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RESUMO

A hepatite E é uma doenca aguda do figado, causada pelo virus da hepatite E (HEV). Este
virus € membro da familia Hepeviridae, cujo genoma consiste de uma fita simples de RNA
positivo envolto por um capsideo ndo envelopado. O HEV possui quatro genotipos (gendtipos
1-4), sendo os gendtipos 1 e 2 encontrados apenas em humanos, e 0S genotipos 3 e 4
considerados zoondticos. Os suinos parecem ser o principal reservatério animal para os
gendtipos zoonbticos, embora o virus tenha sido identificado também em outros animais.
Devido ao seu potencial zoondtico, a preocupacdo dos Orgdos de salde publica tem
aumentado com esta infec¢do. Objetivando avaliar a presenca do HEV em suinos confinados
e javalis livres, realizou-se ensaio imunoenzimatico (ELISA) para verificacdo da presenca de
IgG anti-HEV nesses animais. Do total de amostras analisadas, 100% das amostras de javalis
foram negativas para a presenca deste anticorpo, enquanto que 50% das amostras de suinos
domeésticos foram positivas. Embora métodos de diagnosticos tenham sido desenvolvidos e
aplicados na investigacdo da infecgdo pelo HEV suino, os Kits disponiveis sdo importados e
de alto custo para serem aplicados em pesquisa e na rotina de laboratorios. Objetivando
contribuir no desenvolvimento de ferramentas para 0 uso em diagndstico da hepatite E suina,
este trabalho também realizou a clonagem e expressdao em Escherichia coli de um segmento
do gene que codifica o capsideo do HEV. A proteina foi expressa e purificada, embora em
pequena quantidade. Esse trabalho € a primeira andlise sorologica da presenca do HEV
envolvendo suinos selvagens no Brasil. Os resultados obtidos confirmam a circulagdo desse
virus em rebanhos brasileiros, bem como a auséncia do mesmo na populacdo de javalis
selvagens estudada. Assim, esse trabalho alerta para o risco de transmissdo zoonotica,
contribui para estudos de epidemiologia do HEV no Brasil, e no desenvolvimento de
ferramentas para fins biotecnoldgicos no estudo da infeccdo pelo HEV.

Palavras-chave: hepatite E, suinos, expressao de proteina recombinante, diagnostico.



ABSTRACT

Hepatitis E is an acute liver disease caused by hepatitis E virus (HEV). This virus is a member
of family Hepeviridae, whose genome consists of a single-stranded RN A surrounded by a
non-enveloped capsid. The HEV has four genotypes (genotypes 1-4), the genotypes 1 and 2,
are found only found in humans, and genotypes 3 and 4 are considered as zoonotic. The pigs
appear to be the main animal reservoir for zoonotic genotypes, although the virus has been
identified in other animals. The concern of public health agencies with this infection has
increased considerably due to its zoonotic potential. To evaluate the presence of HEV in
confined pigs and wild boars, the enzyme immunoassay (ELISA) was used to identify anti-
HEV 1gG antibody in these animals. Among all samples in the present study, wild boar
samples were negative (100%) for the presence of this antibody, whereas 50% of domestic
pigs were positive. Although diagnostic methods have been developed and applied in the
investigation of swine HEV infection, the available kits are imported and expensive to be use
in research and routine laboratories. To contribute for the development of tools for diagnosis,
this work also performed the cloning and expression methods in Escherichia coli bacteria
system of a segment gene encoding the capsid HEV. The protein was expressed and purified
although in small quantities. This work is the first serologic report about the HEV in wild
boars from Brazil. These results confirm the circulation of HEV in Brazilian herds of
domestic pigs and demostrates that the virus is not circulating among wild boars. This study
shows that the risk of zoonotic transmission exist. Also, contributes to the HEV epidemiology
studies in Brazil and to the development of biotechnological tools in the HEV infection.

Keywords: hepatitis E, swine, expression of recombinant protein, diagnosis.
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1. INTRODUCAO

A hepatite E é uma doenca aguda do figado, cujas manifestac@es clinicas variam desde
a forma subclinica até a forma mais grave: a hepatite fulminante. O agente etioldgico dessa
infeccdo é o HEV (Hepatite E Virus), um virus de RNA fita simples, envolto por um capsideo
ndo envelopado. Este virus pertencente a familia Hepeviridae e apresenta 4 genotipos
principais: 0s gendtipos 1 e 2 estdo associados apenas a casos em humanos, enquanto que 0S
gendtipos 3 e 4 sdo considerados zoonbticos e responsaveis por infecces em humanos e em
Vvarias outras espécies de animais.

A primeira cepa do HEV encontrada em animais foi caracterizada em suinos por Meng
e colaboradores, em 1997. Desde entdo, diversas outras cepas tem sido descritas em suinos em
todo o mundo (Lu et al., 2006). Os suinos domésticos sdo conhecidos como um dos principais
reservatérios animal para os genotipos zoondticos do HEV (Sonoda et al., 2004).
Considerando a semelhanca taxondmica entre os suinos domésticos e os suinos selvagens
(javalis), estudos tem revelado que estes podem ser tdo suceptiveis ao HEV quanto 0s suinos
domesticos.

Devido ao seu potencial zoondtico, os 6rgdo de salde publica tem voltado sua atengéo
para a infeccdo pelo HEV, que pode ocorrer por meio do contato direto com animais
infectados, pela agua ou pelo consumo de alimentos contaminados. O HEV suino é comum
nas diversas categorias de producdo de suinos, especialmente na fase de crescimento,
reforcando a possibilidade de que suinos assintomaticos sejam, provavelmente, uma fonte de
infeccdo desse virus para humanos (Gardinali et al., 2012).

Este trabalho teve como objetivo verificar a prevaléncia de anticorpos 1gG anti-HEV
em suinos domésticos criados em sistema de confinamento, e em suinos selvagens capturados
de uma Unidade de Conservacdo Federal, em Santa Catarina (Brasil). Evidéncias sorologica e
molecular do HEV em suinos no Brasil foram relatadas por —dos Santos e colaboradores
(2009), confirmando a circulagdo do HEV em rebanhos suinos brasileiros. No entanto,
estudos envolvendo animais selvagens sdo mais dificeis de realizar devido a dificuldade na
obtencdo de amostras de animais de vida livre.

Estudos envolvendo diferentes populacdes animais sdo necessarios no sentido de
contribuir na investigagdo da epidemiologia da hepatite E, assim como na disseminagéo do

virus entre animais reservatorios. Contudo, pesquisas com esse objetivo sdo dificultadas pelo
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alto custo dos testes de diagnésticos disponiveis no mercado, uma vez que estes sdo
importados. Nesse contexto, faz-se necessario o desenvolvimento de testes para uso em
diagnostico que sejam economicamente acessiveis para serem utilizados na identificacdo do
HEV.

Embora estudos tenham demonstrado que a maioria dos animais atingem a idade de
abate ja imune a este virus, foirelatado que um namero significativo de animais apresentam
infeccdo atual em idade comercial, apesar de ndo apresentarem sinais clinicos ou
histopatoldgicos (dos Santos et al., 2009). A existéncia natural do HEV em suinos domésticos
e javalis, bem como em outras espécies animais, levanta preocupacdes de saude publica para
zoonose e seguranca alimentar (Meng, 2010b), alertando para a necessidade de uma inspegéo
mais eficaz, alem da inspecdo visual que é rotineiramente realizada nos animais e nas carcacas
oriundas de matadouros.

Métodos de diagnosticos tem sido desenvolvidos e aplicados na investigacdo da
infeccdo pelo HEV tanto em suinos como em humanos, todavia o desenvolvimento de
métodos que sejam mais sensiveis, especificos, simples, padronizados e de baixo custo se faz
necessario. Neste sentido, esse trabalho é a primeira analise sorologica da presenca do HEV
envolvendo suinos selvagens do Brasil, contribuindo na investigacdo da epidemiologia desse
virus no pais, assim como no desenvolvimento de ferramentas para uso em diagnostico da

hepatite E suina.
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2. OBJETIVOS

Realizar um estudo epidemiolégico envolvendo amostras de suinos domesticos e suinos

selvagens;

Amplificar um segmento da ORF2, que codifica o capsideo do virus da hepatite E suina;
Clonar o segmento do capsideo do HEV em vetor de expressao;
Expressar segmento da ORF2 em sistema procarioto;

Purificar a proteina recombinante para fins biotecnologicos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Hepatites Virais

As hepatites virais sdo doencas provocadas por diferentes agentes etioldgicos, sendo
0s principais designados por letras do alfabeto (virus A, virus B, virus C, virus D, e virus E).
Esses virus ttm em comum a predilecdo pelo figado, porém divergem quanto as formas de
transmissd@o e as consequéncias clinicas advindas da infecgdo, entretanto afetam milhdes de
pessoas em todo mundo, provocando hepatopatias agudas e cronicas e causando a morte
de cerca de 1,4 milhdes de pessoas a cadaano (PAHO, 2014). Hepatites virais tém grande
importancia para a sadude publica pelo namero de individuos atingidos e pela possibilidade de
complicacbes das formas agudas e crbnicas. Por isso, sdo doencas incluidas na lista de
notificacdo compulsdria e, portanto, todos 0s casos suspeitos devem ser notificados por um
profissional de saude e encaminhados ao 6rgdo responsavel pela vigilancia epidemiol6gica
municipal, regional, estadual ou federal (Guia de Vigilancia Epidemiol6gica, 2009).

No inicio da década de 1980, estudos de transmissdo humana demonstraram que casos
de hepatites ndo-A ndo-B (HNANB), de transmissdo entérica, eram causados por um novo
virus, que ficou conhecido como virus da hepatite E (Hepatite E Virus, HEV). A ocorréncia
de infeccdo por este virus tem sido bem documentada em todo o mundo, fazendo com que
esta doenca ndo seja mais considerada uma doenga de paises em desenvolvimento, mas como

uma virose de ampla distribuicdo geografica (Clemente-Casares et al., 2003).

3.2. Estrutura e Classificacdo do HEV.

O HEV é um virus pegqueno, com aproximadamente 27-34nm de diametro, ndo
envelopado e de simetria icosaédrica. Este virus é classificado na familia Hepeviridae, a qual
é composta apenas pelo género Hepevirus. Atualmente, neste género sdo reconhecidos quatro
gendtipos em mamiferos: 0s gendtipos 1 e 2 encontrados apenas em humanos, e 0s genotipos
3 e 4 encontrados em humanos e em animais, sendo estes considerados zoondticos. O
gendtipo 1 consiste em cepas epidémicas de paises em desenvolvimento da Asia e da Africa;
O gendtipo 2 foi encontrado no México e a na Africa; O gendtipo 3 é amplamente distribuido

emtodo o mundo e tem sido isolado de casos esporadicos de infeccdo aguda de Hepatite E em
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suinos nos Estados Unidos, em varios paises europeus e no Japdo. E o gendtipo 4 é

encontrado principalmente em paises asiaticos, oriundo de humanos e suinos (Meng et al

1998; Schlauder & Mushahwar, 2001; Lu et al., 2006; Lorenzo et al., 2007; Okamoto, 2007)

Uma cepa do HEV isolada de um frango com hepatoesplenomegalia tem sido sugerida

pertencer a um novo genétipo (genétipo 5) (Billam et al

., 2005). Em 2009, uma outra cepa

possivelmente variante do gendtipo 3 e capaz de infectar espécies susceptiveis (humanos

suinos, etc), foi caracterizada em coelhos de uma granja na China (Zhao et al., 2009)

Analisando 421 sequéncias disponiveis no Genbank, Lu e colaboradores (2006)
propuseram 5, 2, 10 e 7 diferentes subtipos para os respectivos gendtipos (1, 2, 3 e 4). A

maior variabilidade foi observada para os genotipos 3 e 4, cujos virus de origem humana e

animal foram caracterizados como relacionados, indicando uma fonte infecciosa comum. Na

figura abaixo, Meng (2010b) define os quatro gendtipos do HEV de mamiferos, com pelo

menos 24 subtipos (Figura 1).
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Fonte: Meng, 2010b.

baseada em 30 sequéncias gen6micas completas de
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3.3. Biologia Molecular do Virus

O genoma do HEV é composto de um RNA linear de cadeia simples, polaridade
positiva, com aproximadamente 7,2 kb (Figura 2). A regido codificante possue trés sequéncias
de leitura aberta (open reading frames — ORFs). A ORF1 tem tamanho aproximado de 5 kb, a
ORF2 mede aproximadamente 2 kb, e a OFR3, que estd sobreposta as outras ORFs, possue
apenas 123 aminoacidos. O RNA gendmico contém também pequenas regides ndo-traduzidas
(untranslated regions — UTRs) nas extermidades 5’ (26 nucleotideos) ¢ 3’ (68 nucleotideos),

que sdo capeadas e poliadeniladas, respectivamente (Santos et al., 2008).

