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RESUMO

Os rotavirus sao identificados em todo o mundo como um dos principais responsaveis por
gastroenterites agudas em criancas e animais jovens de diversas espécies. Estes virus sdo
constituidos por particulas icosaédricas, ndo envelopadas, formadas por um genoma de 11
segmentos de RNA fita-dupla e que codifica 12 proteinas. Os rotavirus podem ser classificados em
sete sorogrupos designados de A-G, sendo o sorogrupo A, o principal responsavel pelo quadro
diarreico observado na infec¢do viral em humanos e animais. Os sinais clinicos da rotavirose
incluem diarreia pastosa a liquida, vOomito e ocasionalmente febre. Cepas de rotavirus animal podem
aumentar a variabilidade genética ¢ a patogenicidade das cepas humanas circulantes, causando
problemas a saude publica e principalmente a eficacia das vacinas humanas disponiveis. O objetivo
deste trabalho ¢ a producdo de uma revisdo de literatura acerca da infeccdo por rotavirus em
animais, principalmente os animais destinados para a producdo de alimentos e insumos para

consumo humano, nos quais a rotavirose acarreta alto prejuizo economico.

Palavras-chave: Rotavirus; Gastroenterite; Diarreia.
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ABSTRACT

The rotaviruses are identified worldwide as responsible for acute gastroenteritis in children
and young animals of many species. These viruses consist of icosahedral particles, not enveloped,
formed by a RNA genome with 11 double-stranded segments that encode 12 proteins. Rotaviruses
can be classified into seven serogroups designated A to G. The serogroup A is the primarily
responsible for diarrheal syndrome noticed in the viral infection in humans and animals. Symptoms
of rotavirus disease include pasty and watery diarrhea, vomiting and sometimes fever. Animal
rotavirus strains can also increase genetic variability and pathogenicity of circulating human strains,
causing problems to public health and especially in the effectiveness of available human vaccines.
The goal of this study is to produce an overview about rotavirus infection in animals, mainly those
animals intended for food and inputs production for human consumption, in which the rotavirus

disease causes high economic losses.

Keywords: Rotavirus; Gastroenteritis; Diarrhea.
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PARTE I
ROTAVIROSE ANIMAL

1. INTRODUCAO

Animais neonatos de diversas espécies sdo frequentemente acometidos por doengas
causadoras de gastroenterite e os sintomas decorrentes da doenga, principalmente a diarreia, causam
um importante problema sanitario que gera prejuizos econdmicos consideraveis para a producao
animal. As diarreias neonatais acometem animais de paises desenvolvidos e em desenvolvimento e
possui distribuicdo cosmopolita, ocorrendo, tanto em propriedades de pequenos produtores, quanto
em grandes propriedades tecnificadas (HOLLAND, 1990; KANEENE et al., 1990).

As gastroenterites infecciosas podem ser desencadeadas por diversos agentes patogénicos
causando alteracdes nas funcdes estomacais ¢ intestinais com sinais clinicos de vomito, diarreia e
ocasionalmente febre (LIMA & DIAS, 2010). Pode-se definir diarreia como a presenga de excesso
de 4agua nas fezes com diminui¢do da consisténcia do bolo fecal. A diarreia pode ainda, ser
classificada como secretdria, mal absortiva e efusiva (VANUCCI & GUEDES, 2009). As diarreias
possuem etiologia complexa onde estdo envolvidos diversos fatores, dentre eles ambientais,
nutricionais e infecciosos como as bactérias, as toxinas bacterianas, os virus e os parasitos
(ZLOTOWSKI et al., 2008). Em animais jovens as diarreias acarretam alteragdes marcantes nas
taxas de conversdo alimentar, desidrata¢do, desequilibrio de eletrolitos e acidose metabdlica,
predispondo os animais imunossuprimidos as infecgdes oportunistas (STIPP, 2011).

Com relagdo as diarreias de etiologia viral, os rotavirus sdo considerados um dos principais
agentes causadores de gastroenterite, tanto em humanos, como em animais. O virus encontra-se
amplamente difundido na natureza e possui uma ampla variedade de hospedeiros susceptiveis,
como os mamiferos e as aves. Em animais jovens, as infeccdes por rotavirus causam grande
impacto econdmico no setor produtivo e, apesar de frequentemente ndo apresentarem
sintomatologia, os animais adultos podem atuar como fontes de infeccdo do agente viral para os
animais jovens da mesma espécie ajudando a disseminar o virus em um rebanho (BERN & GLASS,
1994; ALFIERI et al., 2007; STIPP, 2011).

Acredita-se que atualmente os rotavirus estejam amplamente disseminados em rebanhos de

12
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bovinos, suinos, equinos e de frangos de corte nacionais. Em suinos e bovinos € o principal agente
envolvido na doenca conhecida como diarreia neonatal bovina e suina, que possui carater
multifatorial e multietiolégico, sendo esta a infeccao mais frequente entre a segunda e terceira
semana de vida destes animais (ALFIERI ef al., 2007). Em leitdes esta fase abrange os periodos de
creche e de maternidade quando estes animais enfrentam os maiores desafios a sanidade entérica
(MEDICI, 2007). Os bovinos apresentam maior susceptibilidade entre a primeira e segunda semana
de vida devido a dependéncia de transferéncia passiva de anticorpos maternos neste periodo
(FREITAS et al., 2011).

Os rotavirus desempenham importante papel no curso das gastroenterites podendo constituir
zoonose de potencial significancia para a satide publica. Evidéncias da transmissdo zoondtica e da
reestruturacao de genes virais de cepas de rotavirus humano e animal encontram-se descritas em
diversos estudos, nos quais a frequente identificacdo de cepas incomuns de rotavirus em humanos
sugerem a ocorréncia das reestruturacdes gé€nicas entre cepas de diferentes espécies durante co-
infeccdes. Acredita-se que varias rotas de transmissao possam estar envolvidas na propagagdo de
cepas relacionadas a animais para os seres humanos, as quais incluem o contato direto com animais
de estimacdo, como cdes e gatos, animais de producdo e seus excretas que podem contaminar a
agua, alimentos e superficies (COOK et al., 2004).

Esse trabalho de conclusdo de curso teve como objetivo a produg¢do de uma revisdo de
literatura acerca da infec¢ao por rotavirus em animais, principalmente os animais destinados para a
producdo de alimentos e insumos para consumo humano, nos quais a rotavirose acarreta alto

prejuizo econdomico.

13
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2. HISTORICO E GENERALIDADES DO AGENTE ETIOLOGICO

Em 1963, particulas virais até entdo desconhecidas foram identificadas como responsaveis
por quadros de gastroenterite aguda em camundongos e macacos (ADAMS et al., 1963;
MALHERBE et al., 1963 apud DESSELBERGER, 2014). Em 1969 MEBUS et al. (1969)
utilizaram o material fecal de bezerros diarreicos para inoculagdo experimental em outros animais
afim de reproduzir o quadro de diarreia observado anteriormente. As particulas virais visualizadas
nas fezes desses animais em microscopia eletronica foram denominadas NCDV (Nebraska Calf
Diarrhea Virus). Somente em 1973, particulas virais semelhantes as encontradas anteriormente em
animais com diarreia foram observadas nas fezes de criangas com gastroenterite nos Estados Unidos
e Reino Unido (BISHOP et al., 1973; FLEWETT et al., 1973). No ano seguinte, FLEWETT et al.
(1974) propuseram o agrupamento de tais particulas virais sendo reconhecidas posteriormente pelo
“Comité Internacional de Taxonomia dos Virus”, em 1978, com a criagdo do género Rotavirus
dentro da familia Reoviridae, subfamilia Sedoreovirinae (FLEWETT & WOODE, 1978).

A particula viral infecciosa ou virion do rotavirus apresenta aproximadamente 100 nm de
diametro e simetria icosaédrica, ndo possui envelope e ¢ constituida por trés camadas proteicas
concéntricas (capsideo interno, intermediario e externo), e assemelha-se a uma roda quando
observada em microscopia eletronica. O capsideo externo ¢ essencial para a adsor¢do e penetragdo
do virus na célula, sendo que a particula viral necessita estar completa para promover a infecgdao. A
particula viral sem o capsideo externo ou ambos capsideos externo e intermedidrio, sdo
denominadas respectivamente particula com dupla camada e particula de camada simples (Figura 1)

(GREENBERG & ESTES, 2009; SILVA, 2014).

g ol

] Ao .\-, o
L6 & g o 2

joe e

Infecciosa MNao-infecciosa MNao-infecciosa

Figura 1. Particula viral completa (A); particula com dupla camada (B); particula de camada simples (C). Adaptado de
ALFIERI et al., 2007.
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O genoma dos rotavirus ¢ constituido por 11 segmentos de RNA fita-dupla, cada segmento
codifica a0 menos uma proteina viral e, ao todo sdo codificadas seis proteinas estruturais (VP1-4 —
VP6-7) e cinco ou seis proteinas nao-estruturais (NSP1 — NSP6). O segmento 11 possui duas open
reading frame (ORF), cada uma codificando uma proteina ndo-estrutural, NSP5 e NSP6. Em
algumas variantes de rotavirus do sorogrupo A o segmento 11 codifica apenas a proteina NSP5 ou
ambas as proteinas, porém NSP6 com baixo nivel de expressdao (SILVA, 2014). As proteinas
estruturais VP4 e VP7 localizam-se no capsideo externo. A proteina VP6 ¢ a proteina encontrada
com maior abundéancia na particula viral e encontra-se no capsideo intermediario, chegando a
representar cerca de 51% do virus. No capsideo interno ou core viral estdo as proteinas VP1, VP2 e

VP3 (Figura 2) (GREENBERG & ESTES, 2009).

