobrenadantes de culturas celulares e em
soro, mas nao de particulas livres em fezes, sugerindo que a proteina da ORF3 esta presente
na superficie de virions recentemente liberados de células infectadas (Takahashi et al., 2008;

Yamada et al., 2009).

Heterogeneidade Genética

Os genomas de diversas amostras de HEV detectadas na Asia (Burma, Paquistio,
india, China, Nepal, Taiwan), Africa (Egito, Algéria, Marrocos, Chad, Nigéria), Europa
(Holanda, Italia, Grécia, Espanha, Austria), América do Sul (Argentina), Oceania (Nova
Zelandia) e América do Norte (Estados Unidos da América e México) foram total ou
parcialmente sequenciados e estdo disponiveis no Genebank. De uma maneira geral, os HEV
agrupam-se em quatro genodtipos principais. O primeiro (gen6tipo 1) € composto por virus
detectados em amostras de origem humana provenientes da Asia e Africa. O segundo
(gendtipo 2) possui uma amostra proveniente de um surto ocorrido no México e outras
provenientes do continente africano (Chad e Nigéria). O genétipo 3 agrupa amostras de
origem humana e animal detectadas nos Estados Unidos da América (EUA) e em paises da
Europa e, por fim, o gendtipo 4 que também agrega virus de origem humana e animal
provenientes da China e Taiwan (Huang et al., 1992; Chatterjee et al., 1997; Van Cuyck-
Gandre et al., 1997; Tsarev et al., 1999; Zanetti et al., 1999; Buisson et al., 2000; He et al.,
2000; Pina et al., 2000; Worm et al., 2000; Garkavenko et al., 2001; Arankalle et al., 2002;
Banks et al., 2004; Buti et al., 2004; Cooper et al., 2005; de La Caridad Montalvo Villalba et
al., 2005; Mateos et al., 2006; Munne et al., 2006b; Borgen et al., 2008; Villalba Mde et al.,
2008; Rutjes et al., 2009; Takahashi et al., 2009).

Recentemente, a partir da identificagdo de novos HEV descritos em coelhos na China
e em roedores na Alemanha, dois novos genotipos foram propostos (Johne et al., 2009; Zhao
et al., 2009). Um estudo realizado em 2006, analisou a relagdo filogenética de 421 HEV
disponiveis no Genbank e baseado nas diferencas nucleotidicas de cinco filogenias foram
propostos 5, 2, 10 e 7 diferentes subtipos para os respectivos genotipos do HEV (la— le, 2a e
2b, 3a — 3j, 4a — 4g). A maior variabilidade foi observada para os gendtipos 3 ¢ 4, cujos virus
de origem humana e animal foram caracterizados como relacionados indicando uma fonte

infecciosa comum (Lu et al., 2006).



Resisténcia e Inativacdo

Procedimentos laboratoriais como centrifugagdo em gradiente de cloreto de césio,
ultracentrifugacao, concentracao e a pratica de congelamento e descongelamento sdo capazes
de desestruturar a particula do HEV (Balayan, 1997). Entretanto, apesar de 1abil em condigdes
laboratoriais, 0 HEV pode ser estavel em condi¢des ambientais. Um virus cuja transmissao ¢
via fecal-oral deve resistir a passagem pelo ambiente dcido da mucosa gastrica do hospedeiro.
A deteccao de HEV-RNA em esgoto demonstra que o virus € resistente a condi¢des adversas
(Pina et al., 1998a ; Pina et al., 2000; Vaidya et al., 2002).

Quanto a estabilidade térmica do HEV em alimentos, um estudo demonstrou que
embora menos estavel que o HAV, o HEV pode resistir a temperatura interna de carnes mal

cozidas (Emerson et al., 2005).

Modelo de replicagdo

As moléculas de superficie da célula que se ligam ao HEV ou a sua proteina do
capsideo ainda ndo sdo conhecidas. Um estudo recente demonstrou que um peptideo truncado
abrangendo a regido entre os aminoacidos 368 e 606 codificado pela ORF2 forma particulas
de 23 nm que se ligam e penetram em células HepG2 (células de hepatocarcinoma humano),
Huh-7 (células de hepatocarcinoma humano), PLC/PRF/5 (células humanas de hepatoma) e
A549 (células de carcinoma de pulmao humano), prevenindo infec¢cdes subsequentes a estas
células (He et al., 2008).

Um modelo de replicagdo e expressao génica do HEV foi proposto baseado em
similaridades de sequencia com outros virus com genoma constituido de RNA de polaridade
positiva caracterizados anteriormente (Reyes, 1993; Jameel, 1999). Apds a entrada em uma
célula permissiva 0 RNA gendmico ¢ desencapsidado e traduzido no citoplasma de células
infectadas para produgdo de uma poliproteina nao-estrutural codificada pela ORF1 (ORF1
nsP). Proteases celulares realizam a clivagem da ORF1 nsP, possivelmente com o auxilio da
protease viral. A replicase viral produz replicativos intermediarios negativos a partir das fitas
positivas, que entdo servirdo de molde para sintese de copias adicionais de fitas positivas
assim como de fitas subgendmicas positivas. O RNA subgendmico ¢ entdo traduzido em
proteinas estruturais. As proteinas do capsideo empacotam o genoma viral para montagem da
progénie de virions liberados da célula por uma via ainda ndo conhecida. Em primatas nao-
humanos e suinos infectados experimentalmente, fitas de polaridade positiva e negativa foram

observadas no figado (Nanda et al., 1994). Uma vez que transcritos in vitro de clones de DNA
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complementar (cDNA) completos demonstraram ser infecciosos para primatas nao humanos
e suinos, acredita-se que RNAs subgendmicos ndo sejam necessarios para o inicio de uma
infeccdo, devendo ser sintetizados como parte do processo replicativo (Emerson et al.,

2004b).

Modelos animais e Cultura in vitro

Balayan e colaboradores (1990) demonstraram que os genotipos 1 e 2 possuem
abrangéncia limitada de hospedeiros e sdo restritos a humanos, uma vez que tentativas de
infeccdo experimental com estes gendtipos em suinos ndo tiveram sucesso (Balayan et al.,
1990). Entretanto, Meng e colaboradores (1998b) demonstraram que os gendtipos 3 e 4 do
HEV suino sdo capazes de quebrar a barreira de espécie e infectar macacos Rhesus e
Chimpanzés, assim como amostras humanas destes genotipos causam infeccdo em suinos.

Assim como os genotipos 3 e 4 de mamiferos, o HEV avidrio, também ¢ capaz de
quebrar a barreira de espécie. Um estudo relatou a infeccao de perus por HEV provenientes de
galinhas domésticas (Sun et al., 2004). No entanto, este nao foi capaz de infectar macacos
Rhesus sugerindo que, diferentemente do HEV suino, o HEV aviario possui uma abrangéncia
limitada de espécies hospedeiras e provavelmente, ndo infecta humanos. Um estudo
demonstrando a reproduc¢do da infec¢do em gerbilos pelo gendtipo 4 sugere esta espécie como
candidata a modelo animal (Li et al., 2009b).

Alguns estudos sobre a propaga¢do do HEV em cultura celular foram realizados em
células 2BS (células humanas diploides), A549 e FRhK (células de rim de fetos de macacos
Rhesus) (Huang et al., 1992; Kazachkov Yu et al., 1992; Wei et al., 2000). Recentemente,
uma amostra de HEV pertencente ao genotipo 3 proveniente de uma suspensao fecal replicou
em células PLC/PRF/S. Estas células foram utilizadas para verificar a infectividade do HEV
eliminado em fezes de pacientes (Takahashi et al., 2007; Tanaka et al., 2007). Recentemente,
um estudo descreveu um sistema de cultura celular eficiente para uma amostra de um paciente
infectado pelo genotipo 4, que desenvolveu hepatite fulminante. Este sistema utiliza as células
PLC/PRF/5 e A549, ambas de linhagem continua (Tanaka et al., 2009). A replicagdo do HEV
tem sido observada em linhagens de células transfectadas com transcritos de clone infeccioso
de cDNA. Macacos inoculados com meio de cultura ou lisados de células transfectadas
desenvolveram a infec¢do. Algumas barreiras de espécie devem existir, uma vez que, 0s
virions ndo foram eficientes em linhagens celulares ndo-primatas (Panda et al., 2000;

Emerson et al., 2004b).



1.3- CURSO CLINICO DA INFECCAO PELO HEV

O HEV ¢ eliminado nas fezes alguns dias antes do aparecimento dos sintomas e do
aumento dos titulos de aminotransferares séricas (Figura 5). O HEV replica-se no citoplasma
dos hepatodcitos e € liberado na bile e no sangue (Krawczynski et al., 2000). Baseado em um
estudo realizado com um voluntério humano, a viremia foi detectada por rea¢do em cadeia da
polimerase precedida de transcri¢cdo reversa (RT-PCR) a partir do 22° dia apos a infecgdo (pi)
e até 7 dias apos o inicio dos sintomas. A viremia prolongada (48 — 115 d.p.i) foi observada
em um pequeno numero de pacientes infectados e em criangas assintomaticas (Takahashi et
al., 2007). VLPs foram observadas por IEM nas fezes no dia 34 p.i. A mais alta concentracao
das enzimas do figado ocorreu 46 dias p.i.. Em um estudo realizado anteriormente, o HEV foi
detectado nas fezes por IEM, 28 dias p.i e a concentracao das enzimas teve seu pico no dia 42
p-1 (Balayan et al., 1983). Os voluntarios de ambos os estudos recuperaram-se completamente.
Anticorpos especificos contra o HEV podem ser detectados a partir do inicio dos sintomas.