ORF 3 (269 bases)
—

Cap Poly (A)
Met PCP “ X n RdRp Capsid 2
5

A F A

ORF 1 (~5 kb) ORF 2 (~2 kb)
UTR (27 nt) UTR (65 nt)

Figura 2 — Esquema do genoma do HEV. (Met = Metiltransferases; Y = Dominio Y; PCP = Proteases de
cisteina semelhantes a papaina; X = Dominio X; H = Helicase de RNA; RdRp = RNA Polimerase dependente
de RNA. Capsid = Capsideo.

Fonte: Kaba et al., 2013.

A ORF1, localizada na extremidade 5' do genoma, codifica poliproteinas virais ndo
estruturais que estdo envolvidas na replicagdo do virus. Vérios dominios funcionais
caracteristicos de metiltransferases, proteases de cisteina semelhantes a papaina, helicases e
RNA polimerases dependentes de RNA foram identificados nesta ORF. Os processos de
traducdo e pos-traducdo da poliproteina da ORF1 permanecem desconhecidos (Sehgal et al.,
2006).

A ORF2 é localizada na extremidade 3' do genoma e codifica a principal proteina do
capsideo viral, uma glicoproteina de aproximadamente 71-88 kDa que contém uma sequéncia
sinal para o reticulo endoplasmatico, e trés sitios de glicosilacdo. Graff e colaboradores, em
2005, demonstraram que as mutacGes nos sitios de glicosilagdo inibem a formacdo de
particulas virais infecciosas. Os aminoacidos (Leud77 e Leu613) da proteina do capsideo sdo

importantes na formagdo dos epitopos que induzem anticorpos neutralizantes (Zhang et al.,
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2008). Dois anticorpos monoclonais neutralizantes contra a proteina do capsideo reconhecem
epitopos situados entre os aminoacidos 578 e 607 (Schofield et al., 2000). Tem sido relatado
que homodimeros da proteina truncada do capsideo do HEV, E2 (segmento entre 0s
aminoacidos 394-606) e P239 (segmento entre 0s aminoacidos 368-606), contém
determinantes antigénicos dominantes que protegeram macacos rhesus imunizados contra a
infeccdo pelo HEV. A proteina do capsideo se liga ao RNA viral e desempenham papel
importante na encapsidacdo do genoma viral e formacao da particula viral (Surjit et al., 2004).

A ORF3 codifica uma fosfoproteina pequena que se encontra associada ao
citoesqueleto da celula (Zafrullah et al., 1997). A regido N-terminal desta fosfoproteina se
liga a0 RNA viral formando um complexo com a proteina do capsideo. A por¢do C-terminal
desta proteina é multifuncional e parece estar envolvida na morfogénese e patogénese do
virion (Tyagi et al., 2002; 2004; 2005). Os anticorpos monoclonais contra a proteina da ORF3
podem capturar particulas do HEV em sobrenadante de cultura e em soro, porém ndo em
fezes, sugerindo que a proteina da ORF3 esté presente na superficie do virus (Takahashi et al.,
2008). A proteina ORF3 mostrou ser responsavel pela liberacdo da particula viral em células
infectadas (Yamada et al., 2009). A ORF3 codifica uma proteina essencial para a
infectividade do virus in vivo (Graff et al., 2005), embora sua expressdo ndo seja necessaria

para a replicacdo viral, montagemdo virion, ou infec¢do in vitro (Emerson et al., 2006).

3.4. Epidemiologia: Distribuicdo Mundial e no Brasil

O virus da hepatite E foi descoberto em amostras de soro humano que haviam sido
estocadas de uma grande epidemia de hepatite viral aguda, ocorrida em Nova Delhi, india
(1955), a qual afetou 29.000 pessoas. Essa epidemia ocorreu apOs uma acidente de
contaminacdo de dgua potavel por esgotos, e inicialmente considerou-se ter sido causada pelo
virus da hepatite A (Hepatitis A virus, HAV). Contudo, estudos sorol6gicos mostraram que 0s
pacientes possuiam evidéncias sorolégicas de uma infecgcdo recente, e a epidemia ndo era
entdo causada pelo virus que se desconfiava. A doenca inicialmente descrita em indianos foi
entdo denominada de hepatite entérica ndo-A ndo-B, e apenas no inicio dos anos 90 foi
identificado o agente etiologico (Hepatitis E virus, HEV) e determinado a sequéncia do seu
genoma (Santos et al., 2008).

O desenvolvimento subsequente de testes soroldgicos mostrou que as infec¢des pelo

HEV foram endémicas em todos os paises tropicais e subtropicais, com epidemias periédicas
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relatadas a partir do subcontinente indiano, sudeste da Asia, Africa e México. Nessas regides,
a hepatite E ocorreu em grandes surtos que afetaram centenas a milhares de pessoas. Na india,
a infeccdo pelo HEV foi responsavel por 50% a 70% de todos os pacientes com hepatite viral
aguda. Um grande surto de hepatite E foi identificado na China (provincia de Xinjiang), em
1986-1988, e surtos menores foram observados no Oriente Médio, norte e oeste da Africa, e
América do Norte (México) (Krawczynski, 1993).

Onde os surtos ndo ocorreram, a doenca foi responsavel por menos de 1% dos casos
notificados de hepatite viral aguda, e estes casos de hepatite E quase sempre estavam
associados com viagens para regides endémicas. Casos esporadicos de hepatite E foram
observados em varios paises, incluindo Egito (Goldsmith et al., 1992), Hong Kong (Lok et
al., 1992), Senegal (Pillot et al., 1992) e Turquia (Coursaget et al., 1993). Entretando, nos
Estados Unidos (Kwo et al., 1997), Italia (Zanetti et al., 1999) e na Grécia (Schlauder et al.,
1999) casos isolados de hepatite E foram relatados em pacientes sem qualquer historico de
viagem.

Nos paises em desenvolvimento da Asia, Africa e América Latina a infeccdo pelo
HEV é considerada uma das principais causas de hepatite viral e ocorre tanto na forma
epidémica quanto na forma esporadica. A populacdo mais acometida é composta por jovens
adultos, homens, pacientes com doencas hepaticas cronicas e mulheres gravidas (Guthmann et
al., 2006; Martolia et al., 2009; Vivek et al., 2010). Ja nos paises desenvolvidos, casos de
hepatite E ocorrem esporadicamente, apesar de aglomerados de casos agudos terem sido
relatados. A populacdo afetada por infeccdo pelo HEV nessas regifes € composta por idosos,
homens, doentes imunocomprometidos e pacientes com doencas hepaticas cronicas,
apresentando uma taxa de mortalidade alta, de 2-13% (Peron et al., 2007; Takeda et al., 2010;
Lewis et al., 2010).

A presenca do HEV na América Latina foi evidenciada pela investigacdo da
prevaléncia por deteccdo de marcadores sorologicos. Na Bolivia, uma pesquisa realizada por
Konomi e colaboradores (1999) com 574 doadores de sangue sadios, demonstrou uma
prevaléncia de 16,2% de 1gG anti-HEV e de 1,7% para IgM. Ibarra e colaboradores, em 1997,
realizaram um estudo envolvendo trés cidades chilenas, com um total de 1.773 pessoas, e
demonstraram anticorpos anti-HEV em 8% dos doadores de sangue, 12,5% dos trabalhadores
da saude, 7,5% dos presidiarios, e 17% em indigenas. Este estudo revelou que o HEV
constitui infeccdo endémica no sul do Chile, acometendo grupos étnicos e populacdes de

baixo nivel sociocultural.
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No Uruguai, de 252 doadores de sangue examinados, notou-se uma prevaléncia do
anti-HEV de 1,2% (Cruells et al., 1997). Na Nicaragua, a prevaléncia em individuos sadios
variou de 4,6% a 8% (Perez et al., 1996). No Brasil, casos esporadicos foram relatados, sendo
0s trés primeiros registrados em Salvador/BA (Parana et. al., 1995). No Mato Grosso (BR),
em 1995, foram descritos casos de infeccdo pelo virus E em um grupo de mineiros que
moravam em acampamentos com condi¢fes sanitarias precarias (Pang et al., 1995). Os
primeiros casos de hepatite aguda pelo HEV na AmazOnia Brasileira foram relatados em
1997, durante investigacao de surto de hepatite em uma vila da regido (Souto et al., 1997).

Em Campinas (S&o Paulo/BR), avaliou-se a prevaléncia de anticorpos I1gG anti-HEV
em 205 doadores de sangue sadios, em 214 mulheres em risco para HIV (virus da
imunodeficiéncia humana) e em 170 empregados do Hospital de Campinas. Os resultados
demonstraram 3% de soro-positividade para o primeiro grupo, 17,7 % em mulheres em risco
parao HIV, e de 2,6% em funcionarios do hospital. Esse estudo revelou também uma elevada
prevaléncia de anti-HEV no grupo de empregados da higienizagdo do hospital, cuja taxa
alcancou 13,2% (Goncales et al., 2000). Em 2011, num estudo retrospectivo realizado no Rio
de Janeiro (BR), avaliou-se a prevaléncia da doenca em diferentes grupos de risco. Foi
encontrado 1gG anti-HEV em 2,1% dos pacientes com hepatite aguda ndo B e ndo C; 6,2%
dos pacientes em hemodidlise crénica; 4,3% dos doadores de sangue; 11,8% dos usuarios de
drogas injetaveis e em 1% das mulheres gravidas (Trinta et al., 2001).

O Ministério da Saude do Brasil disponibiliza 0 nimero de casos confirmados de
hepatite E no pais apenas entre 0s anos de 1999 a 2011, somando-se um total de 967 casos. A
regido Sudeste possui 0 maior numero, com 470 (48,6%) e, na sequéncia, encontram-se as
regides Nordeste (173 casos), Sul (130 casos), Norte (106 casos) e Centro-Oeste (88 casos). O
estado de Sdo Paulo apresenta 36,5% (353 casos) de todos os casos confirmados no pais
(Ministério da Saude, 2012). Entre as mortes atribuidas especificamente a hepatite E no
Brasil, registrou-se 51 ébitos (SIM, 2012).

3.5. Transmissdo e Infec¢do Zoonotica

A hepatite E é transmitida principalmente por via fecal-oral. A 4gua é considerada o
principal meio de transmissdo do HEV, pois pode ser contaminada por dejetos humanos e de
animais, fazendo com que o virus se dissemine rapidamente. A transmissdo entre pessoas é

incomum e ndo ha evidéncia de transmissdo sexual. Até 0 momento, quatro grandes rotas de
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transmissdo foram relatadas: pela agua, a transmissdo zoonética por alimentos e ndo por
alimentos (contato direto com animais), transmissdo sanguinea e a vertical (Kaba et al., 2013).
Grandes epidemias ocorreram em paises tropicais e subtropicais, em que milhares de pessoas
desenvolveram hepatite aguda ap0s a ingestdo de dgua contaminada (Mushahwar et al., 1993;
Bile et al., 1994).

