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RESUMORESUMO

Os  vírus  gastroentéricos  são  importantes  agentes  etiológicos  das 

gastroenterites  afetando  indivíduos  de  todas  as  idades.  Acredita-se  que  os 

indivíduos  com  deficiência  do  sistema  imunitário  (humoral  e/ou  celular) 

encontram-se  mais  susceptíveis  ao  desenvolvimento  destas  viroses,  dentre 

elas  as  mulheres  grávidas  e  as  portadoras  do  vírus  da  imunodeficiência 

humana  (HIV).  Os  rotavírus,  adenovírus,  astrovírus  e  calicivírus  constituem 

uma das principais causas de gastroenterite aguda em todo o mundo, sendo 

responsáveis por elevada morbi-mortalidade principalmente entre crianças com 

até cinco anos de idade. Acredita-se que aos três anos de idade, cerca de 90% 

das crianças dos países em desenvolvimento apresentam anticorpos contra um 

ou mais tipos destes vírus. A infecção neonatal não impede a ocorrência de 

reinfecção  com  diferentes  sorotipos,  porém  protege  o  indivíduo  contra  o 

desenvolvimento  das  formas  severas  da  doença.  Este  trabalho  teve  com 

objetivo identificar rotavírus, adenovírus, astrovírus e calicivírus em mulheres 

atendidas no Hospital  das Clínicas da Universidade Federal  de Goiás (HC-

UFG) e buscar a associação entre a presença destes vírus e a baixa imunidade 

característica  em gestantes  e/ou portadoras  do vírus HIV.  O estudo foi  um 

seguimento  prospectivo  de  mulheres  atendidas  no  setor  de  ginecologia  e 

obstetrícia do HC-UFG visando detecção de vírus gastroentéricos (rotavírus, 

adenovirus,  astrovírus  e  calicivirus).  Os  espécimes  clínicos  utilizados  foram 

fezes, colhidas no período de 01 de julho de 2006 a 30 de junho de 2007. Para 

detecção  de  rotavírus  foi  utilizado  a  eletroforese  em  gel  de  poliacrilamida 

(EGPA)  e  o  ensaio  imunoenzimático  (EIE).  Para  detecção  de  calicivirus  e 

astrovirus  foi  utilizada  a  reação  em cadeia  pela  polimerase  pós-transcrição 

reversa (RT-PCR) e o EIE para adenovírus. A genotipagem de astrovirus foi 

feita  por  Nested-PCR.  Foram  estudadas  84  mulheres  das  quais  foram 

analisadas  314  amostras  fecais.  Do  total  de  mulheres,  29  eram  pacientes 

soropositivas  para  HIV,  55  soronegativas,  45  e  39  eram  gestantes  e  não 

gestantes, respectivamente. As pacientes tinham idade variando de 16 a 67 
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anos, sendo que 47% delas tinham até 30 anos. Das 84 pacientes, 19 (22,6%) 

foram positivas para algum dos vírus gastroentéricos pesquisados - calicivirus 

(14/19) e astrovírus (6/19), com predominância de positividade nas amostras 

fecais colhidas nos meses julho e agosto (astrovírus)  e setembro e outubro 

(calicivírus). Não foram identificadas amostras fecais positivas para rotavírus ou 

adenovírus.  A  associação  da  presença  dos  vírus  gastroentéricos  com  a 

gestação, acrescida ou não do vírus HIV, foi de 68,4% (13/19), no entanto não 

houve diferença estatística significativa com o grupo de mulheres que não se 

encontrava  grávida  e  nem  eram  portadoras  do  vírus  HIV.  Os  vírus 

gastroentéricos  estiveram  presentes  numa  parcela  relevante  (22,6%)  desta 

população  de  mulheres  adultas  estudadas,  representados  pelos  calicivírus 

(16,7%) e astrovírus (7,1%). Não foram encontrados rotavírus e adenovírus. 

Nas condições do presente estudo, não houve associação entre a gestação 

acrescida  ou  não  da  presença  do  HIV  como  fator  redutor  da  capacidade 

imunológica e a presença dos vírus gastroentéricos; ou seja, o estado gravídico 

e/ou ser portadora do HIV não aumentou a chance destas mulheres serem 

portadoras destes vírus gastroentéricos.

ABSTRACTABSTRACT

The  gastroenteric  viruses  are  important  etiological  agents  of 

gastroenteritis  in  individuals  of  all  ages.  It  is  believed  that  individuals  with 

deficits in the immune system (humoral and/or cellular), among them pregnant 

women  and  human  immune  deficiency  virus  (HIV)-seropositive  women,  are 

more  susceptible  to  these  viral  infections.  The  rotaviruses,  adenoviruses, 

astroviruses, and caliciviruses constitute are among the main causes of acute 

gastroenteritis in the world, and are accounted for high morbi-mortality rates, 

especially among children under five years of age. It is believed that, by the age 

of  three,  approximately  90%  of  all  children  in  developing  countries  have 

antibodies to one or more of these agents. Neonatal infection does not exclude 

the possibility of re-infection, with different viral serotypes, however it protects 

the  individual  against  severe  disease.  This  study  aimed at  the  detection  of 
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rotavirus, adenovirus, astrovirus e calicivirus in women seeing at the Hospital 

das  Clínicas  da  Universidade  Federal  de  Goiás  (HC-UFG)  and  at  the 

investigation of as association between the positivity to this viruses and the low 

immune  status,  characteristic  in  pregnant  women  and/or  HIV-seropositive 

women.  This  was  a  prospective  follow-up  study  of  women  seeing  at  the 

Gynecology  and  obstetrics  (OB-GYN)  sector  of  the  HC-UFG  aiming  at  the 

detection  of  gastroenteric  viruses  (rotavirus,  adenovirus,  astrovirus  e 

calicivirus). For this, fecal samples were collected from 84 women, in the period 

from  July-2006  to  June-2007.  For  rotavirus  detection,  fecal  samples  were 

screened  by  polyacrilamide  gel  electrophoresis  (PAGE)  and  by  an 

immunoenzimatic assay (IEA). The calicivirus and astrovirus were detected by 

polymerase chain reaction post-reverse transcription (RT-PCR), and adenovirus 

detection was performed by an EIE. The astrovirus genotyping was conducted 

by Nested-PCR. Three-hundred and fourteen fecal samples were collected from 

a total of 84 women. From those 84 women, 29 were HIV-seropositive, 55 HIV-

seronegative, 45 were pregnant at the time, and 39 were not pregnant. The 

patients were aged between 16 and 67 years-old, and 47% of them had up to 

30  years  of  age.  From the  total  84  patients,  19  (22.6%)  were  positive  for 

calicivirus and/or astrovirus in at least one of the collected samples, as follows: 

calicivirus (14/19) and astrovírus (6/19), with the highest positivity rates being 

detected in the months  of  July  and August  (astrovirus)  and September  and 

October (calicivirus). None of the collected samples were positive for rotavirus 

or adenovirus. The association index between gastroenteric virus positivity and 

pregnancy, in the presence or not of HIV-seropositivity, was of 68.4% (13/19); 

however, there was no significant difference between the group of women that 

were not pregnant and the ones that were HIV-seronegative. The gastroenteric 

viruses were detected in a significant parcel (22.6%) of this population of adult 

women, and were represented by the caliciviruses (16.7%) and astroviruses 

(7.1%). Under the conditions of the present study, no association was found 

between  pregnancy  and/or  positivity  for  HIV,  as  reducing  factors  for  the 

immunological  capacity  of  the  women,  and  the  detection  of  gastroenteric 

viruses; in conclusion, the pregnancy and/or HIV-seropositivity did not increase 

the chances of these women to be infected by these gastroenteric viruses.

17



                                                                                        1. INTRODUÇÃO1. INTRODUÇÃO    
A gastroenterite é um importante problema de saúde pública em todo o 

mundo, acometendo principalmente a população infantil, com elevados índices 

de  morbimortalidade.  Estima-se  que  a  mortalidade  associada  a  doenças 

diarréicas  seja  de  três  e  cinco  milhões  de  pessoas  ao  ano,  afetando, 

principalmente, crianças jovens de países em desenvolvimento (Wilhelmi et al., 

2003; Okitsu-Negishi et al., 2004).

Os pacientes idosos e os imunodeprimidos (incluindo os transplantados e 

os portadores do vírus HIV) constituem um grupo susceptível a re-infecções 

sintomáticas causadas pelos vírus gastroentéricos (Treviiio et al., 2001; Sebire 

et al., 2004). 

Dentre  os  mais  de  vinte  vírus  gastroentéricos  conhecidos,  os  mais 

importantes agentes etiológicos das gastroenterites agudas, são os rotavírus, 

adenovírus  entéricos,  astrovírus  e calicivírus  humanos (Hutson et  al.,  2003; 

Wilhemi et al., 2003). Estes vírus possuem distribuição universal e ubíqua, com 

elevada prevalência, principalmente entre crianças de seis meses a dois anos 

de idade. Considera-se que os rotavírus sejam mais prevalentes durante os 

meses frios e secos, os calicivírus ocorram durante todo o ano, com aumento 

da  prevalência  no  verão  e  que  os  astrovírus  e  adenovírus  apresentam 

sazonalidade variada (Wilhemi et al., 2003). 

Estes vírus são transmitidos pela via orofecal, através de contatos íntimos 

com pessoas infectadas,  pela  água,  alimentos  contaminados  e por  fômites. 

Infectam  as  microvilosidades  do  intestino  delgado  e  multiplicam-se  no 

citoplasma dos enterócitos. Após o rompimento das células epiteliais intestinais 

infectadas pelos vírus,  as mesmas são substituídas por células imaturas da 

cripta,  sem  capacidade  absortiva,  levando  ao  processo  diarréico  e  ao 

desequilíbrio hidroeletrolítico (Kapikian et al., 2001) . 

A infecção neonatal por estes agentes é frequente. Aos três anos de idade 

mais  de 90% das crianças apresentam anticorpos contra  um ou mais  vírus 

gastroentéricos,  entretanto,  embora  se  admita  que  a  infecção  prévia  não 

impeça a re-infecção, ela protege contra o desenvolvimento de doença grave 

(Matsui & Greenberg, 2001).
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Durante a gestação, o feto se comporta como um aloenxerto, com cerca 

de  50% de  antígenos  não  próprios.  O  período  de  gravidez  se  caracteriza, 

portanto, como um estado peculiar de diminuição da resposta imune na mulher, 

para permitir o crescimento fetal. Registra-se diminuição de sub-populações e 

do  grau  de  ativações  de  linfócitos,  comprometendo  a  produção  de  auto-

anticorpos poli-reativos e a regulação imunológica. Este fenômeno natural de 

adaptação  imunológica  que ocorre  durante  o  período  gestacional  impede a 

rejeição ao feto, uma vez que o contato com os espermatozóides desenvolve 

memória linfocitária aos seus antígenos, os quais são novamente apresentados 

pelo feto (Pereira et al., 2005).

Durante o período de evolução da doença, os portadores do vírus HIV 

apresentam depleção das células do sistema imune, especialmente linfócitos T 

CD4,  responsáveis,  direta  ou  indiretamente,  pela  indução  de  uma  ampla 

variedade  de  funções  celulares  linfóides  e  não-linfóides.  Tal  depleção 

compromete a ativação dos macrófagos, a indução das células T citotóxicas, 

células natural killer, células B e ainda diminue a secreção de fatores solúveis 

que induzem o crescimento e diferenciação das células linfóides e que afetam 

as células hematopoiéticas (De Jong et al., 1999). 

O primeiro  efeito imunossupressivo na mucosa do trato gastrointestinal 

pelo HIV é a depleção de células T CD4+ sendo uma das conseqüências, as 

alterações  no  desenvolvimento  de  células  B  produtoras  de  IgA.  Este  fato, 

associado à hipocloridria estomacal,  leva à colonização do intestino delgado 

por bactérias, contribuindo para inflamação da mucosa, promovendo a atrofia 

das vilosidades, o que culmina com a má absorção. Com alteração das funções 

das células T citotóxicas e macrófagos, o trato gastrointestinal, pode então se 

tornar mais suscetível de infecção por patógenos oportunistas (De Jong et al., 

1999; Horwitz et al.,  2001).

A importância epidemiológica das manifestações das infecções por este 

grupo de vírus e as considerações que levam à inclusão de mulheres gestantes 

(e/ou  soropositivas  para  HIV)  em  grupo  de  risco  para  a  infecção  viral  e 

desenvolvimento de doenças, levaram à proposta deste estudo, que teve como 

objetivo  identificar  rotavírus,  adenovírus,  astrovírus  e  calicivírus neste  tipo 

populacional. 
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                                            2. REVISÃO DA LITERATURA2. REVISÃO DA LITERATURA    
Apesar  do  aperfeiçoamento  na  segurança  alimentar,  no  tratamento  da 

água, e nas condições sanitárias as doenças diarréicas representam relevante 

problema de saúde pública e acometem principalmente crianças com menos de 

cinco  anos  de  idade,  em  todo  o  mundo.  Calcula-se  que  neste  grupo  de 

crianças, ocorram mais de 700 milhões de casos de diarréia aguda por ano. 

Nos países industrializados, indivíduos de todas as faixas etárias apresentam 

pelo menos um episódio relacionado à gastroenterite aguda a cada ano, sendo 

elevada a necessidade de hospitalização (Wilhelmi et al., 2003; Costa et al., 

2004; Okitsu-Negishi et al., 2004). Estima-se 1,8 milhões de óbitos anuais de 

crianças menores de cinco anos, causados pela síndrome diarréica em todo o 

mundo (Patel et al., 2008). 

Na  década  de  40  os  vírus  foram  considerados  possíveis  agentes 

etiológicos das gastroenterites (Parashar et al., 1998). Em 1972, utilizando-se a 

imunomicroscopia eletrônica, confirmou-se a associação do vírus Norwalk em 

amostras fecais de jovens e adultos com síndromes diarréicas (Kapikian et al., 

1972). Em 1973, Bishop et al. observaram por microscopia eletrônica (ME) a 

presença de partículas, hoje denominadas rotavírus, em cortes histológicos da 

mucosa  duodenal  de  crianças  com  gastroenterite.  Em  1975  os  astrovírus 

(Madeley & Cosgrove, 1975) e os adenovírus entéricos foram identificados em 

fezes de crianças com diarréia aguda (Flewett et al., 1975).

