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RESUMO

A hepatite E € uma doenca viral que esta distribuida mundialmente, e
representa uma ameaca a saude publica, principalmente para gravidas e pessoas
imunossuprimidas. O HEV (Hepatitis E virus) afeta diversas espécies de mamiferos,
aves e trutas, sendo 0s gendtipos 1, 2, 3, 4 e 7 responsaveis por acometer seres
humanos. Os gendtipos 1 e 2 estdo presentes em humanos de paises em
desenvolvimento, e sdo transmitidos pelo consumo de agua e alimentos
contaminados com fezes de pessoas infectadas. Enquanto os genétipos 3 e 4 sao
considerados zoonoticos por serem detectados tanto em humanos, quanto em
suinos, javalis e cervos, assim como o gendtipo 7, que ja foi detectado em camelos
e em um humano com hepatite E crénica. Os genodtipos 3 e 4 causam infeccbes
esporadicas e casos autoctones em paises industrializados, e sdo transmitidos,
sobretudo, pelo consumo de carne crua ou mal cozida de animais infectados. No
Brasil, a presenca do HEV ja foi relatada em suinos domésticos e em humanos,
incluindo um caso de transmissdo autoctone em humanos. Contudo, ndo ha
nenhuma descricdo relacionada aos taiassuideos, como o0s queixadas (Tayassu
pecari). Logo, o objetivo desse trabalho foi verificar a ocorréncia do virus em
amostras de fezes de queixadas provenientes de um abatedouro no sul do estado
de S&o Paulo. As cinquenta e quatro amostras de fezes foram submetidas a RT-
PCR direcionada a ORF-1 e todas foram negativas. Os resultados encontrados nao
sdo suficientes para afirmar que ndo ha circulacdo do HEV em queixadas, no
entanto, os animais do presente estudo ndo estdo excretando o virus para o meio

ambiente.

Palavras-chave: Hepatite E, queixadas, RT-PCR



ABSTRACT

Hepatitis E is a viral disease that is spread worldwide, and poses a threat to
public health, especially for pregnant women and immunosuppressed people. HEV
(Hepatitis E virus) affects several species of mammals, birds and trout, being that
genotypes 1, 2, 3, 4 and 7 are responsible for affecting humans. Genotypes 1 and 2
are present in humans from developing countries, and are transmitted by the
consumption of water and food contaminated with feces of infected people. While
genotypes 3 and 4 are considered zoonotic because they are detected in both
humans, pigs, wild boars and deer, as well as genotype 7, which has already been
detected on camels and in a human with chronic hepatitis E. Genotypes 3 and 4
cause sporadic and autochthonous infections in industrialized countries and are
mainly transmitted by the consumption of raw or undercooked meat from infected
animals. In Brazil, the presence of HEV has been reported in domestic pigs and
humans, including one case of autochthonous transmission in humans. However,
there is no description related to peccaries, such as white-lipped peccary (Tayassu
peccary). Therefore, the aim of this study was to verify the occurrence of the virus in
white-lipped peccary stool samples from a slaughterhouse in the south of the state of
Sao Paulo. The fifty-four stool samples were submitted to RT-PCR directed to ORF-
1, and were all negative. The results found are not enough to affirm that there is no
circulation of HEV in the peccary, however, the animals of the present study are not

excreting the virus into the environment.

Keywords: Hepatitis E, white-lipped peccary, RT-PCR
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A hepatite E é uma doenca viral transmitida entericamente, causada pelo HEV
(Hepatitis E virus). Trata-se de um virus RNA de fita simples senso positivo, ndo

envelopado ®?.

Seu genoma apresenta trés fases abertas de leitura ou ORFs (open reading
frame). A ORF-1 codifica uma proteina ndo estrutural de 1.693 aminoacidos, a ORF-
2 codifica uma proteina do cépside viral de 660 aminoacidos e a ORF-3 codifica uma

fosfoproteina de 114 aminoacidos .

Atualmente, o HEV pertence a familia Hepeviridae, que € composta por dois
géneros, o Piscihepevirus, e o Orthohepevirus. Entre as diversas espécies e
genodtipos do HEV, apenas cinco dos sete genotipos da espécie Orthohepevirus A

sdo capazes de acometer seres humanos .