1— w— — VP

2 B .- VP2
3— ——= — VP3

4= — vP4

5—l=——= —nNsP1

6— —— —VPE

7 —NSP2

3; — {NSPS

] VPT

10— — = —NSP4

T e — ~NSPS

~~NSP&

Segmentos Proteinas
gendomicos

Figura 2. A esquerda, eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) evidenciando os 11 segmentos gendmicos dos
rotavirus; ao centro, as respectivas proteinas codificadas por cada segmento; a direita, ilustragdo da estrutura de uma
particula viral completa com capsideos interno, intermediario e externo (ALFIERI et al., 2007).

As proteinas estruturais (VP) e ndo-estruturais (NSP) desempenham importante papel para a
infecgdo viral e estdo envolvidas em importantes fases da replicagcdo do agente, na interagdo virus —

célula e no aumento da infectividade viral, dentre outros (tabela 1). Contudo, a funcao exata de
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algumas proteinas ainda ndo esta totalmente estabelecida.

1 VP1 125.005 MNucleocapsideo 12 RMA polimerase RMNA-dependente.
2 VP2 102.431 Mucleocapsideo 120 Unido ao RMA; forma o nucleocapsideo.
3 VIP3 98.120 Mucleocapsideo 12 Guanililtransferase; metiltransferase;

proteina basica.

4 VP4 86.782 Capsideo 120 Proteina de uniao a célula; interage com
WPE; antigeno neutralizante P-tipo.

60.000 Produto da clivagem de VP4
Infectividade aumenta apods clivagem

28.000 Produto da clivagem de VP4 pela tripsina, formando as proteinas
Vp5 e VPS.
. - Associa-se ao citoesqueleto; interage
5 NSP1 58.654 Proteina nao-estrutural ] com fator 3 regulatério de IFN.
6 VPB 48.16 Capsideo T, e e f Capeadext
intermediario; antigeno de subgrupo.
T NSF3 34.600 Proteina naoc-estrutural 1] Envolvida na regulagao da traducao.
- = Acumula-se em viroplasmas; atividade
8 NSP2 34 700 Proteina ndo-estrutural ] NTPase: liga-se & NSP5 e Vp1.
T Glicoproteina estrutural do capsideo
9 L s FApERIDENEREAIO o externo; antigeno neutralizante G-tipo.
10 NSP4 20.290 Proteina nio-estrutural g, ERORKGE SHCpior par seaicelcz.
11 MNSPS 21.725 Proteina nao-estrutural 0 Possivel cinase autocalitica; interage
com VP2, NSP2 e NSPE.
MNSPE 11.012 Proteina nao-estrutural 0 Produto do ORF2 do gene 11; interage

com MSP5,; localizada em viroplasmas.

Tabela 1. Seguimentos genomicos dos rotavirus e suas respectivas proteinas codificadas, sua localiza¢do na particula
viral e funcdo ja esclarecida (ALFIERI ef al., 2007).

Os rotavirus apresentam varios artificios evolutivos distintos a fim de amplificar sua
diversidade genética, como as mutagdes pontuais, 0s rearranjos, as reestruturagdes (reassortments),
e as recombinacdes génicas (ITURRIZA-GOMARA, 2001). As muta¢des pontuais ocorrem de
maneira frequente em virus cujo genoma ¢ o RNA, como os rotavirus possuem RNA polimerase
RNA dependente ndo hd mecanismos de reparagdo durante a replicagio do genoma viral,
ocasionando mutagdes pontuais em pares de nucleotideos (GOUVEA & BRANTLY, 1995). Os
rearranjos genéticos sdo o resultado de erros ocorridos durante a transcri¢do de um segmento do
genoma viral, como resultado observam-se alteragdes no perfil de migracdo dos segmentos na

eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), porque estes erros ocasionam delecdo ou, mais
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frequentemente, a duplicacdo de segmentos (DESSELBERGER, 1996). As reestruturagdes ou
reassortments ocorrem durante infecgdes mistas, onde pode ocorrer troca entre os segmentos de
ambas as cepas que se encontram infectando uma mesma célula, podendo ser elas cepas humanas
ou animais (MATSUNO et al., 1980). Desta forma, devido as reestruturagdes € usual a deteccao em
fezes humanas de cepas incomuns e cepas geneticamente mais relacionadas a infecgdes em animais.
As recombinagdes génicas sao importantes para a evolugdo dos virus, porém no caso dos rotavirus
ha poucos estudos que documentam a ocorréncia desse tipo de mecanismo evolutivo (PHAN et al.,
2007).

Os rotavirus podem ser classificados em sete sorogrupos distintos a partir das diferengas
antigénicas encontradas na proteina VP6. Em animais, ja foram detectados os sorogrupos A, B, C,
D, E, F e G, contudo somente os sorogrupos A, B e C possuem importancia clinica e
epidemioldgica para humanos e animais, pois sdo os Unicos capazes de produzir a infec¢do, os
demais sorogrupos D, E, F e G somente foram detectados em animais. O sorogrupo A ¢ apontado
como o principal responsavel pelos episddios de gastroenterites e infecgdes subclinicas em animais
e humanos. Esse sorogrupo possui ainda uma classificacao propria em subgrupos de acordo com a
auséncia ou presenca de epitopos imunorreativos a anticorpos monoclonais pré-determinados. Os
sorogrupos B e C aparecem com menor frequéncia, mas podem desencadear a infeccdo em
humanos e animais, sendo o sorogrupo C isolado principalmente em suinos (ALFIERI ez al., 2007).

Além da classificacdo em sorogrupos baseada na proteina VP6, os rotavirus também podem
ser classificados em sorotipos e genotipos a partir das proteinas do capsideo externo, VP4 e VP7, ou
dos segmentos gendmicos que as codificam, segmentos 4 e 9. Nesse tipo de classificagdo ha um
sistema binario, onde a proteina VP4 corresponde ao P tipo (sensivel a protease) e a proteina VP7
corresponde ao G tipo (glicoproteina). Ja foram descritos cerca de 27 genotipos G e 35 gendtipos P
até o presente momento, os quais podem dar origem a diversas combinagdes, sendo algumas mais
usuais (HOSHINO & KAPIKIAN, 1996; ALFIERI et al., 2007; MATTHIINSSENS et al., 2011).

Existe atualmente uma classificagdo dos rotavirus do sorogrupo A, de acordo com seus 11
segmentos gendmicos. Esta classificagdo serve para um melhor entendimento da fun¢ao de cada
gene viral e a compreensdo da evolugdo inter espécies dos rotavirus. De acordo com esta
classificagdo ja foram descritos 27 G genoétipos, 37 P gendtipos, 17 I gendtipos, 9 R gendtipos, 9 C
genotipos, 8 M gendtipos, 16 A gendtipos, 10 N genoétipos, 12 T genotipos, 15 E genotipos e 11 H
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genotipos, sendo designado o nome de cada gendtipo de acordo com a fun¢do exercida por cada

proteina estrutural e ndo-estrutural codificadas pelos genes virais (tabela 2) (SOARES, 2011).

Proteinas Genotipos Designaciao do nome dos genotipos
descritos de acordo com a funcao
VP7 27G Glicoproteina
VP4 37P Protease
VP6 181 Capsideo Intermediario
VP1 9R RNA polimerase RNA dependente
VP2 9C Core ou nucleo viral
VP3 SM Metiltransferase
NSP1 19A Antagonista de Interferon
NSP2 10N NTPase
NSP3 12T Intensificador da tradugao
NSP4 15E Enterotoxina
NSP5 e NSP6 11H Fosfoproteina (phosphoprotein)

Tabela 2. Proteinas codificadas pelos 11 segmentos virais, quantidade de genotipos ja descritos de rotavirus do
sorogrupo A de acordo com cada proteina e suas respectivas fun¢des. Adaptado de DESSELBERGER, 2014.