Os  vírus  gastroentéricos  são  os  principais  agentes  etiológicos  de 

gastrenterite  aguda,  sendo  clinicamente  mais  relevantes  os  rotavírus, 

adenovírus entéricos, astrovírus e calicivírus humanos. Estudos mostram que 

os torovírus, pestivírus e picobirnavírus que,  em geral  são responsáveis por 

quadros diarréicos em animais, também estão associados a casos de diarréia 

em humanos (Middleton 1996; Desselberger 2000; Wilhelmi et  aI.,  2003).  O 

vírus Aichi, pertencente ao gênero Kobuvirus, família Picornaviridae, foi isolado 

em crianças e adultos, em alguns países do Sudeste Asiático (Yamashita et al., 

1998; Sasaki et al., 2001; Yamashita et al., 2001); no Brasil e na Alemanha em 

espécimes  de  indivíduos  portadores  de  gastroenterites  agudas  (Oh  et  al., 

2006).  O bocavírus,  da  família  Parvoviridae,  foi  identificado como patógeno 
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humano em setembro de 2005, causando infecções respiratórias em crianças 

de  todo  o  mundo,  bem  como  sendo  isolados  de  fezes  de  crianças  com 

gastroenterites agudas. Embora haja evidências de que o bocavírus seja um 

vírus  entérico,  há  necessidade  de  mais  esclarecimento  sobre  o  seu 

desenpenho como agente etiológico das gastroenterites (Wei-xia et al., 2008; 

Yu et al.,  2008). O bocavírus pode ser transmitido da mãe para o filho pela via 

transplacentária (Zheng et al.,  2007).

2.1 ROTAVÍRUS 

Os  rotavírus  são  importantes  agentes  etiológicos  das  gastroenterites 

afetando indivíduos de todas as idades. Embora sejam menos freqüentes em 

adultos, a infecção pode ocorrer em indivíduos imunocomprometidos, idosos e 

em adultos que cuidam de crianças infectadas (Anderson & Weber, 2004). 

Os  rotavírus  representam  a  causa  mais  comum  de  diarréia  grave  na 

infância em todo o mundo. Nos países em desenvolvimento, estima-se que as 

gastroenterites associadas a esses agentes virais causem de 20 a 25% do total 

de  óbitos  por  doença diarréica,  bem como 6% da mortalidade global  entre 

crianças com idade inferior a cinco anos (Glass RI, 2005).

A  gastroenterite  causada  por  Rotavirus  A pode  ser  prevenida  pela 

vacinação,  porém,  a  extensa  variabilidade  antigênica  destes  vírus  com 

ocorrência  de  genótipos  particulares  em  determinadas  regiões  geográficas, 

bem como a emergência de genótipos em determinado período de tempo e 

local  (Araujo  et  al.,  2001),  torna  necessário  uma  vigilância  mundial  das 

amostras  circulantes  com  introdução  de  vacina  específica  em  diferentes 

regiões do mundo (Parashar et al.,  2003).

2.1.1 Classificação taxonômica

Os  rotavírus  são  agentes  etiológicos  da  gastrenterite,  os  quais  são 

divididos em sete grupos denominados de A a G. Os Rotavirus do grupo A são 
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os vírus gastroentéricos mais estudados, portanto os mais bem caracterizados. 

(Kapikian et al.,  2001).

2.1.2 Características da partícula viral

Os Rotavirus  A pertencem ao gênero  Rotavirus da  família  Reoviridae. 

Esses  vírus  foram primeiramente  descritos  por  Bishop  e  colaboradores,  no 

início  da  década  de  1970,  como  agentes  etiológicos  de  gastrenterite  em 

humanos (Bishop et al., 1973). Apresentam morfologia esférica, medem 75-100 

nm  de  diâmetro  e  possuem  simetria  icosaédrica.  São  vírus  sem envelope 

lipídico, no entanto o capsídio viral é constituído de três camadas concêntricas 

de proteínas, o capsídeo externo, o capsídeo interno e o  core que envolve o 

genoma  viral,  composto  de  11  segmentos  de  RNA  de  dupla  fita  (dsRNA) 

(Pereira et al., 1983; Kapikian et al.,  2001). 

Os onze segmentos de RNA possuem peso molecular que varia de 0,2 x 

106 daltons a 2 x 106 daltons. Esses segmentos são facilmente visualizados por 

eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) pela migração de acordo com o 

peso molecular. Para os Rotavirus do grupo A, os onze segmentos genômicos 

têm um padrão de bandeamento característico de 4, 2, 3, 2 segmentos. Dentro 

desses padrões de migração ocorrem variações que resultam em diferentes 

padrões eletroferotípicos. A variação mais freqüente ocorre entre os segmentos 

10 e 11, os quais definem os denominados padrões de migração longo, curto e 

super curto (Lourenço et al., 1981).

Seis dos onze segmentos genômicos dos Rotavirus A codificam as seis 

proteínas estruturais do vírus. Essas são denominadas pela sigla VP seguida 

de um número arábico que corresponde ao segmento genômico codificante 

(VP1,  VP2,  VP3,  VP4,  VP5*,  VP6,  VP7  e  VP8*)  que  lhe  deu  origem.  As 

proteínas VP5* e VP8* são originadas por clivagem da proteína precursora VP4 

e são indicadas por um asterisco (*) (Estes & Cohen, 1989).

A proteína VP4 é codificada pelo segmento 4, possui aproximadamente 

88 kDa,  sendo constituída por  776 aminoácidos (aa)  e  situa-se na camada 

externa  do  vírus,  na  forma  de  espícula.  Ela  tem  função  na  adsorção  e 

penetração viral o que ocorre pela ligação de VP8* a receptor contendo acido 
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sialico e pela VP5* que media a entrada do vírus na célula (Kirkwood et al., 

1996). Ela tambem está associada à restrição do crescimento viral em cultura 

celular (Greenberg et al., 1983b). É imunogênica com reflexo importante para 

imunidade ao vírus, sendo responsável pelos genótipos P (Estes, 2001). 

A proteína VP6 é a proteína que forma a camada intermediária do vírus. 

Possui 41 kDa, sendo constituída de 397 aa e é codificada pelo segmento 6 do 

genoma viral.  É o maior  constituinte  protéico estrutural  das partículas virais 

completas,  representando 50 a 60% da massa viral  (Prasad & Chui,  1994). 

Interage com as proteínas da camada externa (VP4 e VP7) e com a proteína 

do core (VP2). É proteína estável, hidrofóbica e bastante imunogênica (Estes et 

al., 1987). Na VP6 os antígenos de grupo (espécie) são representados pelos 

epítopos e a presença ou ausência de outros determinantes antigênicos nessa 

proteína determina a especificidade para o subgrupo (Greenberg et al., 1983c).

A proteína  VP7 possui  326  aa  e  37  kDa e  pode  ser  codificada  pelos 

segmentos 7, 8 ou 9 do genoma, dependendo da amostra viral (Estes & Cohen, 

1989).  Ela  é  uma  glicoproteína  e  forma  a  camada  externa  do  vírus.  É  a 

segunda proteína mais abundante do vírus e o antígeno indutor da formação de 

anticorpos de neutralização e responsável pela determinação de sorotipos G 

(Hoshino  &  Kapikian,  1996).  A  sua  interação  com  a  VP4  influencia  na 

especificidade de ligação da VP4 ao receptor celular da célula alvo (Ludert et 

al., 1996).

Os outros cinco segmentos genômicos dão origem a seis proteínas não 

estruturais,  sendo que o segmento  onze é responsável  pela  codificação de 

duas dessas proteínas (Estes & Cohen, 1989).

As proteínas não estruturais são detectadas nas células infectadas, mas 

não nas partículas virais maduras. São denominadas pela sigla NSP seguidas 

de números de um a seis (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6) (Estes, 

2001).

NSP4 – O gene NSP4, segmento 10 de RNA de  Rotavirus A, pode ser 

geneticamente classificado dentro de pelo menos cinco genogrupos: A, B, C, D 

e  E  (Mori  et  al.,  2002).  A  proteína  é  glicosilada  e  ligada  ao  retículo 

endoplasmático (RE). Possui 28 kDa e 175 aa (Tian et al., 1996). A NSP4 é 

uma proteína que não se liga ao RNA, possui função na morfogênese viral e na 

virulência  por  funcionar  como  uma  enterotoxina.  Na  morfogêse  celular  ela 
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funciona como um receptor intracelular por mediar a conversão de partículas 

de dupla camada de citoplasma para partículas de tripla camada no RE. A 

proteína NSP4 interage com um receptor celular do epitélio intestinal e estimula 

um sinal  de  tradução  cálcio-dependente  que  aumenta  a  permeabilidade  da 

membrana plasmática a íons cálcio e potencializa a secreção clorídrica o que 

culmina na indução de diarréia (Morris et al., 1999).

 

2.1.3 Patogenia

Os Rotavirus A são vírus estáveis nas condições ambientais e mantém a 

sua viabilidade com a umidade relativa do ar atmosférico em torno de 50%. 

São normalmente mais resistentes do que a maioria dos vírus à temperatura de 

56°C,  pH  ácido,  aos  solventes  de  lipídeos  e  aos  detergentes  não  iônicos. 

Mantém  a  sua  infecciosidade  após  repetidos  congelamentos  e 

descongelamentos (Parashar et al.,  2003).

Esses vírus são excretados em grande número nas fezes dos indivíduos 

infectados. Estima-se que sejam encontrados cerca de um trilhão de partículas 

virais por mililitro de espécime fecal e considera-se que apenas 10 partículas 

sejam suficientes para iniciar um processo infeccioso (Kapikian et al., 2001). 

Esses parâmetros, associados à sua notória estabilidade fisico-química, são os 

principais determinantes da alta transmissibilidade dos rotavírus, sobretudo em 

locais  de  freqüentes  contatos  inter-humanos  como  creches  e  enfermarias 

pediátricas (WHO, 2000).

Os Rotavirus do grupo A infectam principalmente os enterócitos maduros 

da  extremidade das vilosidades presentes  na mucosa do intestino  delgado, 

sendo que o processo replicativo ocorre no citoplasma (Kapikian et al.,  2001). 

A transcrição é caracterizada pela síntese de RNA mensageiro, a partir do 

ácido nucleico viral, e representa o evento chave no processo de infecção.  Na 

transcrição do genoma, cada um dos segmentos distintos é transcrito em um 
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RNA mensageiro que codifica uma proteína viral, com exceção do segmento 

11, que codifica duas proteínas. A tradução destes RNAs mensageiros ocorre 

nos ribossomos livres,  à exceção dos codificantes para as proteínas VP7 e 

NSP4,  as  quais  são  sintetizadas  nos  ribossomos  aderidas  ao  reticulo 

endoplasmático (Estes, 2001).

É admitida a liberação desses vírus por lise celular,  com alterações na 

permeabilidade  da  membrana  da  célula  infectada,  o  que  resulta  no 

extravasamento de proteínas celular e viral (Estes, 2001).

Os Rotavirus A são transmitidos primariamente, pela via oral-fecal, e se 

considera  que  produzam  infecção  localizada,  não  obstante  alguns  estudos 

tenham  mostrado  casos  de  encefalopatias  e  viremias  associadas  a  sua 

presença (Costa et al., 2004).

A infecção viral acomete as células absortivas da mucosa dos segmentos 

proximais do jejuno e propaga-se alcançando as porções mais distais do íleo. 

As lesões limitam-se às células que se localizam na parede lateral e no topo 

das vilosidades, não atingindo as células das criptas de Liberkuhnn. Após 8 

horas  de  adsorção  do  vírus,  já  se  observa  a  presença  de  inclusões 

citoplasmáticas,  que  contêm  proteínas  e  RNA  viral  recém-sintetizados,  na 

célula infectada. O processo infeccioso, que pode culminar com manifestações 

clínicas,  instala-se em aproximadamente 48 horas.  Os indivíduos infectados 

excretam elevadas  concentrações  de  vírus  logo  após  o  início  da  infecção, 

sendo que a excreção de partículas virais atinge um pico máximo no terceiro 

dia e se mantém até o décimo dia ou mais (Anderson & Weber, 2004). 

Os  mecanismos  pelos  quais  a  diarréia  é  induzida  pelos  Rotavirus  do 

grupo A são ainda pouco compreendidos e se admite que múltiplos fatores 

colaborem  simultaneamente  para  a  indução  da  diarréia  por  estes  vírrus. 

Considera-se  que  os  rotavírus  desorganizam  a  arquitetura  normal  das 

vilosidades  e  microvilosidades  da  mucosa  intestinal,  o  que  resulta  em 

alterações histológicas: atrofia das vilosidades intestinais em graus variados, 

encurtamento  com diminuição  da atividade das  microvilosidades,  mudanças 

morfológicas  das  células  epiteliais,  hiperplasia  das  criptas  de  Liberkhun, 

redução  da  relação  vilosidade  cripta,  aumento  do  infiltrado  inflamatório  na 

lâmina própria e descamação epitelial das células necrosadas com exposição 

da lâmina própria (Estes, 2001).  
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Nas  células  absortivas  sucedem  ainda:  dilatação  do  retículo 

endoplasmático,  tumefação  das  mitocôndrias,  vacuolização  citoplasmática  e 

picnose nuclear. Os enterócitos localizados no terço superior das vilosidades, e 

que  contêm  as  partículas  virais,  são  eliminados  no  lúmen  intestinal  e  são 

substituídos por células absortivas imaturas.  Essas células apresentam uma 

menor quantidade de microvilosidades e uma menor capacidade de absorção, 

resultando em diarréia (Parashar et. al., 2003). 

2.1.4 Manifestações clínicas

A gastrenterite por rotavírus não se constitui por manifestações clínicas 

típicas que as diferem daquelas associadas a outras etiologias virais. A diarréia 

acontece  após  um  curto  período  de  incubação  e  evolui  com  a  instalação 

abrupta  de  vômito  em  mais  de  50%  dos  casos.  É  seguida  de  febre  de 

moderada a alta e diarréia aquosa de caráter explosivo que dura de 3 a 8 dias, 

não se observando nas fezes a presença de leucócitos ou sangue. O quadro 

clínico pode ainda envolver outros sintomas como náuseas, inapetência e, com 

menor  freqüência,  dor  abdominal  de  pequena  intensidade.  O  processo 

infeccioso entra em regressão a partir do terceiro dia, apesar da ocorrência de 

excreção viral por um período maior (Wilhelmi et al., 2003).

A infecção é auto limitada, com a completa recuperação da morfologia e 

da função intestinal e secreção de anticorpos circulantes, entretanto pode ser 

fatal em lactentes, desnutridos, desidratados, crianças de baixo peso e idosos 

(Estes et al.,  2001).

2.1.5 Epidemiologia

Os  Rotavirus  do  grupo  A  são  os  principais  agentes  causadores  de 

gastrenterite  aguda  em  todo  o  mundo,  em  países  desenvolvidos  e  em 

desenvolvimento (Kapikian et al.,  2001).
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Esses vírus possuem incidência universal e são ubíquos na natureza e 

infectam crianças  de  todas  as  condições  sócio-econômicas,  que  vivem em 

áreas tropicais ou temperadas (Costa et al., 2004).

Assim, esses vírus são responsáveis pela ocorrência de maior número de 

casos de gastrenterites em lactentes e crianças e, muito embora incomum em 

adultos,  a  infecção  pode  ocorrer  em  indivíduos  imunocomprometidos,  em 

adultos  que  cuidam  de  crianças  infectadas,  em  viajantes  e  indivíduos  de 

terceira idade (Anderson & Weber, 2004). 

A maioria das infecções por Rotavirus A ocorre na faixa etária de seis a 

vinte e quatro meses, e se considera que no primeiro semestre de vida, os 

anticorpos  maternos  transferidos  passivamente,  bem  como  o  aleitamento 

natural, exerçam função protetora contra o agente (Glass et al., 2004). 