Anticorpos anti-HEV IgM atingem niveis séricos maximos de detec¢do durante as
quatro primeiras semanas, decaindo normalmente trés meses apds o inicio dos sintomas
(Favorov et al., 1992; Ticehurst et al., 1992). Titulos crescentes de anti-HEV IgG também
podem ser utilizados para fins de diagnodstico. Este anticorpo atinge seu maior titulo de
detecgdo entre 2 a 4 semanas apds o inicio dos sintomas e decai apds a resolucdo da infec¢ao
(Bryan et al., 1994). Em estudo com um voluntario, o anticorpo anti-HEV foi primeiramente
observado 41 dias p.i. e permaneceu detectavel apds 2 anos (Chauhan et al., 1993). No
entanto, existe um relato de soropositividade entre adultos 14 anos apds a aquisicdo da
infec¢ao (Khuroo et al., 1993).

A hepatite E ¢ uma doenca auto-limitada e casos cronicos nao foram relatados. O
espectro clinico ¢ variado, incluindo desde a forma assintomatica a fulminante. Uma forma
cujo curso clinico mais brando, ¢ observada em uma parcela dos individuos que desenvolve
somente sintomas inespecificos tipicos de outras infec¢des virais e ndo apresenta ictericia. A
hepatite classica, com desenvolvimento auto-limitado de 1-4, semanas ¢ acompanhada de
sinais e sintomas como ictericia, anorexia, hepatomegalia, dor abdominal, nausea, vomitos,
febre, acolia fecal e coluria (Purcell e Emerson, 2008).

Casos de hepatite fulminante foram descritos em criangas, pacientes coinfectados e
com outros comprometimentos hepaticos, renais cronicos e recém-transplantados (Haagsma et
al., 2008; Pischke et al., 2010). Na Argentina, foram descritos trés casos de criancas com

hepatite fulminante infectados pelo gendtipo 3 (Munne et al., 2006a).
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Figura 5: Modelo do curso da infeccdo pelo virus da hepatite E (HEV) (Fonte:
www.cdc.gov)
Legenda: ALT = alanina aminotransferase; IgM = imunoglobulina da classe M; IgG =

imunoglobulina da classe G.

Em estudo realizado no Japao, Ohnishi e colaboradores (2006) investigaram as
diferencas nos cursos clinicos em pacientes infectados pelos genoétipos 3 e 4, demonstrando
que pacientes infectados com o genoétipo 4 tiveram manifestagdes clinicas mais graves do que
aqueles infectados pelo gendtipo 3. Neste estudo, 28 protdtipos do HEV foram comparados e
duas substitui¢des nucleotidicas nas posi¢des 3148 e 5905 foram associadas a maior
patogenicidade do genotipo 4 (Ohnishi et al., 2006).

Na Franca, 14 pacientes que receberam transplantes e foram submetidos ao tratamento
com drogas imunosupressoras apresentaram alteragdo das transaminases e evidéncias de
infeccdo pelo HEV do gendtipo 3. Dentre estes pacientes, oito apresentaram viremia
persistente e elevagdo das aminotransferases (Kamar et al., 2008).

A taxa de mortalidade da hepatite E ¢ semelhante a observada na hepatite A, variando
de 0,5% a 3%. O aspecto mais relevante, no entanto, ¢ que em mulheres no terceiro trimestre
de gravidez a taxa de mortalidade pode atingir 20%, ao contrario dos outros quatro agentes
virais que reconhecidamente causam hepatite (Khuroo, 1980). A causa desta alta taxa de
mortalidade em mulheres gravidas ainda ndo ¢ conhecida, no entanto, especula-se que esteja

relacionada a resposta imunoldgica Th2 (Pal et al., 2005).
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1.4— EPIDEMIOLOGIA

1.4.1 — MODOS DE TRANSMISSAO

O principal modo de transmissdo durante os surtos de hepatite E ¢ a via entérica, em
particular pela ingestdo de 4gua contaminada. Os individuos que eliminam virus
entericamente durante a fase aguda da doencga, sintomaticos ou ndo, sdo provavelmente
aqueles que mais contribuem para a manutenc¢ao do virus no ambiente, com a quantidade de
virus excretada chegando a 10® copias de genoma por miligrama de fezes. Individuos que
eliminam HEV nas fezes por um periodo prolongado também podem contribuir para esta
manuten¢do (Teo, 2007). A viabilidade do HEV no ambiente e em esgoto ainda ¢
desconhecida.

A transmissdo pessoa-a-pessoa e vertical ndo ¢ comum, mas os riscos de infecgdo pelo
HEV e a mortalidade de criangas nascidas de maes infectadas pelo HEV ¢ alta (Banait et al.,
2007; Patra et al., 2007). Alguns casos de transmissdo vertical do HEV foram relatados em
um estudo onde 5/8 criancas nascidas de maes com hepatite E foram HEV-RNA positivas ao
nascer (Khuroo et al., 1995).

Tendo em vista o curto periodo da fase virémica da infeccdo, admite-se que a
probabilidade de transmissdo parenteral seja baixa. A ocorréncia de transmissdo do HEV por
transfusdo de sangue em areas endémicas foi demonstrada em receptores infectados a partir de
doadores com infec¢do subclinica e viremia (Khuroo et al., 2004). A transmissdo parenteral
foi apontada como possivel fator de risco associado a um surto nosocomial no Paquistdo
(Siddiqui et al., 2005).

Cada vez mais, acumulam-se evidéncias que reforcam que a hepatite E seja uma
doenca zoondtica e transmitida a partir de reservatorios animais, principalmente de suinos.
Uma série de 29 casos esporadicos de hepatite E aguda, descritos no Japao, identificou nove
pacientes com historia recente de consumo de porcdes de figado de suino grelhado (Yazaki et
al., 2003). A pesquisa pelo HEV-RNA em figados de suinos comercializados em mercearias
proximas as residéncias dos respectivos pacientes revelou que 2% de 363 amostras eram
positivas para presenga do genoma do HEV. Sequencias nucleotidicas provenientes destas
amostras apresentaram grande similaridade com as sequencias determinadas das amostras dos
pacientes. Um estudo realizado posteriormente demonstrou que 80% dos pacientes
diagnosticados com hepatite E possuiam historico recente de consumo de porc¢des de figado
cru ou mal cozido de suino, e metade destes pacientes também haviam consumido porgdes de

intestino de suino (Mizuo et al., 2005).
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Nos EUA, 11% de 127 amostras de figado de suino para consumo foram positivos
para HEV-RNA. Suinos livres de patdgenos especificos (SPF — “specific pathogen-free”)
inoculados com homogenados destes figados desenvolveram a infec¢do, o que sugere uma
sobrevida relativamente longa de particulas infecciosas sob aquelas condigdes de
armazenamento (Feagins et al., 2007). Embora a infec¢do sintomatica pelo HEV seja rara
neste pais, um estudo revelou prevalécia de 21% de anticorpos anti-HEV em 18.000 mil
amostras investigadas e a andlise de fatores de risco identificou uma correlagdo do consumo
mensal de figado ou carne de suino com a maior sororeatividade para anti-HEV (Kuniholm et
al., 2009). Na Holanda, sequencias nucleotidicas provenientes de HEV obtidos a partir de
figados de suinos de agougues apresentaram similaridade com as de casos esporadicos
autoctones (Bouwknegt et al., 2007). Na Europa, dois casos autdctones de hepatite E foram
descritos em um funcionario de matadouro (Espanha) e em um manipulador de carcagas
(Inglaterra). A andlise da sequencia parcial do genoma do HEV da amostra do paciente
espanhol demonstrou alto grau de similaridade com os HEV suinos da Espanha (Jary, 2005;
Perez-Gracia et al., 2007). A possibilidade de transmissdo pelo consumo de carne de porco
incorporada em embutidos foi considerada por Mataragas e colaboradores (2008). Na
Hungria, o primeiro caso humano autoctone de hepatite E foi descrito como provavelmente
relacionado ao consumo de linguica produzida artesanalmente em granja familiar (Reuter et
al., 2006). No entanto, embutidos normalmente sdo compostos por outros mitdos, que podem
ser originados de outras espécies de animais da criacdo. Na Alemanha, um estudo controle
ndo identificou a exposicdo a carne crua de suino e o consumo de linguigas como
significativamente mais comum entre pacientes com hepatite E comparado a controles. No
entanto, o consumo de mitdos de suinos foi identificado como um risco (Wichmann et al.,
2008).

No Japao, casos esporadicos de hepatite E e casos provenientes de surtos foram
descritos como associados a ingestdo de carne de javali mal cozida. Outro estudo descreveu a
infec¢do pelo HEV em duas familias que compartilharam refeigdes que consistiam em carne
crua de cervos (Tamada et al., 2004; Tei et al., 2004). Posteriormente, o sequenciamento
completo do HEV proveniente de um paciente envolvido no surto descrito demonstrou ser
quase idéntico a0 HEV obtido de uma amostra de um cervo capturado em uma regido proxima
(Takahashi et al., 2004).