18



FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA

== UNIVERSIDADE DE BRASILIA

UnB

3. CICLO DE REPLICACAO VIRAL

A replicacao dos rotavirus ocorre no intestino delgado mais especificamente nos enterocitos
maduros das vilosidades, os quais as particulas virais possuem maior afinidade quimica. No entanto,
alguns estudos tém demonstrado a predile¢do de determinados sorogrupos por regides intestinais
especificas. Os rotavirus do sorogrupo A possuem predilecao por células do duodeno e pela mucosa
do jejuno, enquanto o sorogrupo D possui predilecdo por células do jejuno e do ileo de aves
(HAYNES et al., 1994; LUNDGREEN & SVENSSON, 2001). Somente a particula viral completa,
ou seja, com o triplo capsideo consegue aderir-se as células e desencadear o ciclo replicativo
(MEDICE, 2007; SOARES, 2011).

Durante o processo de adesdo e penetracdo do virion a célula as proteinas do capsideo
externo, VP4 ¢ VP7 parecem exercer funcao essencial, porém todos os mecanismos envolvidos na
penetragdo do virus a célula ainda sdo desconhecidos. Entre os mecanismos propostos para a
penetracdo inicial do virus na célula estdo a entrada direta e indireta (endocitose). A entrada direta
da-se pela clivagem da proteina VP4 em VPS5 e VP8, devido a acdo da tripsina pancreatica
ocorrendo a ligacao do polipeptideo VPS5 a receptores de membrana independente de acido sialico, e
a ligagdo do polipeptideo VP8 as integrinas presentes na membrana celular. A clivagem de VP4
altera a permeabilidade da membrana plasmatica devido a ag¢do das proteases, sendo também
sugerido que a baixa concentra¢do de Ca*'intracelular seja a responsavel pela alteragdo dos trimeros
de VP7 em monomeros levando a perda do capsideo externo e liberando no citoplasma a particula
viral com dupla camada (double-layered particle — DLP). Na endocitose ¢ proposto que ndo haveria
acdo das proteases € o virion com triplo capsideo permaneceria aprisionado no endossomo
dependendo da concentragdo de Ca®' intracelular para ocorrer o desnudamento da particula viral
(DESSELBERGER, 2014; SILVA, 2014).

No citoplasma a particula viral com dupla camada inicia a replicagdo, os rotavirus possuem
um complexo de transcricdo proprio formado pelas proteinas VP1 (RNA polimerase RNA
dependente) e VP3 (com fosfodiesterase, guanililtransferase e metilase). Apds a ativacdo desse
complexo, ocorre a transcricdo dos RNA(+) capeados, que tém funcdo de RNA mensageiro na
sintese das proteinas virais e também atua como molde do RNA(-) para a sintese do RNA dupla-fita

na replicacdo viral. As proteinas virais sdo sintetizadas nos ribossomos livres, exceto as proteinas
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VP7 e NSP4, que sdo sintetizadas nos ribossomos que estdo ligados ao reticulo endoplasmatico
rugoso. Préximo ao reticulo endoplasmatico celular uma grande inclusdo citoplasmatica ¢ formada
a medida que ocorre a sintese e acimulo de proteinas virais e, essa estrutura amorfa ¢ denominada
viroplasma (ALFIERI et al., 2007, DESSELBERGER, 2014).

No viroplasma acontece a montagem das particulas virais e a replicacdo dos seguimentos
gendmicos dos rotavirus. Apos formadas, as particulas virais com dupla camada atravessam por
brotamento até o reticulo endoplasmatico rugoso por agdo da proteina NSP4. No reticulo
endoplasmdtico rugoso sofrem maturacdo final com adicdo de uma camada transitoria que em
seguida da lugar a tripla camada. A maturagdo depende da concentragdo de Ca*" intracelular para
que as proteinas do capsideo externo se mantenham estabilizadas. A progénie viral madura perde o
envelope e migra até o citoplasma onde ¢ liberada por lise celular, estando assim pronta para
infectar outros enterdcitos (Figura 3) (ALFIERI et al., 2007; ESTES & KAPIKIAN, 2007;
DESSELBERGER, 2014).
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Figura 3. Esquema da replicagdo dos rotavirus. ER - Reticulo Endoplasmatico; Ca*" - ion calcio; LC3 - Marcador
autofagossomal. (SILVA, 2014).
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4. PATOGENESE E SINAIS CLINICOS DA INFECCAO VIRAL

A infeccdo por rotavirus pode ser assintomatica ou sintomadtica. Para a infec¢do resultar em
sintomatologia clinica de gastroenterite, fatores virais ¢ do hospedeiro sdo considerados, ¢ o
principal fator relacionado ao hospedeiro ¢ a idade. Animais recém-nascidos normalmente sdo
assintomaticos a infec¢do, devido a transmissdo passiva de anticorpos maternos nos primeiros dias
de vida, através da ingestdo do colostro e da transferéncia que ocorreu via transplacentdria. Os
animais adultos também sdo mais resistentes a infecgdo uma vez que a reposi¢cao do epitélio apical
das vilosidades intestinais ocorre intensamente competindo com a replicagdo do virus. Assim, a
infecgdo nestes animais ¢ estabelecida quando ocasionada por cepas mais virulentas. J4 os animais
neonatos, com cerca de duas semanas de vida sdo os principais acometidos pela rotavirose dada a
menor taxa de reposicdo do epitélio apical das vilosidades intestinais destes animais, o que
fisiologicamente favorece a replicagdo do agente viral (ALFIERI et al., 2007; GREENBERG &
ESTES, 2009).

A principal via de transmissdo dos rotavirus € a fecal-oral, pelo contato com fomites
contaminados e pela ingestdo de dgua ou alimentos contaminados com fezes (ESTES &
KAPIKIAN, 2007 apud SOARES, 2011). H4 também relatos da possivel infeccdo por aerossois
principalmente em condigdes ambientais favoraveis de umidade e ventilagio (MEDICI, 2007). Os
animais afetados podem excretar até um trilhdo de particulas virais por milimetro ctubico de fezes o
que torna o ambiente no qual encontram-se bastante contaminado e propicio para a transmissao do
virus por contato direto para o restante do rebanho (GREENBERG & ESTES, 2009).

O periodo de incubagdo do virus pode variar entre 1 e 4 dias e ser ainda mais curto em
animais neonatos. Os sintomas da infec¢do incluem febre, vomito e diarreia pastosa a liquida,
acompanhados de sinais clinicos tipicos das sindromes diarreicas como depressdo, anorexia,
desidratagdo e sinais de acidose metabdlica como taquicardia e taquipneia. Apds a ingestdo do virus
o mesmo replica-se nos enterdcitos maduros do intestino delgado, para os quais os rotavirus
possuem notavel tropismo. Esses enterdcitos secretam a enzima lactase e também possuem fungdes
absortivas. A replicagdo viral determina a descamagdo epitelial e lise sendo a reposicao celular
realizada por células cuboides provenientes das criptas intestinais. Por serem imaturas as células

cuboides ndo possuem as mesmas caracteristicas absortiva e digestiva dos enterdcitos maduros.
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Com a interrup¢ao da secrecdo de lactase € possivel observar leite ndo digerido nas fezes dos
animais acometidos pela rotavirose, sendo a doenga conhecida também como “de curso branco”,
devido a essa alteragao fisiologica (ALFIERI et al., 2007; DHAMA et al., 2009; SILVA, 2014).

Diversos mecanismos fisiopatologicos estdo envolvidos no surgimento das diarreias que sao
uma caracteristica da rotavirose animal. A proteina ndo-estrutural NSP4 tem acdo enterotoxigénica,
que desestabiliza a homeostasia dos ions Ca*" do reticulo endoplasmético e quando secretada da
célula leva ao aumento intracelular de Ca* nas células adjacentes e a secre¢do de ions pelas criptas
intestinais, ocasionando a diarreia secretoria mesmo em auséncia de lesdo tecidual. A ativacdo do
sistema nervoso entérico (SNE) aumenta a motilidade intestinal em cerca de 67% e induz também
diarreia secretoria passiva, com ativagdo das células da cripta para continuarem a secrecao de ions e
fluidos que sdo langados na luz intestinal. O aumento de Ca*" durante a replicagdo viral também leva
a alteragdes na expressdo de enzimas como as dissacaridases, diminui¢do da funcdo de
transportadores SGLT-1 e demais proteinas da membrana dos enterdcitos induzindo as diarreias
osmoticas e mal absortivas. No decorrer da infec¢@o células das criptas também sdo comprometidas
e diminui-se a motilidade intestinal, os mecanismos tardios ocorridos € que envolvem a morte dos
enterécitos desencadeiam a diarreia mal absortiva considerada uma caracteristica da doenga
(ZHANG et al., 2000; FRANCO et al., 2006; ALFIERI et al., 2007; VANUCCI & GUEDES, 2009;
SOARES, 2011).