Considera-se que até os quatro anos de vida quase todas as crianças já 

tenham  sofrido  pelo  menos  uma  infecção  por  rotavírus,  que  pode  ser 

sintomática ou assintomática,  o que lhes confere proteção contra síndromes 

diarréicas graves (Linhares, 2000).

No Brasil, a ocorrência desses agentes varia de 12 a 42% em crianças 

com gastroenterite aguda, atendidas em ambulatórios ou hospitais (Linhares, 

2000).  Em Goiânia  o  rotavírus  do  grupo  A  foi  isolado  em 14.4%  de  2605 

espécimes fecais de crianças de até 10 anos de idade, com ou sem diarréia 

atendidas em hospitais, serviços de urgências e clínicas, no período de 1986 a 

2000  (Cardoso  et  al.,  2003).  Em  207  crianças  hospitalizadas  com  diarréia 

aguda em Goiânia, entre julho de 2000 e outubro de 2002, 37,2% dos primeiras 

espécimes fecais analisadas, eram positivas para o rotavírus do grupo A (Costa 

et al., 2004).  Andreasi et. al em 2007, encontraram 23,2% de amostras fecais 

positivas para rotavírus em crianças de até 3 anos, hospitalizadas com diarréia 

aguda  em  Campo  Grande.  Em  São  Paulo,  20%  das  crianças  e  adultos, 

atendidas  em um hospital,  com gastroenterite  aguda eram positivas  para  o 

rotavirus do grupo A (Carraro et al., 2008). Domingues et al., 2008, encontrou 

15% de rotavírus do grupo A em crianças com diarréia na cidade de Uberaba-

MG e no Estado do Paraná, 21,8% das crianças e adultos com gastroenterite 

(Santos et al., 2008).
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2.1.6 Diagnóstico laboratorial

Na  síndrome  diarréica  é  importante  a  confirmação  do  diagnóstico 

laboratorial porque, além de diferentes tipos de vírus, outros agentes podem 

estar envolvidos na etiologia da doença. O diagnóstico laboratorial da infecção 

aguda  baseia-se  principalmente  na  pesquisa  do  vírus  e  dos  antígenos 

presentes nas fezes de pacientes infectados. Para o exame direto do material 

fecal  é possível  recorrer-se a várias diferentes técnicas imunológicas e não 

imunológicas. As técnicas imunológicas rotineiramente utilizadas são: o ensaio 

imunoenzimático  (EIE),  a  aglutinação  de  partículas  de  látex  e  a 

imunomicroscopia  eletrônica  (IME).  As  técnicas  não  imunológicas  mais 

utilizadas são: a microscopia eletrônica direta (ME) e a EGPA (Pereira et al., 

1983; Kapikian et al., 2001).

A  EGPA é  um método  sensível  e  específico  que,  além  de  permitir  o 

diagnóstico  das  infecções  por  Rotavírus  do  grupo A  e  não  A,  possibilita  a 

classificação  da  amostra  viral  com  base  no  padrão  eletroferotípico.  Esse 

método  possui  grande  valor  diagnóstico,  com  particular  relevância  nas 

situações epidêmicas (Pereira et aI., 1983) 

O EIE para rotavírus consiste na utilização de anticorpos contra a proteína 

VP6 em microplacas para detecção do antígeno viral (Pereira  et al., 1985). 

A caracterização de amostras de Rotavirus A em subgrupos e genotipos 

G  e  P  são  necessárias  para  o  monitoramento  desses  vírus.  Essa 

caracterização  tem sido  feita  tanto  por  métodos  imunológicos,  que  utilizam 

anticorpos monoclonais específicos, quanto por métodos moleculares a partir 

de procedimentos que utilizam iniciadores específicos, seja com a finalidade de 

amplificação  genômica,  NESTED-PCR  ou  como  detectores  em  ensaio  de 

hibridização (Parashar et al., 1998).

A reação em cadeia pela polimerase (PCR) é uma técnica de amplificação 

usada para sintetizar, in vitro, seqüências específicas de DNA. Inicialmente, um 

ácido nucleico alvo (DNA ou RNA) é isolado. Se o ácido nucléico alvo é RNA, 

este deve ser convertido em cDNA através de transcrição reversa (RT) antes 

de começar  o  processo de amplificação.  A partir  daí,  o  DNA é amplificado 

enzimaticamente (Parashar et al., 1998). 
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A nested-PCR é a amplificação de um produto já amplificado utilizando 

iniciadores específicos. Nesta técnica, realizam-se dois ensaios consecutivos 

de PCR. No primeiro,  um segmento de DNA é amplificado com um par de 

iniciadores, empregando-se de 15 a 30 ciclos de amplificação. Uma alíquota do 

material  amplificado é então submetida a nova amplificação usando-se novo 

par  de  iniciadores,  localizados  internamente  em  relação  à  posição  do  par 

inicial.  Essa  técnica  apresenta  sensibilidade  superior  à  do  PCR  e  é 

recomendada quando a concentração de adido nucleico é reduzida ou também 

para a genotipagem de amostras (Lovmar et al., 2003).

 

2.1.7 Imunidade

Considera-se que tanto a infecção pelo vírus selvagem quanto pelo vírus 

vacinal induza uma resposta imune que protege contra as formas graves da 

doença em infecções sucessivas (Velásquez et al., 1996; Estes et al., 2001).

Admite-se que durante a infecção primária são produzidos anticorpos da 

classe  IgM,  caracterizando  a  fase  aguda  da  doença.  De  duas  a  quatro 

semanas após o início do processo infeccioso, a IgA e a IgG atingem o pico 

máximo, mantendo-se em níveis detectáveis no soro por período prolongado 

(Kapikian et al., 2001).

A imunidade local, produzida por IgA secretória na luz intestinal, parece 

conferir maior proteção contra diarréia por rotavírus. Esse fato tem estimulado 

pesquisas para produção de uma vacina de administração oral (Glass et. al., 

2005) 

2.1.7 Tratamento e prevenção

Práticas de higiene como lavagem das mãos, cuidados com a água e os 

alimentos,  bem como destinação adequada dos dejetos humanos e animais 

não parecem determinar impacto suficiente para o controle e a profilaxia das 

infecções por Rotavírus do grupo A, uma vez que nos países desenvolvidos, 
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onde os padrões de higiene são satisfatórios, repetem-se anualmente extensas 

epidemias (Kapikian et al, 2001).

Admitem-se também certas dificuldades para impedir  a transmissão do 

vírus entre pacientes hospitalizados. O procedimento utilizado para isso tem 

sido  o  isolamento  dos  pacientes  internados  para  limitar  a  disseminação da 

infecção. Medidas universais de precaução como a lavagem rigorosa das mãos 

e o uso de equipamentos de proteção individual como luvas, gorros e máscaras 

são recomendadas durante os cuidados com o paciente infectado por esses 

agentes (Anderson & Weber, 2004).

O  tratamento  dos  dejetos  e  a  melhoria  das  condições  sanitárias 

constituem ainda medidas de controle, prevalecendo, no entanto, o conceito de 

que o recurso mais efetivo de profilaxia das diarréias por rotavírus reside na 

obtenção de um imunizante eficaz (Estes et al, 2001). 

A  vacina  tetravalente  designada  RRV-TV  (rhesus-human  reassortant  

tetravalent  vaccine) alcançou  níveis  protetores  que  fundamentaram  o  seu 

licenciamento  nos  EUA  em  agosto  de  1998.  Após  um  ano,  uma  vez 

administrada a 900.000 crianças, emergiram 15 casos de intussuscepção (ou 

invaginação  intestinal)  como  possível  evento  adverso  associado  à  vacina, 

sobrevindo a suspensão do seu uso (Glass et al., 2005; Clark et al., 2004). 

As vacinas para rotavírus licenciadas disponíveis atualmente no mercado 

são:

LLR – preparada com rotavírus atenuado de origem bovina, sorotipo G10, 

apesar do licenciamento para uso em larga escala, ainda persistem restrições 

sobre a metodologia empregada nos testes. Foi licenciada na China em 2000 

(Linhares et al., 2000; Glass et al., 2005).

RotaTeq -  preparação pentavalente,  derivada da amostra bovina WC3, 

reunindo  amostras  geneticamente  reestruturadas  com  especificidades 

antigênicas para os tipos G1, G2, G3, G4 e P1A[8]. A vacina foi licenciada no 

início  de  2006  pelo  “Food  and  Drug  Administration”  (FDA)  nos  EUA.  Esta 

revelou-se 94,5% eficaz frente às hospitalizações e consultas nas emergências 

relacionadas  aos  tipos  virais  G1 a  G4,  reduziu  em 74% as  gastroenterites 

associadas a esses sorotipos e exibiu níveis protetores de 98% referentes aos 

episódios graves causados por rotavírus (Glass et  al.,  2005;  Vesikari  et  al., 

2006).
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RotaRix (amostra RIX4414) – preparado de rotavírus, G1P(8), atenuados 

de origem humana. Essa preparação monovalente foi testada em 11 países da 

América Latina e na Finlândia, nos quais foram recrutadas 63.225 crianças que 

determinou a segurança da vacina em relação ao risco da intussuscepção e 

uma eficácia  para episódios  graves de gastroenterite  para rotavírus,  de até 

85%. Ela já foi  licenciada em vários países da América do Sul e no Kuwait 

(Perez-Schael et al., 1997; Linhares et al., 2000; Simonsen et al., 2005).

Nos ministérios da saúde dos países em desenvolvimento, os custos e a 

sustentabilidade de um proposto programa universal para imunização contra 

rotavírus  prevalecem  como  temas  centrais.  Aliás,  ressalte-se  o  papel  de 

vanguarda assumido pelo Ministério da Saúde no Brasil, assegurando o acesso 

amplo da vacina contra rotavírus, G1P(8), no setor público já em 2006 (Vesikari 

et al., 2006).

O  tratamento  da  gastrenterite  causada  pelo  rotavírus  é  sintomático.  A 

redução na mortalidade infantil  nos países desenvolvidos, nos últimos anos, 

deve-se ao diagnóstico precoce, ao acesso rápido aos sistemas de saúde e 

administração  da  terapia  de  reposição  hidroeletrolítica,  oral  ou  venosa, 

principalmente  nos  casos  que  envolvem  vômitos  constantes  (Estes  et  al., 

2001).

È recomendado manutenção da dieta, principalmente se o aleitamento for 

natural,  uma vez que leite  materno contém anticorpos específicos e fatores 

inespecíficos protetores (Kapikian et al., 2001).

2.2 ADENOVíRUS

Os adenovírus humanos (HAdVs) podem causar várias síndromes clínicas 

incluindo gastrenterite, doença respiratória, conjuntivite, cistite hemorrágica  e 

exantema (Horwitz, 2001).

Embora  os  adenovírus  humanos  sejam  mais  associados  a  infecções 

respiratórias,  alguns  sorotipos  causam  gastroenterites  e  são  considerados 

relevantes em surtos esporádicos de gastroenteriterites agudas no mundo (Van 

et al., 1992).
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Foram inicialmente detectados em 1953. O termo adenovírus surgiu do 

isolamento dos primeiros vírus em adenóides humanas extirpadas (Rowe et al., 

1953, Flewett et al.,1975).

Os  adenovírus  são  responsáveis  por  2,3  a  38  %  das  gastroenterites 

agudas nas crianças e imunodeprimidos (McIver, 2001; Marie-Cardine, 2002). 

No Brasil tem sido encontrado índices que variam de 4,9 a 10% (Harsi,1995; 

Soares,2002).

2.2.1 Classificação taxonômica

Os  adenovírus  (AdV)  constituem  a  família   Adenoviridae,  que  é 

subdividida  em  quatro  gêneros,  Mastadenovirus, que  infectam  humanos  e 

outros  mamíferos;  Aviadenovírus  que  infectam  aves;  Atadenovirus que 

infectam mamíferos (marsupiais e cervos) répteis (cobras) e aves (patos);  e 

Siadenovirus que infectam anfíbios (rãs) e aves (perus) (Benko et al, 2002). O 

gênero Mastadenovirus 

é formado por mais de 90 sorotipos, dos quais 52 infectam humanos e 

subdividem  em  sete  subgêneros  ou  espécies  (A-G)  com  base  nas  suas 

propriedades  físicas,  químicas  e  biológicas  (De  Jong,1999;  Horwitz,  2001; 

Jones, 2007).

Cada sorotipo do gênero Mastadenovirus é determinado por neutralização 

utilizando anticorpos dirigidos contra as duas maiores proteínas do capsídeo, o 

hexon  e  a  fibra.  Para  a  classificação  das  espécies  são  considerados  o 

percentual de bases nitrogenadas da espécie (guanina e citosina), o potencial 

oncogênico em roedores, o grau de homologia do DNA viral,  o tamanho da 

fibra, o peso molecular de alguns polipeptídeos e o padrão de fragmentação do 

genoma por enzimas de restrição (Albert et al., 1986; Reddy et. al., 2005). 

2.2.2 Características da partícula viral

Os  adenovírus  são  partículas  icosaédricas,  não  envelopadas,  com 

capsídeo formado por 252 capsômeros, sendo 240 hexon e 12 penton (Stewart 
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et  al.,  1993).  Da  base  de  cada  penton  projeta-se  uma  estrutura  protéica 

denominada fibra, a qual possui comprimento variável conforme o sorotipo. Na 

extremidade de cada fibra existe uma protuberância que possui propriedade 

imunogênica,  tendo  ainda  como  função  a  adsorção  do  vírus  à  célula 

hospedeira (Norrby, 1969).

O genoma do adenovírus consiste de uma molécula linear de fita dupla de 

DNA de 80 a 110 nm de diâmetro, massa molecular de 20-24 x 106 Da, com 

aproximadamente  36000 pares de bases (pb)  e  composição de 47-60% de 

bases guanina mais citosina (Hierholzer, 1992). Nas extremidades do DNA há 

sequências nos terminais (3’e 5’) repetidas e invertidas (ITRs) que variam de 

tamanho  (103-165  nucleotídeos)  de  acordo  com  o  sorotipo  de  adenovírus 

(Shinagawa, 1987). 

O genoma viral  possui  de um a dois  genes (dependendo do sorotipo) 

denominados VA (vírus associado) transcritos pel RNA-polimerase III. Os VA 

RNAs estimulam a síntese protéica viral e ainda antagonizam a ação antiviral 

de interferon induzido pelo sistema imune (Ma & Mathews, 1996).

O  genoma  possui  diferentes  regiões  de  transcrição,  as  quais  são 

transcritas temporalmente. São denominada regiões iniciais (E1, E2, E3 e E4), 

regiões iniciais tardias (IX e IVa2) e região tardia (MLP-promotor maior tardio). 

As regiões E1 e E2 são subdivididas em E1A, E1B, E2A e E2B e a região 

tardia  é  processada  pra  gerar  cinco  famílias  de  mRNAs  tardios  (L1  a  L5) 

(Shenk, 2001).

A  transcrição  dos  genes  dos  adenovírus  é  um evento  de  duas  fases, 

ocorrendo antes e depois da replicação do DNA viral (Shenk, 2001).