Um surto de ictericia em Cruzeiro foi descrito, durante o qual 33 passageiros estavam
infectados pelo HEV. Neste estudo de caso-controle verificou-se que o consumo de bivalves

era o fator de risco significativo (Said et al., 2009). Moluscos bivalves vém sendo associados
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a transmissao de virus entéricos como os adenovirus, rotavirus, norovirus e virus da hepatite
A (Rigotto et al., 2005; Sincero et al., 2006).

Em paises com boa disponibilidade de saneamento basico, o papel do ambiente como
fator contribuinte para transmissao ¢ manuten¢do da endemicidade do HEV ainda ¢ pouco
esclarecido, ao contrario das regides endémicas, onde esta forma de transmissdo j4 ¢ bem
caracterizada e reconhecida (Ippagunta et al., 2007). Estudos desenvolvidos na Espanha e na
Holanda demonstraram a correlagdo entre amostras de origem humana, suina e ambiental para
a mesma regido geografica (Clemente-Casares et al., 2003, 2009; Albinana-Gimenez et al.,
2006; Rutjes et al., 2009). Na Espanha, um estudo prospectivo demonstrou o impacto das
melhorias sanitarias na circulagdo de HAV em regides onde programas de vacinagdo foram
estabelecidos desde o ano de 1999. No entanto, estas medidas nao influenciaram a circulagao
do HEV, cuja propor¢do de deteccdo permaneceu constante nos ultimos anos, o que pode

sugerir a sua manutencao em reservatorios animais (Rodriguez-Manzano et al., 2010).

1.4.2 — DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A infeccdo pelo HEV representa a principal causa de hepatite entericamente
transmitida ndo-A ndo-B (ET-NANB). Epidemias de hepatite E ja foram relatadas no Sudeste
e Centro Asiatico, Norte, Leste ¢ Oeste da Africa e na América Central (Velazquez et al.,
1990; Tsega et al., 1992; Skidmore et al., 1992; Ticehurst et al., 1992; Benjelloun et al., 1997,
Coursaget et al., 1998; Aggarwal e Naik, 2000; Isaacson et al., 2000; Bryan et al., 2002). Em
outras regides consideradas ndo-endémicas, como paises da Europa, Oceania e Américas do
Norte e Sul, a infec¢do pelo HEV ¢ menos frequente e restrita a individuos com histérico de
viagens para areas endémicas. No entanto, nestas regides o numero de casos agudos
esporadicos ndo associados ao historico de viagens aumentou e evidéncias apontam para
infecg¢des adquiridas por transmissdo zoonoética (Meng, 2009a).

Nas Américas, surtos da infec¢cdo pelo HEV ocorreram no México, em 1986-1987 e,
mais recentemente, na Argentina foram relatados dois casos de hepatite E (Velazquez et al.,
1990; Schlauder et al., 2000). Estudos de soroprevaléncia demonstraram que o HEV ¢
endémico na Bolivia, Chile, Cuba e México (Ibarra et al., 1994; Alvarez-Munoz et al., 1999;
Bartoloni et al., 1999).

Recentemente, foi relatada a primeira descrigdo de um surto do genétipo 1 do HEV
nas Américas (Villalba Mde et al., 2008). Epidemiologicamente, este dado é muito relevante,
uma vez que este genotipo esta associado a ocorréncia de surtos na Asia e, mais recentemente,

na Africa (Uganda). Em um estudo retrospectivo realizado pelo mesmo grupo de
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investigadores de Cuba foi demonstrada a cocirculagdo e coinfec¢ao por HEV e HAV em
surtos e em casos esporadicos (Rodriguez Lay Lde et al., 2008).

No Brasil, alguns estudos de soroprevaléncia demonstraram a evidéncia de anticorpos
anti-HEV em diversos grupos populacionais como em mineiros na Bacia Amazonica (6,1%)
(Pang et al., 1995). Em Sao Paulo, pacientes submetidos a hemodialise apresentaram
prevaléncia de 4,9% de anti-HEV (Focaccia et al., 1995). Prevaléncias de 2% entre doadores
de sangue e de 29% dos casos de hepatite viral aguda foram observada em Salvador, Bahia
(Parana et al., 1999). No Laboratorio de Referéncia Nacional para Hepatites Virais / Fiocruz /
RJ (CRNHV), entre janeiro de 1994 e dezembro de 1996, foram diagnosticados 147 casos de
hepatite viral aguda ndo A-C, com prevaléncia de anti-HEV de 2,1% (Trinta et al., 2001). No
Rio de Janeiro, foi observada prevaléncia de 2,4% para anti-HEV na comunidade de
Manguinhos (Santos et al., 2002). Estudos realizados neste estado com usuarios de drogas
nao-injetaveis e injetaveis foram observadas prevaléncias de 6,5% e 11,8%, respectivamente
(Trinta et al., 2001). Um estudo relatou prevaléncias de 38%, 10% e 17% em pacientes com
hepatite A, hepatite B e hepatite ndo A-C, respectivamente. O marcador anti-HEV IgM foi
concomitantemente detectado em quatro pacientes com hepatite A € em um paciente com
hepatite aguda nao A-C sugerindo a hepatite E como etiologia provavel de alguns casos de

coinfec¢do ou de casos ndo esclarecidos (Lyra et al., 2005).

1.4.3 — HEV EM ANIMAIS

Diversas espécies de animais silvestres e domésticos apresentaram soroprevaléncias de
anti-HEV variando de 9 — 80% em diferentes regides do mundo. Dentre estas, incluem-se
suinos, roedores, caprinos, bovinos, galinhas domésticas e macacos do Velho e Novo mundo
(Favorov et al., 2000; Arankalle et al., 2001; Wang et al., 2002). A deteccao de anticorpos
contra o HEV, ou outro agente relacionado, observada em macacos Rhesus, naturalmente
infectados, sugere associagdo entre epidemias originadas por suprimentos de d4gua
contaminadas e a proximidade geografica com estes animais (Arankalle et al., 1994).

Um agente relacionado ao HEV de mamiferos (“avian HEV”) foi identificado em
galinhas domésticas (Haqshenas et al., 2001). No entanto, estudos confirmaram que o HEV
identificado em animais desta espécie ¢ geneticamente relacionado, porém distinto dos HEV
de mamiferos, uma vez que ndo foi capaz de causar infeccdo experimental em primatas
(Huang et al., 2004).

Independente das prevaléncias observadas em populagdes humanas clinicamente

saudaveis de regides onde a hepatite E ¢ endémica ou ndo, as altas soroprevaléncias de anti-
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HEV frequentemente observadas em suinos demonstraram que o HEV ¢ enzodtico em
animais desta espécie (Meng et al., 1999; Kasorndorkbua et al., 2005). Nos EUA, além dos
suinos, foram observadas prevaléncias variando de 70% a 80% em roedores silvestres
(Kabrane-Lazizi et al., 1999a; Favorov et al., 2000). Paralelamente, observou-se que
manipuladores de suinos representam o grupo de maior risco para adquirir a infec¢dao pelo
HEV (Drobeniuc et al., 2001; Withers et al., 2002).

Dentre as espécies animais analisadas, os suinos vém sendo os mais investigados
como possiveis reservatorios do HEV (Clayson et al., 1995; Chandler et al., 1999; Arankalle
et al., 2003; Garkavenko et al., 2001).

A primeira descri¢do de infec¢do experimental pelo HEV em suinos foi relatada por
Balayan e colaboradores (1990), realizada com um suino doméstico infectado por uma estirpe
proveniente da Asia Central. Posteriormente, foi descrita pela primeira vez a detecgdo de anti-
HEV IgG e do HEV-RNA em amostras de soro e fezes suinos no Nepal (Clayson et al.,
1995). No entanto, a identidade dos virus presentes em amostras destes suinos ndo foi
determinada.

A primeira amostra de HEV suino (“swine HEV”) foi caracterizada por Meng e
colaboradores (1997) a partir de um estudo prospectivo realizado em uma granja comercial
nos EUA. Os suinos foram monitorados desde o nascimento até a idade de cinco meses para
se estudar a evidéncia de infec¢do pelo HEV, incluindo o acompanhamento de soroconversao
por meio de ensaios imunoenimaticos (EIA), viremia e eliminag¢do do virus nas fezes por RT-
PCR, com a utilizagdo de pares de oligonucleotideos de HEV degenerados. Um virus
geneticamente relacionado ao HEV humano, designado HEV suino (“swine HEV”), foi
identificado em soros de fase aguda de suinos naturalmente infectados. O postulado de Koch
foi preenchido quando a infec¢do pelo HEV suino foi experimentalmente reproduzida em
suinos livres de patogeno (SPF) e o virus suino foi recuperado a partir destes animais (Meng
et al., 1998* Halbur et al., 2001).