Btz

Glicose

Figura 4. Mecanismos envolvidos na patogénese da diarreia causada por rotavirus. A liberacdo de novos virus

juntamente com a NSP4 aumenta a concentragdo de Ca®’, desestabilizando o citoesqueleto e causando efluxo de 4gua e
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ions CI'. O SNE ¢ estimulado pela NSP4, as aminas e peptideos liberados. A diminui¢do das enzimas digestivas ¢ da

funcdo da SGLT-1 leva a ma digestdo de carboidratos (SOARES, 2011).

Os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no vomito decorrente da rotavirose ainda nao
foram totalmente elucidados, acredita-se que podem ter origem a partir da liberacdo de serotonina
pelas células enteroenddcrinas, a serotonina ativaria os nervos vagos aferentes que estdo conectados
ao tronco cerebral, especificamente estruturas associadas ao vomito, essa liberagdo de serotonina
seria mediada pela proteina ndo-estrutural NSP4 (HAGBOM et al., 2011).

Manifestagdes clinicas atipicas também podem ser observadas na rotavirose, quando os
virus transpdem o trato gastrointestinal podem infectar diversos oOrgdos, o genoma viral dos
rotavirus ja foi detectado em pacientes com encefalite, hepatite, nefrite, pneumonia, dentre outras
enfermidades (CRAWFORD et al., 2006; BLUTT et al., 2007). Todavia, a doenga sistémica
causada pelos rotavirus ¢ rara, apesar da viremia ser encontrada com certa frequéncia, sendo
detectada principalmente em animais imunossuprimidos (DESSELBERGER et al., 2009).

Os sintomas da rotavirose podem ter duragdo que varia de 4 a 8 dias, a recuperagdo dos
animais acometidos tende a ocorrer em um periodo curto, pois a diarreia causada ¢ geralmente
autolimitante. Entretanto, ap6s o término dos sintomas os animais ainda podem excretar o virus por
até oito dias (MEDICI, 2007). A maioria dos animais acometidos recuperam-se entre trés e quatro
dias, contudo a desidratacdo e as infecgdes bacterianas secundarias podem levar animais jovens a
morte. Os animais recuperados sofrem com a perda de peso ocorrida durante a infeccdo e podem
levar de 10 a 28 dias apds a doenca para restabelecer seu peso ideal, o que causa uma

desuniformidade do lote e grande prejuizo econdmico (DHAMA et al., 2009).
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5. METODOS DE DETECCAO DOS ROTAVIRUS

Diversos enteropatdgenos como as bactérias, os protozodrios € os virus podem apresentar
sintomatologia clinica de infec¢do entérica de modo bastante semelhante, assim o diagnostico
definitivo da rotavirose depende estritamente de testes laboratoriais, uma vez que a sintomatologia
da doenga ndo ¢ patognomoénica (ALFIERI et al., 2007). Existem varios métodos de diagndstico
laboratorial para a detec¢do dos Rotavirus, os quais podem variar entre si quanto a especificidade,
sensibilidade, facilidade no método de execucao e custo financeiro (ALFIERI ef al., 1999).

Para a deteccdo dos rotavirus podem ser empregadas diversas técnicas laboratoriais, como os
testes imunoenzimaticos (ELISA), a Microscopia Eletronica (ME), a eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE), o isolamento viral em células de linhagem MA-104b e HT 29, a
soroneutralizacgdo, a reacao de fixagdo do complemento, a imunofluorescéncia, a hemaglutinagao, a
aglutinacdo em latex, e os métodos moleculares tais como a RT-PCR, RT-PCR multiplex e a qPCR
(ALFIERI et al., 2007).

O ensaio imunoadsorvente ligado a enzima (ELISA) ¢ um dos métodos mais difundidos na
medicina veterinaria para o diagndstico soroldgico de varias doengas causadas por virus, isso da-se
devido a facilidade e rapidez de execucdo, o baixo custo empregado e a alta sensibilidade deste tipo
de ensaio que ¢ bastante difundido para o diagndstico da rotavirose, especialmente de rotavirus do
sorogrupo A. O teste consiste basicamente na incubacdo da suspensdo fecal do paciente em uma
placa de poliestireno sensibilizada com anticorpos antivirais, a qual apos sucessivas lavagens para
remocdo de substancias inespecificas sdo adicionados anticorpos antivirais conjugados com uma
enzima em que na presenca de um substrato especifico inicia uma reagdo colorimétrica (Figura 5)
(ALFIERI et al., 2007; MEDICIL, 2007; SILVA, 2014).

Existem, contudo, varia¢des deste teste imunoenzimatico, que pode ser realizado de forma
direta e indireta, na forma direta os anticorpos primarios sdo conjugados com a enzima e na forma
indireta somente os anticorpos secundarios sdo conjugados, ou seja, apds a adi¢do dos anticorpos
primarios € as sucessivas lavagens sao adicionados anticorpos secundarios marcados e que ligam-se
aos anticorpos primarios. O ELISA indireto ¢ portanto mais especifico que o direto e também mais
empregado no diagnostico sorologico dos rotavirus. Outras variagdes do teste ELISA também

podem ser encontradas, como o ELISA competitivo e o ELISA sanduiche (CROOK & PAYNE,
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1980; ALFIERI et al., 2007).
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Figura 5. Esquematizacao do teste imunoenzimatico ELISA direta, com adi¢ao apenas de anticorpos primarios
(ALFIERI et al., 2007).

Virios kits comerciais de ELISA utilizam como base anticorpos anti-VP6 devido a alta
antigenicidade e abundancia dessa proteina no virus, que constitui aproximadamente 51% da
particula viral. No entanto, a qualidade dos anticorpos empregados esta diretamente relacionada ao
sucesso deste método diagnostico (ALFIERI et al., 2007; SILVA, 2014).

A microscopia eletronica ¢ uma eficiente ferramenta para a detec¢do do rotavirus e outros
virus entéricos, uma vez que os rotavirus sdo excretados em grande quantidade na fase aguda da
doenca e possuem morfologia tipica (Figura 6). Apesar dos rotavirus terem sido descobertos através
da microscopia eletronica esse método possui desvantagens quando aplicado na rotina de
diagnostico, em surtos da doenga esta técnica torna-se invidvel devido ao grande numero de

amostras, além disso para ser realizada exige uma alta concentracdo de virions nas fezes, sendo
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atualmente a microscopia eletronica mais utilizada em pesquisas € como contraprova para

solucionar resultados discrepantes (BRANDT et al, 1981; NAKATA et al., 1987).

Figura 6. Imagem obtida através da microscopia eletronica do Rotavirus (PRASAD, 1990).

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), seguida de coloragdo pela prata, ¢ uma
técnica que baseia-se no perfil de migragdo dos 11 segmentos do genoma de RNA fita-dupla dos
rotavirus em um gel de poliacrilamida, gragas a caracteristica dos rotavirus em possuirem o seu
genoma segmentado ¢ possivel observar o padrdo gendmico ou eletroferotipo viral como método
diagnostico, possibilitando ainda a classificagdo do virus nos grupos A, B e C, ndo sendo esta
técnica eficiente, entretanto, para a diferenciacdo dos sorotipos virais, pois cepas de um mesmo
sorotipo podem possuir eletroferotipos distintos e cepas com eletroferotipos semelhantes
pertencerem a diferentes sorotipos (KALICA et al., 1978; HERRING et al., 1982; ALFIERI et al.,
2007).

Os segmentos gendmicos dos rotavirus apresentam diferentes padroes de mobilidade
eletroforética, os rotavirus do sorogrupo A possuem os seus 11 segmentos divididos em 4 classes de
migracgdo: 1, 2, 3 e 4 pertencem a classe I; 5 e 6 pertencem a classe II; 7, 8, e 9 pertencem a classe
IIT e os demais segmentos 10 e 11 a classe I'V. Cada sorogrupo dos rotavirus possui um padrao de
migracao distinto, a disposi¢ao dos segmentos 7, 8 ¢ 9 dos rotavirus do sorogrupo A aparece em
forma de trinca devido a massa molecular ser semelhante entre esses segmentos. De acordo com as
classes as quais pertencem os segmentos, o padrao de migragdo mais comum ou tipico dos rotavirus

do sorogrupo A ¢ estabelecido como 4-2-3-2, ou seja, pode-se observar quatro segmentos na classe
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I, dois segmentos na classe II, trés segmentos na classe III e dois segmentos na classe IV. Os
eletroferotipos que nao apresentam a trinca caracteristica dos segmentos 7, 8 € 9 na classe III sdo

denominados rotavirus atipicos ou ndo-grupo A (Figura 7) (GREGORI, 1999; MEDICI, 2007).
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Figura 7. Padrdes de migragdo encontrados nos eletroferotipos do genoma viral dos rotavirus (ALFIERI ef al., 2007).