O  gene  E1A  codifica  duas  proteínas  (253R  e  191R)  que  ativam  a 

transcrição  de  outros  genes;  E1B  codifica  dus  proteínas  que  bloqueiam  a 

apoptose. E2 codifica proteínas que sinalizam para a replicação do DNA, dessa 

forma na região E2A é codificada uma proteína, DBP, que se liga a fita simples 

do DNA e na E2B uma DNA polimerase,  além de uma proteína precursora 

terminal.  Os  produtos  de  E3  modulam  a  resposta  do  hospedeiro  para  a 

infecção viral.  E4 possui  cinco RLAs,  podendo variar  com a espécie,  cujos 

produtos possuem funções de regulação transcricional, transporte de mRNA, 

modulação da replicação do DNA e apoptose celular (Shenk, 2001; Reddy et 

al., 2005).
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As regiões iniciais tardias estabilizam as interações hexon-hexon e ainda 

tem função  na  encapsidação  do  DNA e  os  mRNAs  tardios  (L1  a  L5)  são 

responsáveis  pela  produção  e  montagem  dos  componentes  do  capsídeo 

(Shenk, 2001; Reddy et al., 2005).

O  virion  possui  onze  proteínas,  as  quais  são  convencionalmente 

numeradas iniciando pelo polipeptídeo II, a IX, IIIa, µ, TP (proteína terminal) e 

mais a p53 (protease viral) (Maizel et al, 1968). O capsídeo viral é composto de 

sete polipeptídeos (II, III, IIIa, IV, VI, VIII e IX) (Horwitz et al., 1970).

O  core  do  virion  que  circunda  o  genoma  viral  é  formado  por  cinco 

proteínas  básicas,  ricas  em arginina  (V,  VII,  µ,  TP  e  p53).  A  proteína  VII 

envolve e empacota o DNA viral, a proteína V faz a ponte entre o  core e o 

capsídeo e a proteína terminal (TP) serve com iniciador para a replicação do 

DNA e auxilia a ligação do genoma viral  à matriz nuclear (Chatterjee et al., 

1986; Everitt et al., 1975).

2.2.3 Patogenia e manifestações clínicas

Os adenovírus infectam e podem se replicar em células epiteliais das vias 

respiratórias, olho, trato gastrointestinal, bexiga e fígado. 

Os vírus da espécie C persistem durante anos como infecções latentes 

nas adenóides e amígdalas e são eliminados nas fezes durante muitos meses 

após a infecção inicial. A maioria dos adenovírus cresce no epitélio intestinal 

após ingestão, porém na maioria das vezes produzem infecções subclínicas. 

Embora  os  sorotipos  de  adenovírus  mais  freqüentemente  associados  à 

gastroenterite sejam os sorotipos 40 e 41 (espécie F), outros sorotipos como 

12,18 e 31 (espécie A) (Brown et al., 1996), e os sorotipos 1, 2 e 5 (espécie C) 

também têm sido associados à síndrome (Li et al., 2005) e mais recentemente 

o sorotipo 52 sugerido por Jones et al, 2007.

As  infecções  causadas  pelos  adenovirus  são  comuns  na  população 

pediátrica  e  apresentam uma distribuição  universal.  Nos  imunocompetentes 

eles  se  expressam  como  ligeiras  infecções  respiratórias,  gastrointestinais, 

oculares  e  urinárias,  geralmente  auto-limitadas  que  melhoram  em  duas 
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semanas, deixando imunidade específica contra o sorotipo viral. Nas crianças 

imunocomprometidas,  a  incidência  de  sintomas  graves  é  significativamente 

mais  elevada,  e os índices de letalidade podem atingir  de 50% a 80%. Os 

casos mais graves incluem pneumonia, colite,  cistite hemorrágica e hepatite 

(Cichocki et al., 2008; Abarca et al., 2008). 

2. Epidemiologia

Os  adenovírus  induzem  imunidade  eficaz  e  prolongada  contra  a 

reinfecção. A resistência à doença clínica parece estar diretamente relacionada 

à  presença  de  anticorpos  (IgG)  neutralizantes  circulantes  (De  Jong  et  al., 

1999). 

Os adenovírus são encontrados em todas as partes do mundo, em todas 

as  estações  do  ano.  Propagam-se  pela  via  orofecal,  perdigotos  ou  fômites 

contaminados (Giordano et al., 2001; Horwitz et al., 2001).

Várias espécies e sorotipos de adenovírus foram encontrados em águas 

de instituições públicas de diversões, incluindo os sorotipos 40 e 41, na região 

dos grandes lagos nos EUA (Xagoraki et al., 2007).

A espécie (G) de adenovírus foi isolada em 2007 em amostras fecais de 

cinco pacientes de Los Angeles nos EUA, com surto de gastroenterite. Trata-

se,  provavelmente  do  sorotipo  52,  o  qual  é  semelhante  ao  sorotipo  41  da 

espécie F (Jones, 2007).

Os adenovírus entéricos sorotipos 40 e 41 da espécie F causam surtos de 

gastrenterite em crianças em todo o mundo, sendo predominante o sorotipo 41 

(Fukuda et  al.,  2006).  Em 892 crianças de Hiroshima, Japão, portadoras de 

diarréia aguda, o adenovírus foi a causa de 3,4 % da síndrome, das quais 3,3% 

pertenciam ao sorotipo 40 e 96,7% do sorotipo 41 (Fukuda et al., 2006). Ainda 

no Japão, foi observado que os adenovírus foram causa de 8% das diarréias 

agudas de crianças de Maizuru, das quais 85% tinham sorotipo 41 (Shimizu et 

al.,  2007).  Andreasi  e  col  em  2008  encontraram  3,6%  de  adenovírus  em 

crianças com gastrenterite aguda em Campo Grande (MS). Em Rondônia, 6,4 

% de crianças com até cinco anos, hospitalizadas com diarréia aguda, eram 
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postivas para adenovírus (Magalhães et al., 2007). Em Goiânia (GO), Cardoso 

et al., em 1992 encontraram 2,4% e 1,5% de adenovírus em crianças de até 

cinco anos de idade com e sem diarréia, respectivamente  

2.2.5 Diagnóstico laboratorial

As características clínicas das gastroenterites causadas pelos adenovírus 

são semelhantes àquelas causadas por outros patógenos gastroentéricos. A 

definição  do  agente  etiológico  é  feita  através  do  diagnóstico  laboratorial 

(Ruuskanen et al., 1997).

2.2.5.1 Detecção viral

Isolamento em culturas celulares: Os adenovírus podem ser isolados de 

excreção  de  nasofaringe,  conjuntiva,  flúido  cerebroespinhal,sangue,  urina, 

fezes e material de biópsia (Ruuskanen et al., 1997).

Todos os sorotipos de adenovírus, exeto o EAd40 e EAd41, se propagam 

com facilidade e produzem efeito citopático (ECP) em vários grupos celulares. 

As células mais permissivas são as células de rim de embrião humano (HEK) 

(Krisher et al, 1987), seguindo-se as células de carcinoma de pulmão humano 

(A-549), células de carcinoma da cérvice uterina (HeLa), células de carcinoma 

epidermóide de laringe humana (HEp-2),  células  de carcinoma da cavidade 

bucal (KB) e fibroblastos de pulmão humano (MRC-5). Os EAd 40 e EAd41 se 

propagam  principalmente  em  células  conjuntivais  Chang,  HEp-2,  células 

terciárias de rim de macaco Cynomolgus e células de rim de embrião humano 

transformadas  com DNA de AdVH5 (HEK-293)  (Kidd  &  Madeley,  1981;  De 

Jong et al., 1983). 

O  efeito  citopático  produzido  pelos  adenovírus  é  característico, 

geralmente inicia-se na periferia da monocamada celular  onde se observam 

células arredondadas, agregação de células intumescidas (cachos de uva ou 

rede de pescador) e inclusões intranucleares (Ruuskanem et al., 1997).
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O  cultivo  celular  além  de  promover  o  isolamento  viral  apresenta  a 

vantagem de aumentar a quantidade de partículas virais para a sua posterior 

caracterização. 

A  identificação  dos  vírus  isolados  pode  ser  feita  através  de 

imunofluorescência  (IF),  fixação  de  complemento  (FC),  inibição  da 

hemaglutinação (HI) e soroneutralização (SN) (Hierholzer, 1995).

A  ME  é  usada  para  detectar  adenovírus  tanto  de  material  de  cultivo 

quanto espécime clínico, onde se observa a morfologia característica destes 

agentes, sendo que a descoberta dos adenovírus “não cultiváveis” foi realizada 

por  este  método (Flewett  et  al.,  1975).  Os adenovírus  podem ainda  serem 

detectados  diretamente  no  espécime  clínico  utilizando  a  IF,  EIE,  e  a 

aglutinação em látex (Herrmann et al., 1987).

Caracterização viral: A identificação dos sorotipos de adenovírus pode ser 

feita utilizando qualquer das metodologias de detecção com IF, EIE, SN ou por 

IME utilizando anticorpos monoclonais  epítopos específicos do  hexon ou da 

fibra (Noel et al., 1994).

Os métodos moleculares permitem a definição da espécie e do sorotipo 

do adenovírus. Destaca-se a reação em cadeia pela polimerase (PCR), para a 

qual se utiliza iniciadores específicos para a região do  hexon ou das regiões 

VAI e VAII (Hierholzer et al., 1993; Pring-Akerblom et al., 1999). Para os EAd40 

e EAd41 são utilizados iniciadores específicos para a região E1B (Allard et al., 

1992).

A caracterização dos sorotipos de adenovírus também pode ser feita pela 

análise de polimorfismo dos fragmentos de DNA em gel de agarose (RFLP – 

Restriction Fragment length polymorphism), onde o sítio de clivagem do DNA 

por enzima de restrição é dependente da sequência do DNA. A presença de 

mutações em um sítio de clivagem potencial resulta em padrões diferentes de 

fragmentação do genoma quando esses fragmentos são separados em gel de 

agarose.  A  desvantagem  deste  método  é  que  ele  requer  uma  grande 

quantidade de DNA no espécime clínico. Portanto necessita da amplificação 

prévia do DNA viral pela PCR que resulta na chamada PCR-RFLP  (Li et al., 

2005).
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Outra  metodologia  utilizada  para  a  caracterização  de  adenovírus  é  a 

hibridização do DNA viral com sondas específicas tanto para a determinação 

da espécie quanto para os sorotipos (Suzuki et al., 1981).

2.2.6 Tratamento e Controle

O  tratamento  da  gastrenterite  aguda  por  adenovírus  é  sintomático.  É 

necessário o diagnóstico precoce, o acesso rápido aos sistemas de saúde e 

administração  da  terapia  de  reposição  hidroeletrolítica,  oral  ou  venosa, 

principalmente  nos  casos  que envolvem vômitos  constantes  (Horwitz,  2001; 

Deno et al., 2005).

É recomendado manutenção da dieta, principalmente se o aleitamento for 

natural, uma vez que o leite materno contém anticorpos específicos e fatores 

inespecíficos protetores. O tratamento dos dejetos e a melhoria das condições 

sanitárias constituem ainda medidas essenciais de controle (Horwitz, 2001).

Na  infecção  grave  causada  pelos  adenovírus  em  pacientes 

imunodeprimidos pode ser utilizados antivirais. No Chile, em uma criança de 12 

anos submetida a transplante de células do sistema hematopoiético, usuária de 

corticóide e imunossupressor, com infecção grave por adenovírus foi utlizado o 

antiviral  cidofovir,  porém  evoluiu  para  óbito  após  três  dias  de  tratamento 

(Abarca et al., 2008).

2.3 ASTROVÍRUS 

2.3.1 Histórico

A  primeira  evidência  da  associação  de  astrovírus  com  casos  de 

gastrenterite aguda foi relatada em 1975, quando ocorreu um surto diarréico 

numa maternidade localizada no Sul da Inglaterra (Appleton e Higgins, 1975). 

Neste  surto,  em  oito  de  14  amostras  fecais  das  crianças  estudadas,  foi 

observada  a  presença  de  partículas  virais  semelhantes  a  pequenos  vírus 
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arredondados de 29 a 30 nm de diâmetro pelo uso da ME. No mesmo ano 

foram  denominados  astrovirus  por  Madeley  e  Cosgrove,  uma  vez  que 

visualizados sob ME apresentavam projeções na superficie semelhante a uma 

estrela de cinco a seis pontas (Appleton e Higgins, 1975).

O cultivo de astrovírus empregando células de rim de embrião humano 

para isolamento inicial em espécimes fecais com subseqüente adaptação de 

algumas amostras para propagação em linhagem contínua de rim de macaco 

Rhesus, na presença de tripsina, foi relatado pela primeira vez por Lee e Kurtz, 

em 1981 (Kurtz & Lee 1984). Posteriormente, foi determinada a existência de 

cinco sorotipos virais pelo uso da técnica de imunofluorescência (Kurtz & Lee, 

1984).  Atualmente,  os  astrovírus  humanos  são  classificados  em  oito 

sorotipos/genotipos (Méndez-Toss et al. 2000; Sakamoto et al., 2000).

No final da década de 1980, foi desenvolvido um ensaio imunoenzimático 

que visava detectar  antígeno viral,  e  em 1991,  a  relevância  médica  destes 

vírus, como agente etiológico da gastrenterite foi estabelecida (Hemnann et al., 

1988; Herrmann et al., 1991).

A década de 1990 foi marcada pelo advento de técnicas moleculares que 

permitiram o  desenvolvimento  de  procedimentos  com maior  sensibilidade  e 

especificidade para a detecção viral, como a RT-PCR, além de metodologias 

que  visavam  a  clonagem  e  o  seqüenciamento  do  genoma  viral  (Matsui  & 

Greenberg, 2001; Mitcbell, 2002; Walter & Mitcbeli, 2003), possibilitando assim, 

o conhecimento e comparação das sequências de nucleotídeos dos genomas 

entre os tipos de astrovirus humanos e animais conhecidos,  além de dados 

sobre as seqüências completas dos genomas dos seguintes tipos humanos: 

tipo I (Lewis et al.,  1994), tipo 2 (Jiang et al.,  1993),  tipo 3 (Oh & Schreier, 

2001) e tipo 8 (Méndez-Toss et al., 2000) 

2.3.2 Classificação taxonômica

Os astrovirus pertencem à família  Astroviridae, a qual é dividida em dois 

gêneros  Mamastrovirus  e Avastrovirus. O gênero  Mamastrovirus inclui os oito 

tipos de astrovirus humanos e aqueles que acometem suínos, felinos, caninos, 

39



bovinos e ovinos O gênero Avastrovirus engloba astrovirus que infectam aves 

como  patos,  perus  e  galinhas  (Matsui  &  Greenherg,  2001;  Lukashov  & 

Goudsmit, 2002; Mitchell, 2002).