Desde a descrigdo do primeiro HEV suino nos Estados Unidos, outros HEV foram
identificados em suinos de diferentes paises como Quirguistdo, Reino Unido, Indonésia,
Coréia, Japao, Taiwan, India, Canad4, China, Holanda e Nova Zelandia (Hsieh et al., 1999;
Garkavenko et al., 2001; Van der Poel et al., 2001; Huang et al., 2002; Arankalle et al., 2003;
Choi et al., 2003; Nishizawa et al., 2003; Yazaki et al., 2003; Banks et al., 2004; Lu et al.,
2004; Wibawa et al., 2004).

Os HEV suinos identificados e caracterizados até o momento sdo classificados nos
gendtipos 3 e 4 (suinos de Taiwan e India), ambos relacionados aos HEV detectados em casos

agudos esporadicos em humanos (Meng, 2003).
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Em suinos, a infec¢ao pelo HEV ¢ disseminada em granjas comerciais tanto de paises
em desenvolvimento quanto também industrializados, independente do padrdo endémico
observado para as populacdes humanas correspondentes. A infec¢do em suinos ocorre entre as
idades de 2 a 3 meses com viremia transiente que dura de 1 a 2 semanas, sendo as novas
particulas virais eliminadas nas fezes por um periodo de 3 a 7 semanas. Assim como o HEV
que circula em populagdes humanas, o HEV suino também ¢ transmitido pela via fecal oral
(Kasorndorkbua et al., 2004; 2005). As fezes de animais infectados contém alta concentragao
de particulas potencialmente infecciosas, sendo a fonte principal de transmissao do virus.
Acredita-se que os animais adquirem a infec¢do pelo contato direto com animais infectados
ou pela ingestdo de alimento ou agua contaminada com fezes (Kasorndorkbua et al., 2004).
No entanto, a reproducdo experimental da infeccdo com HEV suino em animais pela via oral
nao foi efetiva embora pela via parenteral a infeccao se estabelega facilmente (Feagins et al.,
2008; Bouwknegt et al., 2009).

Suinos naturalmente infectados com HEV sdo assintomaticos. Em um estudo
prospectivo com suinos infectados naturalmente em uma granja nos EUA, ndo foram
observadas lesdes patologicas graves em figado ou outros tecidos e oOrgdos de animais
necropsiados durante os estagios iniciais da infeccao pelo HEV (Meng et al., 1997), embora
alguns animais apresentassem evidéncias microscoOpicas de hepatite caracterizada por hepatite
multifocal moderada e hepatite linfoplasmacitica periportal com necrose hepatocelular. Assim
como os animais infectados naturalmente, os animais infectados experimentalmente com o
genotipo 3 do HEV também nao apresentaram sintomas (Meng et al., 1998a), mesmo sendo
observada hipertrofia dos linfonodos hepaticos e mesentéricos. Lesdes histologicas incluindo
hepatite linfoplasmacistica branda a moderada e necrose focal também foram observadas.
Outros 6rgaos como o intestino, linfonodo, tonsilas, baco e pancreas também podem ser sitios
de replicacio do HEV, como demonstrado em modelos animais infectados natural e
experimentalmente (Williams et al., 2001; de Deus et al., 2008).

O genoma do HEV também foi detectado em javalis e em carne de cervos,
representando um risco potencial de transmissao zoondtica (Yazaki et al., 2003; Sonoda et al.,
2004; Tei et al., 2004). Um fato curioso é que os HEV obtidos de suinos da India, um pais
onde epidemias de hepatite E sdo frequentes em humanos, foram caracterizados como
gendtipo 4, sendo os HEV circulantes em epidemias pertencentes ao gen6tipo 1. Estes dados
sugerem que os HEV do genétipo 1 parece ndo infectar facilmente suinos e vice-versa

(Arankalle et al., 2002).
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1.5— DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Os testes de laboratorio para o diagndstico da infeccdo pelo HEV incluem testes
soroldgicos para pesquisa de anticorpos das classes IgM e IgG, além de testes moleculares
para detec¢dao do genoma do virus nas fezes e no soro (Mushahwar, 2008).

A aplicabilidade destes testes depende do carater de endemicidade da doenca. Em
areas reconhecidamente endémicas a pesquisa de marcadores de infeccdo aguda em pacientes
com quadro de hepatite faz parte da linha de frente no diagnostico das hepatites, uma vez que
nestes locais o0 HEV ¢ responsavel por grande parte dos casos de hepatite aguda esporadica,
tanto em criangas quanto em adultos. Fora das areas endémicas, a possibilidade de infec¢ao
pelo HEV deve ser considerada se o individuo apresenta historico de viagem recente para
areas endémicas. Caso ndo exista tal fator de risco, a investigacao deve ser feita somente apds
a exclusao de outras causas mais comuns associadas (CMV e EBV) com hepatite e colestase
(Fogeda et al., 2009).

Os testes soroldgicos disponiveis para pesquisa de anticorpos contra o HEV foram
desenvolvidos a partir da expressao de proteinas recombinantes ou peptideos sintéticos (Engle
et al., 2002; Li et al., 2000; Mast et al., 1998). Dominios antigénicos foram identificados nas
trés ORFs. Os epitopos foram determinados por estudos de mapeamento utilizando-se
peptideos sintéticos ou pelo rastreamento imunoldgico de bibliotecas de cDNA recombinante
com anticorpos especificos derivados de soros das fases aguda e convalescente. Foram
identificados seis dominios antigénicos na ORF2 (Khudyakov et al., 1999). Os antigenos
podem ser adsorvidos em placas (EIA) ou em membranas (Western Blot). A maioria dos
testes para a deteccdo de anticorpos anti-HEV utiliza proteinas recombinantes ou peptideos
sintéticos que correspondem aos epitopos imunodominantes das proteinas estruturais do HEV
traduzidas a partir das ORF2 e ORF3 dos dois principais protdtipos do HEV provenientes de
Burma e do México (Dawson et al., 1992; Coursaget et al., 1994; Anderson et al., 1999).

Os ensaios imunoenzimaticos (EIA) desenvolvidos para o diagndstico da hepatite E
foram, inicialmente, padronizados para diagnostico de infec¢do aguda pelo HEV adquirida em
regides endémicas (Dawson et al., 1992; Goldsmith et al., 1992; Coursaget et al., 1994;
Anderson et al., 1999). No entanto, o emprego destes testes em estudos de soroprevaléncia
fora das éareas endémicas € questiondvel, uma vez que anticorpos anti-HEV tém sido
detectados em todos os paises, mesmo naqueles industrializados com o6timas condigdes
sanitarias e também em locais onde ndo existe evidéncia de infeccdo aguda pelo HEV (Worm
et al., 2002; Clemente-Casares et al., 2003). Estudos em doadores de sangue de regides nio-

endémicas para infeccdo pelo HEV mostraram prevaléncia de anti-HEV de 1-20%, a qual ¢
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surpreendentemente alta se comparada com a baixa taxa de doenca clinicamente evidente
associada com o HEV nestas regides (Mast et al., 1997; Clemente-Casares et al., 2003).
Portanto, a confirmagdo da positividade em pessoas que vivem em areas ndo-endémicas deve
ser feita com extrema precaucdo. Existem algumas hipoteses para interpretar esta
sororeatividade para anti-HEV em d&reas nao-endémicas como a infec¢do subclinica e/ou
anictérica, a reatividade cruzada com outros agentes, um resultado falso positivo do teste ou
uma combinacgdo de todos estes fatores (Mast et al., 1998). Investiga-se também a relacao
desta sororeatividade com exposi¢cao ao HEV suino que esta intimamente relacionado com
HEV que circula em populagdes humanas (Schlauder et al., 1998).

Para se verificar a concordancia entre os resultados obtidos com os EIA disponiveis e
utilizados em varios laboratorios, Mast e colaboradores (1998) compararam 12 testes
utilizando um painel de amostras de soro codificadas. Os testes analisados empregavam
proteinas de HEV, recombinantes ou peptideos sintéticos, que diferiam no tamanho, regido
correspondente no genoma e a regido geografica do HEV correspondente. Este estudo
demonstrou que a sensibilidade destes testes variou de 17-100%. A concordancia nos
resultados, com soros de doadores, variou de 41-94% (média de 68%) e entre amostras de
soro reativas de 0 a 89% (média de 32%). Esta avaliacdo sugere que a baixa concordancia e a
sensibilidade de alguns ensaios se devem ao uso de antigenos derivados da regido ORF3, por
esta ser a regido mais varidvel entre os genotipos do HEV. Nestes casos, os métodos
moleculares representam ferramentas importantes para confirmacao da infec¢do pelo HEV.
Seqiiéncias gendmicas podem ser detectadas pela RT-PCR em amostras de soro e fezes antes
das alteracdes enzimaticas e da soroconversdao (Chauhan et al., 1993). A pesquisa de genoma
viral ¢ relevante no esclarecimento de casos especificos, como os casos agudos esporadicos

ocorridos em regides ndo-endémicas.