Os genadtipos 1 e 2 infectam somente seres humanos, e ocorrem em paises
em desenvolvimento, estando ligados a falta de saneamento basico observada nas
regides endémicas. Por outro lado, os genotipos 3 e 4 acometem suinos e humanos,
sendo considerados zoonoticos e sdo responsaveis por casos autoctones em paises

industrializados 2.

Além desses gendtipos, recentemente foi descoberta a transmisséo zoondética
do gendtipo 7 em um paciente com transplante de figado que apresentou hepatite E

cronica e tinha histérico de consumir carne e leite de camelos ©.

A transmissdo dos genotipos 1 e 2 acontece, sobretudo, pela ingestdo de
agua e alimentos contaminados ®?%, enquanto que os gendtipos 3 e 4 sdo

transmitidos pelo consumo de carne crua ou mal cozida de animais infectados .

O virus da hepatite E afeta varios hospedeiros ©*”, porém, considera-se que
0s principais reservatérios dos genaotipos 3 e 4 do HEV sdo os suinos domésticos,

javalis e cervos @.

Normalmente, a hepatite E cursa de forma assintomatica em humanos, mas

pode levar a casos agudos e autolimitantes de hepatite até quadros de hepatite
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fulminante, especialmente em gestantes. Ja nos suinos, a infeccdo é considerada

subclinica *?,

No Brasil, a presenca desse virus ja foi relatada em suinos domésticos %22

e em humanos ®*?*, incluindo um caso de hepatite em humanos onde foi detectada
transmissao autéctone <25), entretanto, a sua dindmica nos animais silvestres ainda é

bastante obscura.

Considerando que em muitas regides do Brasil existem pessoas que se
alimentam de animais silvestres, como os queixadas (Tayassu pecari), demonstra-se
a necessidade de realizar pesquisas voltadas para a deteccdo do HEV nesses

animais.

Portanto, o presente trabalho foi feito com intuito de tentar compreender o
papel dos queixadas na transmissdo do HEV no Brasil, averiguando se esses
animais podem ser hospedeiros desse virus, e consequentemente, se eles

representam um risco para as pessoas que consomem a carne desse animal.

11



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A descoberta da Hepatite E

Ao longo dos anos, varios surtos de hepatite associadas ao consumo de agua
contaminada foram registrados na india. Eles eram caracterizados por casos agudos
e autolimitantes, exceto em mulheres gravidas, que manifestavam alteracbes mais

graves, como hepatite fulminante ©.

Muitos desses surtos de hepatite provavelmente foram causados pelo HEV.
Um bom exemplo foi a epidemia de hepatite que ocorreu em Caxemira, india, em
1978. A epidemia afetou mais de 600.000 pessoas, sendo que 52.000 apresentaram
ictericia, e cerca de 1.700 morreram 9.

Por desconhecer o agente etiologico e os fatores epidemiologicos envolvidos
em sua transmissdo, muitos casos foram erroneamente diagnosticados como
hepatite A. Posteriormente, foram realizados testes soroldgicos para hepatite A e B,
sendo os resultados negativos, a partir disso, esses casos foram denominados de
hepatite ndo-A e ndo-B “”. Somente ap6s a descoberta do HEV, em 1983, pode-se

diagnosticar a hepatite E 2.

Sua descoberta foi feita através de uma transmissdo experimental, em que
voluntarios ingeriram um homogeneizado de fezes humanas provenientes de um
surto de hepatite ndo-A e ndo-B. A partir disso, foi feita a analise das amostras de
fezes desses voluntarios através da imunomicroscopia eletrénica, na qual se notou a

presenca de estruturas esféricas semelhantes a particulas virais 2.