Uma epidemia fluvial bem documentada foi investigada na Soméalia (inicio de 1988),
onde um aumento da incidéncia de hepatite aguda foi observado em aldeias ao longo do rio
Shebeli, na regido da Baixa Shebeli. Tal evento representou uma grande epidemia que durou
até final de 1989. Em pesquisa envolvendo 142 aldeias, com uma populagdo de 245.312
pessoas, 11.413 casos ictéricos foram registrados, dos quais 146 individuos morreram. O
papel etioldgico do HEV nesta epidemia foi comprovado pela demonstracdo de anticorpo
anti-HEV em 128, de 145 casos da amostra, como um sinal de infecgdo recente pelo virus. O
pico da epidemia coinscidiu coma subida do nivel do rio durante a precipitacdo, o que sugere
que o0 virus estava na dgua. A taxa de infeccdo foi maior (6,0%) em aldeias abastecidas com
agua do rio, enquanto que um numero menor de casos foram registrados em aldeias que
dependiam de pogos ou lagoas para seu abastecimento de &gua, 1,7% e 1,2%, respectivamente
(Mushahwar, 2008).

Pesquisas tem revelado a possibilidade de alguns animais servirem como
reservatérios do HEV. Em 1997, a primeira linhagem animal do HEV suino foi identificada e
caracterizada a partir de suinos, nos Estados Unidos (Meng et al., 1997). Cepas humanas de
areas ndo-endémicas demostraram ter relacdo filogenética com cepas autoctones de suinos,
evidenciando que estes podem desempenhar um papel de reservatorio da infeccdo (Clemente-
Casares et al., 2003). Outros animais como veados (Tei et al., 2003), javalis (Sonoda et al.,
2004), galinhas (Payne et al., 1999; Hagshenas et al., 2001) e outras aves (Nakamura et al.,
2006), coelhos (Zhao et al., 2009), ratos (Johne et al., 2010), trutas (Batts et al., 2011),
morcegos (Drexler et al., 2012), bovinos (Hu & Ma, 2010) e ovelhas (Wang & Ma, 2010)
foram relatados como reservatdrios animais do HEV. Evidéncias sorologicas de infeccdo por
este virus tambem foram relatadas em outras espécies animais, incluindo macacos rhesus
(Tsariev et al., 1995), cdes (Arankalle et al., 2001; Liu et al., 2009), gatos (Kuno et al., 2003)
e cabras (Shukla et al., 2007; Peralta et al., 2009; Geng et al., 2010).

A analise de amostras mais antigas de suinos mostrou que o HEV tem circulado em
populacBes de suinos na Espanha e na india pelo menos desde 1985 (Casas et al., 2009). No
Brasil, o virus da hepatite E suina foi isolado pela primeira vez a partir de amostras de fezes

de suinos do estado de Séo Paulo (Paiva et al., 2007). A primeira evidéncia molecular de
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infeccdo pelo HEV em rebanhos suinos brasileiros foi detectada por -dos Santos e
colaboradores em 2009. O primeiro relato de infeccdo autdctone humana pelo HEV registrado
no Brasil foi em 2010, ap6s estudo envolvendo amostras de pacientes do Grupo de
Atendimento para Hepatites Virais (dos Santos et al., 2010). Desde entdo, varios estudos tem
demonstrado a presenga do HEV em rebanhos suinos brasileiros e a prevaléncia de anticorpos
contra 0 HEV em humanos (dos Santos et al., 2010; 2011; Souza et al., 2012; da Silva et al.,
2012; Gardinali et al., 2012).

Suinos sdo geralmente positivos para a presenca do RNA do HEV quando sdo jovens
(2-3meses), mas alta prevaléncia também foi relatada em estudos realizados com suinos mais
velhos, na fase de abate (Wilhelm et al., 2011; Kaba et al., 2009, 2011; Nakai et al., 2006).
Do mesmo modo, a deteccdo de anticorpos anti-HEV em suinos varia com a idade. A maioria
dos suinos com menos de 2 meses sdo anti-HEV negativos, enquanto que a maioria dos suinos
com mais de trés meses sdo soropositivos (Nakai et al., 2006; Pavio et al., 2010). Vitral e
colaboradores (2005) demonstraram que suinos com cerca de 20 semanas de idade, que é a
idade de abate no Brasil, sdo mais soropositivos para 1gG anti-HEV, sugerindo que o HEV
pode se disseminar no meio do rebanho comercial.

Uma avaliacdo feita a partir de amostras de figado e bile de suinos abatidos na regido
oeste do Parana, demonstrou que animais considerados saudaveis podem ser uma fonte de
infeccdo do HEV (Gardinali et al., 2012). Isso corrobora com a pesquisa de -dos Santos e
colaboradores (2009) que demonstraram que embora a maioria dos animais atinjam a idade
de abate ja imune ao HEV, um ndmero significativo deles apresentam infec¢cdo nesta idade e
ndo apresentam sinais clinicos ou histopatoldgicos.

Pesquisa realizada nos Estados Unidos revelou que aproximadamente 23% dos
veterinarios que trabalham com suinos foram positivos para 1gG anti-HEV, em comparagdo
com apenas 17% de doadores de sangue normais. Os veterinarios que participaram desta
pesquisa, e que relataram terem sofrido acidentes envolvendo ferimentos com agulha durante
a execucdo de procedimentos em suinos, apresentaram cerca de 1,9 vezes mais chances de
serem soropositivos do que aqueles que ndo sofreram nenhum tipo de acidente envolvendo
perfuro-cortante (Meng et al., 2002).

Além disso, pesquisas tem revelado que individuos de regibes tradicionalmente
produtoras de suinos sdo mais propensos a serem soropositivos ao HEV do que os individuos
de regides ndo produtoras. Por exemplo, na Moldavia, investigaram a presenca de anticorpos
IgG anti-HEV em 264 agricultores produtores de suinos juntamente com 255 controles, e

descobriram que aproximadamente 51% dos produtores de suinos foram positivos em
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comparacdo com apenas 25% dos individuos controles (Drobeniuc et al., 2001). Withers e
colaboradores (2002) também relataram que trabalhadores de suinos da Carolina do Norte
tiveram uma taxa de prevaléncia de 1gG anti-HEV 4,5 vezes maior do que os individuos
controles.

Essas evidéncias caracterizama hepatite E como uma doenc¢a zoonotica, aumentando a
preocupacdo dos Orgdos de salde publica para esta infeccdo, seja por meio de contato direto
com animais infectados, ou pelo consumo de dgua e alimentos contaminados pelos genotipos
zoonGticos (Meng et al., 2009, 2010a , 2010b; Pavio et al., 2010). A evidéncia mais forte de
transmissdo zoonotica do HEV vem de estudos realizados no Japéo, no qual a infecgdo foi
associada ao consumo de carne mal cozida de veado e javali. Neste estudo, seqiiéncias
gendmicas dos virus, isoladas das amostras de carnes congeladas e de amostras dos pacientes
infectados com o HEV, se mostraram idénticas (Li et al., 2005; Pavio & Mansuy, 2010).

Em estudo realizado na Indonésia, Surya e colaboradores (2005) ja haviam verificado
um aumento significativo da soroprevaléncia anti-HEV em povos hindu, os quais consomem
carne suina, comparado com pessoas mugulmanas, que ndo consomem esse tipo de carne.
Outra evidéncia da transmissdo zoonética do HEV é através do consumo de alimentos
derivados de suinos, crus ou mal cozidos, comprados em supermercados (Colson et al., 2010;
Miyashita et al., 2012). Sequéncias genémicas do HEV recuperados a partir de figados e
embutidos de carne suina, vendidos comercialmente, foram semelhantes ou idénticas com as
sequéncias gendmicas de cepas isoladas a partir de amostras de pacientes infectados com este
virus (Wilhelm et al., 2011).

Apesar da percepcdo de que infeccGes entéricas sdo geralmente relacionadas a
produtos de origem animal (Sivapalasingam et al., 2003), Brassard e colaboradores (2012)
investigou a presenca de virus humanos e zoon6ticos em morangos cultivados em campo, e
verificou que das 60 amostras de morangos analisadas, 16 foram positivas para NoV Gl
(Norovirus Geno6tipo 1), 2 amostras positivas para rotavirus humano, e 1 amostra foi positiva
para 0 HEV suino. A agua de irrigagdo foi suspeita como a origemda contaminagdo, uma vez
que os frutos ndo estavam em contato com dejetos, mas apenas com fertilizantes minerais, e
as medidas de assepsia foram aplicadas com rigor para evitar a contaminagdo durante a
amostragem.

Recentemente, em Quebec, uma equipe de pesquisa na area de gastroenterologia
demonstrou uma alta prevaléncia do HEV nos receptores pediatricos de 6rgdos (pacientes
pediatricos/criancas que receberam transplante de algum 06rgédo), os quais desenvolveram

hepatite cronica causada pelo HEV (genotipo 3). Os autores desse estudo sugerem potencial
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de transmissdo zoondtica do virus através dos alimentos fornecidos as criangas
imunodeprimidas (Halac et al.,, 2012). Também foi relatado que os individuos com
comprometimento do sistema imune, incluindo criangas, idosos, mulheres gravidas e pessoas
infectadas pelo HIV (Human Immunodeficiency Virus), sdo mais suscetiveis a tais infecgdes
mesmo que baixos niveis de virus entéricos estejam presentes no ambiente ou na comida
(Rodriguez-Lazaro et al., 2012)

Diante do exposto, certas praticas agricolas, como o uso de agua de fonte nédo
confiavel para irrigacdo ou o0 uso de dejeto animal para adubacdo, também podem ter impacto
sobre a seguranca dos produtos horticolas. Como o0s virus entéricos e hepaticos sdo
persistentes no ambiente, eles podem contaminar a agua apOs eventos de chuva, e
consequentemente resultar na contaminacédo de plantacées (Tyrrel et al., 2003). A deteccédo do
HEV em produtos industrializados e produtos agricolas abre caminho para a investigagdo
epidemiologica em outras possiveis fontes de contaminacdo que poderiam explicar o0 aumento
de casos autoctones de hepatite causada pelo HEV gen6tipo 3 em paises onde a doencga ndo é

endémica (Lewis et al., 2010).

3.6. A Infecgdo em Humanos e Animais

Em humanos, a hepatite E pode ser assintomatica ou sintomatica com caracteristicas
clinicas de uma hepatite aguda, podendo o paciente apresentar ictericia, nduseas, dor
abdominal, vdmito e febre. Assim como a hepatite A, a hepatite E é considerada benigna por
normalmente ndo evoluir para a forma cronica da doenca, porém em sua forma mais grave
(hepatite fulminante) causa coagulagdo intravascular disseminada e alta letalidade (Foccacia
et al., 2006). Em pacientes gravemente imunocomprometidos, ha registros da evolucdo da
doenca para a cronicidade e cirrose (Kamar et al., 2008; Gerolami et al., 2008; Colson et al.,
2009; 2011; Mallet et al., 2010; Dalton et al., 2009; Kaba et al., 2011). O nivel de
mortalidade associado com infeccdo pelo HEV (1-4%) é maior que pelo virus da hepatite A
(0,1-2%). Pacientes com doenca hepética crénica, imunodeprimidos e transplantados de
figado, pancreas e rim também apresentam mortalidade alta (de até 67%) quando se infectam
como HEV (Ramachandran et al., 2004; Abravanael-Legrand et al., 2010). Mais importante,
no entanto, é a gravidade da hepatite E em mulheres gravidas, cuja mortalidade aumenta com

o0 tempo de gestacdo e pode chegar a até 20% (Santos et al., 2008).
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N&o hd relato de que outros virus da hepatite possam causar taxa tdo alta de
mortalidade em mulheres gravidas. A causa dessa alta taxa ainda ndo é bem conhecida,
especulando-se gque esteja associada a alteragcBes imunoldgicas e hormonais que envolvem o
periodo gestacional (Pal et al., 2005). Um estudo realizado com o objetivo de comparar
mulheres gravidas e ndo gravidas com hepatite viral aguda relatou que a viremia pelo HEV
parece ser mais prolongada nas mulheres gravidas, sugerindo novas avaliacGes sobre essa
observacédo (Begum et al., 2009).