1.6- PREVENCAO E CONTROLE

Os trabalhos de desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o HEV sdo focados em
uma regido conservada da proteina do capsideo viral expressa pela ORF2. Esta proteina ¢
altamente imunogénica e produz anticorpos neutralizantes de longa duragdo. Duas vacinas
candidatas estdo em producdo. A primeira composta por proteina recombinante truncada com
esquema de trés doses, demonstrou eficacia de 95% de prote¢do em um estudo de fase Il em
adultos jovens saudéaveis no Nepal (Shrestha et al., 2007). A segunda, composta por proteina

estrutural recombinante (p239), também com trés doses, esta em fase III com estudo iniciado
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em adultos na China, e que os resultados preliminares demonstraram ser eficaz para prevenir

infecgdes pelos genotipos 1 e 4 (Li et al., 2005).

1.7 — SUINOCULTURA NO BRASIL

O Brasil ¢ o quarto maior exportador de carne suina depois da Unido Européia, dos
EUA e do Canada, sendo os principais destinos da carne suina brasileira a Russia, Hong
Kong, Ucrania, Angola e Argentina. O rebanho suino brasileiro, com 30 milhdes de cabecas,
producao de 3 milhdes de toneladas de carne, gera 630 mil empregos diretos e indiretos,
sendo uma importante atividade economica do pais. O mercado interno brasileiro absorve
80% da produ¢do e um dos principais desafios em ampliar o mercado externo recai sobre as
barreiras técnicas de ordem sanitaria (Abipecs, 2010).

Em granjas comerciais para a criagao de suinos a estrutura ¢ padrao. Os animais sao
divididos de acordo com o ganho de peso e categorias. De um modo geral, existe a
maternidade, as creches, recria e terminacdo. Os machos reprodutores e as fémeas fertilizadas
também sdo agrupados separadamente. Na maternidade, as fémeas sdo confinadas em baias
individuais separadas por grades com seus leitdes onde permanecem, em média, por 20 dias
apos o parto. As primeiras 48 horas da amamentagdo sdo cruciais para a vida dos leitdes, uma
vez que, nestas primeiras horas a mucosa intestinal se encontra permeéavel a macromoléculas e
estes adquirem as imunoglobulinas passivamente pelo colostro (Damm et al., 2002).

Uma dificuldade enfrentada pelos orgdos oficiais e associacdes de produtores de
suinos inclui a estimativa de produtores que atuam na atividade e a forma de produgado para se
ter acesso ao planejamento dos programas oficiais de monitoria sanitaria. O cadastro oficial
de produtores de suinos permitiria o estabelecimento de normas técnicas de movimentacao de
animais e programas sanitarios nos estabelecimentos. Além disso, ¢ preciso que a legislagdo
ambiental tenha abrangéncia nacional, de forma que possa contribuir para reduzir o impacto
no meio ambiente. Para competir no mercado internacional a seguranga alimentar ¢
indispensavel. Com este objetivo € necessario o estabelecimento da certificacdo de granjas
para que se possa rastrear os suinos com relacdo a doengas de controle oficial, doengas de
seguranca alimentar e boas praticas de produgdo. A formagdo de um banco de dados sobre
informagdes sanitdrias dos Servicos de Defesa Sanitaria (SDS) e do Servigo de Inspecao (SI)
permitiria a integracdo entre os 0rgaos de Defesa Sanitaria e os Servicos de Inspecao (Brum,
2009).

Os estudos epidemiologicos envolvendo as principais regides produtoras de suinos,

para muitas das doengas de ocorréncia enzodtica, ainda sdo escassos. A lista de doengas de
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notificacdo obrigatoria foi baseada em quatro critérios basicos: disseminagdo internacional,
disseminagdo significante dentro da populag¢do nativa, potencial de ser zoonose ou doenga
emergente (Morés e Zanella, 2005). A descricdo do HEV suino (Meng et al., 1997) e o
estabelecimento da relacdo genética com os HEV de casos esporadicos na mesma regido
geografica sugere que a transmissao de suinos para humanos possa ocorrer. Esta hipotese €
corroborada com a demonstracdo de que o HEV suino dos EUA reproduz a infeccdo em

primatas nao-humanos (Meng et al., 1998b).

2 - RELEVANCIA DO ESTUDO

A hepatite E vem emergindo como uma importante questdo de satde publica em
regides antes consideradas como ndo-endémicas (Clemente-Casares et al., 2003; Teo, 2009b).
Com a deteccdo de HEV a partir de amostras de origem animal, principalmente de suinos, € o
aprimoramento de técnicas moleculares aplicadas ao diagndstico, novos trabalhos tém
demonstrado a existéncia de reservatérios animais € da transmissdo zoonotica, alterando o
perfil epidemiologico da infec¢ao pelo HEV (Meng, 2009a). Na Europa ¢ nos EUA, a
identificacdao de virus proveniente de casos agudos esporadicos com amostras relacionadas a
amostras de origem suina das respectivas regides geograficas e o estabelecimento de testes
sorologicos e moleculares para hepatite E para fins de vigilancia epidemiologica vem
contribuindo de forma crescente para o conhecimento da epidemiologia da infeccao pelo HEV
(Kantala et al., 2009; Mansuy et al., 2009; Rutjes et al., 2009). A detec¢do do HEV em
amostras ambientais demonstra que, além da transmissdo zoonotica, outras fontes de infec¢ao
devem ser consideradas (Clemente-Casares et al., 2009; Rodriguez-Manzano et al., 2010).

No Brasil, casos agudos da infeccdo pelo HEV ndo foram, at¢é o momento,
identificados, sendo importante rastrear a possibilidade da circulagdo do virus entre suinos e
em casos agudos de hepatite ndo A-C. Como mencionado, a deteccdo de anticorpos
especificos em dareas ndo-endémicas sugere infeccdo pelo HEV a partir de animais
reservatorios.

Neste trabalho, esta possibilidade foi inicialmente investigada por meio de um estudo
de acompanhamento da infec¢do natural pelo HEV em suinos provenientes de uma granja
comercial no estado do Rio de Janeiro e da fazenda modelo da Universidade Federal do Mato
Grosso (UFMT). A seguir, a incidéncia de animais com infec¢do corrente pelo HEV no
momento do abate foi avaliada em um estudo realizado em trés estabelecimentos submetidos

a inspecdo estadual. Realizamos também um estudo retrospectivo para identificar casos
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agudos de hepatite E em pacientes agudos nao A-C da demanda do Ambulatério de Hepatites

Virais do Laboratorio de Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz.
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3 - OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL

Caracterizar a circulagdo do HEV por métodos sorologicos € moleculares de deteccdo e
quantifica¢do viral a partir de amostras de origem animal, ambiental ¢ humana obtidas nos

estados do Rio de Janeiro e do Mato Grosso.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Demonstrar a infeccdo pelo HEV em suinos por meio da pesquisa de anticorpos anti-HEV
IgM e IgG em amostras de soro e colostro e pela detec¢ao de HEV RNA em amostras de
soro e fezes de animais provenientes de uma granja comercial no estado do Rio de Janeiro
e de uma fazenda modelo na Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT).

2. Padronizar a metodologia de PCR em tempo real (Real-Time PCR) para quantificagdo do
HEV RNA em amostras obtidas de suinos e do ambiente.

3. Demonstrar a infec¢ao pelo HEV em suinos por meio da detecgdo e quantificagdo de HEV
RNA em amostras de bile provenientes de animais de abatedouros no estado do Rio de
Janeiro.

4. Demonstrar a contaminag¢do ambiental em abatedouros de suinos por meio da detecgdo e
quantificagdo de HEV RNA em amostras de efluentes de abatedouros.

5. Demonstrar a infeccdo pelo HEV em pacientes com hepatite aguda ndo A-C pela pesquisa
de anticorpos anti-HEV IgM e IgG e da detec¢do e quantificagdo de HEV RNA em
amostras de soro.

6. Caracterizar os gen6tipos de HEV detectados por meio do sequenciamento nucleotidico

parcial do genoma do HEV.
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4 — METODOLOGIAS E RESULTADOS

Os resultados desta tese serdo apresentados sob a forma de manuscritos a seguir:

4.1 — Serological and molecular evidence of hepatitis E virus in swine in Brazil.

4.2 — Presence of hepatitis E virus in swine and effluent samples from slaughterhouses in
Brazil.

4.3 - First report of a human autochthonous hepatitis E virus infection in Brazil.
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4.1 — SEROLOGICAL AND MOLECULAR EVIDENCE OF HEPATITIS E VIRUS IN SWINE IN BRAZIL

The Veterinary journal 182 {2009) 474-480

Contents lists available at ScienceDirect

The Veterinary Journal

LSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/tvjl

Serological and molecular evidence of hepatitis E virus in swine in Brazil

Debora Regina Lopes dos Santos **, Claudia Lamarca Vitral*, Vanessa Salete de Paula®?,

Renato Sergio Marchevsky €, Juliana Freitas Lopes ®, Ana Maria Coimbra Gaspar®, Telma Michella Saddi®{,
Nilton Cecilio de Mesquita Janior ¢, Flavio de Rezende Guimardes %, Jodo Garcia Caramori Jinior¢,

Lia Laura Lewis Ximenes', Francisco José Dutra Souto®, Marcelo Alves Pinto ?