Apés a identificacdo do virus, mais estudos foram feitos na década de 90,
como a clonagem do genoma viral 9. A partir disso foi possivel desenvolver testes

sorolégicos que auxiliariam no diagnéstico da doenca ©°.
2.2Morfologia e Genoma do HEV

O virus da hepatite E ndo é envelopado, apresenta um capsideo de simetria
icosaédrica com cerca de 30 a 34 nm de diametro. Trata-se de um virus RNA de fita

simples senso positivo, que tem aproximadamente 7,2 kb ©Y.
12



O genoma viral se inicia numa regido ndo codificadora na extremidade 5’,
seguida por trés fases abertas de leitura ou ORF (open reading frame). Existe outra
regiao nao codificadora, na extremidade 3, composta por uma cauda de

poliadenilato & 3233,

A ORF-1 é responsavel por codificar proteinas ndo estruturais envolvidas na
replicacao viral, como a metiltransferase, protease e helicase. J& a ORF-2 codifica
as proteinas do capsideo, sendo essa regido bastante utilizada para desenvolver
vacinas, devido a sua antigenicidade. Sobreposta a ORF-2 se encontra a ORF-3 que
codifica uma fosfoproteina responsavel pela saida do virus de células infectadas e

diversas atividades regulatérias © 323,

2.3 Classificacéao

Desde sua descoberta, o virus da hepatite E ja sofreu algumas modificacdes
quanto a sua classificacdo. Foi primeiramente atribuido a familia Caliciviridae ©¥, na
gual permaneceu até 1998. A partir disso, o HEV ficou um periodo sem ser
agrupado em nenhuma familia até ser classificado como Unico membro da familia
Hepeviridae ©. No entanto, devido a constante identificacdo de novas estirpes
virais, 0 sistema de classificacdo desse virus recebeu novas sugestbes de

modificacao.

A classificacédo atual, descrita por Smith et. al. (2014), promove uma divisao
da familia Hepeviridae em dois géneros, Piscihepevirus e Orthohepevirus. O género
Piscihepevirus, composto pela espécie Piscihepevirus A, acomete algumas espécies
de trutas e o género Orthohepevirus infecta diversos mamiferos e aves, sendo

subdividido em 4 espécies (A-D).

A espécie Orthohepevirus A infecta humanos e outros mamiferos, como
porcos, javalis, cervos, coelhos e camelos, sendo composta por sete genotipos (1 a
7). J& a espécie Orthohepevirus B acomete aves, a espécie Orthohepevirus C

algumas espécies de roedores, e a espécie Orthohepevirus D infecta morcegos .

2.4 Gendétipos e Vias de Transmissao

13



Os genotipos 1 e 2 sdo encontrados somente em seres humanos e a principal
via de transmissdo do agente é oral-fecal através da ingestdo de 4gua ou alimentos
contaminados. Também existe a possibilidade da transmissdo vertical, sendo
caracterizada por altas taxas de mortalidade fetal e perinatal ©°.

Nos paises em desenvolvimento nota-se que o aumento do nimero de casos
pelos gendtipos 1 e 2 ocorre principalmente nos periodos chuvosos. Acredita-se que
iSso aconteca por aumentar o contato das pessoas com o esgoto néo tratado. Esses
genotipos estdo ligados a falta de saneamento béasico, condicdo observada nas
regides endémicas de hepatite E, sendo responsaveis por surtos no México, e
alguns paises da Asia e Africa *2%).

Os gendtipos 3 e 4 sao considerados zoonadticos e sao encontrados em seres
humanos, suinos, javalis e cervos. Esses genotipos causam infecgcdes esporadicas e
casos autoctones relatados nos EUA, Argentina, Brasil, Japdo, China e paises da

Europa %,

A transmissdo dos gendtipos 3 e 4 ocorre, principalmente, pela ingestéo de
carne de animais infectados (porco, javali ou cervo) crua ou mal cozida "®. Todavia,
ela também pode acontecer através de transplantes de 6rgdos ©, transfusées de
sangue “? e contato de profissionais com suinos domésticos e silvestres que

estejam infectados ©*%9).

Recentemente, foi descoberta a transmisséo zoonoética do genotipo 7 em um
paciente com transplante de figado que apresentou hepatite E crénica. O individuo
obteve resultados positivos para sorologia e PCR, e 0 sequenciamento da amostra
correspondeu ao gendtipo 7 do HEV, presente em camelos. Por ndo haver historico
do consumo de carne de porco, a rota de transmissao foi atribuida ao fato de que

este paciente consumia frequentemente a carne e leite de camelos ©.