A patogénese do HEV é pouco conhecida. Acredita-se que o0 virus entra no hospedeiro
pela via oral, e que o local primario de replicacdo do virus seja no trato intestinal. Nos
hepatdcitos, o virus se replica no citoplasma das células infectadas e é liberado na bile e no
sangue (Halbur et al., 2001). O HEV pode ser detectado no sangue por uma a duas semanas, e
nas fezes por trés a quatro semanas. As respostas especificas mediadas por imunoglobulinas
IgM e 1gG ocorrem no inicio da doenga, normalmente concomitante ao inicio dos sintomas
clinicos. O anticorpo IgM atinge o pico durante a fase sintomatica e desaparece depois de
alguns meses. A imunoglobulina G (1gG) persiste, mas decai de titulo rapidamente logo ap6s
a infeccdo, porém pode ser detectada por 2 até 14 anos apos a infeccdo (Figura 3; Santos et
al., 2008).

Viremia ~ 1-2 semanas

__ HEV nas fezes ~ 3-4 semanas

[ ! ctericia ~ 3-4 semanas

IgG

Semanas

Inicio dos sintomas

Figura 3 - Eventos clinicos e sorolégicos da hepatite E. (IgM e IgG = Anticorpos; ALT = alanina-
aminotransferase).
Fonte: Santos et al., 2008.
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Tal como nos seres humanos, a hepatite E em suinos é transmitida principalmente pela
via fecal-oral ou por contacto direto com animais infectados (Kasorndorkbua et al., 2004).
Sabe-se que intestino delgado, c6lon, figado e nddulos linfaticos sdo os lugares onde o virus
se replica nos suinos (Williams et al., 2001); no entanto, a patogénese do HEV nesses animais
ainda ndo é bem caracterizada. Uma vez que o suino é infectado, o virus pode ser detectado
nas fezes apos 2-3 semanas, podendo durar até 7 semanas, com prevaléncia de no maximo 16
semanas (Fernandez-Barredo et al., 2006).

A maioria dos estudos envolvendo suinos infectados naturalmente pelo HEV tem sido
focada na prevaléncia da infeccdo viral e na soroprevaléncia em animais de diferentes grupos
etarios. De Deus e colaboradores (2008) demonstraram a dinamica de infeccdo do HEV
envolvendo suinos de 1 a 22 semanas de idade, relatando que anticorpos 1gG duraram nos
animais com até 9 semanas de vida, e anticorpos IgA foram detectados apenas em leitdes com
1 semana. Nenhum dos leitdes foram positivos para anticorpos IgM antes de 12 semanas de
idade. Quando os anticorpos maternos desapareceram, os leitdes foram infectados novamente

pelo virus e desenvolveram uma resposta sorologica detectavel (Figura 4).
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Figura 4 - Anticorpos (IgG, IgMe IgA) e curva cinética da viremia do HEV . Porcentagem de amostras
positivas versus idade dos animais (em semanas) (n = nimero de animais analisados; Lactentes, Creche,
Crescimento-terminagdo = grupos etarios emsistema intensivo de criagdo; Percentage = porcentagem).
Fonte: De Deus et al., 2008 (adaptado).

Entre todos os principais virus das hepatites conhecidos (A, B, C e D), o virus da
hepatite E tem a particularidade de ser o Unico com reservatério em animais (Pavio et al.,

2010). A primeira cepa do HEV encontrada em animais foi caracterizada em suinos (Meng et
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al., 1997). Desde entdo, diversas outras cepas temsido descritas, isoladas de suinos em todo o
mundo. Manifestacdes clinicas ndo sdo observadas nesses animais, sugerindo que a infeccéo

neles também seja assintoméatica (Pavio & Mansuy, 2010).

3.7. Diagndstico

Os primeiros metodos utilizados para o diagndstico de infeccdo pelo HEV foram a
imunoeletromicroscopia (IEM) e os ensaios de immunoblot com anticorpos fluorescentes,
porém os dois métodos mostraram-se trabalhosos e com baixa sensibilidade (Foccacia et al.,
2006). Testes soroldgicos e moleculares foram desenvolvidos tanto para fins diagndsticos
guanto epidemioldgicos. Os ensaios sorologicos sdo utilizados para a deteccdo de anticorpos
contra 0 HEV (IgA, I1gM e 1gG), e os testes moleculares para detectar, no soro, na bile e/ou
em fezes, 0 RNA viral. Estes ensaios permitem a diferencia¢do entre uma infeccao recente ou
em curso, facilitando o diagnéstico (Mushahwar, 2008).

Os ensaios de RT-PCR convencional e em tempo real ttém sido utilizados para detectar
RNA do HEV em amostras clinicas e parecem ser mais sensiveis que a sorologia para o
diagnostico da hepatite E (El-Sayed et al., 2006; Jothikumar et al., 2006; Lin et al., 2011).
Excluindo uma possivel contaminagdo, um resultado positivo é a prova de uma infeccdo ativa
pelo virus, e permite um estudo mais aprofundado quando realizado sequénciamento e
genotipagem.

Tanto para humanos quanto para animais, o diagnéstico da infeccdo pelo HEV baseia-
se, portanto, na demonstracdo de 1gM especifica, no aumento dos niveis de 1gG, e na detec¢do
do RNA viral. A definicdo de um caso de hepatite E aguda de um paciente é determinada por
uma ou mais dessas condi¢des, acompanhada por uma concentracdo elevada de transaminases
no soro (Dalton et al., 2007).

Para humanos, outra estratégia inclue sorologia para IgA e confirmacdo por EIA
(Ensaio Imuno-Enzimatico) positivo com um ensaio de immunoblot, embora isso produza
alguns resultados duvidosos (Herremans et al., 2007). Um estudo comparativo utilizando 12
testes de EIA, disponiveis no mercado, foi realizado em 1998 por Mast e colaboradores. Esse
trabalho envolveu uma coorte de amostras de soro codificadas, e os testes analisados
empregavam proteinas recombinantes do HEV ou peptideos sintéticos, os quais diferiam em
tamanho, regido correspondente no genoma, e regido geografica. Os resultados desse estudo
demonstraram que a sensibilidade desses testes variou de 17-100%, e a concordancia nos

resultados variou de 41-94%.
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Atualmente, kits comerciais de ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) e
immunoblot estdo disponiveis para o diagndstico da hepatite E em humanos. Esses Kits sdo
baseados em curtos fragmentos da ORF2 e ORF3 dos gendtipos 1 e 2, mas tem baixa
sensibilidade para detectar infecgdes com cepas do gendtipo 3 (gendtipo mais prevalente em
suinos e humanos de paises industrializados). Apesar desses kits serem especificos para
detectarem anticorpos anti-HEV em soro e plasma humanos, estudos soroepidemiol6gicos sdo
complicados pelo fato dos diferentes testes de ELISA serem amplamente variaveis quanto a
sensibilidade e especificidade, sendo necessario a combinacéo de ELISA e immunoblot para o
diagnostico da infeccdo (Herremans et al., 2007).

A importancia do diagndstico do HEV em suinos tem sido subestimada, uma vez que
animais infectados permanecem clinicamente normais (Halbur et al., 2001). Em medicina
veterinaria, apenas o teste ELISA é normalmente aplicado como teste de triagem em grandes
populacdes suinas, todavia os Kits para ELISA em suinos sdo muito caros para serem
aplicados em pesquisa e/ou na rotina de testes em laboratorios. Ainda ndo existe um teste de
immunoblot de referéncia para deteccdo de anticorpos contra HEV suino, entretanto Thiry e
colaboradores (2014) adaptou um teste humano para utilizacdo em suinos, em um estudo de
soroprevalencia realizado na Bélgica.

A concordancia e sensibilidade de alguns ensaios para deteccao de infeccdo pelo HEV
é baixa, possivelmente devido ao uso de antigenos derivados da ORF3, a regido mais variavel
do genoma, na confec¢do de alguns Kits (Mast et al., 1998). Embora métodos de diagndsticos
tenham sido desenvolvidos e aplicados na investigacdo da infeccdo pelo HEV, o
desenvolvimento de métodos que sejam sensiveis, especificos, simples, padronizados e de

baixo custo se faz necessario.

3.8. Tratamento e Profilaxia

No tratamento da hepatite E recomenda-se repouso até a normalizacdo das
transaminases, liberando progressivamente o paciente para atividades fisicas. O tratamento
também envolve uma dieta pobre em alimentos gordurosos e a auséncia total de bebidas
alcodlicas. Nao ha evidéncias de que as drogas que possuem capacidade de inibir a replicacdo
viral in vitro (cianidanol 3, ribavirina, isoprinosina) sejam eficazes nas hepatites agudas. Em
pacientes transplantados, ha relatos de tratamento com interferon peguilado resultando numa

resposta satisfatoria em 4 dos 5 casos estudados (Haagsma et al, 2010; Kamar et al., 2010).
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Um possivel desenvolvimento futuro de terapia antiviral contra o HEV seria baseado
na caracterizacdo bioguimica e estrutural das proteinas ndo-estruturais desse virus (proteases,
helicases e replicases) e desenvolvimento de inibidores potenciais destas proteinas. Esse tipo
de drogas ja estd em uso clinico para outras infeccbes e poderia ser usado também para o
desenvolvimento de novas terapias no tratamento da infeccdo pelo virus da hepatite E
(Rodriguez-Frias et al., 2012).

Uma vez que a contaminagdo de agua potavel com material fecal é a principal forma
de transmissdo do HEV, as medidas principais de prevencdo desta infecgdo sdo saneamento e
adequacdo na distribuicdo da agua potavel, assim como medidas de educacdo em higiene
pessoal para a populacdo. Também é importante a manipulacdo correta dos alimentos em
geral, e evitar o consumo de carne crua ou mal cozida. O HEV suino (gendtipo 3 ou 4) pode
infectar principalmente os grupos que trabalham com suinos, onde a principal prevencao € a
lavagem das mdos durante e apos o trabalho (Fitzsimons et al., 2010). Nesse sentido, uma
vacina para o HEV aplicada em suinos ajudaria na prevencéo da infecgdo em humanos (Meng
et al,, 2010Db).