O isolamento viral em cultura de células ¢ uma técnica laboriosa e demorada nao sendo
utilizada na detecgdo rotineira do rotavirus em casos de surto. As linhagens celulares MA-104
(originada de rim fetal de macaco Rhesus) e HT 29 (originada de adenocarcinoma retal) sdo
empregadas no cultivo celular do rotavirus, sendo a técnica bastante utilizada em estudos de
proposi¢ao molecular e antigénica (ALFIERI et al., 2007; STIPP, 2011).

A partir do isolamento viral em cultura de células com boa replicagdo do virus, ensaios de
soroneutralizagdo podem ser realizados a fim de observar-se a neutralizacdo da infectividade do
antigeno viral, sendo possivel a realizagdo da soroneutralizagdo para a titulacdo de anticorpos e para

obtengdo de resultados positivos e negativos para fins diagnosticos (ALFIERI ez al., 2007).
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A reacgdo de fixacdo do complemento baseia-se no complexo antigeno — anticorpo, onde o
anticorpo ao interagir com o virus desencadeia uma cascata de ativacdo de componentes do sistema
complemento, os efeitos da ativacdo do sistema do complemento podem entdo ser observados se
houver a presenga de anticorpos para o antigeno especifico. Frequentemente os extratos fecais
apresentam anticomplementaridade, devendo-se adicionar soro fetal bovino para a eliminagao desse
inconveniente e aplicagdo da técnica mais rotineiramente. Contudo, a aplicagdo desta técnica
atualmente ¢ bastante restrita pois trata-se de uma técnica demorada e laboriosa (CANDEIAS et al.,
1978; CANDEIAS et al., 1980; ALFIERI et al., 2007).

A técnica de imunofluorescéncia (IFA) possui duas variantes, a imunofluorescéncia direta
(IFD) e a imunofluorescéncia indireta (IFT). A IFA ¢ utilizada para deteccao de antigenos e se baseia
na reacao antigeno — anticorpo, na qual anticorpos marcados emitem luz quando expostos a luz UV,
para a execucdo da técnica exige-se a fixacdo do material a ser analisado (células descamadas da
superficie das vilosidades intestinais) em etanol, metanol ou acetona com posterior incubagdo com o
anticorpo especifico conjugado com um fluorocromo, normalmente utiliza-se o 7exas Red ou FITC
(isotiocianato de fluoresceina). Apds diversas lavagens para a retirada dos anticorpos que nao
ligaram-se ao antigeno, o material pode ser analisado utilizando microscépio de luz UV com fundo
preto. Na IFD o anticorpo primario ¢ conjugado com o fluorocromo e ¢ o unico adicionado a
amostra, ja na IFI apds a incubagdo com anticorpo primario ndo-conjugado adiciona-se anticorpos
secundarios marcados com o fluorocromo que reconhecem e se ligam ao anticorpo primario, sendo

esta ultima mais especifica (Figura 8) (ALFIERI et al., 2007).

Figura 8. Esquema demonstrativo da técnica de imunofluorescéncia; A — técnica de imunofluorescéncia direta com
adi¢do de apenas um anticorpo ja conjugado com enzima; (B) — técnica de imunofluorescéncia indireta com anticorpo
secundario ligado a anticorpo primario. Adaptado de ALFIERI et al, 2007.

A hemaglutinagdo (HA) baseia-se na propriedade que alguns virus possuem de aglutinar
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eritrocitos devido a ligagdo de glicoproteinas de superficie do virion (hemaglutininas) aos
receptores de superficie dos eritrocitos. Contudo, a hemaglutinagdo possui diversas restrigdes de
execucao como a dificuldade em obter resultados positivos utilizando-se pequenas quantidades do
virus, a existéncia de técnicas mais sensiveis e especificas e também o ocorrimento de
hemaglutinagdo inespecifica (ALFIERI et al., 2007). Em um estudo realizado por Nakagomi ef al.,
(1992) uma cepa de rotavirus humana foi capaz de aglutinar eritrécitos de diversos animais, como
porcos, ovelhas e galinhas sugerindo a possivel infeccdo do homem por cepas de rotavirus animais
(NAKAGOMI et al., 1992).

O ensaio de aglutinagdao em latex, consiste em um teste bastante simples onde a amostra do
paciente ¢ adicionada a anticorpos adsorvidos em particulas de latex, dessa reagdo € possivel
observar a aglutinagdo das particulas na presenga do antigeno. A aglutinacdo em latex devido a sua
praticidade poderia ser utilizada para o diagndstico da rotavirose animal em campo, porém a
incidéncia de resultados falso negativos tem demonstrado-se bastante elevada devido a baixa
especificidade e sensibilidade de alguns testes comerciais, outros fatores como a concentragao do
antigeno nas amostras fecais também sao importantes para a ocorréncia de resultados dubios o que
torna a hemaglutinacdo um teste de dificil aplicagdo atualmente (SANEKATA et al., 1981;
ALFIERI et al., 2007).

O advento de técnicas de diagndstico molecular alavancou os estudos moleculares dos
agentes virais, por exemplo, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ uma técnica muito sensivel
e especifica que consiste em uma reagado de sintese in vitro de regides especificas do DNA em ciclos
repetidos para amplificacdo do numero de moléculas, podendo-se obter resultados positivos de
amostras com quantidade minima de 4cido nucleico do antigeno estudado (SAIKI er a/, 1988). A
reacdo de PCR ocorre em trés estagios: desnaturacdo (separagao da fita dupla), anelamento
(anelamento dos primers ao DNA-molde) e extensdo (fita complementar ¢ estendida pela enzima
taqg DNA polimerase), onde cada fase ocorre a diferentes temperaturas e duracgao, sendo repetidos
cerca de 30 a 45 ciclos.

Existem diversas variagdes da técnica de PCR, como a RT-PCR, RT-PCR multiplex e qPCR,
todas técnicas utilizadas rotineiramente para amplificacdo do genoma de RNA dos rotavirus. Por se
tratar de um virus de RNA, ha a necessidade de sintese de copias de DNA complementares ao RNA

viral (cDNA), técnica esta denominada transcri¢do reversa. Na RT-PCR (reverse transcriptase
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PCR) ocorre a sintese do cDNA, o qual ¢ utilizado como molde para a reagdo de PCR convencional,
a sintese do cDNA pode ser realizada antecipadamente ou conjuntamente a reacdo de PCR, nos
chamados one step RT-PCR. A reagao de RT-PCR multiplex consiste em uma RT-PCR onde sao
utilizadas mais de uma sequéncia iniciadora (primers), sendo cada par de primers especificos para
diferentes regides do alvo ou diferentes antigenos, o que ¢ muito interessante quando buscam-se
variantes de um mesmo virus ou antigenos diferentes que causam sintomatologia semelhante, esta
técnica leva a uma reducao de tempo e custos caso as reagdes fossem realizadas separadamente
(CHAMBERLAIN et al., 1988; ALFIERI et al., 2007).

A qPCR ou PCR em tempo real popularizou-se nos ultimos anos em varios campos da
ciéncia (TAYLOR et al., 2010), pois permite além da deteccao do antigeno viral, a quantificagdo e a
genotipagem das amostras. Ao contrario do PCR convencional que necessita que o produto da
amplificacdo seja visualizado em gel de agarose, na PCR em tempo real enquanto ocorre a
amplificacdo ha a emissdo de fluorescéncia por fluoréforos que ¢ medida a cada ciclo da reacao.
Existem algumas tecnologias envolvidas atualmente na técnica de PCR em tempo real como o
SYBR Green®, na qual o mesmo liga-se entre a fita dupla de DNA formado emitindo fluorescéncia,
e o0 TagMan®, no qual uma sonda especifica marcada com um fluor6foro em sua extremidade emite
a fluorescéncia quando hibridizada com o DNA alvo. Ambas as técnicas possuem vantagens e
desvantagens devendo-se adequar cada uma ao objetivo proposto (HEID et al., 1996;

SCHMITTGEN et al., 2000).

30



== UNIVERSIDADE DE BRASILIA

FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA
UnB

6. TRATAMENTO, CONTROLE E PROFILAXIA

A rotavirose quando diagnosticada corretamente deve ser imediatamente tratada, controlada
dentro do rebanho e eliminada. O prejuizo econdmico que a doenca pode acarretar para um produtor
¢ grande, mesmo tratando-se de um agente etiolégico de baixa mortalidade, a alta morbidade dos
rotavirus ¢ preocupante ja que a doenga se alastra rapidamente e os animais acometidos sofrem uma
acentuada perda de peso levando a uma desuniformidade marcante no lote (ALFIERI et al., 2007).