2.3.3 Características da partícula viral

Os Astrovírus são pequenos vírus esféricos com 28 a 40 mm de diâmetros 

Não  possuem  envoltórios  lipidicos  e  são  constituídos  de  capsídeos 

icosaédricos  formados  por  dois  ou  três  tipos  de  proteínas  (P1,  P2  e  P3), 

dependendo  do  sorotipo  (Matsui  &  Greenberg,  1996;  Bass  &  Qiu,  2000)  A 

morfologia peculiar desses vírus é a de uma estrela de 5 a 6 pontas; a qual é 

observada somente em dez por cento das partículas virais quando visualizadas 

através  da  ME  ou  quando  submetidas  a  soluções  alcalinas  concentradas 

(Matsui & Greenberg, 2001).

Estes virus possuem um genoma de RNA fita simples (ssRNA) polaridade 

positiva com aproximadamente 6.800 nucleotídeos sendo poliadenilado na sua 

extremidade 3' (Greenberg & Matsui, 1992; Matsui & Greenberg, 1996; Matsui 

& Greenberg, 2001) A organização genômica dos astrovirus inclui três regiões 

de leitura aberta, RLA1a, RLA1b e RLA2, cada qual codifica para pelo menos 

uma poliproteina viral (Méndez et al., 2002;  Méndez et al., 2003).

As  extremidades  5'  e  3'  do  genoma  viral  possuem  duas  regiões  não 

codificantes  compostas  por  aproximadamente  80  nucleotídeos  cada  uma, 

sendo que a primeira antecede a RLA1 a e a outra intercala a RLA2 e a cauda 

poliadenilada. As regiões RLA1 a e RLA1b, localizadas próximas a extremidade 

5'  do  genoma,  são responsáveis  pela  codificação de uma poliproteina  não-

estrutural,  denominada  NSP1ab  de  160  kDa  e  a  qual  é  clivada  em  duas 

proteínas  NSP1a  (103  kDa)  que  exibe  uma  seqüência  codificante  para  a 

protease viral e uma outra de 57 kDa, que codifica para uma RNA polimerase-

RNA dependente (Matsui & Greenberg, 2001).

Durante o processo de replicação e biossíntese viral no interior da célula 

hospedeira, há a produção de um RNA, subgenômico com aproximadamente 

24 pb de tamanho, colinear a extremidade 3' do RNA genômico, o qual está 

envolvido na produção das proteínas estruturais (Monroe et al., 1991; Monroe 
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et al., 1993; Matsui & Greenberg, 2001). A região RLA 2 é encontrada nos dois 

tipos de RNA viral  (genômico e subgenômico) próximo á extremidade 3'  de 

ambos RNAs (Monroe et al.,  1993; Lewis et al.,  1994; Matsui  & Greenberg, 

2001). Esta região possui um produto primário, precursor do capsídeo viral, de 

aproximadamente 90 kDa, que é clivado para produzir uma proteína de 70 kDa 

a qual é montada dentro da partícula viral e que, na presença de tripsina, forma 

pelo menos três peptídeos menores com massas moleculares entre 26 a 34 

kDa (Monroe et al., 1991; Sánchez-Fauchier et al., 1994; Bass & Qiu, 2000; 

Méndez et al., 2002).

2.3.4 Patogenia e manifestações clínicas

A replicação dos astrovírus ocorre no citoplasma das células-alvo onde a 

adsorção  das  partículas  virais  junto  a  estas  células  parece  ocorrer  em 

receptores  contendo  ácido  siálico.  Admite-se  que  a  penetração  destas 

partículas nas células seja realizada através da membrana apical ou superficie 

basolateral  por  endocitose  sendo  internalizadas  em  vesículas  celulares  e, 

posteriormente, liberadas no citoplasma celular. Durante o processo de síntese 

do genoma viral, admite-se que a partir do RNA genômico viral de polaridade 

positiva, a RNA polimerase viral realiza a cópia de um RNA antigenômico de 

polaridade negativa, o qual atua como intermediário para a síntese final dos 

dois tipos de RNA (genômico e subgenômico), (Monroe et al., 1991; Monroe et 

al., 1993; Lewis et al., 1994; Matsui et al., 2001). Admite-se ainda, que o RNA 

subgenômico produzido em grandes quantidades e acumulado dentro do cito-

plasma  celular,  direciona  a  síntese  das  proteínas  estruturais  (Matsui  & 

Greenberg,  2001;  Santos  2002).  Além  disso,  postula-se  que  a  região  que 

apresenta um alto grau de variabilidade da proteína NSP1a esteja envolvida na 

replicação do RNA viral (Guix et al., 2005).

Muito embora o mecanismo não seja ainda bem conhecido, admite-se a 

ocorrência de apoptose celular durante o processo de replicação de astrovírus. 
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Não  obstante,  um  estudo  realizado  por  Guix  et  al.,  2004,  empregando  a 

linhagem celular CaCo-2 (células de adenocarcinoma de cólon humano), que 

analisou o processo de apoptose celular induzida por astrovirus tipo 4, mostra 

que  nas  células  infectadas  aspectos  morfológicos  e  bioquímicos  tais  como 

condensação  da  cromatina  celular,  ativação  de  endonucleases  celulares, 

fragmentação de DNA celular e formação de corpos apoptóticos, ocorram como 

sinais da resposta apoptótica celular frente a infecção pela cepa viral.  Além 

disso,  foi  considerado  que  caspases,  uma  família  de  cisteína  proteases, 

possam desempenhar uma função importante na resposta apoptótica durante o 

processo de infecção viral, principalmente a caspase 8 que pode levar a uma 

redução da infectividade da progênie viral e, ainda, que haja uma relação entre 

a indução de apoptose celular e as proteínas codificadas pela RLA1a (Mitchell, 

2002).

A  transmissão  de  astrovírus  ocorre  por  contato  direto  de  pessoas 

infectadas pelos vírus, pela água e alimentos contamínados ou, provavelmente, 

por fômites conseqüentes à rota fecal-oral (Matsui & Greenberg, 1996; Santos 

2002). No caso da transmissão por água e alimentos contaminados, deve ser 

considerada a possibilidade de várias fontes de infecção, tais como fontes de 

água destinadas para consumo, água para recreação (piscinas e rios), água de 

esgoto contendo resíduos humanos, alimentos marinhos (ostras e moluscos), 

entre outros (Abad et al., 1997; Matsui & Greenberg, 2001; Walter & Mitche, 

2003; Maunula et al., 2004).

Os aspectos sobre a patogênese da infecção causada por astrovírus em 

humanos são poucos conhecidos. Relatos de casos de diarréia relacionados a 

astrovírus  em  crianças,  sugerem  que  a  replicação  viral  ocorra  em  células 

epiteliais intestinais (Gray et al., 1980). Em outros estudos já foi identificada a 

presença de partículas virais no epitélio de biópsia duodenal e em macrófagos 

da lâmina própria de indivíduos com infecção sintomática pelos vírus (Phillips et 

al.,  1982,  Mitchell,  2002).  Adicionalmente,  estudos  realizados  em  animais 

mostram  agregados  de  partículas  virais  dentro  de  lisossomos  celulares  e 

vacúolos  autofágicos,  além  de  macrófagos  contendo  partículas  virais  e 

enterócitos  demonstrando  microvilosidades,  degenerações  nucleares  e, 

conseqüentemente, mortes celulares, conduzindo a uma atrofia das vilosidades 
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intestinais  e  hipertrofia  das  criptas  (Gray  et  al.,  1980;  Kurtz,  1988;  Santos, 

2002).

O período de incubação observado em infecções por astrovírus varia de 

um a quatro dias sendo que a enfermidade causada pelos vírus tende a ser 

branda e auto limitada e geralmente não resulta  em significativo  quadro de 

desidratação ou na necessidade de hospitalização. Tem sido observado que a 

infecção por estes agentes resulta em quadro de gastrenterite aguda, onde o 

sintoma típico é a diarréia aquosa, a qual pode persistir por dois a três dias. 

Além disso, pode haver associação a outros sintomas tais como vômito, febre, 

anorexia  e  dor  abdominal  que  duram em média  quatro  dias  (Greenberg  & 

Matsui,  1992;  Matsui  &  Greenberg,  2001;  Mitchell,  2002;  Walter  &  Mitchell 

2003). A complicação maior que pode resultar da infecção por astrovírus é a 

desidratação, associada ou não a baixo estado nutricional ou infecção mista 

severa em casos de imunodeficiência (Matsui & Greenberg; 2001).

2.3.5 Diagnóstico laboratorial

O diagnóstico laboratorial de infecções causadas por astrovírus é baseado 

na  detecção  de  partículas  ou  do  genoma viral,  ou  de  antígenos  virais  em 

espécimes  clínicos  (fezes,  swabs  retais).  Várias  metodologias  podem  ser 

empregadas na detecção e caracterização destes vírus tais como, ME e IME, 

ElE,  aglutinação  em  látex,  isolamento  viral  empregando  culturas  celulares, 

assim como procedimentos moleculares, sendo que todas as técnicas têm as 

suas  respectivas  vantagens  e  desvantagens  (Matsui  &  Greenberg,  2001; 

Santos, 2002; Mitchell, 2002; Tai et al., 2003; Walter & Mitchell, 2003; Wilhelmi 

et al., 2003).

A detecção de partículas de astrovírus em espécimes fecais empregando-

se as técnicas de ME ou IME podem ser úteis na elucidação do diagnóstico 

viral.  No  caso  da  ME,  trata-se  de  um procedimento  rápido  que  não  exige 

partículas  virais  viáveis,  mas  que  requer  alta  concentração  de  vírus  no 

espécime  clínico  (Madeley,  1993;  Matsui  &  Greenberg,  2001;  Rácz,  2004). 

Além disso, a ME é uma técnica que exige experiência e interpretação acurada 

por parte da pessoa responsável pelo procedimento (Rácz, 2004).
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O  desenvolvimento  de  EIEs,  empregando  anticorpos  monoclonais  ou 

policlonais, possibilitou aumento de sensibilidade na detecção de astrovírus em 

termos  de  diagnóstico  laboratorial  e  na  análise  simultânea  de  um  grande 

número de amostras (Herrmann et al., 1988; Herrmann et al., 1990; Lew et al., 

1991;  Moe  et  al.,  1991;  Glass  et  al.,  1996;  Shastri  et  al.,  1998;  Walter  & 

Mitchell,  2003).  Estes  testes  são  mais  sensíveis  e  específicos  quando 

comparados às técnicas de ME e IME e, os produtos que utilizam anticorpos 

monoclonais  grupo-reativos  para  capturarem  antígenos  virais,  já  são 

comercialmente disponíveis (Herrmann et al., 1990; Glass et al., 1996; Matsui & 

Greenberg, 2001; Mitchell, 2002).

Testes que empregam a aglutinação em látex têm sido desenvolvidos e 

são considerados procedimentos simples, rápidos, menos dispendiosos, com 

elevados índices de especificidade e permitindo também a análise de grande 

número de amostras (Komoriya et al., 2003).

O desenvolvimento de técnicas moleculares como a RT-PCR, hibridização 

(dot-blot,  northern  blotting  e  ensaio  de  hibridização  líquida),  NASBA 

(amplificação baseada em seqüência de ácido nucléico) e metodologias para 

genotipagem e seqüenciamento de astrovirus permitiram um grande avanço na 

detecção  e  caracterização  do  genoma  destes  agentes  por  serem  métodos 

bastante sensíveis e específicos. Os testes de hibridização são procedimentos 

que  fazem  uso  de  sondas  específicas  e  que  demonstram  eficácia  no 

diagnóstico viral, agilidade e facilidade de execução (especialmente o ensaio 

de hibridização líquida), mas podem ser laboriosos e demandar tempo para sua 

realização, como no caso do Northern blotting e o dot-blot (Belliot et al., 2001; 

Tai et al., 2003). 

A técnica de NASBA para detecção de astrovírus foi desenvolvida por Tai 

e colaboradores em 2003. Ficou demonstrado que esta metodologia apresenta 

índices semelhantes ou maior de sensibilidade quando comparada a RT -PCR. 

Contudo, os produtos derivados da NASBA podem ser mais instáveis e difíceis 

de serem trabalhados. Além destes aspectos, nesta técnica há a possibilidade 

de ocorrência  de interações inespecíficas,  além de inibidores  nas amostras 

submetidas à análise que pode limitar assim o seu uso (Tai et al., 2003).

A RT-PCR é uma metodologia onde há a utilização de iniciadores que 

resultam na geração de produtos  a partir  das  três  regiões do  genoma dos 
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astrovírus (Belliot et al., 1997b). Os iniciadores desenhados para a região RLA2 

do genoma são atualmente empregados em larga escala para a detecção viral 

em estudos epidemiológicos (Noel et al., 1995; Mitchell, et al., 1999; Mclver et 

al., 2000; Schnagl et al., 2002; Grimm et al., 2004). Essa é uma técnica que 

demonstra  nível  de  sensibilidade  maior  quando  comparada  com  os  EIEs, 

embora seja vulnerável  à contaminação de seus produtos e à presença de 

agentes inibidores, que podem resultar em resultados falso-negativos (Tai et 

al., 2003; Grimm et al., 2004).

Metodologias que empregam variantes da PCR como a nested-PCR são 

utilizadas  na  caracterização dos  oito  genotipos  de  astrovírus humanos com 

iniciadores  também  desenhados  para  as  três  regiões  do  genoma  dos 

astrovírus, principalmente para a região RLA2 (Sakamoto et al.,  2000; Oh & 

Schreier, 2001; Jakab et al., 2003). 

Técnicas voltadas para o seqüenciamento genômico dos astrovírus têm 

sido  utilizadas  para  se  ter  conhecimento  sobre  as  seqüências  parciais  ou 

completas,  dos  genomas  dos  diferentes  tipos  de  astrovírus  existentes  e 

demonstram  a  ocorrência  de  variações  nucleotídicas  nos  genomas  desses 

vírus.  Visam  também  uma  melhor  compreensão  sobre  a  evolução  dos 

astrovírus nos seres humanos e nos animais (Méndez- Toss et al., 2000; Oh & 

Schreier, 2001; Lukashov & Goudsmit, 2002; Jakab et al., 2003).

O cultivo de astrovírus em linhagens celulares é outra metodologia que 

proporciona o isolamento e identificação viral. Muitas linhagens celulares têm 

sido empregadas no cultivo de astrovírus sendo que as mais utilizadas são as 

células  de  hepatoma de  fígado  humano  (pLC/PRF/5),  células  HEK,  células 

CaCo-2 e a linhagem contínua de células de adenocarcinoma de cólon humano 

(HT-29) (Lee & Kurtz, 1981; Willcocks et al., 1990; Taylor et al., 1997; Silva et 

al., 2001; Santos, 2002). Estas últimas têm mostrado melhores resultados no 

cultivo  celular  de  astrovírus,  apesar  de  que  bons  resultados  também  vêm 

sendo obtidos com a utilização das células PLC/PRF/5, células de rim fetal de 

macaco  verde  africano  (MA-104)  e  a  linhagem  contínua  de  células  de 

carcinoma de cólon humano (T84) (Taylor et al., 1997, Brinker et al., 2000).