Em dezembro de 2011, uma vacina para humanos (HEV 239) contra o HEV foi
aprovada pelo Ministério da Ciéncia e Tecnologia Chinés, a qual é vendida como Hecolin®
pela Xiamen Innovax Biotech Company, Ltd. O principio ativo desta vacina é um peptideo
recombinante do HEV genotipol (correspondente aos aminoacidos 368-606 da ORF2 —
regido imunogénica da proteina E2), expresso em uma cepa da bactéria Escherichia coli, que
guando injetado em seres humanos estimula o sistema imunolégico do organismo contra o
virus da hepatite E (Li, S.W. et al., 2005). Embora a China produza esta vacina e disponibilize
para a populacdo menor de 30 anos e grupos considerados de risco para adquirir a doencga, a
Hecolin® ndo esta disponivel a nivel mundial. Tal fato reforca a necessidade de um controle
adequado da cadeia de transmissdo no domicilio e na comunidade, bem como entre grupos

vulneraveis.
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4. METODOLOGIA

4.1. Estudo Epidemiologico

4.1.1. Populacdo Estudada:

Foram recebidas 32 amostras de soro de suinos domésticos (Sus scrofa domesticus),
oriundas de matrizes (fémeas reprodutoras) de descarte, estando a maioria com mais de dois
anos de idade. A coleta do sangue foi por puncdo na veia cava cranial. Esses animais
pertenciam a uma granja localizada na regido oeste de Santa Catarina. Aléem das amostras de
suinos domésticos, foram recebidas 68 amostras de soro de javalis (Sus scrofa scrofa), sendo
aproximadamente 70% machos e 30% fémeas, de diversas idades, estando em sua maioria em
fase reprodutiva. Esses animais haviam sido abatidos com armas de fogo, e a coleta de sangue
ocorreu post mortem, direto da area da incisdo dos vasos do pescoco. Os javalis eram de vida
livre, procedentes de uma Unidade de Conservacdo Federal em Santa Catarina e imediacGes,
regido préxima a fronteira com o Parana.

As amostras envolvidas nesse estudo foram cedidas gentilmente pela Dra. Virginia

Santiago Silva, pesquisadora da EMPRAPA Suinos e Aves, Santa Catarina, Brasil.

4.1.2. Fase Laboratorial:

Para estimar a prevaléncia de anticorpos contra o virus da hepatite E nas amostras de
soro dos suinos desse estudo, utilizou-se do kit PrioCHECK® HEV Ab (PRIONICS). Trata-
se de um ensaio imunoenzimatico (ELISA) do tipo Captura Direto, baseado em antigenos da
ORF2 e ORF3 do HEV gendtipos 1 e 3, para verificacdo da presenca de 1gG anti-HEV.

O ensaio foi realizado em duplicata, seguindo as instrucdes do fabricante, cumprindo
quatro etapas basicas (descritas abaixo). Como controles, foram utilizados controles reativo
(contendo anticorpos 1gG especificos para HEV) e ndo reativo, inclusos no Kit.

Etapa 1 - Preparacdo das amostras e Primeira Incubagdo: As amostras de soro foram
diluidas em uma solucdo tampédo e posteriormente colocadas nos pogos das microplacas, 0s
quais estavam revestidos com antigenos do HEV. O tempo de incubacdo foi de 60 minutos a
37°C. Nessa etapa, 0s anticorpos especificos presentes na amostra, se unem aos antigenos

imobilizados. Posteriormente, os pocos foram lavados para remocao de materiais ndo- ligados.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Sus_scrofa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sus_domesticus
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sus_scrofa
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Etapa 2 — Segunda Incubacdo das Amostras: Apos lavagem dos pog¢os, um anticorpo
monoclonal anti-1gG suino, marcado com peroxidase, foi adicionado aos mesmos, ficando sob
incubacdo por 30 minutos a 37°C. Este anticorpo marcado reconhece os complexos antigeno-
anticorpo. Apo0s esse periodo de incubacdo, os pogos foram novamente lavados para remocgéo
das ligacdes ndo-especificas.

Etapa 3 - Incubacdo do Conjugado: Apoés lavagem, uma solucdo de substrato contendo
TMB (Tetrametilbenzidina) foi adicionada em cada pogo e a placa foi incubada por 30
minutos a 22°C, coberta com papel aluminio e mantida em ambiente escuro. A presenca de
reacdo deste substrato com a enzima peroxidase resulta em uma mudanca de cor.

Etapa 4 - Deteccdo de Anticorpos: A reacdo foi entdo interrompida, apds incubacéo,
pela adicdo da Solucédo Stop. A intensidade da cor (amarela), que é proporcional a quantidade
de anticorpos presentes na amostra, foi entdo medida espectrofotometricamente em filtro de
450nm.

4.1.3. Interpretacdo do Ensaio:

Amostras com valores de absorbancia inferiores ao ponto de corte (Cut off ) foram
consideradas ndo reativas (Amostras negativas para a presenca de 1gG anti-HEV). Amostras
com valores de absorbancia iguais ou muito proximas ao ponto de corte foram consideradas
inicialmente reativas, e foram retestadas. Amostras com valores de absorbancia superiores ao

ponto de corte foram consideradas positivas para a presenca de 1gG anti-HEV.

4.2. Desenvolvimento de Ferramentas para uso em Diagnostico

4.2.1. Obtencéo do RNA Viral

O RNA Viral (RNAV) do HEV foi extraido de uma amostra de fezes suina, oriunda de
um animal naturalmente infectado com o HEV suino. Esta amostra foi cedida gentilmente
pelo Dr. Marcelo Alves Pinto (FIOCRUZ/RJ). O processo de extracdo do RNAVv foi realizado
utilizando TRIzol Reagente (INVITROGEN), seguindo as instrucées do fabricante.
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4.2.2. Amplificagdo do Segmento Génico do Capsideo do HEV suino

Apos a extracdo do RNAv, foi realizada uma reacdo de nested RT-PCR (Transcricao
Reversa e Reacdo em Cadeia da Polimerase em “nested”), objetivando amplificar uma regiao
da ORF2 do genoma viral.

A transcricdo reversa e a primeira PCR foram realizadas em um Unico passo (One
Step), utilizando o kit Access RT-PCR system (PROMEGA), conforme instrucbes do
fabricante, resultando na amplificacdo de um fragmento de 813 pares de bases (pb). As

sequéncias dos oligonucleotideos utilizados séo citadas na tabela 1.

Tabela 1 — Oligonucleotideos externos utilizados na amplificagdo do gene da ORF2 do HEV.

Primer Orientacéo Sequéncia
813 Forward 5-TCCCCGCTTACATCATCTGTTGC-%
814 Reverse 5-CTTTACTGTTGGCTCGCCATTGG-3"

A Transcrigdo Reversa ocorreu a 45°C por 45 minutos. Em seguida, a temperatura foi
elevada para 94°C por 2 minutos, para que ocorresse a inativagdo da enzima Transcriptase
Reversa. Foram programados 40 ciclos de amplificacdo da PCR: desnaturacdo a 94°C por 30
segundos; anelamento dos oligonucleodideos a 55°C por 1 minuto; extensdo a 68°C por 2
minutos. Seguido no final por uma extensdo a 68°C por 7 minutos.

Na segunda PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) — PCR2, 3pL do produto da
primeira PCR foi diluido em agua ultra pura nas proporgdes de 1:50 e 1:100 e depois 3L do
produto desta primeira reagdo foram adicionados ao MIX da segunda reacdo, a qual teve um
volume final de 20uL, contendo: 4L do 5X Phusion Buffer, 0,4uL dNTPs 10mM, 0,2uL da
Enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polimerase (Invitrogen), 8,4uL de Agua ultra pura,
2L do Primer Forward (5 pmol) e 2 uL do Primer Reverse (5 pmol). Estes oligonucleotideos
continham sitios para enzimas de restricdo Hind 111 e BamH I, e suas sequéncias estdo citadas

na tabela 2.

Tabela 2 — Oligonucleotideos internos utilizados na amplificagdo do gene da ORF2 do HEV.

Primer Orientacéo Sequéncia

815 Forward 5- ACCGgctagcGGAT CCaaccctctcttgectcttcaggatgg-3°

816 Reverse 5ACCGAAGCTTTCATAACT CGA Gagggcgggagtaaaatagttgacccc-3°
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As condi¢fes da PCR2 foram: 5 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 45°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos. Seguido de
mais 35 ciclos com desnaturagdo (94°C / 1min.), anelamento (55° / 1min.), extenséo (72°C /1
min. e 30 seg.), e uma extensdo final a 72°C / 7 minutos.

O produto final da amplificacdo, correspondente a uma banda de 738 pb, foi
purificado através do kit MinElute PCR Purification (QIAGEN), seguindo instru¢bes do

fabricante, e submetido ao sequenciamento génico.

4.2.3. Sequencimento do DNA

Todos 0s sequenciamentos génicos envolvidos neste trabalho foram realizados no
Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT), PDTIS - FIOCRUZ/PE, através da utilizagdo do
kit BigDye terminator cycle sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA). O produto
desta reacdo foi resolvido em um sequenciador ABI 3100 Genética Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA), analisado atraves do programa Ape-A plasmid Editor v1.10.4, e
comparado com sequéncias depositadas no GenBank.

4.2.4. Clonagem do Gene da ORF2 em Vetor Comercial

O produto da PCR2, correspondente a um segmento génico do capsideo viral (ORF2),
foi tratado com Taq DNA polimerase (GE Healthcare) para adi¢cdo de nucleotideos adeninas
as extremidades do produto da PCR. Esse tratamento realizou-se em 5 uL da amostra (produto
da PCR), na qual se adicionou 1 pL do tampao (10x) da enzima Tag com MgCI2 (1,5mM),
0,2 uL de dATP (0,2 mM), 1 pL da enzima Taq DNA Polimerase e¢ agua (q.s.p. 10uL). As
amostras foram incubadas a temperatura de 70°C por 30 minutos. Apds esse tratamento, o
segmento foi entdo ligado ao Vetor pGEM-T Easy, seguindo as instrugdes do fabricante
(PROMEGA), em diferentes propor¢oes inserto: vetor (1:1, 3:1, 5:1).

O DNA recombinante foi introduzido em células procarioticas (Escherichia coli) da
cepa NEB 5-alfa, tratadas quimicamente com cloreto de calcio para receber plasmideos
exdgenos através de choque térmico (30 minutos em gelo, seguido de 5 minutos a 37°C). Em
seguida, as células foram inoculadas em placa de Petri contendo meio Luria-Bertani com
100mg/mL de Ampicilina (Meio LB-AMP), e incubadas a 37°C por 16 horas.

Colonias foram selecionadas, inoculadas em 5mL de meio LB liquido com 100mg/ml

de ampicilina, e incubadas em shaker a 37°C sob agitacdo orbital de 150 RPM (rotacGes por
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minuto), durante 16 horas. Em seguida, as células foram concentradas por centrifugacao
(3500RPM / 10minutos), e o DNA plasmidial foi extraido utilizando o kit QIAprep®Spin
Miniprep (QIAGEN), conforme instrugdes do fabricante.

A clonagem foi avaliada e confirmada por digestdo enzimatica, PCR e sequenciamento

génico.

4.2.5. Subclonage m do Gene da ORF2 em Vetor de Expresséo

As enzimas envolvidas na estratégia de clonagem e subclonagem foram BamH | e
Hind 111 (BIOLABS). Utilizando-se destas, o gene clonado foi removido do vetor comercial
pGEM-T Easy, e subclonado no vetor de expressdo em procariotos pRSET A. Este vetor
adiciona uma sequéncia de seis histidinas na regido N-terminal da proteina de interesse, as quais
funcionam como dominio de ligacdo a metais como o niquel. O gene clonado é entdo inserido
posteriormente a este peptideo, permitindo a expressdo das proteinas fusionadas a uma sequéncia
de seis histidinas na porcdo N-terminal. A ligacdo inserto: vetor de expressao foi realizada em
diferentes proporgdes (1:1, 3:1, 5:1), comauxilio da T4 DNA ligase (INVITROGEN), ficando
sob incubag&o 20 horas a 16°C.

O DNA recombinante foi introduzido por eletroporacdo (5 pulsos de 2750volts) em
células de E. coli eletrocompetente da cepa TOP10. Estas células foram incubadas em meio
SOC (Super Optimal Broth with Catabolite repression) por uma hora, e em seguida
inoculadas emplaca de Petri contendo meio LB-AMP, e incubadas a 37°C por 16-24 horas.

Colbnias foram selecionadas, inoculadas em 5mL de meio LB Liquido com 100mg/ml
de ampicilina, e incubadas em shaker a 37°C sob agitacdo orbital de 150 RPM por 16 horas.
As células oriundas desse cultivo foram concentradas por centrifugacdo (3500RPM /
10minutos), e o DNA plasmidial foi extraido utilizando o kit QIAprep®Spin Miniprep
(QIAGEN), conforme instrucdes do fabricante.