O tratamento da infec¢do por rotavirus € sintomatico e baseia-se na reposi¢ao de fluidos e
eletrolitos que sdo perdidos durante o curso da doenca. A administragdo de antibioticos de amplo
espectro também ¢ importante para o controle das infecgdes bacterianas secundarias que surgem nos
animais doentes (MORES et al.,, 1987). Em pequenos animais como cdes e gatos pode ser
necessaria a internacdo em casos mais graves com desidratacdo severa, além do tratamento ja
descrito esses animais devem receber também antieméticos e nutricdo microenteral (NELSON &
COUTO, 2009).

Ao contrario das demais infec¢cdes causadoras de gastroenterite a adocdo de medidas
higiénico-sanitarias isoladamente ndo reduzem a incidéncia da rotavirose em um rebanho, mesmo
propriedades que dispdem de aparato tecnoldgico e realizam manejo zootécnico € sanitario
adequados sofrem o impacto econdmico causado por essa doenga. Isso deve-se ao fato do agente
etioldgico possuir caracteristicas singulares e importantes, dentre elas: os rotavirus possuem uma
grande gama de hospedeiros susceptiveis e possui transmissao entre espécies diferentes; os animais
infectados excretam cerca de 10" particulas virais em suas fezes durante o periodo agudo da
doencga; estas particulas sdo resistentes as condigdes ambientais, a variagdes de pH 3-9 e a
determinados desinfetantes rotineiros podendo perdurar no ambiente por longos periodos; e os
animais adultos podem desenvolver infeccdo subclinica e contaminar os animais jovens (ALFIERI
et al., 2007; MEDICI, 2007; DHAMA et al., 2009).

Dessa maneira o manejo profilatico deve adequar-se as caracteristicas desse agente
etioldgico, preconizando-se: o isolamento dos animais acometidos para evitar a contamina¢do dos
animais sadios; a uniformiza¢do dos lotes pela idade evitando o contato dos animais jovens com
adultos que podem portar a doenga de forma subclinica ¢ contaminar os demais; a realizagdo de

vazio sanitario apds a saida de um lote; a desinfeccdo das instalagdes com solugdes desinfetantes
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como o glutaraldeido a 2%, o formaldeido a 37%, a formalina e o lisol; ¢ a administragdo de
colostro aos animais recém-nascidos (LLOYD-EVANS et al., 1986; DHAMA et al., 2009,
ALFIERI et al., 2007).

A existéncia de diversos tipos de sistemas de producdo animal pode facilitar ou dificultar o
manejo profilatico no rebanho, nos sistemas de producdo extensivos a dificuldade de se conter a
expansao da doenca ¢ maior, pois geralmente neste sistema de criagdo nao ha separacao dos animais
por idade ou um bom isolamento dos animais infectados pelo rotavirus. No caso dos rebanhos
bovinos criados extensivamente a realizagao de rodizio de piquetes de pari¢do deve ser adotada com
finalidade de diminuir a incidéncia da doenga. Na criacdo de aves além do vazio sanitério, limpeza e
desinfeccao das instalagdes, a prevencdo da doenca ¢ feita adotando-se o descarte imediato de
refugos com sinais da doenca, implementando-se o manejo “all in all out” (todos dentro todos
fora), e rigoroso controle de temperatura, ventilacdo e umidade nos galpdes (BESERRA, 2012).

Atualmente, o principal manejo profilatico empregado nos rebanhos brasileiros baseia-se no
uso de vacinas inativadas e atenuadas anti rotavirus sorogrupo A em fémeas no terco final da
gestagdo, com o objetivo de elevar o titulo de anticorpos especificos contra o rotavirus no colostro
(ALFIERI et al., 2007), a presenca destes anticorpos no limen intestinal ¢ primordial para o
desenvolvimento de protecdo contra a doenca nos animais neonatos. Em bovinos preconiza-se a
administracdo do colostro proveniente de fémeas vacinadas nos primeiros 5 dias de vida dos
bezerros, porém, a imunidade passiva conferida a estes animais ndo ¢ eficaz na presenga de grandes
quantidades do virus. O colostro de origem bovina também pode ser administrado em potros recém-
nascidos por 3 a 5 dias, pois reduz a incidéncia de diarreias virais nestes animais. Demais animais
de producao como os suinos, equinos, caprinos € ovinos também tém diminui¢ao da ocorréncia de
diarreias por rotavirus quando recebem colostro de fémeas vacinadas no terco final da gestagdao. A
vacina anti rotavirus ndo ¢ comercializada para caes, gatos e aves (DHAMA et al., 2009).

Contudo, a produ¢do de vacinas efetivas em animais ¢ um constante desafio no manejo
profilatico da rotavirose, os rotavirus possuem grande variabilidade antigénica e molecular sendo
necessarios estudos dos gendtipos P e G das cepas virais circulantes para o planejamento de um
programa de vacinagdo eficiente. Atualmente sdo escassos os estudos brasileiros acerca da
circulagdo de cepas variantes de rotavirus assim como de sua distribui¢do temporal, sabe-se que

fatores como a diversidade de hospedeiros susceptiveis a doenca e os mecanismos evolutivos

32



FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA

== UNIVERSIDADE DE BRASILIA

UnB
apresentados pelos rotavirus colaboram para o surgimento de novos gendtipos, a auséncia de

monitoramento de novos genotipos circulantes acaba dificultando a profilaxia da rotavirose nos

rebanhos nacionais (ALFIERI et al., 2007; SILVA, 2014).
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7. EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES POR ROTAVIRUS EM ANIMAIS

Os rotavirus tém distribui¢do mundial e ja foram detectados em surtos de diarreia em
animais de diversas espécies, a rotavirose ¢ atualmente uma das principais causas de diarreia em
animais criados em sistemas intensivos (SAIF, 2011).

Em suinos, os rotavirus dos sorogrupos A, B e C assumem grande importancia
epidemioldgica, contudo de acordo com a frequéncia das diarreias os rotavirus do sorogrupo A sdo
os mais prevalentes. A rotavirose suina acomete animais entre a primeira e quarta semana de vida
alojados na maternidade e na creche. Os leitdes jovens também sdo susceptiveis a diferentes
infeccdes, sendo assim diversas outras doencas devem ser consideradas para o diagnostico
diferencial da rotavirose, como as infeccdes por Escherichia coli, Clostridium perfringens,
calicivirus, coronavirus e astrovirus, os rotavirus juntamente com alguns destes outros agentes
infecciosos estdo envolvidos no complexo diarreico neonatal suino que configura o principal
problema sanitario nas fases de creche e maternidade (ALFIERI et al., 2007; DHAMA et al., 2009).

Em estudo realizado no Brasil Alfieri et al. (1999) observaram maior frequéncia da
rotavirose em animais no periodo de desmame, em outros estudos ¢ possivel observar diversas taxas
de prevaléncia dos rotavirus nos rebanhos suinicolas brasileiros, Lippke et al. (2011) encontrou
prevaléncia de 39,29% de rotavirus em leitdes neonatos, Gregori et al. (2009) encontraram os
rotavirus com uma frequéncia de 29,86% nas fezes de leitdes diarreicos de 10 municipios de Sdo
Paulo. Estes estudos demonstram a ampla dissemina¢ao do agente na industria suinicola nacional.

A rotavirose aviaria ocorre em aves jovens, principalmente nas primeiras quatro semanas de
vida destes animais, isto configura um grave problema na produgdo de frango de corte,
considerando-se que atualmente as aves sdo abatidas com uma média de 42 dias, ou seja, sdo
susceptiveis a forma clinica da infec¢do por quase todo o seu periodo de vida, além de viverem
agrupadas em grandes lotes facilitando a rdpida disseminagdo da doenca. Assim como nos
mamiferos a via de transmissao dos rotavirus em aves ocorre por via fecal-oral e pela ingestao de
agua e alimentos contaminados, contudo relatos do isolamento do agente viral em perus com trés
dias de vida sugerem uma possivel transmissdo via casca do ovo ou transovariana (BESERRA,
2012). Em estudo realizado com aves brasileiras, Beserra (2012) identificou os rotavirus do

sorogrupo A com uma frequéncia de 38,73% e do sorogrupo D com uma frequéncia de 6,3%, neste
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experimento foram utilizadas aves de diversos tipos de criacdo comercial como: frangos de corte,
poedeiras e matrizes, o que demonstra a disseminagcdo do agente nas diferentes modalidades de
criagdes do pais (BESERRA, 2012).