* Laborardrio de Desenvolvimento Tecnoldgico, Instiuto Oswalde Cruz - Floouz, Avenida Brasil 4365, Pavihido Helio e Peggy Pereira, 2° andar, 21040-900 Rio de Janeiro, R, Brazil
 pepartamentos de Microbiobgia ¢ Parasitologia, Instituto Biomédico, UFF, Rua Professor Ernani Pires de Melo, 101, 24210-130 Niterdi, Rj, Brazl

*Laboratdrio de Neuroviruincia, Bio-Manguinhos - Fiocruz, Avenida Brosil 4365, 21040-900 Rio de janeiro, RJ, Brozil

4 Faculdade de Agronomia ¢ Medicing Veterindria, Universidade Federal do Maro Grosso, UFMT, Avenida Fernando Correa da Costa, s/n, 78 060-600, Cuiabd, Mato Grosso, Brazil

® Faruldade de Ciéncios Médicas, UFMT, Avenida Fermando Correa da Costa, s/n, 78.060-600, Cufabd, Maro Grosso, Brazl

Laboratério de Hepatites Virais, Instituto Oswalda Cruz - Flocruz, Avenida Brasil 4365, Pavilhdo Helio ¢ Pegey Perefrn, térreo, 21040-900 Rio de Janeiro, RY, Brazil

Objetivos: Demonstrar a infeccdo pelo HEV em suinos por meio da pesquisa de anticorpos
anti-HEV IgG e IgM em amostras de soro e colostro e da detec¢gdo de HEV RNA em
amostras de soro e fezes de animais provenientes de uma granja comercial no estado do Rio
de Janeiro e de uma fazenda modelo na Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT).
Caracterizar os genotipos de HEV detectados por sequenciamento nucleotidico parcial do

genoma viral.
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4.2 — PRESENCE OF HEPATITIS E VIRUS IN SWINE AND EFFLUENT SAMPLES FROM

SLAUGHTERHOUSES IN BRAZIL.

Objetivos: Padronizar a metodologia de PCR em tempo real (Real-Time PCR) para
quantificagdo do HEV RNA. Demonstrar a infeccdo de HEV em suinos pela detecg¢do e
quantificagdo de HEV RNA em amostras de bile provenientes de animais de abatedouros no
Estado do Rio de Janeiro. Demonstrar a contamina¢ao ambiental em abatedouros de suinos
pela deteccdo e quantificagio de HEV RNA em amostras de efluentes de abatedouros.
Caracterizar os genotipos de HEV detectados pelo sequenciamento nucleotidico parcial do

genoma.
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4.3 - FIRST REPORT OF A HUMAN AUTOCHTHONOUS HEPATITIS E VIRUS INFECTION IN

BRAZIL

Journal of Clinical Virology 47 (2010} 276-279

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Clinical Virology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jev

Case report
First report of a human autochthonous hepatitis E virus infection in Brazil

Debora Regina Lopes dos Santos?-*, Lia Laura Lewis-Ximenez?, Marcelle Figueira Marques da Silva©,
Paulo Sérgio Fonseca de Sousa®, Ana Maria Coimbra Gaspar?, Marcelo Alves Pinto?
2 Laboratério de Desenvolvimento Tecnologico em Viralogia, 10C, Fiooruz, Rio de Janeiro, Brazil

b Laboratdrio de Hepatites Virais, 10C, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil
© Laboratdric de Virolegia Comparada ¢ Ambiental, 10C, Flooruz, Brazil

Objetivos: Demonstrar a infec¢do pelo HEV em pacientes com hepatite aguda ndo A-C pela
pesquisa de anticorpos anti-HEV IgG e IgM e pela detec¢do e quantificacio de HEV RNA
em amostras de soro. Caracterizar os genotipos de HEV detectados pelo sequenciamento

nucleotidico parcial do genoma.
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5- DISCUSSAO

Um dos aspectos importantes relativos a hepatite E consiste na possibilidade desta
doenca ser uma zoonose ¢ que algumas espécies de animais possam servir de reservatorios.
Aparentemente, a infeccdo pelo HEV suino ¢ endémica em diferentes paises, independente do
carater de endemicidade da infecgdo no homem (Meng, 2009a). No Brasil, a prevaléncia de
anticorpos contra o0 HEV foi pesquisada em suinos de diferentes grupos etarios da regidao
sudeste do pais (Vitral et al., 2005). A constatagdo de que a infec¢do pelo HEV era
amplamente disseminada entre estes conduziu ao desenvolvimento de outros estudos para
investigar aspectos da patogenia do HEV nestes animais e, também, a possivel transmissdo do
HEV ao homem.

Dando continuidade a estes estudos, com o objetivo de detectar animais com infecgao
ativa pelo HEV, foram realizadas duas investigagcdes de infeccdo natural nos estados do Rio
de Janeiro (RJ) e do Mato Grosso (MT) (manuscrito 4.1). Nos animais pesquisados no RJ foi
demonstrada a cinética da transferéncia passiva de anticorpos contra o HEV através da
detecg¢do destes anticorpos, inicialmente no colostro de todas as matrizes sororeativas para,
em seguida, serem detectados nos leitdes apds serem amamentados. Estes resultados foram
semelhantes aos observados por Meng e colaboradores (1997) em seu estudo prospectivo, que
relataram taxa de 80% a 100% de soropositividade para anticorpos anti-HEV nos suinos de
fazendas comerciais nos EUA. Resultados semelhantes foram obtidos em diferentes regides
geograficas com soroprevaléncias variando de 15% a 100% em suinos com mais de duas
semanas de idade (Clayson et al., 1995; Meng et al., 1997; Chandler et al., 1999; Arankalle et
al., 2001; Garkavenko et al., 2001). A alta prevaléncia de anti-HEV (88,5%) observada ao
final do estudo, quando os suinos estavam com 20 semanas de idade, ¢ compativel com aquela
observada no estudo realizado anteriormente por Vitral e colaboradores (2005), o que mais
uma vez demonstra a dissemina¢do do HEV nos suinos desta granja. A alta prevaléncia de
anti-HEV IgG em suinos de fazendas comerciais ja foi relatada tanto em paises endémicos
quanto em paises ndo-endémicos para infec¢do pelo HEV em humanos.

A pesquisa do RNA do HEV nestes suinos foi realizada pela amplificacdo de duas
regides parciais do genoma viral, da ORF1 (regido codificante da metiltransferase) e da ORF2
(regido codificante do capsideo viral), seguida de sequenciamento nucleotidico das amostras
provenientes de soro coletadas antes da soroconversdo. Também foram utilizadas amostras de
fezes coletadas de pocilgas que agrupavam suinos de diferentes faixas etarias. O HEV foi
detectado em um “pool” de fezes de uma pocilga agrupando animais de 13 semanas de idade.

O sequenciamento e a analise filogenética, de ambas as regides pesquisadas, classificou o
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HEV no gendtipo 3, onde também estao incluidos outros HEV de origem suina ¢ humana de
regides ndo endémicas (América do Norte, Europa, Oceania e Argentina) (Kwo et al., 1997;
Schlauder et al., 1999; Zanetti et al., 1999; Pina et al., 2000; Garkavenko et al., 2001; Van der
Poel et al., 2001; Banks et al., 2004; Okamoto et al., 2001; Pei ¢ Yoo, 2002; Worm et al.,
2000). Outra amostra detectada no soro de um animal também com 13 semanas de idade
amplificada somente para o protocolo da regido parcial da ORF1 e também foi classificada no
gendtipo 3. Estes resultados sdo consoantes com outros trabalhos realizados em granjas
comerciais de regides ndo-endémicas para o HEV, como Nova Zelandia, Japdo, Espanha e
Holanda, nas quais as amostras isoladas de HEV também pertenciam ao gendtipo 3 (Pina et
al., 2000; Garkavenko et al., 2001; Okamoto et al., 2001; Van der Poel et al., 2001). O
gendtipo 3 foi primeiramente estabelecido a partir da identificagdo do primeiro HEV suino
(Meng et al., 1997), que apresentou divergéncia em relacdo a amostras humanas pertencentes
aos gendtipos 1 e 2, determinando um novo gendtipo. Encontram-se nele classificados
também amostras de pacientes nos EUA com hepatite aguda sem histdorico de viagem para
regido endémica (Kwo et al., 1997; Schlauder et al., 1998).

Posteriormente, em colaboracdo com um grupo da UFMT, 47 animais nascidos de seis
matrizes soropositivas para anti-HEV foram acompanhados apds a perda de anticorpos
passivos. Paralelamente, amostras de “pool” de fezes de pocilgas agrupando animais de 12 a
16 semanas de idade também foram coletadas. Duas destas amostras foram positivas para
presenca do HEV e também classificadas no genotipo 3, agrupando-se proximas as amostras
do estudo realizado no Rio de Janeiro. Estes resultados sugerem que embora o Brasil seja um
pais de dimensdes continentais, uma circulagdo endémica de HEV nas granjas brasileiras pode
existir. Este foi o primeiro estudo brasileiro que demonstrou a infec¢do natural do HEV em
suinos de duas regides no Brasil.