A subclonagem foi avaliada e confirmada por digestdo com enzimas de restricdo e

sequenciamento génico.
4.2.6. Ensaios de Expresséao
Apos a confirmagdo da subclonagem, um clone foi escolhido para a transformagdo na

linhagem BL21 Star™ de Escherichia coli. As bactérias foram transformadas, por choque

térmico, e selecionadas em meio seletivo LB-AMP. Escolheu-se uma colbnia isolada da
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construcdo (CapHEV+ Vetor pRSET A), a qual foi inoculada em 20mL de meio LB-AMP
liquido (pré-indculo), e incubadas a 37°C, sob agitacdo (150 RPM), por pelo menos 16 horas.

No dia seguinte, o pré-inéculo foi transferido para um volume maior de meio LB-
AMP e deixado sob agitacdo a 37 °C, até atingir a densidade Optica (optical density - OD) de
0,5 - 0,8, no comprimento de onda de 600nm. O volume do cultivo foi dividido em tubos de
ensaio, cada um contendo cerca de 20mL da cultura, e a expressdo da proteina recombinante
foi induzida em trés diferentes temperaturas (25°; 30° e 37°C) e com trés diferentes
guantidades (0,1mM; 0,5mM e 1mM) de IsoPropil-beta-D-TioGalactopiranosideo (IPTG)
durante 4 horas. Esse ensaio foirealizado com a construcéo envolvendo o segmento génico do
HEV (CapHEV+ Vetor pRSET A), em paralelo com o Vetor Vazio (pRSET A), funcionando
como um controle negativo. Como controle positivo dos ensaios experimentais foi utilizado
uma construcdo também no Vetor pRSET A, a qual resultava na expressdo da proteina
artificial Top7, oriunda de estratégia computacional (Kuhlman et al., 2003).

Apobs a inducdo, as culturas foram centrifugadas (10.000RPM / 2minutos / 4°C). Os
sedimentos bacterianos foram ressuspensos em 80 pL de tampdo de proteina (Laemmli 2X
com R-mercaptoetanol) e submetidos a corrida em eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE a 20%. Os geis foram corados com azul de Comassie a 0,1% para verificacdo da
melhor condicdo de expressdo para a proteina da construgdo no pRSET A, cujo tamanho
esperado era de 27 kDa.

Escolhida a melhor condicdo de expressdo, induziu-se a expressdao da proteina em
larga escala por 4 horas. Apos a inducdo, 1mL de cada cultivo foi centrifugado (10.000RPM /
2minutos / 4°C) e ressuspensos em 500 pL de tampdo de proteina para serem visualizados
através da eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 20%, corados com azul de
Comassie a 0,1% . A cultura foi centrifugada (8.000RPM / 20minutos / 4°C) e os sedimentos
bacterianos foram ressuspensos em tampéao de equilibrio (50mM de NaH2PO4, 300mM de
NaCl, 20mM de Imidazol, 8M de Uréia - pH 8,0) suplementado com inibidor de protease
(SIGMA-ALDRICH) para uma concentragdo final de 1X. A lise celular foi realizada atraves
de ultrasonicacdo, (6 pulsos de 30 segundos e amplitude 50). Em seguida, os extratos
bacterianos foram novamente centrifugados (10.000RPM / 10minutos, a 4°C), e o0s

sobrenadantes, contendo o extrato protéico total, foram submetidos a purificacao.


http://www.sciencemag.org/search?author1=Brian+Kuhlman&sortspec=date&submit=Submit
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4.2.7. Purificacdo da Proteina Recombinante

O extrato protéico total foi submetido ao processo de purificacdo pelo método de
cromatografia de afinidade. Neste método, o extrato protéico, contendo a proteina induzida, é
incubado com uma resina de niquel (QIAGEN), que liga-se especificamente a sequéncia de
histidina presente na proteina recombinante. Apds 1 hora de incubacdo, sob agitacdo a 4°C, a
resina foi entdo centrifugada (5.000 RPM / 1 minuto/ 4°C). Lavagens com tampao de
lavagem (50mM de NaH2PO4, 300mM de NaCl, 50mM de Imidazol, 8M de Uréia - pH 8,0)
foram realizadas, e as proteinas foram eluidas da resina através de duas incubagbes com
tampéo de eluicdo (50mM de NaH2PO4, 300mM de NaCl, 0.5M de Imidazol, 8M de Uréia -
pH 8,0) sob agitacdo a 4°C, por 30 minutos. Amostras do processo de purificacdo foram entdo
analisadas ap0s serem submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE a 20%, corado com azul

de Comassie a 0,1%.

4.2.8. Ensaios de Immunoblot

Ensaios de immunoblot foram também realizados seguindo os seguintes parametros:
Amostras das proteinas recombinantes, diluidas em tampéo de proteina, foram fracionadas em
gel SDS-PAGE 20% e transferidas para membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF).
Apos a transferéncia, a membrana hidratada foi incubada em solucéo de leite 7,5% preparada
com PBS+0,05% de Tween-20. Em seguida, a membrana foi incubada com a anticorpo
primario monoclonal Anti-polyHistidine CloneHIS-1 (SIGMA-ALDRICH) na diluicdo de
1:3000, por duas horas. Apos incubacdo, a membrana foi lavada trés vezes com solucéo
PBS+0,05% de Tween-20 por 15 minutos, e incubada com a anticorpo secundario Anti-
Mouse 1gG-Peroxidase (SIGMA-ALDRICH) diluido 1:10.000, por uma hora. Mais trés
lavagens com solugdo PBS+0,05% de Tween-20 por 15 minutos foram realizadas na
membrana, na qual foi adicionada uma mistura de luminol 1,2 mM, iodofenol 0,4 mM e
peroxido de hidrogénio 0,03% (em DMSQ) para a reacdo de quimioluminescéncia. Essa
incubacdo se deu por dois minutos e a membrana foi seca e exposta a um filme (Hyperfilm™
Amersham Biosciences) por 2 e 7 minutos, sendo, entdo, revelado por uma solu¢éo de Dektol
1:2 (KODAK) e fixado em solugéo de acido acético (SIGMA).



37

5. RESULTADOS

5.1. Estudo Epidemiologico

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) para verificacdo da presenca de 1gG anti-HEV em
suinos confinados e javalis livres demonstrou que 100% das amostras de javalis (68 amostras)

foram negativas para a presenca deste anticorpo, enquanto que 50% das amostras dos suinos

domeésticos (16 amostras) foram positivas (Tabela 3).

Tabela 3 - Sorologia por IgG Anti-HEV.

NUmero de amostras  NUmero de amostras

Origem das amostras Numero total de positivas para 1gG negativas para 1gG
amostras anti-HEV anti-HEV
Suinos Selvagens 68 0 (0%) 68 (100%)
Suinos Domeésticos 32 16 (50%) 16 (50%)

Considerando a possibilidade de dar continuidade a este estudo epidemiol6gico, mas
levando-se em conta o valor elevado dos kits disponiveis no mercado, deu-se inicio ao
desenvolvimento de ferramentas para 0 uso em diagnostico, através da expressao em sistema

procarioto de um segmento do capsideo do HEV suino (gen6tipo 3).

5.2. Desenvolvimento de Ferramentas para uso em Diagndstico

5.2.1. Obtencéo do RNA viral do HEV suino

O RNA viral utilizado para amplificacdo do segmento a ser clonado foi extraido de
amostra de fezes de suino positivo ao HEV, gen6tipo 3, e apresentou quantidade e qualidade
satisfatorias apos leitura em espectrofotometro: 0,29 pg/pL, sendo A260/280 = 1,911. Este
RNA foi aliquotado e armazenado a -80C.
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5.2.3. Amplificacéo e sequenciamento da ORF2 do HEV suino

Conforme descrito no item 4.2.2 da metodologia aplicada nesse estudo, fez-se a
amplificacdo de um segmento do gene que codifica o capsideo do HEV suino através de uma
reacdo de nested RT-PCR. A banda esperada (738 pb) foi nitidamente visualizada em gel de

agarose 1,5% (Figura 5).

738pb
500pb

Figura 5 — Gel de agarose 1,5% mostrando a amplificacdo por PCR do segmento da ORF2
do HEV. (MA = Marcador 100pb; 1= produto da PCR, oriundo do produto da RT-PCR sem diluir;
2= produto da PCR, oriundo do produto da RT-PCR diluido 1:50; 3= produto da PCR oriundo da

RT-PCR diluido 1:100).

O resultado do sequenciamento foi satisfatorio (Id: 51777 - PDTIS/FIOCRUZ),
apresentando 90% de identidade coma cepa gb|EF491206.1| (Hepatitis E virus capsid protein
and hypothetical protein genes, partial cds). Esta cepa tem origem a partir de um estudo
envolvendo amostras de fezes suinas, realizado no sudoeste do Brasil, em que o virus foi
detectado e caraterizado molecularmente como pertencente ao genétipo 3 (Paiva et al., 2007).
Identidade variando entre 83-86% foi verificada com outros 98 isolados do HEV suino,

também depositados no Genbank.

5.2.4. Clonagem do Gene da ORF2 em Vetor Comercial

O fragmento do gene do capsideo amplificado por PCR (Figura 5) foiclonado no vetor
pGEM-T Easy. Seis clones foram avaliados para a confirmacdo da clonagem através de
digestdo enzimética com as enzimas de restricdo Sac | e EcoR I, separamente. Para digestdo
realizada com a Sac | esperava-se uma banda de 3773 pb, confirmando a clonagem dos cinco
clones (Figura 6); Para a digestdo realizada com a Eco RI, esperava-se trés bandas (2997 pb,
560 pb e 216 pb), confirmando apenas a clonagem de trés (clones 3, 5 e 6) dos cinco clones
(Figura 7). Diante disso, foi realizada a avaliacdo da clonagem também por PCR (banda

esperada: 798 pb), resultando em quatro clones positivos (Figura 8). O sequenciamento


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/149364034?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7W5UM2X401R
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génico dos clones foi satisfatorio (Id: 52596 —PDTIS/FIOCRUZ), sendo entdo a escolhido o

Clone 2 para seguir com a subclonagem.

MA1 #1 #1d #2 #2d #3 #3d #4 #4d #5 #5d #6 #6d MA2

2322pb 3000pb

Figura 6 — Gel de agarose 1% mostrando os clones (Vetor pGEM-T Easy + CapHEV)
digeridos com a enzima de restricdo Sac |I. (MA1 = Marcador Hindlll; # = clone; #Xd = clone X
digerido; MA2 = Marcador 1Kb Plus).

MA1l #1 #1d #2 #2d #3 #3d #4  #4d #5 #5d #6 #6d MA2

3000pb
2027pb

Figura 7 — Clones (Vetor pGEM-T Easy + CapHEV) digeridos com a enzima de restricdo
EcoR I. (MA1 = Marcador Hindlll; # = clone; #Xd = clone digerido; MA2 = Marcador 1Kb Plus).

#1 #2 #3 MA #4 #5 #6

1650pb
1000 pb

Figura 8 — Gel de agarose 1% mostrando a amplificacdo por PCR dos segmentos clonados
no vetor pGEM-T Easy . (MA = Marcador 1Kb Plus; #1 = Clone 1; #2 = Clone 2; #3 = Clone 3; #4
= Clone 4; #5 = Clone 5; #6 = Clone 6).
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5.2.5. Subclonagem do segmento do gene da ORF2 em vetor de expressao

Utilizando-se das enzimas de restricdo Bam HI e Hind 11, a sequéncia que codifica
parte do capsideo viral (738pb) foi removida do vetor comercial pGEM-T Easy (Figura 9A).
A extracdo plasmidial em média escala (Midiprep) foi realizada e o plasmideo referente ao
vetor de expressdo pRSET A foi visualizado em gel de agarose 1% (Figura 9B). As midipreps
foram submetidas a duas reacdes de digestdo (Figura 9C), visando a subclonagem do gene no

vetor de expressdo em procariotos (oRSET A).