Na rotavirose bovina os rotavirus infectam bezerros nas primeiras semanas de vida e sdo um
dos responsaveis pelo complexo de diarreia neonatal que acomete esses animais, a diarreia neonatal
¢ uma das mais importantes causas de mortalidade em neonatos e desencadeia relevantes perdas
econdmicas. Em bovinos a doenca ¢ causada principalmente por rotavirus do sorogrupo A, Alfieri
et al. (2006) realizaram um estudo com rebanhos bovinos de sete estados brasileiros em um
intervalo de 5 anos utilizando a técnica de PAGE para o diagndstico do rotavirus em animais com e
sem sintomatologia de diarreia, ¢ encontrou rotavirus do sorogrupo A infectando 19,5% dos
bezerros diarreicos observados, essa proporcao englobou animais de todos os periodos e regides

estudadas confirmando a importancia dessa doenga entérica na criagdo de bovinos no Brasil

(ALFIERI et al., 2006; FREITAS et al., 2011).
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8. ASPECTOS ZOONOTICOS DA ROTAVIROSE

Os rotavirus sdo geralmente espécie especificos, entretanto diversos casos de infecgdes entre
espécies podem ser encontrados descritos na literatura, também chamadas de infec¢des heterdlogas
estas infecgdes ocorrem quando uma espécie animal é infectada por um rotavirus de outra espécie
podendo ocorrer de forma experimental ou natural, os rotavirus capazes de promover este tipo de
infec¢cdo geralmente possuem segmentos gendmicos de ambas as cepas humana e animal (ALFIERI
et al.,2007; MARTELLA et al., 2009).

As semelhangas antigénicas de cepas humanas e animais dos rotavirus levantou durante
muitos anos duvidas acerca do papel dos animais como fonte de rotavirus para a infeccdo em seres
humanos. Posteriormente, com a hibridizagdo RNA-RNA foi possivel verificar que as cepas de
rotavirus de uma mesma espécie animal possuem alta homologia, o que ndo ocorre entre cepas de
diferentes espécies. Os rotavirus com baixa homologia possuem maiores dificuldades de replicacao
em um hospedeiro ndo-especifico, ou seja, um rotavirus animal possui maior dificuldade de
replicar-se em enterocitos humanos em condig¢des naturais. Contudo, com a identificagdo de cepas
ndo usuais em humanos e com propriedades comumente encontradas em animais, uma via
alternativa do potencial zoonotico dos rotavirus foi levantada, aonde cepas de rotavirus animal
poderiam promover a infec¢do em humanos gragas as reestruturagdes génicas (COOK et al., 2004).

Dentre os mecanismos evolutivos apresentados pelos rotavirus, as reestruturagdes gé€nicas ou
reassortments sao importantes para a formacdo de novas cepas virais. As reestruturagcdes ocorrem
quando duas cepas virais distintas, que podem ser humanas e animais infectam uma mesma célula,
no processo de replicagdo viral estas cepas podem trocar segmentos genomicos dando origem a
cepas com genoma reestruturado que podem conter segmentos virais humanos e animais. Os 11
segmentos gendmicos de uma unica cepa viral pode sofrer reestruturagdes randomicas que podem
gerar até 2048 constelagdes génicas (COOK et al., 2004).

Em estudo realizado no Reino Unido Cook ef al. (2004) apontaram diversas rotas de
transmissdo em que rotavirus animais podem infectar humanos, destacando-se: o contato direto com
animais domésticos e suas respectivas excretas; e ainda o contato com agua, superficies e alimentos
contaminados. O contato direto com animais domésticos e suas respectivas excretas ¢ considerado

mais comum em paises em desenvolvimento, contudo também em paises desenvolvidos sdo
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encontrados relatos da deteccdo de cepas incomuns de rotavirus em fezes humanas. Birch et al.,
(1985) encontraram cerca de 5% de uma populacao de gatos saudaveis residentes de um abrigo para
animais na Austrdlia portando rotavirus A associado ao genotipo G3, no mesmo periodo as
infecgdes humanas por rotavirus também foram causadas por rotavirus A gendtipo G3, o que ndo
descarta a possibilidade de transferéncia entre espécies.

Atualmente, também ¢ facil encontrar relatos na literatura de deteccao de cepas incomuns de
rotavirus em humanos, Luchs et al., (2014) encontraram em 2012 uma cepa G10P nas fezes de uma
crianga com gastroenterite na cidade de Presidente Prudente, interior de Sao Paulo, o genotipo G10
¢ geralmente detectado em bezerros. A transmissdo entre espécies de animais domésticos também
pode ocorrer com frequéncia, Sieg et al. (2015) isololaram o gendtipo G8P[1] tipicamente bovino
em um cao assintomatico na cidade de Liepzig na Alemanha. Em dezembro de 2010 a Organizagdo
Mundial da Satde divulgou dados de um programa de vigilancia da rotavirose humana realizado em
paises em desenvolvimento, no estudo foram identificados os genotipos de cepas incomuns mais
predominantes em determinadas regides (WHO, 2011), os genotipos encontrados neste estudo sao
0s mesmos responsaveis por cerca de 75% das gastroenterites por rotavirus sorogrupo A no Brasil
(SILVA, 2014).

A rotavirose tem grande impacto na saide humana, os rotavirus do sorogrupo A s3o os
principais responsaveis por gastroenterites em criancas menores de 5 anos, causando cerca de
193.000 mortes anualmente, principalmente em paises em desenvolvimento (WALKER et al.,
2013). Porém, o impacto das novas cepas virais de rotavirus na saide publica ainda ndo ¢ bem
definido pois hd uma auséncia de dados epidemiologicos acerca do genoma e da circulagdo das
mesmas em possiveis reservatdrios animais, estes animais poderiam no futuro introduzir na
populacdo humana novas cepas de rotavirus ou novos segmentos genomicos em cepas de rotavirus
humano. Mesmo a transmissdo de rotavirus animal para humanos ndo resultando em infeccdo
relevante, o fato das cepas animais participarem na formagao de novas cepas virais que podem ser
patogénicas para o homem, denota a necessidade de criar programas de vigilancia para o
monitoramento da rotavirose animal e humana conjuntamente, com o objetivo de aumentar o
nimero de dados acerca da circulacdo dos rotavirus nesses grupos, pois a circulacdo dessas novas
variantes de rotavirus animal pode afetar a eficicia das vacinas humanas atualmente disponiveis

(MIDGLEY et al., 2012).
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Os rotavirus sdo identificados em todo o mundo como um dos mais importantes agentes
etiologicos virais causadores de diarreia em humanos e animais. Estes virus estdo altamente
disseminados nos rebanhos brasileiros interferindo nos principais e maiores setores produtivos
como a bovinocultura, suinocultura e avicultura. As sindromes diarreicas em que os rotavirus estao
envolvidos causam alto prejuizo econdmico em rebanhos de todo o mundo, pois acarretam despesas
adicionais com mao de obra e tratamento aumentando os custos de produgao.

Apesar de seu potencial zoondtico levantar inimeras questdes acerca da infec¢do por cepas
de rotavirus animais ndo promoverem infec¢do satisfatéoria em humanos, o fato dessas cepas
animais trocarem segmentos genomicos com cepas humanas aumentando a variabilidade genética e
a patogenicidade dos rotavirus para seres humanos, tornam este um agente etioldgico de importante
monitoramento pelos servigos de vigilancia, os quais devem acompanhar o surgimento de novas
cepas de rotavirus em humanos e animais concomitantemente.

Atualmente, a vacinacdo ¢ a principal forma de preveng¢do da doenca em animais. A
vacinacao contra a doenca no Brasil s6 ¢ realizada em fémeas no ter¢o final da gestacao, além disso
desde a introducdo da vacina em territorio nacional sdo escassos os trabalhos cientificos sobre o
surgimento de cepas vacinais e estudos epidemioldgicos acerca dos genotipos circulantes em
determinadas espécies e regioes. Somente com tais levantamentos sera possivel aprimorar a vacina
utilizada em territorio nacional e correlacionar a presenca de gendtipos incomuns com a doenga em

humanos.
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PARTE II
RELATORIO DE ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO

1. INTRODUCAO

Para encerrar a formagdo do profissional em Medicina Veterinaria ¢ necessaria a realizagao
de um estagio supervisionado, que tem como objetivo a pratica do conteudo aprendido ao longo do
curso, porém, mais voltado para uma area de interesse do formando. O estdgio supervisionado ¢
uma disciplina de cardter obrigatério e que faz parte da matriz curricular do curso de medicina
veterinaria da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia, sendo
realizado no ultimo semestre do curso de graduacdo. O estagio deve ser realizado em uma ou mais
areas de interesse do discente e em instituicdes ou estabelecimentos veterinarios de sua preferéncia.
Um total de 480 horas devem ser cumpridas durante o estagio supervisionado, as quais podem ser
divididas em até dois locais. Essa atividade visa o aperfeicoamento do conhecimento pratico e
teorico adquirido durante a graduagdo, preparando e aprimorando o discente para sua atua¢do no
mercado de trabalho. As atividades desenvolvidas durante tal periodo devem ser supervisionadas
por um professor do curso de medicina veterinaria ou credenciado para tal fim, como requisito final
deve-se apresentar um relatdrio de atividades executadas, monografia, artigo para publicagdo ou
produto desenvolvido a ser julgado por uma banca avaliadora.