Uma  combinação  entre  as  técnicas  de  cultivo  celular  e  RT-PCR, 

denominada  de  ICC/RT-PCR  (reação  em  cadeia  pela  polimerase  pós-

transcrição  reversa  integrada  ao  cultivo  celular)  vem sendo  empregada  na 
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análise tanto de amostras humanas quanto do meio ambiente, a fim de permitir 

um aumento na detecção dos astrovírus (Mustafa et al., 1998; Chapron et al., 

2000; Grimm et al., 2004).

2.3.6 Epidemiologia

Os  astrovírus  são  patógenos  de  distribuição  mundial  e,  por  alguns 

autores, como a segunda causa mais comum de gastrenterite viral, depois dos 

rotavírus, em bêbes e crianças jovens hospitalizadas (Dennehy et al.,  2001; 

Giordano et al., 2001; Rodriguez-Baez et al., 2002; Okitsu-Negishi et al., 2004).

Epidemias  de  diarréia  associada  à  astrovírus  já  foram  relatadas  em 

berçários, escolas, creches, hospitais e outras instituições, como asilos (Silva 

et  al.,  2001;  Walter  &  Mitchell,  2003).  Surtos  esporádicos  de  gastrenterite 

associados  a  estes  vírus  têm  sido  relatados  entre  militares  (Belliot  et  al., 

1997c), em comunidades rurais (Maldonado et al., 1998) e urbanas (Miranda et 

al.,  2003).  Além  disso,  surtos  relacionados  ao  consumo  de  alimentos 

contaminados e atribuídos ao agente já acometeram centenas de crianças e 

adultos no Japão (Sakamoto et al., 2000).

Existem  relatos  de  casos  de  pacientes  imunocomprometidos 

hospitalizados  (adultos  e  crianças),  principalmente  aqueles  submetidos  a 

transplante e pacientes infectados pelo vírus da imunodeficiência humana, que 

apresentam  quadros  diarréicos  relacionados  à  astrovírus  com  períodos 

prolongados de excreção viral, geralmente, ocorrendo de semanas a meses, 

mesmo depois de providenciadas medidas de controle da infecção (Shastri et 

al., 1998; Cubitt et al., 1999; Treviiio et al., 2001; Sebire et al., 2004).

A distribuição etária da infecção relacionada à astrovírus humanos varia 

de  acordo  com  a  localização  geográfica  e  as  condições  demográficas  da 

população (Walter & Mitchell, 2003). Geralmente, a faixa etária em que mais se 

observa infecção por este agente viral é a de crianças com menos de cinco 

anos  de  idade  conforme  demonstrado  em estudos  já  realizados  em vários 

países como França, Itália, Argentina, Colômbia e Venezuela (Medina et al., 

2000;  Giordano et al.,  2001; De Grazia et al.,  2004; Giordano et  al.,  2004). 
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Estudos  de  soroprevalência  também  têm  demonstrado  que  até  90%  das 

crianças  situadas  dentro  desta  faixa  etária  já  foram  infectadas  por  este 

enteropatógeno (Mitchell, 2002). 

A associação de casos de gastrenterite aguda relacionada à astrovírus em 

crianças vem sendo evidenciada por meio de estudos realizados em países 

asiáticos como China, Paquistão e Japão, assim como na Oceania (Austrália) 

com índices de detecção de 4 a 11% (Schnagl et al., 2002; Liu et al., 2004; 

Phan et  al.,  2004).  Em países do continente europeu como Itália,  Espanha, 

França, Alemanha e Irlanda a estimativa é de 3 a 7% (Foley et al., 2000; De 

Grazia et al., 2004), enquanto que países africanos como Nigéria, Botsuana, 

Malaui, Gana e África do Sul os índices são de 2 a 9% (Cunliffe et al., 2002; 

Pager & Steele, 2002; Pennap et al., 2002; Basu et al., 2003). Nos Estados 

Unidos,  episódios  diarréicos  em crianças  associados  à  astrovírus  têm sido 

demonstrados em 3 a 10% dos casos analisados (Shastri et al., 1998; Denno et 

al., 2005).

Na  América  Latina,  em  países  como  Chile,  Colômbia,  Venezuela  e 

Argentina,  a  ocorrência  de  astrovírus  varia  de  4  e  17%  segundo  estudos 

realizados em crianças que receberam atendimento em hospitais, ambulatórios 

e creches (Gaggero et al., 1998; Medina et al., 2000; Giordano et al., 2001), ou 

ainda, em crianças de comunidade periurbana no México (Walter et al., 2001).

Estudos realizados no Brasil mostram índices de detecção de astrovírus 

de 3 a 11 % em casos de gastrenterite aguda (Cardoso et al., 2002; Costa et 

al.,  2004;  Miranda  et  al.,  2004).  Um  dos  primeiros  estudos  relatando  a 

ocorrência  de  casos  de  diarréia  aguda  associada  à  astrovírus  foi  feito  por 

Stewien et al. 1991, onde 3% das amostras fecais analisadas, provenientes de 

67 crianças hospitalizadas e que residiam na cidade de São Paulo, mostraram 

positividade  para  este  agente  viral.  Um outro  estudo,  realizado  também no 

Estado  de  São  Paulo  mostrou  a  ocorrência  de  um  surto  de  gastrenterite 

intrafamiliar  causado  por  astrovírus  através  da  identificação  destes  em 

amostras fecais de cinco crianças da família (Tanaka et al., 1994).

Ainda,  estudo  desenvolvido  por  Gabbay  et  al.,  (2000),  analisando 

espécimes fecais  provenientes  de  crianças residentes  na cidade de Belém, 

mostrou a presença de astrovirus em até 5% das amostras analisadas. Por 

outro  lado,  estudos  realizados  na  cidade  de  São  Paulo  e  numa  pequena 
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comunidade próxima a cidade do Rio de Janeiro constataram a ocorrência de 

surtos  de  gastrenterite  aguda  relacionados  aos  astrovirus  com  índices  de 

positividade viral em até 62 % das amostras fecais analisadas (Castilho et al., 

2003; Miranda et al., 2003). 

Na região Centro Oeste, em Goiânia, Cardoso et al. em 2002 encontraram 

2,8% de crianças com diarréia, positivas para astrovírus, os quais pertenciam 

ao sorotipo 1. Santos et al., 2007, encontraram 3,0% de astrovírus em crianças 

de até 5 anos de idade, hospitalizadas com diarréia aguda em Goiânia e 7,0% 

em  Brasília  Andreasi  e  col  em  2008,  encontraram  3,1%  de  astrovírus  em 

ciranças com gastroenterite aguda em Campo Grande (MS). 

A sazonalidade das infecções atribuídas aos astrovírus parece variar de 

acordo  com  região  geográfica.  Estudos  realizados  na  Europa,  Austrália  e 

Argentina  mostraram  que  há  um  aumento  na  incidência  da  infecção  viral 

durante os meses mais frios do ano (Mustafa et al., 2000; Giordano et al., 2001; 

Guix et al., 2002; Marie-Cardine et al., 2002), enquanto que em alguns países 

como Egito e México, a maioria das infecções pelo agente viral ocorre durante 

a época mais quente do ano (Naficy et al., 2000).

Dentre os oito sorotipos/genotipos de astrovírus conhecidos, atualmente, 

o HASTV-1 é o tipo mais prevalente em vários países, seguido pelos HASTV-2, 

HASTV-3,  HASTV-4  e  HASTV-5,  sendo  os  outros:  HASTV-6,  HASTV-7  e 

HASTV-8 os menos detectados (Gaggero et al., 1998; Koopmans et al., 1998; 

Medina et al., 2000; Oh & Schreier, 2001; De Grazia et al., 2004).

2.3.7 – Imunidade

Os aspectos determinantes sobre a imunidade de astrovírus não são bem 

compreendidos.  Infecções  sintomáticas  por  estes  vírus  são  observadas, 

principalmente em crianças jovens e idosos (Wilhelmi et al., 2003). Estudos em 

voluntários adultos indicam que níveis detectáveis  de anticorpos específicos 

em  soros  dessas  pessoas  impedem  reinfecções  relacionadas  aos  agentes 

(Kurtz et al., 1979; Matsui & Greenberg, 2001).
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Esta distribuição bifásica de infecções sintomáticas sugere que anticorpos 

adquiridos nos primeiros anos de vida conferem proteção contra a enfermidade 

ocasionada  por  este  agente  viral  até  a  fase  adulta  e  que  a  imunidade 

relacionada  a  estes  vírus  tende  a  diminuir  em  pessoas  com  idade  mais 

avançada (Matsui & Greenberg, 2001). 

2.3.8 Tratamento, prevenção e controle

Ainda não existe terapia antiviral e vacina disponível para os astrovírus 

humanos.  A  gastroenterite  aguda  atribuída  aos  astrovírus,  geralmente  não 

requer utilização de uma terapia específica, apenas em alguns casos pode ser 

necessária  hidratação  e  reposição  de  eletrólitos  (via  oral  ou  intravenosa) 

(Matsui & Greenberg, 2001; Mitchell, 2002; Walter & Mitchell, 2003). No caso 

de paciente imunocomprometido, que não responde de maneira adequada às 

medidas  terapêuticas  convencionais,  pode  ser  útil  a  administração  de 

imunoglobulina intravenosa (Yuen et al., 1998).

As medidas que visam controlar e prevenir epidemias de gastroenterite 

viral associada à astrovírus deve ter como foco a minimização das fontes de 

infecção  do  agente,  tais  como o controle  de  indivíduos  doentes  que sejam 

manipuladores de alimentos, impedimento da contaminação de suprimentos de 

água, além da interrupção da transmissão por contatos diretos com pessoas 

infectadas pelos vírus (Walter & Mitchell, 2003). Procedimentos adequados de 

higiene  pessoal  devem  ser  reforçados  em  hospitais  e  creches  (Matsui  & 

Greenberg, 2001). Medidas efetivas e apropriadas de isolamento de crianças 

que  apresentam  quadros  diarréicos  graves  além  de  pacientes 

imunocomprometidos  são  fundamentais  para  a  prevenção  de  infecções 

nosocomiais (Walter & Mitchel, 2003).
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2.4 CALICIVÍRUS

2.4.1 Histórico

A primeira doença associada aos calicivírus humanos (HuCV) foi descrita 

em 1929, por Zahorsky, que a denominou de “winter vomiting disease”, porém 

na época não foi atribuído aos sintomas nenhum agente etiológico. Na década 

de 40, estudos realizados nos Estados Unidos mostraram que 75% dos casos 

de gastrenterite não eram associados a bactérias ou parasitas (Gordon et al., 

1947).  Filtrados de amostras de fezes, provenientes de casos diarréicos, os 

quais  não  continham  bactérias,  foram  inoculados  em  voluntários  e,  com  a 

reprodução  da  doença,  passou-se  a  admitir  que  os  vírus,  também  eram 

responsáveis pela síndrome (Gordon et aI., 1947; Hodges et aI., 1956). 

Em 1968,  um surto  de  gastrenterite  caracterizado,  principalmente,  por 

náusea, vômito e dor abdominal ocorreu em uma escola em Norwalk, nos EUA, 

onde  50%  dos  estudantes  e  professores  desenvolveram  a  doença,  que 

apresentou  um período  de  incubação  de  48  horas  e  duração  de  24  horas 

semelhante à síndrome descrita por Zahorsky, em 1929. Estudos laboratoriais, 

realizados na ocasião, não conseguiram detectar o agente etiológico (Adler & 

Zickl 1969). Na década de 70, em um estudo conduzido com voluntários, de 

três  indivíduos  inoculados  com  filtrados  de  amostras  fecais,  dois 

desenvolveram  gastroenterite.  A  caracterização  mostrou  que  o  agente  era 

pequeno (36 nm), resistente ao éter, a ácidos e à temperatura moderada (Dolin 

et aI., 1971; Dolin et al., 1972).

Em 1972, Kapikian e colaboradores observaram, por IME, uma partícula 

de 27 nm em suspensões fecais obtidas de casos de doença gastroentérica, 

ocorrida  em 1968,  a  qual  foi  denominada  agente  Norwalk.  Posteriormente, 

foram encontrados outros agentes relacionados, os quais foram nomeados a 

partir do lugar de sua descoberta (Caul, 1996). Em 1976, também a partir de 

casos de gastrenterite,  outros vírus foram identificados por ME, e admitidos 
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como agentes infecciosos para o homem e causadores de infecção. Um dos 

primeiros  vírus  encontrado  foi  nomeado  Sapporo  vírus,  a  partir  de  sua 

identificação em um surto de gastroenterite em uma creche em Sapporo, no 

Japão, em outubro de 1977. Posteriormente, outros surtos foram associados ao 

Sapporo vírus, confirmando-o como um patógeno entérico humano (Lopman et 

aI., 2002).

2.4.2 Classificação taxonômica

A denominação de família  Caliciviridae,  para os calicivírus,  foi  sugerida 

pela  primeira  vez  pelo  III  Comitê  Internacional  de  Taxonomia  de  Vírus 

(International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV), em 1979. Em 1995, 

foi  publicada a classificação pelo V ICTV, na qual todos os vírus da família 

Caliciviridae foram colocados em um único gênero, Calicivírus (Green et al., 

2000).

Um grupo de estudo, formado em 1997, propôs um novo sistema para 

nomenclatura  e  classificação  dos  calicivírus  ao  ICTV  para  1998.  Nesta 

proposta, foi sugerida a retirada do vírus da Hepatite E da família Caliciviridae e 

a criação de quatro gêneros com suas espécies protótipos: o gênero Vesivirus, 

com a espécie protótipo Vesicular exanthema of swine vírus; Lagovirus, com a 

espécie  Rabbit  hemorrhagic  disease  virus;  Norwalkvirus,  com  a  espécie 

Norwalk virus, e o gênero  Sapporovirus, com a espécie  Sapporo virus. O VII 

ICTV  manteve  a  proposta  de  retirada  do  vírus  da  hepatite  E  da  família 

Caliciviridae e a divisão da família em quatro gêneros, com suas espécies tipo. 

No  entanto,  os  nomes  dos  gêneros  Norwalkvirus  e  Sapporovirus  foram 

rejeitados.  Estes  gêneros  foram  provisoriamente  denominados  Norwalk-like 

virus (NLVs) e Sapporo-like virus (SLVs) (Green et al., 2000). Após, publicou-se 

a classificação atual da família  Caliciviridae que, baseada em características 

genômicas, é composta por quatro gêneros: Norovirus, Lagovirus, Sapovirus e 

Vesivirus. Os vírus dos gêneros Lagovirus (LaV) e Vesivirus (VeV) são, até o 

momento,  exclusivos de  animais,  enquanto  os  vírus  dos  gêneros  Norovirus 

(NV) e Sapovirus (SV) infectam seres humanos (ICTV, 2005).
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Considerando-se  a  grande  diversidade  genômica,  o  gênero  Norovirus 

comporta a espécie  Norwalkvirus como vírus protótipo e os isolados: Desert 

Shield vírus, Lordsdale vírus, Mexico virus, Hawai vírus, Snow Mountain virus e 

Southarnpton  vírus.  O  gênero  Sapovirus comporta  a  espécie  protótipo 

Saporovirus e  os  isolados:  Houston/86,  Houston/90,  London  29845, 

Manchester virus, e Parkville virus (ICTV, 2005).