No Brasil, um trabalho feito por da Silva et. al. (2012) demonstrou que 8,4%
de 310 individuos da area rural que tiveram contato com suinos foram soropositivos
para HEV, enquanto que de 101 individuos da area urbana, 4% tiveram resultado

positivo.
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2.5Manifesta¢des Clinicas

Em suinos, a infec¢cdo € subclinica e ndo h4 lesdes graves, tanto em animais
naturalmente infectados como em experimentalmente infectados. No entanto, podem
ser encontradas lesGes microscépicas de intensidade leve a moderada no figado

durante o exame histopatoldgico 49,

Nos humanos, as infec¢des geralmente sdo assintomaticas. Em alguns casos,
apos um periodo de incubacdo de 4 a 5 semanas, pode ocorrer hepatite aguda
autolimitante com baixa mortalidade, exceto em gestantes cuja evolucdo pode ser
grave. Infecgbes cronicas s&o raras, mas sdo descritas em pessoas
imunossuprimidas e possuem uma evolugéo mais grave 2.

As manifestacfes clinicas, quando ocorrem, podem ser divididas em duas
fases: a fase pré-ictérica e a fase ictérica. A fase pré-ictérica cursa com febre, perda
de apetite, anorexia, vomito, constipacéo, diarreia e dor abdominal. Na fase ictérica,
a febre passa e o0 apetite retorna. Em alguns casos pode-se notar manifestacdes néo
hepaticas, como a pancreatite aguda, hemdlise, trombocitopenia, alteracdes

autoimunes e sindromes neurolégicas “Y.

2.6 Diagnéstico

O diagnoéstico da hepatite E pode ser realizado através de métodos diretos ou
indiretos, sendo eles escolhidos de acordo com a espécie acometida e o

desenvolvimento da infec¢do, observando se esta na fase aguda ou crénica.

Em humanos, normalmente sdo realizados métodos diagnosticos indiretos,
como o ELISA para deteccédo de IgM e IgG anti-HEV. Nota-se que os niveis de IgM
aumentam rapidamente durante as duas primeiras semanas, € permanecem por
cerca de 5 meses, por isso € considerado um marcador de infec¢bes recentes ou
atuais por HEV. Os niveis de IgG demoram a se elevar, mas podem permanecer por

meses ou anos @9,

A sensibilidade e especificidade dos testes diagndsticos disponiveis

comercialmente variam, sendo influenciadas pelas reac¢des cruzadas, baixa resposta

15



imunolégica dos pacientes com doencas imunes e aplicabilidade devido a presenca

dos diferentes genétipos ©.

Dentre os métodos diretos disponiveis, os de biologia molecular que
identificam o RNA do virus a partir de amostras biolégicas como o soro, fezes, bile e
figado, devem ser realizados no inicio da infeccdo em suinos domésticos, devido ao
curto periodo de viremia (1 a 3 semanas) e excrecao (4 a 8 semanas) viral através
das fezes “?. Esses métodos podem ser aplicados para o diagndstico da infeccdo
aguda, principalmente em pacientes com doencas imunes, e para avaliar a

possibilidade de doencas crdnicas e sua resposta ao tratamento com antivirais ©.

Entre os métodos moleculares utilizados estdo a RT-PCR, que pode ser
aplicada na sua forma convencional ou em tempo real (QRT-PCR). A RT-PCR
convencional consiste na sintese de uma cadeia de DNA complementar (cDNA) a
partir de uma cadeia simples de RNA, com auxilio da enzima transcriptase reversa.
Apoés a sintese do cDNA realiza-se a amplificacdo do material genético da mesma
forma que na PCR. Ja a gRT-PCR apresenta principio semelhante a RT-PCR, mas

além de amplificar o material genético, é possivel a quantifica-lo “?.

Nos animais, a maioria dos testes diagnosticos aplicados sdo destinados a
pesquisa cientifica, sendo a RT-PCR ou gRT-PCR o0s métodos diretos mais

utilizados por serem mais facilmente adaptados as diferentes espécies animais “¥.

Em humanos, é possivel avaliar os niveis das enzimas hepaticas, como a
alanina aminotransferase (ALT); durante a fase aguda da doenca, a ALT aumenta de
forma expressiva, retornando a niveis normais durante o periodo de convalescenca

dos pacientes ®.
2.7 Tratamento

A maioria dos casos de hepatite E € aguda e autolimitante, sendo a
enfermidade modulada pela resposta imune do hospedeiro. Normalmente os
pacientes ndo necessitam de tratamento especifico, apenas o de suporte “¥.