Visando a otimizagdo para a deteccdo de HEV pela técnica de PCR padronizamos a
técnica de PCR em tempo real para a deteccdo e quantificagdio de HEV. De acordo com
protocolo descrito por Jothikumar e colaboradores (2006), utilizamos uma amostra
anteriormente caracterizada para construcdo de uma curva padrdo pela técnica de clonagem
com o kit TOPO TA cloning® (Invitrogen, Carlsberg, CA). A técnica de PCR em tempo real
tem sido descrita como mais sensivel do que a técnica de RT-PCR, uma vez que, é capaz de
detectar quantidades minimas do genoma viral (10°-10" copias/ uL) pela quantificagio da
emissdo fluorescente, enquanto na RT-PCR, a obten¢do dos resultados se da pela visualizacao
do produto apds os ciclos (30 em média) de amplificagdo. Desta forma, esta técnica foi

utilizada como ferramenta de rastreamento nos préximos subsequentes.
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Embora tenha sido observada alta prevaléncia de anti-HEV na populagdo de suinos,
pressupde-se que uma parcela de animais alcance a idade comercial de abate susceptiveis ou
infectados. Com o objetivo de avaliar esta possibilidade, realizamos um estudo (manuscrito
4.2) no qual, em colaboragdao com o Servico de Inspec¢ao do estado do Rio de Janeiro, foram
coletadas 115 amostras de bile de suinos de trés abatedouros localizados nas cidades de
Petropolis, Itaperuna e Itaocara (RJ). A bile demonstrou ser uma amostra mais sensivel e mais
acessivel para detec¢do de HEV RNA quando comparada ao figado, linfonodo e vesicula
biliar de animais infectados naturalmente (de Deus et al., 2007; Leblanc et al., 2010). Um
estudo de determinacgdo da carga viral de HEV em diferentes amostras de 6rgaos e tecidos de
suinos abatidos em uma fazenda comercial demonstrou cargas virais variando entre 10° - 10
copias gendmicas (cg/mL) nas amostras de bile (Leblanc et al., 2010). Paralelamente,
amostras de efluentes de diferentes pontos dos abatedouros também foram investigadas em
nosso estudo. As amostras foram submetidas a técnica de PCR em tempo real e PCR
convencional para regides parciais da ORF1 e ORF2. Dentre as amostras pesquisadas, 11
amostras de bile (9,6%) e 3 amostras obtidas de pontos de saida de efluentes coletados no
abatedouro de Itaperuna demonstraram ser positivas para presenca de HEV RNA. As
amostras de bile apresentaram entre 10'-10° cg/mL. As amostras dos pontos coletados de
efluentes apresentaram 10° copias gendmicas por mL de efluente coletado. Apods o
sequenciamento e andlise filogenética, estas amostras também demonstraram ser pertencentes
ao genotipo 3 subtipo 3b, de acordo com a recente classificagdo proposta por Lu e
colaboradores (2006), estando agrupadas com as amostras obtidas do primeiro estudo. Dentre
as amostras pertencentes a este gendtipo estd um grupo de amostras suinas, de cervo e
humanas autoctones do Japao (Lu et al., 2006).

Os resultados obtidos no estudo realizado nos abatedouros demonstraram que uma
parcela de animais em idade de abate estd com infecgdo ativa pelo HEV. A avaliacao do real
impacto para satde publica incluiria um estudo mais amplo considerando outras regides do
pais e também abatedouros submetidos a inspecdo por outros Orgdos governamentais
(Municipal e Federal). Também sdo necessarios estudos de avaliagdo da infecciosidade destas
amostras. Embora o principal 6rgio de replicacdo do HEV seja o figado, a replicagdo em
outros 6rgdos ja foi demonstrada pela deteccdo da fita negativa nestes locais em modelos
suinos. Primariamente, o HEV RNA foi detectado no intestino, linfonodos e célon (Williams
et al.,, 2001). Este dado acentua a importancia da vigilancia para seguranga alimentar de
produtos de origem suina, incluindo os embutidos, que utilizam os intestinos como matéria-
prima. No Brasil, o habito de se consumir figado de suino ¢ extremamente limitado. No

entanto, a presenca do HEV nas amostras de bile pode sugerir uma viremia concomitante e a
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circulacdo do virus nos vasos irrigantes do musculo mesmo apds a sangria do animal no
abatedouro. Considerando-se que uma alta dose infecciosa e a possivel resisténcia do HEV as
temperaturas internas de carne mal cozida, ndo podemos descartar que exista um risco de
infeccdo pelo HEV como ja descrito anteriormente (Tamada et al., 2004; Tei et al., 2004;
Melenhorst et al., 2007; Teo, 2009a).

Em estudo experimental realizado com primatas ndo-humanos foi demonstrado que a
gravidade da doenca ¢ proporcional a dose infecciosa (Tsarev et al., 1994). Um aspecto
importante a se considerar ¢ que o Regulamento Federal de Inspecao Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA) baseia-se em critérios clinicos, incluindo a
observacdo da presenca de lesdes nos Orgdos na inspecdo “post-mortem”. A legislacdo
brasileira de inspe¢do e qualificacdo da sanidade da carne a ser comercializada ndo inclui,
portanto, testes moleculares para detec¢ao de virus zoonoticos que nao sejam patogénicos
para o animal. A produgdo de carne segura depende do controle efetivo de micro-organismos
patogénicos em todos os estagios da producdo. Na Europa, um trabalho recente de revisdo de
medidas de intervencdo em seguranca alimentar sugere medidas de controle para produgao
primaria com fins de reduzir o carreamento de patdgenos antes que o animal seja
encaminhado para o abate. No entanto, estas medidas sdo aplicadas basicamente para
bactérias e micobactérias (Adam e Brulisauer, 2010). Diversos estudos ja demonstraram que
uma vez infectados pelo HEV, os suinos ndo apresentam sintomas e as evidéncias
histopatologicas sdo microscopicas (Meng et al., 1998a; Williams et al., 2001; Kasorndorkbua
et al., 2004; Lee et al., 2009). Desta forma, independente do 6rgdo governamental de
fiscalizacdo, a identificacdo de animais com infecg¢do ativa pelo HEV ndo seria possivel sem o
auxilio de ferramentas de diagnostico.

A presenga de animal infectado na idade de abate implica em uma série de riscos em
potencial como contaminagdo dos efluentes, do manipulador de forma direta ou indireta, dos
produtos processados e finalmente, do receptor final e consumidor. Dois relatos descrevem a
infeccdo de um acougueiro e de um funciondrio de abatedouro que, provavelmente, se
infectaram pelo contato direto com as carcacas, produtos derivados ou contaminagdo
ambiental (Jary, 2005; Perez-Gracia et al., 2007).

Neste estudo, o HEV RNA foi detectado em amostras de efluentes da sala de espera,
de abate e da saida final do esgoto do matadouro. A detec¢do do genoma do HEV nao implica
que a particula viral esteja completa e infecciosa. No entanto, em alguns estudos realizados
com outros virus como rotavirus e norovirus, argumenta-se que sendo a molécula de RNA
muito sensivel quando isenta do capsideo, sua detec¢ao no ambiente implicaria na provavel

integridade da molécula (Meleg et al., 2006; Carducci et al., 2008). A deteccdo do HEV no
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efluente sugere que as medidas tomadas para desinfec¢do da sala de abate ndo foram
suficientes para prevenir a disseminacdo do virus naquele ambiente. A detec¢do de virus no
ambiente vem sendo uma ferramenta fundamental para o conhecimento da epidemiologia de
diferentes infecgdes virais (Puig et al., 1994; Pina et al., 1998b; Vaidya et al., 2002; Albinana-
Gimenez et al., 2006). As técnicas envolvidas vém sendo aprimoradas, uma vez que,
diferentes matrizes ambientais podem ser investigadas. A ultracentrifugacao, técnica aplicada
em nosso estudo, ¢ a mais conveniente para concentragdo viral a partir de amostras ricas em
sedimentos, comparada a outras técnicas que envolvem a utilizagdo de membranas, ideal para
amostras menos sedimentadas (Katayama et al., 2002; Haramoto et al., 2010).

Nos estabelecimentos estudados ndo estdo disponiveis sistemas de tratamento dos
efluentes que sdo lancados diretamente no ambiente e a exposicdo ao HEV deve ser
considerada. A dimensao territorial e o limitado niumero de estabelecimentos legalmente
inspecionados disponiveis nos diferentes estados do Brasil, e agregado ao aspecto cultural
extremamente diverso em nosso pais, podemos inferir que o HEV esteja mais disseminado.