Farkas et al. (2004), baseados na análise filogenética de 17 seqüências 

obtidas para a região do capsídeo viral, sugerem a classificação, para o gênero 

Sapovirus, em nove grupos genéticos dentro de cinco genogrupos: genogrupo 

I/1,  Sapporo/82  como  amostra  protótipo,  Houston/86,  Plymouth/92, 

Manchester/93,  Lyon  30388/98;  Genogrupo  I/2,  Parkville/94  como  amostra 

protótipo  e  Houston/90;  Genogrupo  I/3,  Stockholm/97  e  Mexico  14917/00; 

Genogrupo II/1, London/92, Lyon 598/97 e Bristol/98; Genogrupo II/2 Mexico 

340190; Genogrupo Il/3, Cruise ship/OO; Genogrupo IlI, PEC/Cowden (origem 

animal); Genogrupo IV, Houston 7-1181/90 e Genogrupo V, Argentina 39.

2.4.3 Características da partícula viral

Os calicivirus são vírus esféricos, pequenos, com um diâmetro de 27 a 40 

nm, não envelopados. O capsídeo é composto por um único tipo de proteína e 

exibe uma simetria icosaédrica, com 180 moléculas protéicas organizadas em 

90 dímeros que formam dois domínios, o domínio S e o domínio P. O domínio 

S forma a parte interna do capsídeo, que envolve o genoma RNA, e o domínio 

P, dividido em subdomínios Pl e P2, formam uma arquitetura característica pela 

ME em forma de cálice. O domínio P confere o tamanho da partícula e tem 

função na estabilidade do capsídeo, além de ser imunogênico (Prasad et al., 

1999; Green et al., 2000; Bertolotti-Ciarlet et al., 2002). 

A  comparação  de  seqüências  entre  as  proteínas  do  capsídeo  de 

diferentes amostras de calicivírus humanos indica que o domínio S, entre os 

resíduos 30 e 250, representa a região mais conservada da seqüência. Embora 

o  subdomínio  P1  seja  moderadamente  conservado,  observa-se  alta 

variabilidade  em  parte  da  seqüência  entre  os  resíduos  280  e  400  do 
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subdomínio P2, que é a região mais exposta da estrutura. Estudo utilizando 

capsídeo recombinante de vírus Norwalk, produzido em baculovírus, mostrou 

que  anticorpos  monoclonais  específicos,  reconhecem  uma  região  entre  os 

resíduos  300 e 384 do subdomínio  P2,  o  que  leva à inibição  da ligação a 

células,  sugerindo  que  o  subdomínio  P2  está  envolvido  na  atividade  de 

adsorção celular (White et al., 1996; Prasad et al., 1999; Prasad et al., 2000).

Os calicivírus apresentam um genoma RNA de fita simples de polaridade 

positiva. Em sua porção 5' existe uma proteína viral e na porção 3' há uma 

cauda poliadenilada. No terminal 5' são codificadas proteínas não estruturais, 

enquanto no terminal 3' do genoma são codificadas proteínas estruturais (Jiang 

et al., 1993; Clark & Lambden, 2000; Meyers, 2003).

 A organização genômica dos calicivírus é diferente entre os gêneros. Nos 

membros dos gêneros Norovirus e Vesivirus, o genoma é organizado em três 

regiões de leitura aberta (RLA1, RLA2 e RLA3), sendo a proteína estrutural do 

capsídeo codificada na RLA2, uma região separada daquela que codifica para 

poliproteína  não-estrutural  (RLA1).  O  genoma  dos  gêneros  Sapovirus e 

Lagovirus é organizado em apenas duas regiões de leitura aberta (RLA1 e 

RLA2),  sendo  a  poliproteína  não-estrutural  e  a  proteína  do  capsídeo 

codificadas em uma mesma região, a RLA1 (Green et aI., 2000; Koopmans et 

al., 2002). 

A  poliproteína  codificada  pela  RLA1  varia  de  tamanho  (1680  -1881 

aminoácidos)  nas  diferentes  espécies  de  calicivírus.  Nos  norovirus,  esta 

poliproteína, por clivagem, gera três proteínas: 2C helicase, 3C proteinase e a 

3D RNA polimerase, que são análogas às dos picornavírus. A RLA2 codifica 

para  um só  tipo  de  proteína  a  VP60,  de  58  KDa  e  550  aa,  que  forma  o 

capsídeo  viral.  Esta  proteína  parece  ter  também  um  papel  importante  na 

replicação e montagem do vírus. A RLA3 destes vírus corresponde à RLA2 dos 

sapovirus e é considerada a região mais variável  do genoma. Codifica para 

uma pequena proteína estrutural, a VP1, que é básica, de tamanho variável e 

que,  possivelmente,  tem  função  de  encapsidar  o  RNA  viral  e  regular  a 

montagem da estrutura do vírus (Jiang et aI., 1993; Prasad et aI., 1999; Glass 

et aI., 2000; Clark & Lambden, 2001).

Os sapovírus humanos, com exceção da amostra London/92, contêm uma 

RLA com sobreposição na extremidade que codifica o gene do capsídeo, que 
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não  é  encontrada  no  genoma  dos  norovírus.  A  presença  de  uma  região 

conservada  de  iniciação  para  tradução  no  final  5'  desta  RLA,  GCAAUGG, 

sugere que uma proteína funcional possa ser codificada nesta região (Farkas et 

al., 2004).

Os calicivírus são considerados resistentes a pH ácido, em função de sua 

habilidade  em  permanecerem  infecciosos  após  passagem  pelo  estômago 

(Dolin et al., 1972).

2.4.4 Patogenia e Manifestações clínicas

Os calicivírus penetram no organismo humano predominantemente pela 

via oral, principalmente através da ingestão de alimentos e água contaminados, 

que se constituem os veículos mais comuns para a transmissão desses vírus, 

podendo ocorrer  também através do contato  pessoa-pessoa ou mesmo por 

aerossóis produzidos durante o vômito (Becker et al., 2000; Marks et al., 2000; 

Billgren et aI., 2002; Koopmans et al., 2002; Lopman et al., 2002; Sair et al., 

2002). 

Uma ingestão 10 partículas virais ou menos apresentam um infectividade 

de cerca de 50% dos indivíduos inoculados (Glass et al., 2000).

O sítio primário de replicação dos calicivírus no organismo humano não é 

bem conhecido, mas admite-se que este possa ser a porção jejunal do intestino 

delgado,  em  função  da  observação  de  ocorrência  de  desorganização  das 

células  epiteliais,  achatamento  das  vilosidades  intestinais,  vacuolização  do 

citoplasma  e  infiltração  da  lâmina  própria  por  células  mononucleares 

observasdas nesse local  (Agus et aI.,  1973;  Dolin et al.,  1975; Caul et al., 

1996).

Estudos  realizados  em  voluntários  têm  mostrado  que  a  infecção  por 

calicivírus  humanos  (HuCV)  é  autolimitada,  apresenta  um  período  de 
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incubação de 24 a 48 horas e curso que pode variar de horas a vários dias 

(Cubitt et al., 1979; Daniels et al., 2000). Para norovírus, a média de doença 

sintomática foi estimada em um a dois dias e para os sapovirus em cinco a seis 

dias  (Atmar  et  al.,  2008).  Estes  vírus  são  excretados nas  fezes  em baixas 

concentrações, sendo sua excreção iniciada 15 horas após a inoculação, com 

um pico de excreção de 25-72 horas. A excreção de norovírus pode ocorrer até 

três semanas após os sintomas da doença, enquanto para os sapovírus este 

tempo é menor, com duração de até 14 dias (Kaplan et al., 1982a; Kaplan et 

al., 1982b; Parashar et al., 1998; Murata et al., 2007).

A  doença  por  calicivirus  é  caracterizada  por  náuseas,  vômitos,  dor 

abdominal, diarréia, cefaléia e febre. Embora estes sintomas sejam vistos em 

pacientes  de  todas  as  faixas  etárias,  o  vômito  é  mais  freqüente  entre  as 

crianças, enquanto a diarréia é mais freqüente entre adultos. A presença de 

febre é mais comum entre os infectados por sapovírus (Meeroff et aI., 1980; 

Kaplan et al., 1982; Pang et al., 1999;  Atmar et al.,  2008). 

Estudos sugerem que complicações clínicas por norovírus podem ocorrer 

em  crianças  e  idosos,  devido  à  maior  sensibilidade  ao  comprometimento 

hidroeletrolítico.  Ainda,  em situações  de  grande  estresse  ou  em indivíduos 

imunocomprometidos,  a  infecção  pode  ser  mais  grave  ou  persistir  por  um 

tempo  mais  prolongado.  Em  pacientes  transplantados  por  até  dois  anos 

(Nakata et al., 1998; Chris, 2003; Nilsson et al., 2003).  

Rodriguez Guillen e colaboradores em 2005 estudaram a associação da 

infecção por calicivírus em crianças e adultos portadores do HIV e observaram 

que  os  calicivírus  são  importantes  patógenos  oportunistas  em  crianças 

soropositivas para o HIV, mas não nos adultos também portadores do HIV.

Estudos  realizados  com  vírus  Norwalk  sugerem  que  alguns  fatores 

relacionados  ao  hospedeiro  podem  estar  envolvidos  na  questão  de 

suscetibilidade e resistência a infecção por esses vírus. O primeiro deles seria 

o grupo sanguíneo, no qual indivíduos do grupo B têm sido mostrados como 

menos suscetíveis aos vírus, enquanto os do grupo O são os mais suscetíveis 

à infecção (Lindesmith et al., 2003). Outro fator admitido é a expressão ou não 

do gene FUT 2, que codifica a enzima fucosiltransferase, que leva a produção 

de carboidrato H tipo 1, encontrado na superficie das células epiteliais do trato 

gastrintestinal  e em secreções de mucosa.  Nesse processo,  as células que 

55



apresentam antígeno H seriam as células receptoras para os vírus. Admite-se 

que esta molécula aumenta a suscetibilidade das células gastrintestinais para 

infecção.  Por  outro  lado,  tem  sido  mostrado  que  indivíduos  resistentes  à 

infecção pelo vírus NorwaIk podem ser suscetíveis a outros calicivírus (Hutson 

et  al.,  2003;  Lindesmith  et  aI.,  2003).  Estas  moléculas  também  foram 

identificadas  em células  sanguíneas,  principalmente  de  indivíduos  do  grupo 

sanguíneo  O.  Em  cerca  de  20%  de  indivíduos  brancos  não  produzem  o 

carboidrato  H  tipo  1,  e  estes  tem  sido  resistentes  à  infecção  pelos 

vírus NorwaIk (Lindesmith et al., 2003).

2.4.5  Epidemiologia

São  os  principais  agentes  etiológicos  das  gastroenterites  agudas 

epidêmicas não bacterianas no mundo. Os norovírus infectam indivíduos de 

todas as faixas etárias,  uma característica  que os distingue de outros vírus 

causadores de gastrenterite, como os rotavírus, astrovírus e adenovírus, que 

infectam, preferencialmente, crianças de até cinco anos de idade (Glass et al., 

2000). A infecção primária geralmente ocorre cedo na infância, em países em 

desenvolvimento, sendo elevados os índices de soroprevalência na vida adulta. 

Estes vírus frequentemente causam surtos de gastrenterite  associados com 

água e alimentos contaminados, provocando diarréia grave. Admite-se que os 

sapovírus infectam principalmente crianças e, geralmente, são associados com 

diarréia branda, não obstante a ocorrência de alguns casos graves (Pang et aI., 

2000; Sakai et aI.,  2001).

Têm sido sugeridos dois padrões epidemiológicos para os norovírus: um 

deles levaria à infecção endêmica, como foi observado com os vírus Grimsby 

no Reino Unido; o outro padrão é o de infecção epidêmica, o que foi observado 

com o vírus NorwaIk, no México (Buesa et al., 2002).

Em estudos realizados em 33 estados dos Estados Unidos, Frankhauser 

et  al.  1998  definiram  as  características  epidemiológicas  de  90  surtos  de 
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gastrenterite  não  bacteriana  em diferentes  ambientes.  Observou-se  que  os 

surtos eram mais comuns em asilos (43%) e restaurantes (26%). O modo de 

transmissão mais comum foi a partir de alimentos (37%), água (6%) e contato 

direto pessoa-pessoa (20%). Os achados foram semelhantes aos obtidos em 

outras regiões do mundo (Hedlund et al., 2000). 

Pode  ocorrer  a  transmissão  do  vírus  através  do  contato  pessoal  ou 

mesmo  por  aerosóis  produzidos  durante  a  tosse  e  vômitos.  Esta  situação 

viabiliza as transmissões nosocomiais, nas escolas, creches, serviços militares 

e asilos (Koopmans et al., 2002).

Estudos  de  soroprevalência  têm  fornecido  informações  sobre  a 

epidemiologia dos calicivírus e identificado os principais grupos de risco para a 

infecção. Estes estudos indicam que a aquisição de anticorpos para os HuCV 

aumentam  com  a  idade,  alcançando  índices  de  90%  entre  adultos  em 

diferentes países do mundo. Em países em desenvolvimento, a aquisição de 

anticorpos ocorre mais precocemente que em países desenvolvidos (Cubitt et 

al., 1994; Lewis et al., 1994; Honrna et al., 1998; Nakata et al., 1998).

Não tem sido observada uma correlação absoluta entre a alta prevalência 

de anticorpos para norovírus ou sapovírus e o alto índice de detecção viral. 

Algumas  explicações  têm  sido  sugeridas  para  esse  fato,  tais  como:  1)  a 

possibilidade de que a doença autolimitada não necessite visita médica; 2) a 

não solicitação, por parte dos profissionais médicos, de exames para pesquisa 

do  vírus;  3)  a  indisponibilidade  de  métodos  diagnósticos  práticos  para  a 

detecção dos vírus e 4) a falta de padronização dos métodos de detecção do 

vírus (Nakata et al., 1998; Nakata et al., 2000; Koopmans et al., 2000).

Por outro lado, foi observado que a aquisição de anticorpos para HuCV 

ocorre tanto em casos de infecção sintomática, quanto não sintomática; ainda, 

de  40  a  50%  das  infecções  sintomáticas  em  crianças,  os  agentes 

predominantes  são  do  genogrupo  II  (GIl)  dos  norovirus  (Pang et  al.,  1999; 

Buesa  et  aI.,  2002),  muito  embora  prevalência  semelhante  para  ambos  os 

gêneros tenha sido observado no Japão e outras partes do mundo (Nakata et 

al., 2000). A razão das amostras GIl de norovirus serem predominantes sobre 

as  amostras  GI  é  desconhecida;  porém,  acredita-se  que  propriedades 

biológicas, como virulência, rotas de transmissão e estabilidade no ambiente 

sejam explicações possíveis (Lopman et  al., 2003; Lopman et al., 2004).
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Buesa  et  al.,  2002  observaram  uma  prevalência  de  14,19%  para 

calicivírus humanos na Espanha, enquanto outros pesquisadores observaram 

diferentes índices de detecção: 14% em Dijon, na França (Bon et aI., 1999); 9% 

em Melbourne, na Austrália (Kirkwood & Bishop 2001) e 6,5% no Reino Unido 

(Tompkins et al., 1999).