Devido a possibilidade dos casos crbnicos progredirem para cirrose,

principalmente em pacientes que receberam transplantes de 6rgdos ou que séo
16



portadores de HIV, recomenda-se a diminuicdo das drogas imunossupressoras e

administracdo de antivirais “°.
2.8 Prevencao

Nos paises em desenvolvimento, a melhor forma de prevencéo é o tratamento
adequado do esgoto, evitando a contaminacdo das fontes de 4gua e realizando o
tratamento da agua que foi contaminada, essas medidas devem ser associadas a

educacdo em salide para a populacao vulneravel ©.

Em paises industrializados, medidas educativas incentivando o consumo de
carne cozidas, seja ela, de porco ou de animais silvestres, principalmente em
pacientes transplantados ou imunossuprimidos e a implementacdo da rotina

diagnéstica em doadores de sangue e 6rgéos deveriam ser instituidas ©.

Outra forma de prevencdo € a vacinacdo dos susceptiveis, como pessoas
com risco ocupacional, gestantes, idosos e populacbes de areas endémicas ou

pessoas que viajam para essas areas.

Muitas vacinas para hepatite E ja foram desenvolvidas e testadas em
primatas, mas apenas duas entraram na fase de ensaios clinicos em humanos,
sendo elas a rHEV e a HEV 239 “®. No entanto, a rHEV n&o foi licenciada e ndo
pode ser comercializada “".

A vacina HEV 239 é um imundgeno recombinante feito a partir das proteinas
do capsideo viral do gendtipo 1 expressas em Escherichia coli. Ela esta disponivel
desde outubro de 2012 na China e é recomendada para humanos a partir de 16
anos de idade. Foi observada boa resposta apds a administracdo de trés doses da
vacina, com 0, 1 e 6 meses, pela via intramuscular “® e foi relatada a protecéo

cruzada para o genétipo 4 ©.
2.9Hepatite E, uma zoonose

A suspeita de que a hepatite E poderia ser uma zoonose surgiu quando

descobriram que estirpes de HEV presentes em animais eram semelhantes as de
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humanos “®, estimulando os pesquisadores a avaliar a capacidade do HEV em

cruzar a barreira entre espécies.

Através de um estudo realizado por Meng et al. (1998) foi possivel confirmar
que o HEV de um suino era capaz de infectar primatas. Nos anos subsequentes,
demonstrou-se que o HEV humano era capaz de infectar suinos que originalmente
eram livres desse patégeno %49,

Ainda é uma incognita se todas as estirpes do virus podem se adaptar e
infectar humanos ou se ha alguma barreira que limita a infeccdo. Do mesmo modo, é
desconhecido se todos os animais infectados pelos genoétipos 3 e 4 podem transmitir

0 virus, e quais séo os fatores que limitam a exposicédo “®.

Desde a primeira descricdo do virus em suinos, em 1997 ©, o HEV ja foi
descrito em diversos animais como: javalis 9, cervos ¥, coelhos ®?, roedores ™,
camelos ®, morcegos ®®, galinhas 9 e trutas *”. No entanto, considera-se que os
suinos domeésticos, javalis e cervos sdo 0s principais reservatérios do virus e o

homem seria o hospedeiro acidental .

Um estudo realizado na Suica demonstrou que 0s suinos domésticos
desempenham um papel mais importante como reservatério de HEV do que os

javalis “9, sendo que a infeccdo nessas espécies esta difundida na Europa ¢,

Tem sido relatado um aumento crescente dos casos autoctones da doenca
relacionados a ingestdo de carne crua ou mal cozida de animais infectados com o

gendtipo 3 &0

, principalmente, no Japédo e Europa. Entre os casos comprovados
estdo & infeccdo pela ingestdo de sashimi de cervo ™V, carne de javali grelhada ©Y,

carne de porco ©? e linguica de figado de porco cru ©.