MAL 1 2 3 MA2 Md Md MA2 MAl1l Va Va MA2

- ’ N —

alew — .
564pb 77
Figura 9 — A: Construcdo no vetor pGEM (CapHEV+pGEM-T Easy). . Fragmento de

738pb do capsideo do HEV retirado do vetor pGEM-T Easy. (MA1 = Marcador Hind Ill; 1= Vetor
sem inserto; 2 = Midiprep do Clone 2 no pGEM; 3 = Clone2 digerido com Bam HI e Hind IIl para
retirada do inserto (CapHEV); MA2 = Marcador 1Kb Plus). B: Midiprep do vetor pRSET A. C:
Vetor pRSET A digerido com as enzimas Bam HI e Hind Ill. : Vetor aberto. (Md =

Midiprep; Va = vetor pRSETa aberto).

A subclonagem foi avaliada e confirmada por digestdo com enzimas de restricdo e
sequenciamento génico. Seis clones foram escolhidos aleatoriamente e submetidos a digestdo
comas enzimas BamH I e Hind 111. Dessa digestédo, esperava-se a visualizacdo de duas bandas
(2856 pb e 732 pb), as quais foram visualizadas em gel de agarose 1%, confirmando o sucesso
da clonagem (Figura 10). Trés dos seis clones foram submetidos ao sequenciamento génico,
apresentando resultado satisfatorio (Id: 60028 — PDTIS/FIOCRUZ), abrindo caminho para dar

continuidade as etapas experimentais seguintes.
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MA1 V #1 #1d #2 #2d #3 #3d #4 #4d #5 #5d #6 #6d MA2

e — e T — P

564D

Figura 10 — Gel de agarose 1% mostrando os Clones (Vetor pRSET A + CapHEV) digeridos
com as enzimas de restricdo Bam HI e Hind Ill. (MA1 = Marcador Hind Ill; V = Vetor vazio/sem

inserto; # = clone antes da digestao; #Xd = clone X digerido; MA2 = Marcador 1Kb Plus).

5.2.6. Ensaios de Expressao

Apos analise e confirmacdo da subclonagem, foi escolhido um clone (Clone 2) para a

transformacdo na linhagem BL21 Star'™ de Escherichia coli. A expressdo da proteina

recombinante foi induzida em trés diferentes temperaturas (25°; 30° e 37°C) e com trés
diferentes quantidades de IPTG (0,1mM; 0,5mM e 1mM) durante 4 horas. Considerando o

tamanho do segmento génico envolvido nessa estratégia de clonagem e expressao (738pb),

esperava-se a expressao de uma proteina com peso molecular de aproximadamente 27 kDa.

No fracionamento das amostras, oriundas do ensaio de expressao, em gel SDS-PAGE

20%, ndo foi possivel a visualizacdo da proteina predita (27 kDa). Entretanto, houve

expressdo em grande quantidade de uma proteina com aproximadamente 10 kDa, em todas as

condicOes de expressdo testadas (Figuras 11, 12 e 13), principalmente a 25°C com 0,1mM de

IPTG (Figura 11, circulo azul).
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Figura 11 — Géis SDS-PAGE 20% mostrando o ensaio de expressdo a 25°C por 4 horas, com diferentes

guantidades de IPTG (0,1; 0,5 e 1mM).

Em azul: Proteina de aproximadamente 10kDa expressa nas diferente

condi¢cbes de expressdo. (MA = Marcador Color Prestained Protein; C+ = Controle positivo = Proteina de 14kDa =

Top7).
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TEMPERATURA: 30°C
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Figura 12 — Géis SDS-PAGE 20% mostrando o ensaio de expressdo a 30°C por 4 horas, com diferentes
guantidades de IPTG (0,1; 0,5 e 1ImM). (MA = Marcador Color Prestained Protein; C+ = Controle positivo).
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TEMPERATURA: 37°C
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Figura 13 — Géis SDS-PAGE mostrando o ensaio de expressédo a 37°C por 4 horas, com diferentes quantidades
de IPTG (0,1; 0,5 e 1mM). (MA = Marcador Color Prestained Protein; C+ = Controle positivo).
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Considerando que muitas proteinas exdgenas sdo tdxicas as células, suspeitou-se que
pudesse ter havido a degradacdo da proteina esperada durante o tempo de inducdo. Diante
disso, repetiu-se 0 ensaio de expressao realizando amostragem a cada 1 hora ap6s a indugéo
com IPTG. O fracionamento em gel SDS-PAGE 20% das amostras coletadas ndo revelou a
proteina esperada, mas revelou novamente a proteina de 10 kDa, desde a primeira hora pos

inducdo (Figura 14, circulo azul).

(25°C com 0,ImM de IPTG) (25°C com 0,5mM de IPTG)

Pré Pés Pos Pés Pés MA Pré Pés Pos Pés Pos

Figura 14 — Gel SDS-PAGE mostrando o ensaio de expressdo a 25°C por 4 horas, com 0,1 e
0,5mM de IPTG, tendo amostras coletadas a cada uma hora pésinducdo. Em azul: Proteina de
aproximadamente 10kDa, expressa desde a primeira hora pds inducéo. (Pré = Pré IPTG; P6s = Pos
IPTG; MA = Marcador Color Prestained Protein).

A visualizagdo da proteina esperada (27 kDa) tornou-se possivel através de ensaios de
immunoblot, no qual houve o reconhecimento da proteina pelo anticorpo monoclonal Anti-
polyHistidine nas trés condicGes de expressdo (0,1; 0,5 e 1mM de IPTG). O filme revelado
mostrou que a melhor condicdo de expresséo obtida foi a 25°C com 0,1mM de IPTG (Figura
15).

Pré Pés Pré Pés Pos Pos MA Pés Poés Pos Pés Pés Pés

(PRSET A) 01 05 1mM 01 05 1mM 01 05 1mM
(Clone 2 a 25°C) (Clone 2 a30°C) (Clone 2 a 37°C)
-, - R—— 30kDa
=\.\.\h ——— - — —
23
iy

|

Figura 15 — Immunoblot realizado com as amostras do ensaio de expressdo nas trés
diferentes temperaturas (25°; 30° e 37°C) e quantidades de IPTG (0,1mM; 0,5mM e 1mM) por 4
horas, a 25°C. Seta preta: banda de 27kDa, proteina esperada. (Pré = Pré IPTG; Pés = Pés IPTG;
V = Vetor PRSET A Vazio; MA = Marcador Color Prestained Protein).
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5.2.7. Purificacdo da proteina recombinante

Objetivando purificar o extrato protéico obtido apds expressdo induzida, realizou-se a
expressdo em larga escala a 25°C com 0,1; 0,5 e 1mM de IPTG por 4horas. As amostras
coletadas foram fracionadas em gel SDS-PAGE 20%, no qual ndo foi possivel a visualizagdo
da proteina predita. Entretanto, considerando que a proteina poderia estar presente em
pequena gquantidade, uma vez que o controle positivo Top7 funcionou perfeitamente (Figura
16A), fez-se ensaios de immunoblot com as mesmas amostras resultantes da indugdo. No
filme revelado do immunoblot foi possivel visualizar a proteina expressa (Figura 20 B),
seguindo entdo para o processo de purificacdo das amostras. Vale ressaltar, que a proteina de
aproximadamente 10 kDa também foi reconhecida neste ensaio de immunoblot, e em grande

guantidade, parecendo se tratar de parte da proteina de 27 kDa.

0 0 o
K K N , , , P
L Q & pespe Pré Po6s Pos Péds
F g Fovoesum 01 (05 (ImM)
: C+ 3 g B 2% F
e 58kD§ Bk 30kDa

ey SR e

|| —— 17kDa

Figura 16 — Andlise das amostras oriundas da expressdo em larga escala. A: Gel SDS-PAGE 20% mostrando a
expressdo em larga escala. A inducéo ocorreu a 25°C por 4 horas, com diferentes quantidades de IPTG (0,1; 0,5 e ImM).

. Expresséo da Proteina Top7 (Controle Positivo). B: Immunoblot realizado com as amostras dessa mesma indugéo
demonstrando a presenca da proteina de 27kDa. (Pré = Pré IPTG; P6s = Pds IPTG; MA = Marcador Color Prestained Protein;
C+ = Controle positivo).

O resultado da purificacdo confirmou a presenca de uma sequéncia de histidina na
proteina expressa, a qual finalmente péde ser visualizada, em gel SDS-PAGE 20%, na forma
de uma discreta banda (Figura 17, seta verde). A partir de entdo a proteina foi denominada
PCapHEVsw (proteina do capsideo do virus da hepatite E suina). A analise em gel das
amostras do processo de purificacdo revelou que a PCapHEVsw foi expressa em pequena

quantidade (Figura 17, item 6).
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0,1mM de IPTG

7 8

e

Figura 17 — Gel SDS-PAGE com amostras oriundas do processo de purificagdo da proteina
expressa a 25°C por 4 horas, com diferentes quantidades de IPTG (0,1; 0,5 e 1mM). Seta
Verde: Proteina esperada. (1 = Pré IPTG; 2 = PGs IPTG; 3 = pellet; 4 = Flow Through; 5 =
Lavagem; 6 = Eluicdo 1; 7 = Elui¢&o 2; 8 = Resina; 9 = Elui¢do 1 do Controle Positivo; 10 = Eluicdo
2 do Controle Positivo; MA = Marcador Color Prestained Protein; C+ = Controle positivo).
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No ensaio de immunoblot, realizado com as amostras da eluicdo oriundas do processo

de purificacdo, houve o reconhecimento da proteina PCapHEVsw pelo anticorpo monoclonal

Anti-polyHistidine (Figura 18).

Isso confirma o sucesso na expressdéo da proteina

recombinante, porém a traducdo parece nao ter sido muito eficiente uma vez que a proteina

foi expressa em pouca quantidade.

Pré Pés

Marcador Color Prestained Protein).

Elul

Figura 18 — Immunoblot realizado com as amostras da indu¢cdo em larga escala, purificadas.
Setas verdes: proteina expressa pos indugdo com IPTG;
eluicdo. (Pré = Pré IPTG; Pds = P6s IPTG; Elul = 12 Eluicdo no processo de purificagdo; MA =

Pés Elul
(ImM)
?;

Pés Elul

(0,5mM

— 30kDa

proteina purificada, resultado da
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6. DISCUSSAO

O ELISA é o teste imunoenzimatico mais utilizado no diagnostico sorologico da
infeccdo pelo HEV, porém poucos testes comerciais estdo disponiveis. Na deteccdo do anti-
HEV, estes testes utilizam antigenos recombinantes derivados de diferentes cepas do virus
(Dalton et al., 2008). Testes imunoenzimaticos que detectam anti-HEV baseados na proteina
da ORF2, ou proteina do capsideo, ttm demonstrado maior reprodutibilidade em laboratorio
do que os baseados na combinacdo de antigenos ORF2 e ORF3 do HEV (Meng et al., 2002;
Obriadina, 2002). O ELISA tem sido usado para estudos epidemiolégicos de infeccdo pelo
HEV em paises endémicos e ndo endémicos, apresentando variacdes na sensibilidade e,
consequentemente, nas estimativas de soroprevaléncia, quando considerados os diferentes Kits
(Mushahwar, 2008; Bendall et al., 2010).