Realizei o meu estagio supervisionado obrigatdrio em apenas uma institui¢ao: o Laboratorio
de Virologia Comparada e Ambiental da Fundagdo Oswaldo Cruz — LVCA/FIOCRUZ, na area de
virologia clinica, no setor de diagndstico sorolégico e molecular de gastroenterites de etiologia
viral, especificamente o rotavirus, sob supervisdo do Dr. José¢ Paulo Gagliardi Leite. As 480 horas

exigidas foram cumpridas durante trés meses, de segunda a sexta-feira.
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2. LABORATORIO DE VIROLOGIA COMPARADA E AMBIENTAL -
FIOCRUZ

O Laboratorio de Virologia Comparada e Ambiental (LVCA) ¢ um laboratorio credenciado
pelo Ministério da Saude como referéncia no diagndstico de gastroenterites virais, o seu
credenciamento encontra-se renovado até o ano de 2021. A missdo do LVCA ¢ realizar pesquisa,
desenvolvimento tecnoldgico, inovagao e formacao de recursos humanos relacionados aos estudos
comparativos de virus responsaveis pela etiologia das gastroenterites agudas e de outros agravos
para a saude publica, sanidade animal e impacto ambiental.

Atualmente, o LVCA divide-se em dois setores: de Virologia Ambiental, aonde esta inserida
a Referéncia em Virologia Ambiental e de Virologia Clinica, aonde estd inserida a Referéncia
Regional para Rotaviroses. O setor de virologia clinica do LVCA ¢ responsavel pelo diagndstico
definitivo de amostras suspeitas de gastroenterites virais provenientes de Laboratérios Centrais de
Satude Publica (LACEN's) de diversos estados brasileiros. Essas amostras sdo triadas em seus
estados de origem através de testes soroldgicos como o ELISA e enviadas ao LVCA para demais
diagndsticos confirmativos, com isso hd um controle de qualidade rigoroso praticado no laboratorio,
desde o recebimento das amostras até a emissdo dos laudos. O setor de virologia ambiental trabalha
com a detec¢do e recuperacdo de virus gastroentéricos em aguas recreacionais, de consumo e de
esgotos, em superficies hospitalares e também com detec¢ao de virus em alimentos.

A entrada nas instalagdes do LVCA segue um fluxograma continuo, sendo vedado o acesso
em locais em que o fluxograma nao ¢ respeitado. De acordo com o fluxograma atual do laboratorio
as salas sdo classificadas como limpas e sujas conforme as atividades que sdo executadas no local.
A sala em que se encontram os reagentes livres de acidos nucleicos para preparagdo de MIX para
reagdes de PCR ¢ considerada uma sala limpa, ja as salas de extragdo e analise de acidos nucleicos
sdo consideradas sujas, sendo assim somente ¢ autorizada a entrada em uma sala limpa de pessoas
que ainda ndo entraram em nenhuma sala de trabalho ou que sairam de uma sala também limpa. E
estritamente vedada a entrada em uma sala limpa a partir de uma sala suja e, tal medida tem sido
adotada com éxito para diminuir os riscos de contaminagao.

A diminuicdo dos ricos de contaminag¢ao ¢ algo encarado com bastante seriedade pela equipe

do LVCA. Todas as atividades realizadas no laboratério sdo executadas por profissionais treinados,
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seguindo Procedimentos Operacionais Padrdes (POP's) validados e com o maximo de
rastreabilidade.

As atividades do estagio foram divididas de maneira temporal, para que ao longo dos trés
meses fosse acompanhado todo o processo de diagndstico soroldgico e molecular do rotavirus, a
partir do recebimento das amostras até a emissdo dos laudos finais. Para iniciar as atividades no
laboratdrio realizei o treinamento inicial em biosseguranga com duragdo de uma semana e
cadastramento no sistema de qualidade do laboratério, uma vez que apenas profissionais
cadastrados podem executar atividades no LVCA.

O estagio iniciou-se no setor de recebimento e processamento de amostras, o qual teve a
duracgdo de trés semanas, neste setor as amostras fecais oriundas dos LACEN's sdo armazenadas em
freezer para a preparagdo das suspensdes fecais, as suspensdes fecais sdo preparadas a 10% e
armazenadas em freezer a 4°C, até serem submetidas aos ensaios de triagem PAGE e ELISA
indireta, atualmente o LVCA nio realiza rotineiramente testes de ELISA uma vez que dispde de
testes moleculares mais sensiveis e especificos. Para a realizacdo do PAGE as suspensdes fecais sao
enviadas até a sala de extragdo de acidos nucleicos, o material ¢ extraido por um robd de extracao
QIAcube e devolvido para a execucao do PAGE.

Apds o primeiro més e pelos dois meses seguintes, o treinamento seguiu-se no setor de
biologia molecular que ¢ constituido pelas salas de reagentes livres de acidos nucleicos, extracao de
acidos nucleicos e analise de acidos nucleicos, esta ultima dividida entre sala de termocicladores,
sala de preparagdao de gel e sala de fotodocumentacdo. Na sala de reagentes livres de acidos
nucleicos sdo preparados os MIX para as PCR's, esta sala constitui um ambiente limpo em que ¢
proibida a entrada de amostras com suspeitas de infec¢des virais. Apos a preparagao do MIX, o
mesmo ¢ levado até a sala de extragdo de acidos nucleicos aonde as amostras sdo distribuidas,
quando necessario o uso de cDNA a preparacao do mesmo também ¢ realizada nesta sala que possui
um termociclador exclusivo para este fim no local. Os demais termocicladores do laboratdrio ficam
localizados na sala de termocicladores, o produto da PCR ¢ armazenado sempre no freezer
localizado na sala de preparacao de gel. A sala de preparagao de gel, considerada uma sala suja, ¢
utilizada quando trabalha-se com PCR's convencionais e hd a necessidade de execucdo de
eletroforese em gel de agarose para andlise dos amplicons. A sala de fotodocumentacao abriga

fotodocumentadores e impressoras, aonde o gel de agarose ¢ visualizado e documentado.
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Atualmente, sdo realizadas PCR convencionais e especialmente qPCR para deteccdo de
Rotavirus e Norovirus nas amostras que chegam ao LVCA, a execugdo de qPCR ¢€ preconizada em
todas as amostras que chegam ao LVCA. As amostras positivas podem ser sequenciadas quando ha
interesse, o que ocorre principalmente nos casos de surtos, por tratar-se também de um laboratdrio
de pesquisa o sequenciamento das amostras ¢ de interesse para posteriores analises de filogenia e da
variabilidade genética ocorrida nas cepas virais apés a introducdo da vacina anti rotavirus nos
programas nacionais de vacinagao brasileiros.

Ao fim do estagio, foi necessario apresentar um seminario sobre a rotavirose em animais,
pois atualmente o LVCA ndo possui nenhum médico veterinario em seu quadro de estudantes de
poOs-graduacao e funcionarios, sendo assim, o tema escolhido foi importante para informar sobre a
doenga e seus prejuizos na produgdo animal nacional ao staff atual do laboratorio.

O quadro 1 apresenta os testes laboratoriais acompanhados no LVCA durante os trés meses

de estagio.
Periodo Numero de amostras
Treinamento em biosseguranca 02/03 a 06/03 -
Preparacdo de suspensoes fecais 09/03 a 27/03 144
ELISA indireto 09/03 a 27/03 -
Eletroforese em gel de 09/03 a 27/03 96
poliacrilamida
Extracao de acidos nucleicos 30/03 a 29/05 104
por Kit comercial
Extracao de acidos nucleicos 30/03 a 29/05 32
com silica
Transcriptase reversa para 30/03 a 29/05 104
preparacao de cDNA
PCR convencional 30/03 a 29/05 233
One Step RT-PCR 30/03 a 29/05 30
gPCR — Tempo Real 30/03 a 29/05 192
Eletroforese em gel de agarose 30/03 a 29/05 233
Purificagdo de DNA para 30/03 a 29/05 27
sequenciamento

Quadro 1. Métodos executados durante o periodo de estagio com distribui¢ao temporal e niimero total de amostras.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

O periodo de estagio supervisionado obrigatorio na area de interesse foi fundamental para
minha formagdo como profissional em medicina veterinaria. Esse periodo em um laboratorio de
referéncia para o diagnostico de gastroenterites de etiologia viral possibilitou agregar notavel
aproveitamento académico e pessoal. O LVCA possui estrutura, recursos e controle de qualidade
diferenciados, dando todo o suporte necessario para um aprendizado pratico de exceléncia.

O treinamento realizado no diagnostico da rotavirose humana nao apenas instruiu-me acerca
de novas técnicas e procedimentos laboratoriais como dimensionou positivamente a preocupagao e
importancia que deve ser dada a essa doencga tanto no ambito da saude publica, como no da

sanidade animal.
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