Lhomme et. al. (2015) testaram amostras de animais silvestres com o intuito
de esclarecer o risco de adquirir hepatite E através da ingestdo de carne de caca.
Para isso foram avaliadas amostras de figado e bile de 86 javalis, 62 cervos, 20
coelhos, 78 nutrias (Myocastor coypus) da regido do Sul-Pirenéus, Franca. A

prevaléncia de hepatite E nas carnes de cacga foi de 3,3%, semelhante a prevaléncia
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estimada de 4% (128/3715) observada em amostras de figado de porcos domésticos
do pais ©°.

A prevaléncia da infeccéo varia de acordo com a idade em suinos domésticos
e javalis. Nos javalis, é maior em animais mais velhos ®® e nos suinos, entre 2 a 4
meses de idade ®”. A viremia nos suinos domésticos persiste por 1 a 3 semanas e a
excrecdo nas fezes pode durar de 4 a 8 semanas “?, e contém uma carga viral

maior do que a detectada no soro “¥.

Atualmente, sabe-se que a hepatite E estd distribuida mundialmente, e
representa uma ameaca a saude publica, principalmente para gravidas e pessoas
imunossuprimidas ®®. Na América Latina, pesquisas com esse agente comecaram a

ser realizadas de forma mais tardia que nos outros continentes ©9.

No Brasil, a presenca do virus foi relatada em suinos domésticos ©8 222 ¢

em humanos @329

. A primeira descricado de caso autdctone humano pelo genotipo 3
ocorreu em 2010 e a principal suspeita de transmissao foi através da ingestao de

porco contaminada, apesar de ndo poder ter sido confirmada por falta da amostra
(25)

Esses achados provocaram um questionamento sobre a situacédo do rebanho
suino brasileiro e muitos trabalhos foram realizados com o intuito de avaliar essa

enfermidade nos animais produzidos no pais 822

, porém, ndo ha estudos sobre a
presenca do virus em porcos do mato brasileiros, como os taiassuideos, nem
estudos que determinem a prevaléncia da infeccdo nos animais silvestres e a

dindmica da infecc&o nesses animais.

Apesar de nao existirem dados oficiais sobre o consumo de carne de caca no
pais, abatedouros e restaurantes que trabalham com carne de animais silvestres
estdo sendo implementados e aprimorados. Entre as carnes de caca consumida

estd a do queixada (Tayassu pecari).

2.10 Queixadas
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O queixada (Tayassu pecari) € um mamifero que se assemelha ao javali que
apresenta cerca de 1 metro de comprimento e 40 kg de peso, sendo o queixada

caracterizado por sua pelagem preta e queixo branco %),

Trata-se de um animal terrestre, que tem habitos diurnos, e vive em bandos
de até 300 animais. Sua distribuicdo vai desde o Sul do México até o Nordeste da
Argentina ©354),

Alimenta-se de frutas, sementes, brotos, raizes, folhas, e de pequenos
invertebrados. Em algumas regides do Brasil sdo consideradas pragas, por
devastarem as plantacées de milho, mandioca e soja ©*.

De acordo com a IUCN (Uniéo Internacional para a Conservacao da Natureza
e dos Recursos Naturais), o queixada esta classificado como espécie vulneravel.
Isso ocorre porque a reducdo da populacdo foi de aproximadamente 30% nos
tltimos 18 anos, devido a perda de habitat, caca ilegal, competicdo com outros

animais e doencas .

Por ser 0 queixada uma carne de caca apreciada e nao existir informacoes a
respeito da infeccdo desses animais pelo virus da hepatite E, esse trabalho tem
como objetivo procurar o agente em amostras de fezes de animais provenientes de

abatedouro.
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3. OBJETIVO

Detectar o virus da Hepatite E por PCR em amostras fecais de queixadas
provenientes de abatedouro localizado no sul do estado de Sdo Paulo através da
reacdo em cadeia da polimerase através da Transcriptase Reversa (RT-PCR).

4. MATERIAIS E METODO

4.1Controle Positivo

Uma aliquota de fezes suina contendo 10’ particulas virais foi cedida pelo Dr.
Marcelo Alves Pinto, laboratério de Desenvolvimento Tecnolégico em Virologia,
FIOCRUZ, RJ sendo utilizada em cada grupo de amostras processadas.

4.2 Amostras Bioldgicas

Foram processadas 54 amostras de fezes de queixadas (Tayassu pecari) que
foram colhidas em 2015 de um abatedouro situado no sul do estado de Sao Paulo.