O presente estudo verificou a presenca de anticorpos 1gG anti-HEV em matrizes
oriundas de suinocultura domeéstica intensiva, sugerindo que o HEV suino pode se disseminar
no meio do rebanho comercial, fato também evidenciado por —dos Santos e colaboradores
(2011) ao avaliarem a presenga do HEV em suinos e efluentes de matadouros publicos no
estado do Rio de Janeiro. Considerando que as matrizes foram descartadas por questdo de
idade e ndo por questdes sanitarias, fica claro a necessidade de que técnicas de diagndsticos
devem ser usadas na triagem de virus zoondticos, e ndo sé a inspec¢do visual dos animais e das
carcacas que € realizada rotineiramente nos matadouros. Os resultados apresentados aqui
demonstram que animais considerados saudaveis podem ser uma fonte de infecgdo do HEV,
sugerindo que, embora a maioria dos animais atinjam a idade de abate ja imune a este virus,
um namero significativo destes animais apresentam infeccéo atual em idade comercial, apesar
de ndo apresentarem sinais clinicos ou histopatolégicos (dos Santos et al., 2009).

A analise dos resultados obtidos confirmam a circulacdo do virus da hepatite E em
rebanhos suinos brasileiros, como foi evidenciado também nos trabalhos de Guimaraes et al.,
2005; Vitral et al., 2005; Paiva et al., 2007; dos Santos, 2009 e 2011; Souza 2012; e Gardinali
et al., 2012. Contudo, a prevaléncia de anticorpos em 50% das amostras dos suinos
domésticos aqui analisadas, consequentemente a auséncia em 50% das amostras, implica na
necessidade de mais analises envolvendo um nimero amostral maior, afim de complementar
os resultados obtidos. Entretanto, esse trabalho ndo deixa de contribuir para estudos de

epidemiologia do HEV suino no Brasil.
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Os suinos domesticos sdo conhecidos como um dos principais reservatorios do HEV
(Takahashi et al., 2004). Considerando a semelhanga taxon6mica entre suinos domésticos e
suinos selvagens (javalis), estudos tem mostrado que o javali pode ser tdo suceptivel ao HEV
como 0s suinos domésticos. Estudos realizados no Japdo (Takahashi et al., 2004), na
Alemanha (Kaci et al., 2008), na Espanha (De Deus et al., 2008), na Italia (Martelli et al.,
2008), na Holanda (Rutjes et al., 2010) e na Franca (Capentier et al., 2012) demonstraram a
presenca de HEV em javalis, concluindo que estes também podem representar um importante
reservatorio da infecgdo pelo HEV.

No Brasil, o primeiro trabalho envolvendo suinos selvagens foi realizado em 2012 por
Gardinali e colaboradores. Eles investigaram a presenca do HEV suino, por RT-PCR, em
nove amostras de fezes de javalis jovens (13 semanas de idade) e adultos (24 semanas de
idade), ndo encontrando a presenca do virus nesses animais. O trabalho aqui descrito é a
primeira andlise soroldgica da presenca do HEV envolvendo suinos selvagens no Brasil. O
namero amostral que parece ser pequeno € estatisticamente consideravel, levando-se em conta
a dificuldade em conseguir amostras de sangue de javalis livres. A auséncia do HEV suino na
populacdo de javalis aqui estudada corrobora com os resultados de Michitaka e colaboradores
(2007), os quais encontraram uma taxa de 1gG anti-HEV maior em javalis criados do que em
javalis capturados.

Pesquisadores defendem que o risco de transmissdo de patdgenos entre animais
criados em sistema intensivo € maior comparado a animais criados livres (Ruiz-Fons et al.,
2006 e Vicente et al., 2004). Suinos mais velhos (mais de 20 semanas de idade) sdo mais
positivos para a presenca de 1gG anti-HEV, sugerindo que o HEV suino pode se disseminar
no meio do rebanho comercial (Vitral et al., 2005), o mesmo foi relatado por Clayson et al.,
1995; Arankalle et al., 2001; Takahashi et al., 2003 e Meng et al., 2009. A presenca de 1gG
em suinos confinados e o risco de disseminacdo de virus em suinos criados em sistema de
confinamento, justifica a necessidade do desenvolvimento de testes de diagnosticos
economicamente acessiveis para serem usados na triagem de virus zoondticos em rebanhos
comerciais.

Os resultados obtidos neste estudo sdo de grande interesse, uma vez que é necessario
saber mais sobre rebanhos negativos e sobre as diferencas entre os rebanhos nao infectados e
infectados. Estudar as diferengcas nas condicdes de criagdo, gestdo e terceirizagéo de leitdes
por exemplos, contribui na identificacdo de fatores de risco para a infeccdo pelo HEV suino,
bem como para a investigacdo da introducdo do virus em criagfes intensivas. A

implementacdo de um sistema adequado de vigilancia, baseado em técnicas de diagnostico
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laboratoriais contribuem na coleta de informagbes sobre o estado infeccioso do animal que
serd introduzido no rebanho, podendo dessa forma reduzir a prevaléncia da infeccdo pelo
HEV entre os animais de uma criacéo.

Métodos de diagndsticos tem sido desenvolvidos e aplicados na investigagdo da
infeccdo pelo HEV, no entanto o desenvolvimento de métodos que sejam sensiveis,
especificos, simples, padronizados e de baixo custo se faz necessario. Neste sentido, conforme
proposto nesse trabalho, os primeiros passos foram dados na tentativa de desenvolver
ferramentas para uso em diagnostico da hepatite E suina. Lee e colaboradores (2013)
desenvolveram um protocolo de ELISA, utilizando uma proteina recombinante do capsideo
do HEV. A eficicia do método desenvolvido por eles foi avaliada e considerada satisfatoria.
Baseando-se nesse protocolo, o qual considerou que a regido mais imunogénica do virus é a
regido da ORF2 do genoma viral, buscou-se expressar parte deste segmento, que codifica o
capsideo do virus, em sistema procarioto.

A amplificacdo do segmento génico e a clonagem em vetor de expressdo foram
realizadas com sucesso. No entanto, a expressdo da proteina recombinante foi considerada
insuficiente, uma vez que a proteina expressa foi visualizada em gel SDS-PAGE em pequena
guantidade. Apesar do desenvolvimento de vetores de expressao eficientes, existem varias
dificuldades associadas a producdo de proteinas a partir de genes exdgenos clonados em E.
coli. Esses problemas podem estar relacionados tanto a sequéncia do gene exdgeno, quanto a
limitacdes de E. Coli como hospedeira para a sintese de proteinas recombinantes (Brown,
2003).

Campbell & Farrell (2007) alertam para o controle no tempo de expressao, uma vez
gue muitas proteinas exdgenas sdo tdxicas as células. Contudo, o tempo parece ndo ter
influenciado numa possivel degradacdo da proteina recombinante desejada, uma vez que nao
foi possivel a visualizagdo da mesma, no tamanho esperado, desde a primeira hora de indugéo.
No entanto, foi possivel a visualizacdo de uma proteina de aproximadamente 10 kDa desde a
primeira hora pos inducdo com IPTG, ficando a suspeita da possibilidade desta ser parte da
proteina esperada (27 kDa).

A presenca dessa proteina de ~10 kDa desde 0s primeiros ensaios de expressdo deixam
duas possibilidades de explicacdo: A primeira, de que 0 gene exdgeno pode conter sequéncias
que atuaram como sinais de terminagdo em E. coli. Essas sequéncias sdo perfeitamente
indcuas na célula hospedeira normal, mas na bactéria resultam em terminacao prematura e na
perda de expressdo génica. A segunda, seria a possibilidade de na sequéncia existir cédons

raros para E. coli que também resultariam na terminacdo prematura da traducdo.
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Considerando essas possibilidades, verificou-se a presenca de stop codons (codons de
terminacao) e de codons raros na sequéncia génica amplificada e sequenciada.

Segundo Nakamura (2012), as sequéncias que codificam cédons de terminagcdo nos
outros organismos (TGA; TAA; TAG) sdo as mesmas para E. coli. Na sequéncia utilizada na
estratégia aqui descrita, ndo foi encontrada nenhuma trinca que codificasse um cddon de
terminacdo. No entanto, baseando-se nas sequéncias citadas por Sahdev e colaboradores
(2008) como codons raros para E. coli, foi possivel encontrar uma quantidade consideravel
deles (16/240 trincas), o0 que pode justificar a baixa eficiéncia na traducéo.

Apesar de virtualmente todos os organismos utilizarem o mesmo codigo genético,
cada um possui um viés associado a tendéncia de utilizar preferencialmente determinados
codons. Esse viés reflete a eficiéncia com a qual as moléculas de RNA transportadores
(tRNA) sdo capazes de reconhecer os diferentes codons no organismo. Se um gene clonado
contém uma proporcao elevada de codons desfavordveis, os tRNAs da celula hospedeira
podem encontrar dificuldades na traducdo do gene, reduzindo a quantidade de proteina que €
sintetizada (Brown, 2003).

Alguns outros fatores podem explicar a quantidade pequena da proteina esperada;
dentre eles, a origem da cepa utilizada na amplificacdo do segmento génico viral. No trabalho
de Lee e colaboradores (2013), sua sequéncia génica teve origem a partir de amostras de soro
de suinos de uma fazenda localizada na Coréia. A sequéncia utilizada no estudo aqui descrito
foi oriunda de fezes de um suino naturalmente infectado pelo HEV na regido do Rio de
Janeiro (Brasil). Cepas diferentes podem resultar em sequéncias diferentes na amplificacao,
consequentemente na traducao.

A producdo de uma verséo artificial do gene de interesse pode ser uma alternativa na
tentativa de garantir que a construcdo resultante contenha os cddons preferidos por E. coli,
assim como ndo possui terminadores prematuros que implicam na traducdo parcial da proteina
esperada. Além disso, existem no mercado cepas derivadas da BL21 que possuem tRNA para
cddons raros de E. coli, resultando no aprimoramento na expressdo de proteinas. Estas
solucBes, assim como a mudanca no vetor de expressdo, podem ser consideradas possiveis
solugdes para a obtencdo de uma quantidade maior da proteina recombinante aqui
apresentada.

Por fim, o presente estudo, que comecou com uma analise epidemiol6gica envolvendo
amostras de suinos domésticos e selvagens, possui inUmeras perspectivas uma vez que um dos
seus objetivos é o desenvolvimento de ferramentas de diagndsticos para fins biotecnoldgicos.

Diante do exposto, esse trabalho tem grande relevancia por ser a primeira analise sorologica
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da presenca do HEV envolvendo suinos selvagens no Brasil, confirmando a circulacdo desse
virus em rebanhos brasileiros, bem como a auséncia do mesmo na populacdo de suinos
selvagens analisada. Com isso, esse trabalho contribui para estudos de epidemiologia do HEV
no pais, alerta para o risco de transmissdo zoonoética desse virus e sugere a continuidade desse

estudo, a fim de complementar os resultados aqui apresentados.

7. CONCLUSOES

Este trabalho contribui para estudos de epidemiologia do HEV no Brasil, assim como

confirma a circulacéo do virus da hepatite E em rebanhos suinos brasileiros.

A andlise sorologica da prevaléncia de 1gG anti-HEV envolvendo suinos selvagens

(Sus scrofa scrofa) € um trabalho pioneiro no Brasil e devera ser continuada.

Os resultados obtidos justificam a necessidade do desenvolvimento de testes de
diagnésticos economicamente acessiveis para serem usados na triagem do HEV em rebanhos

suinos comerciais.

A clonagem da sequéncia de DNA, que codifica a proteina do capsideo do HEV,
possibilitou a expressdo e purificacdo da proteina recombinante (PCapHEVsw) para fins
biotecnoldgicos, o que resultara no desenvolvimento de insumos para imunodiagnostico que

serdo aplicados a estudos de epidemiologia do virus da hepatite E suina.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Sus_scrofa
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