Experimentalmente, sabe-se que os HEV suinos desenvolvem infec¢des
assintomaticas em primatas (Meng et al., 1998b). No Brasil, apesar das evidéncias sorologicas
da infeccdo pelo HEV em alguns grupos populacionais, ndo ha relatos de casos agudos
confirmados sorologicamente (anti-HEV IgM) e molecularmente pelo HEV (HEV-RNA).
Considerada uma doenca ndo endémica em nosso pais, testes sorologicos para diagndstico de
casos agudos de infeccdao pelo HEV nao estdo incluidos na rotina laboratorial. Por este motivo
um estudo investigativo (manuscrito 4.3) em colaboracdo com o Laboratério de Referéncia
em Hepatites Virais / IOC / Fiocruz foi realizado com amostras de pacientes com hepatite
aguda ndo A-C. Neste estudo, apds o rastreamento das amostras utilizando a ferramenta de
PCR em tempo real, o primeiro caso autdctone agudo de hepatite E foi identificado dentre 64
amostras de soro de pacientes atendidos entre os anos de 2006 a 2009. Apds sequenciamento
e andlise filogenética, o HEV detectado foi classificado no gendtipo 3, subtipo 3b, assim
como as amostras dos estudos anteriormente citados. O paciente ndo possuia histérico de
viagem para regides endémicas e relatou ter consumido carne de porco durante as
comemoracdes natalinas, algumas semanas antes do aparecimento dos sintomas. Uma vez que
esta amostra agrupou-se com outras amostras obtidas de suinos do Brasil podemos sugerir que
este paciente possa ter se contaminado pelo consumo de carne contaminada. O paciente
residia em uma area urbana e ndo relatou contato com animais, o que reforca esta hipotese e
demonstra que esta doenga, ndo esta necessariamente associada a uma atividade rotineira ou

habita¢ao em area rural.
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Mediante as variagdes observadas para os testes imunoenzimaticos, as ferramentas
moleculares sdo essenciais para a confirmacgdo de casos suspeitos de hepatite E em regides
ndo endémicas. O diagnostico laboratorial da hepatite E aguda ¢, atualmente, obtido pela
deteccao de anticorpos especificos da classe IgM (anti-HEV IgM) e pela amplificacdo de uma
regido parcial do genoma do HEV em amostras de soro ou de fezes pela técnica de RT-PCR.
No estudo realizado nos abatedouros, as amostras de bile que foram positivas usando-se a
técnica PCR em tempo real, demonstraram amplificar para um ou outro protocolo de
amplificacao parcial do genoma do HEV (ORF1 ou ORF2), o que sugere que esta técnica seja
ideal para rastreamentos de amostras de casos suspeitos. A regido utilizada para deteccdo e
amplificagdo no protocolo previamente descrito ¢ a ORF3, sendo esta a regido mais varidvel
do genoma do HEV (Jothikumar et al., 2006). Entretanto, a técnica demonstrou ser sensivel
para detecgdo e quantificagdo na padronizacdo com amostras prototipos dos quatro gendtipos
do HEV. A RT-PCR foi essencial para a caracterizagao molecular das amostras, assim como a
interpretacdo das possiveis fontes de infeccdo, como observado no estudo do primeiro caso
humano descrito. Na literatura, ainda ndo ha um consenso sobre as regides a serem utilizadas
para caracterizacdo molecular do HEV (Lu et al., 2006), sendo a ORFI1, a regido mais
conservada e por isso, ideal para deteccao (Mateos et al., 2006). As regides utilizadas em
nossos estudos foram anteriormente descritas e demonstrou-se que podem ser utilizadas para
estes fins (Meng et al., 1997; Schlauder et al., 1999; Wang et al., 1999; Lu et al., 2006). No
estudo do caso humano, esta amostra somente amplificou para o protocolo da ORF1, no
entanto, de acordo com a classificagdo proposta por Lu e colaboradores (2006), a amostra
japonesa com a qual se agrupou (E21-YKHO00), foi classificada no genotipo 3, subtipo 3b,
para este mesmo protocolo. Diante de nossas observagdes, para fins da futura aplicacdo de
técnicas moleculares no esclarecimento de casos suspeitos de hepatite E em nosso pais, o
protocolo para amplificacdo parcial da ORF1 seria ideal para detec¢ao do genoma do HEV,
seguido da amplificacdo parcial da ORF2 para caracterizagdo molecular das amostras para
epidemiologia molecular. Uma vez que a técnica de PCR em tempo real envolve um alto
custo para ser estabelecida em laboratorios de rede publica, esta pode se restringir a pesquisa,
embora fosse a mais indicada para o rastreamento de amostras. Esta técnica ¢ menos
demorada e possui baixo risco de contaminacdo, além de fornecer dados adicionais que
podem ser utilizados em estudos de avaliagdo de risco, como a determinacdo da carga do
indculo. Outra possibilidade seria a colaboragdo entre os Laboratdérios Publicos Centrais
(LACENSs) e o Centro de Referéncia Nacional para Hepatites Virais, onde as técnicas de

diagnostico para hepatite E poderiam ser centralizadas.
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Os resultados obtidos nesta tese representam as primeiras investigagdes que
constataram a circulacio do HEV em suinos, no ambiente ¢ em humanos no Brasil. O
potencial zoondtico do HEV justifica o aprofundamento dos estudos deste agente de forma
mais abrangente, sinalizando para a necessidade de implantagdo de medidas sanitarias
preventivas. A auséncia de diagndstico de rotina para hepatite E em nosso pais demonstra a
necessidade de pesquisas para se avaliar a ocorréncia de outros casos agudos no pais que nao
foram identificados. A colaboragdo com outras instituigdes de pesquisa e também de
laboratorios da rede publica permitiria uma estimativa da real incidéncia de hepatite E no
Brasil e consideracgdes sobre o fluxograma de diagnostico de casos agudos de hepatite ndo A-
C. Estudos abrangentes realizados em outras regides do pais permitiriam a avaliacdo dos
subtipos de HEV circulantes relacionando amostras de diferentes fontes e identificando
possiveis fatores de risco associados e, finalmente, o papel do HEV como uma ameaga em

potencial para a saude publica.
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10.

CONCLUSOES

A avaliacdo da resposta imune em suinos recém-nascidos demonstrou que a infec¢ao pelo
HEV ¢ adquirida logo apds o desaparecimento de anticorpos transferidos naturalmente
adquiridos de forma passiva, confirmando o carater endémico deste virus nos locais
estudados.

A investigagdo da infec¢do natural do HEV em suinos por meio de um estudo prospectivo
identificou animais com infec¢do ativa confirmando a circulagdo do HEV nos rebanhos
avaliados.

Os HEV identificados foram classificados no genotipo 3, sendo este genotipo o observado
como circulante em populacdes suinas de outras regides endémicas e ndo-endémicas.

A demonstracao da circulagdo de amostras relacionadas em dois diferentes estados sugere
que, embora o Brasil seja um pais de dimensdes continentais, pode existir circulagdao
endémica de HEV nas granjas brasileiras.

O protocolo do PCR em tempo real demonstrou ser mais sensivel comparado aos
protocolos utilizados para RT-PCR e amplificacdo de regides parciais do genoma para as
amostras de bile e de soro humanas pesquisadas.

A técnica de PCR em tempo real realizada para detec¢do viral fornece informagdes sobre
a carga viral das amostras o que pode ser aplicado em futuros estudos de avaliagdo de
risco.

A sensibilidade da técnica de PCR em tempo real permite que esta metodologia seja
aplicada no rastreamento de amostras clinicas na vigilancia epidemioldgica de casos de
hepatite aguda ndo A-C ndo esclarecidos.

A presenca do HEV em amostras de animais dos abatedouros investigados demonstra que
embora disseminado em granjas comerciais, uma parcela de animais no abate estd com
infeccdo ativa pelo HEV podendo representar um risco para satide publica.

A presenca de animais sem sintomatologia e infectados pelo HEV aponta para
necessidade de novas consideracdes sobre os critérios de inspecdo para seguranga
alimentar.

A deteccdo do HEV em amostras de efluentes ndo tratados indica a possibilidade de
exposi¢ao direta ou indireta a este virus, além da apontar para necessidade de se
considerar o estabelecimento de sistemas de tratamento de efluentes de origem animal em

estabelecimentos comerciais.
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12.

13.

14.

15.

Os estudos realizados demonstraram pelas técnicas soroldgicas e moleculares aplicadas
que assim como em outras regides ndo endémicas, também no Brasil, os suinos podem
servir de reservatorios para o HEV.

A avaliagdo da resposta imune e a detec¢do do HEV RNA confirmaram o primeiro caso
autoctone humano de hepatite E no pais.

A caracterizacdo molecular classificou o HEV humano no genétipo 3 subtipo 3b, o
mesmo descrito em outros casos agudos esporadicos associados & transmissdo zoonotica
de outras regides nao-endémicas e também o das amostras de suinos e de efluente dos
outros estudos fortalecendo esta hipotese.

A caracterizagdo do primeiro caso humano de hepatite E no Brasil, revela a necessidade
de reavaliacdo do fluxograma de diagndstico estabelecido em Laboratérios de Referéncia
para pacientes com hepatite aguda ndo A-C, com o estabelecimento de testes de
diagnostico para hepatite E na rede publica e laboratorios de referéncia.

Os dados obtidos neste estudo demonstram a circulagdo do HEV nas areas investigadas.
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7 — PERSPECTIVAS

Os dados obtidos nesta tese confirmaram pela primeira vez a circulagdo do HEV no
Brasil. Pesquisas complementares serdo desenvolvidas para se verificar a infecciosidade e a
patogenicidade destes virus pelo estabelecimento de um sistema de cultivo celular para o
HEV e pela realiza¢do de um estudo de infec¢do experimental em primatas ndo-humanos.

Os estudos realizados nos estados do Rio de Janeiro e do Mato Grosso refletem uma
parcela de dados inéditos sobre a epidemiologia do HEV no Brasil, sendo necessario o
estabelecimento de colaboragdes interdisciplinares e interinstitucionais para a realizacdo de

novos estudos visando ampliar os dados epidemioldgicos da hepatite E no Brasil.
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