As amostras foram mantidas a -20°C até o momento do processamento.
4.2.1 Preparo da Amostra - Clarificacéo

As amostras descongeladas foram homogeneizadas individualmente com o
auxilio de uma espatula plastica e 500 yL foram aliguotados em um microtubo
(Eppendorf®). Em seguida, foram adicionados 500 uL de agua DEPC
(dietilpirocarbonato), sendo homogeneizadas em vortex, e centrifugadas a 12.000x g

durante 15 minutos a 4°C.
4.3 Extracdo do Material Genético e Realizacdo do cDNA Complementar

Apbs clarificacao das fezes, 750 pL de Trizol® foram adicionados a 250 pL da
suspensao de fezes e incubados por 5 minutos a temperatura ambiente. Foram,
entdo, adicionados 200 puL de cloroférmio e o microtubo foi agitado vigorosamente,
incubado a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugado a 12.000xg/5 min a
4°C. A fase aquosa foi transferida para outro microtubo e foram adicionados 500 pL
de isopropanol gelado, permanecendo a -20°C por 10 minutos, entdo, foi

centrifugado por 12000xg/10 min a 4°C para precipitacdo do RNA. O sobrenadante
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foi descartado e o pellet foi lavado com 1 mL de etanol a 75%. O sobrenadante foi
descartado novamente e o pellet foi secado em temperatura ambiente por inverséo

dos tubos e, entéo, foi suspenso em 20 pL de dgua DEPC.

Para sintese do cDNA complementar, as amostras extraidas foram colocadas
no termociclador a 95°C por 5 minutos, sendo imediatamente depositadas numa
caixa com gelo. Num volume final de 15 pL, foi adicionado 5 yL da amostra extraida,
3 UL de agua DEPC, 3 uL de Buffer, 2 yL de dNTP’s, 1 uL dos primers randémicos e
1 uL da MMLV (Invitrogen ™). As amostras foram colocadas novamente no

termociclador a 37°C por 60 minutos, e 70°C por 15 minutos.

4.4 Deteccao da ORF-1 do Virus da Hepatite E

44.1 PCR

Foi realizada a amplificagdo direcionada a ORF-1 do virus da hepatite E

segundo o protocolo de Wang et. al. ®®, com as seguintes modificaces:

Num volume final de 20 pL, foram adicionados 2,0 uL de cDNA (item 4.3), 10
pL 2x Master Mix Green, 0,8uL Primer senso a 10mM (ORF1-F1 forward 5’
CTGGCATYACTACTGCYATTGAGC 3’), 0,8 pyL Primer antisenso a 10Mm (ORF1-
R1 reverse 5 CCATCRARRCAGTAAGTGCGGTC 3’) e 6,4 uL agua DEPC.

4.4.2 Condicdo de Amplificacéo

As amostras sofreram uma desnaturacéo inicial de 4 minutos a 94°C, seguida
de 40 ciclos de 94°C/15 seg., 50°C/ 15 seg. e 72°C/ 45 seg, e uma extensao final de
72°C/5min.

4.4.3 Nested ORF-1

Num volume final de 20 pL, foi adicionado 1,0 uL do amplicon proveniente da
RT-PCR (item 4.4.1), 10 yL 2x Master Mix Green, 0,8uL Primer senso a 10mM
(ORF1-F2 forward 5 CTGCCYTKGCGAATGCTGTGG 3’), 0,8 uL Primer antisenso a
10Mm (ORF1-R2 reverse 5 GGCAGWRTACCARCGCTGAACATC 3’) e 7,4 uL agua
DEPC.
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As condicdes de amplificagdo foram as mesmas anteriormente descritas (item
4.4.2).

4.4.4 Eletroforese em Gel de Agarose
Preparacéo do Gel

Em uma balanca analitica foi pesado 1,5 g de agarose, que foi despejada
num frasco Schott contendo 100 mL de TBE (Tris-borato-EDTA) 0,5X, sendo
colocado no microondas, com a tampa fechada em meia rosca, até que a solucao

ficasse homogénea.

O gel de agarose que foi colocado em uma cuba de eletroforese horizontal.
Os pentes foram encaixados no gel para formar os pocinhos para a adicdo da
amostra. Em seguida, foi adicionado TBE até que a solugéo alcancasse os eletrodos
laterais da cuba. Aguardou-se 15 minutos e os pentes foram retirados do gel.

A coloracéo do gel foi feita com SYBR-Safe-Nitrogen® com 1,0 uL para cada

10 mL de gel de agarose
Aplicacdo das Amostras

Foram colocados 5,0 yL de amostra no pogco do gel de agarose a 1,5%
formado pelo dente do pente. Reservou-se o primeiro poco do gel para aplicacdo de
2 pL do marcador (Ladder) de 100 bp, para futura comparacdo entre 0S pesos

moleculares.
Eletroforese

Aplicado as amostras nos poc¢os do gel, a cuba foi fechada e o gel foi
submetido a voltagem constante de 90 V/cm e corrente de aproximadamente

400mA, durante tempo variavel dependendo do tamanho do gel.

Leitura dos resultados

23



A leitura foi obtida através de uma imagem por fluorescéncia gerada pela
radiacdo da luz ultravioleta, permitindo a visualizacdo do resultado. O gel foi
digitalizado.
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5. RESULTADO

Das 54 amostras analisadas, nenhuma foi positiva para detec¢cdo da ORF-1
para o virus da hepatite E (Figura 1).

M 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15

FIGURA 1 — Gel de agarose demonstrando as amostras negativas para o HEV pela
ORF-1. C+: Controle positivo. M: marcador de 100 bp.

A cada grupo de amostras processadas foram empregados controles
negativos e positivos. Os controles negativos foram necessarios para demonstrar
que ndo houve contaminacdo durante o processamento das amostras, enquanto o
controle positivo foi fundamental para avaliar se as reacdes estavam funcionando
corretamente. Para isso, foram utilizados 2 controles negativos e 1 controle positivo
para cada nove amostras durante a clarificacdo e extracdo, sendo adicionados mais

dois controles negativos durante a Nested.

O processamento das amostras foi realizado no Laboratério de Zoonoses
Bacterianas, no Laboratério de Biologia Molecular Aplicada e Sorologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sao
Paulo e no Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica da FMVZ, UNESP de Botucatu.
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6. DISCUSSAO

Desde a sua descoberta, a hepatite E se tornou um importante problema de
salde publica e o aumento do numero de casos autéctones em paises
industrializados corrobora a necessidade de desenvolver estudos para entender

melhor essa doenca.

No Brasil, muitos trabalhos demonstraram a presenca do virus da hepatite E
em suinos domésticos, no entanto, ndo ha nenhuma descricdo relacionada aos
taiassuideos. Por essa razao, esse foi o primeiro estudo realizado no Brasil com o
intuito de detectar o virus da Hepatite E por RT-PCR em amostras fecais de

gueixadas.

Todas as amostras foram negativas para Hepatite E, no entanto, 0s
resultados encontrados néo foram suficientes para afirmar que ndo ha circulacao do
HEV nessa espécie, uma vez que esse € o primeiro estudo que avalia a presenca do
HEV em queixadas, e é possivel que os animais ndo estivessem mais na fase de

excrecao viral quando as amostras de fezes foram coletadas.

Segundo Meng et. al. (1998), nos suinos domeésticos a excrec¢ao viral ocorre
por um periodo de 4 a 8 semanas, porém essa informacdo ainda € desconhecida

nos taiassuideos.

Sendo assim, seria importante realizar mais estudos nesses e em outros
animais silvestres no Brasil, para determinar a importancia dos mesmos na
transmissao do virus e 0s riscos que as pessoas correm de contrair hepatite E a

partir desses animais, seja pelo consumo de sua carne ou pelo contato direto.

Somente a partir desses estudos sera possivel estabelecer os fatores de risco
envolvidos na transmissao do virus e a relacdo entre animais domeésticos, silvestres,
e humanos. Além disso, eles também ajudariam a desenvolver métodos de controle

e vigilancia para prevenir a transmissao da hepatite E.
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7. CONCLUSAO

Os resultados encontrados ndo foram suficientes para afirmar que ndo ha
circulacdo do HEV em queixadas, no entanto, os animais do presente estudo nao

estdo excretando o virus para o meio ambiente.
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