A infecção por calicivírus humanos tem sido observada durante todos os 

meses do ano, embora com maior circulação dos vírus no inverno e em regiões 

de clima frio. A rapidez com que estes vírus são disseminados na população e 

sua transmissão mais freqüente nos meses frios sugerem que eles possam ser 

transmitidos através do ar, como uma rota secundária de transmissão (Sawyer 

et al., 1988; Mounts et al., 2000). Lopman e colaboradores em 2004, em estudo 

desenvolvido na Europa, observaram uma variação na sazonalidade de uma 

amostra mutante do GII, que foi responsável por casos de um surto ocorrido 

em 2002, que foi detectado, pela primeira vez em janeiro daquele ano e com 

um pico atípico na primavera (Lopman et al., 2004).

Na região Centro Oeste, Borges et al.,  em 2006, encontraram 8,6% de 

calicivírus em crianças com gastroenterites, provenientes de Goiânia e Brasília, 

sendo mais  prevalente em crianças de Goiânia  (11,6%) do que de Brasília 

(1,9%). Andreasi et al.  em 2008, relatou 7,6% de calicivírus em crianças de 

Campo Grande (MS) com até 3 anos de idade, apresentando diarréia.

2.4.6  Diagnóstico laboratorial

Diferentes  procedimentos  têm  sido  adotados  para  o  diagnóstico  de 

calicivírus humanos.  Esses vírus são considerados de difícil  cultivo e,  até o 

momento,  não  existe  modelo  animal  para  os  mesmos,  bem  como  cultura 

celular sensível o suficiente para o cultivo viral. O diagnóstico laboratorial pode 

ser realizado pelas técnicas:

ME: devido à impossibilidade de propagação dos calicivírus humanos 

em cultura de células, a ME foi fundamental na distinção morfológica dos 

vírus  causadores  de  gastrenterite,  considerando  a  sua  superfície  em 

forma  de  cálice.  O  diagnóstico  pela  ME,  atualmente,  tem  sido  pouco 
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utilizado,  considerando-se  a  exigência  de  um  número  mínimo  de 

partículas de vírus (105 - 106 partículas de vírus por mL), nos espécimes 

fecais para a observação (Koopmans et al., 2002), e  eventualmente uma 

pequena  quantidade  de  partículas  virais  são  excretadas,  o  que  torna 

outros procedimentos metodológicos mais eficazes;

IME: este ensaio possui  vantagem sobre a ME em função de sua 

maior sensibilidade de detecção viral (104  partículas virais/mL) e, ainda, 

por permitir a identificação do vírus a partir da utilização de soro padrão 

específico.  Algumas  modificações  deste  método,  como  a 

imunomicroscopia  de  fase  sólida,  também  tem  sido  utilizada  para  a 

detecção destes vírus. A IME pode também ser utilizada para a detecção 

de  anticorpos,  sendo  este  um  método  específico  reproduzível,  porém 

trabalhoso e que consome muito tempo na sua execução (Estes et al., 

2001).

Hemaglutinação  por  imunoaderência  (IAHA):  este  ensaio  foi 

desenvolvido  para  avaliar  o  nível  de  anticorpos  em  estudo  de 

soroprevalência. Para este fim a IAHA é um ensaio sensível e específico, 

requerendo  pouca  quantidade  de  antígeno;  entretanto,  não  é  eficiente 

para  a  detecção  de  antígeno  nas  fezes,  devido  à  presença  de 

hemaglutininas  não  específicas  nesse  espécime  clínico,  exigindo  a 

utilização de antígeno, pelo menos, parcialmente purificado (Greenberg e 

Kapikian, 1978);

ElE:  estes  utilizam-se  soros  hiperimunes  obtidos  em  animais  de 

laboratório infectados com calicivírus animais. São simples e de uso em 

grande  escala  nos  estudos  epidemiológicos.  Contudo,  para  calicivírus 

humanos,  os  ElEs  são  menos  efetivos  em  função  da  diversidade 

molecular desses vírus, o que leva a uma baixa detecção de antígenos e 

à necessidade de um painel de antisoros hiperimunes para múltiplos tipos 

antigênicos dos HuCVs (Chiba et al., 2000). Para o desenvolvimento de 

imunoensaios mais eficazes, maior produção de antígenos recombinantes 

do capsídeo, representando mais tipos antigênicos, são necessários para 

a  detecção  de  resposta  imune  homóloga  (Jiang  et  aI.,  2000).  Não 

obstante,  os ElEs têm sido desenvolvidos  para  detecção de antígenos 

para norwalk virus em amostras de fezes, sendo considerado um ensaio 

59



com sensibilidade similar ao radioimonoensaio e tendo, ainda, a vantagem 

de oferecer maior estabilidade dos reagentes utilizados e a não utilização 

de radioisótopos (Chiba et al., 2000; Jiang et al.,  2000; Richards et al., 

2004).

Desde a década de 90, com a disponibilidade de técnicas moleculares de 

amplificação,  sequenciamento  e  expressão  genômica,  tem  sido  possível  a 

caracterização  genômica  e  antigênica  dos  calicivírus  humanos.  Dentre  as 

metodologias disponíveis, destacam-se:

a)  RT–PCR:  tem  tido  larga  aplicação  no  diagnóstico  de  infecção  por 

calicivírus a partir da detecção do genoma em amostras clínicas e ambientais 

(Parashar et al., 1998). O seqüenciamento completo de algumas amostras de 

calicivírus  humanos  tem  permitido  a  utilização  de  pares  de  iniciadores 

específicos para genogrupos individuais e a genotipagem das amostras. Em 

comparação com a ME, a RT-PCR é um método mais eficaz na detecção viral, 

se considerada a pequena quantidade de material viral necessária no espécime 

clínico,  bem como o  período de maior  sensibilidade de  detecção viral  pós-

infecção (Parashar et al., 1998).

Os  pares  de  iniciadores  mais  utilizados  na  RT-PCR  são  aqueles 

desenhados a partir  do gene para RNA polimerase viral,  por  ser  esta uma 

região conservada no genoma dos calicivírus (Ando et al., 1995; Green et al., 

1995; Jiang et al., 1999). Outras regiões do genoma, como as que codificam 

para  o  capsídeo  viral,  para  a  helicase  ou  mesmo  a  região  da  RLA1,  são 

também  utilizadas  para  desenho  dos  iniciadores  específicos  (Vainio  et  al., 

2001).  O  uso  da  RT-PCR  para  a  amplificação  do  material  genômico  tem 

revelado a extrema diversidade destes vírus e a dificuldade em desenvolver um 

sistema  de  detecção  que  englobe  todos  os  calicivírus,  sendo,  portanto, 

aconselhável  utilizar  de  múltiplas  áreas  do  genoma  como  alvo  para  os 

iniciadores, ampliando, assim, a chance de detecção viral (Green et al., 1995; 

Estes et al., 2001). 

b) A PCR em tempo real também utilizada no diagnóstico dos calicivírus, 

identifica o RNA alvo com maior sensibilidade, uma vez que a detecção da 

amplificação  é  feita  através  da  captação  de fluorescência.  Esta  técnica 

apresenta  também  maior  especificidade  devido  à  utilização  de  uma  sonda 

específica para o fragmento alvo na reação. A amplificação e a detecção do 
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DNA são realizadas simultaneamente em um sistema fechado, dispensando 

procedimentos adicionais como a corrida eletroforética dos produtos em gel de 

agarose e fotodocumentação. Com a eliminação destas etapas, os resultados 

são obtidos mais precocemente pela PCR em tempo real quando comparada à 

convencional.  Trata-se de método automatizado e que permite  uma análise 

quantitativa (Richards, 2004).

c)  Ensaio de hibridização:  este ensaio tem a vantagem de confirmar o 

diagnóstico  por  PCR.  A  desvantagem  do  mesmo  é  o  número  de  sondas 

específicas  necessárias  para  hibridizar  os  vários  genótipos  de  calicivírus 

(Maunula et al., 1999).

d)  Ensaio  de  mobilidade  heteroduplex  (HMA):  este  ensaio  tem  sido 

utilizado  para  a  identificação  de  ácido  nucléico  como  uma  alternativa  ao 

sequenciamento, por ser mais rápido e menos oneroso (Mattick et al., 2000). O 

ensaio mostra a heterogeneidade genômica entre duas amostras de vírus, uma 

amostra teste e uma amostra referência. Os dois amplícons obtidos por PCR 

de  moléculas  de  DNA  heteroduplex  são  formados  quando  amplícons 

divergentes são misturados e submetidos à desnaturação pelo aquecimento e 

anelamento. Estes amplícons apresentam redução na mobilidade eletroforética 

em gel de poliacrilamida, comparada ao homoduplex do mesmo tamanho. O 

procedimento é simples e rápido, e serve como ferramenta para a observação 

de divergência genética entre amostras do mesmo vírus (Delwart et al., 1993).

2.4.6 Prevenção e controle

O  mecanismo  de  infecção  e  imunidade  para  os  HuCVs  é  pouco 

conhecido,  e  tem  sido  feito  basicamente  por  intermédio  de  estudos  com 

Norwalk vírus (Lindesmith et aI.,  2003).

Os  calicivírus  induzem a  uma  imunidade  fugaz,  considerando  estudos 

realizados  com  reinfecção  por  um  mesmo  sorotipo,  onde  se  observa  uma 

imunidade de seis a quatorze semanas. O norovírus induzem uma imunidade 

heterotípica de curta duração e homotípica duradura, com base em infecção 

experimental (Dolin et al., 1972; Wyn-Jones et al., 2000; Rodríguez-Guillén et 
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al., 2005). Nas infecções por calicivírus, tem sido observado tanto a produção 

de  IgA  secretora,  quanto  de  IgG sérica.  Apesar  da  produção  desta  última, 

parece que é a presença da IgA de mucosa que confere resistência ao vírus. 

Fatores  não  imunológicos  na  resistência  à  infecção  por  norovírus  foram 

observados a partir de estudos realizados em voluntários, onde se determinou 

o nível de anticorpos no soro e jejuno de indivíduos infectados. Nestes estudos, 

as médias geométricas de títulos de anticorpos no soro e fluido jejunal não 

foram correlacionadas com resistência à doença. Pelo contrário, indivíduos que 

desenvolveram a doença tinham uma média de títulos de anticorpos no fluido 

jejunal e no soro bem mais elevado do que os indivíduos que não se tornaram 

doentes. Uma das explicações sugeridas é a da possibilidade da existência de 

variabilidade genética determinada pelos receptores virais no trato intestinal, o 

que conferiria uma resistência à infecç ão, na ausência de anticorpos (Parrino 

et  al.,  1977,  Greenberg et  aI.,  1978;   Baron et  aI.,  1984;  Lindesmith  et  al., 

2003).

A  compreensão  dos  mecanismos  precisos  da  transmissão  viral  é 

necessária  para  uma  prevenção  eficaz  da  infecção  por  estes  agentes.  Os 

calicivírus são altamente infecciosos,  podendo ser  transmitidos por meio do 

alimento de três formas típicas: contaminação por ostras, por manipuladores de 

alimento contaminados ou ainda por água de irrigação e/ou na lavagem de 

frutas e vegetais (Greening et aI., 2001; Lopman et aI., 2002; Lopman et al., 

2004). A lavagem efetiva das mãos e a desinfecção de material contaminado 

podem  diminuir  a  transmissão  intrafamiliar  ou  em  instituições.  Outro  fator 

importante  na  prevenção  deste  patógeno  é  um efetivo  tratamento  da  água 

potável (Lopman et aI., 2004).

Os norovírus constituem a segunda causa não bacteriana de gastrenterite 

no  mundo.  Muitos  portadores  do  vírus  são  assintomáticos,  porém  são 

potenciais transmissores de pessoa a pessoa. As “vírus-like particles” (VLP) 

similares  ao  fragmento  do  capsídeo  viral,  produzidas  em  maior  escala 

utilizando  o  sistema  de  baculovírus,  através  de  técnicas  recombinantes 

constituem uma alternativa segura para o desenvolvimento de vacina contra os 

norovírus.  Estas  partículas  são  antigenicamente  similares  ao  vírus  nativo, 

porém  desprovidos  de  ácido  nucléico  e  consequentemente,  incapazes  de 
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causar doença.  Elas são estáveis em baixo pH, portanto podendo ser utilizada 

através da via oral (Souza et al., 2007; Lindesmith et al., 2003).
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                                                                                  3. JUSTIFICATIVA3. JUSTIFICATIVA    
A  importância  epidemiológica  das  diarréias  virais  em  recém  nascidos 

ampliou a preocupação com a presença de infecção na gestante, relacionando-

a  com  a  possível  transmissão  vertical  e,  principalmente,  com  a  via  de 

transmissão  oro  -  fecal,  diante  de  uma mãe (cuidadora  do  recém nascido) 

contaminada por gastroenterovirus.

No exercício profissional em clínica obstétrica do Hospital das Clínicas da 

Universidade Federal de Goiás, tem sido observado uma aparente associação 

entre malformações congênitas e morte neonatal e o diagnóstico laboratorial de 

infecção materna e do feto por  vírus.  Trabalho de dissertação de Mestrado 

apresentado pelo autor da presente tese (Ferreira, 2005), feito sobre a infecção 

da gestante por citomegalovirus, reforçou sua percepção clínica em relação à 

importância das infecções virais na gestação, que comprometem a viabilidade 

e a qualidade de vida do produto da concepção.

• Considerando  que  os  vírus  gastroentéricos  (rotavírus,  adenovírus 

entéricos, astrovírus e calicivírus humanos) constituem a causa isolada 

mais importante de gastroenterite em crianças com até cinco anos de 

idade, em todo o mundo; 

• Considerando que a infecção neonatal não impede a ocorrência de re-

infecção;

•  Considerando que os indivíduos com deficiência do sistema imunitário 

(humoral  e/ou  celular)  possam  ser  mais  susceptíveis  ao 

desenvolvimento destas gastoenteroviroses;

• Considerando que as mulheres grávidas e os indivíduos portadores de 

HIV  se  encontram  em  condição  de  especial  vulnerabilidade  às 

infecções virais;

• Considerando  ainda  a  fragilidade  das  referências  bibliográficas 

disponíveis sobre o tema no Brasil,

O presente trabalho se propõe detectar rotavírus, adenovírus, calicivírus e 

astrovírus em mulheres, gestantes e não gestantes portadoras ou não do vírus 

HIV,  buscando  associação  destas  gastroenteroviroses  com  processos  que 

diminuem a capacidade imunológica individual. 
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                                                                                                4. OBJETIVOS4. OBJETIVOS    

• Identificar a presença de vírus gastroentéricos (rotavirus, adenovírus,  

astrovírus  e  calicivírus) em  mulheres  atendidas  no  serviço  de 

ginecologia  e  obstetrícia  do  Hospital  das  Clínicas  da  Universidade 

Federal de Goiás (UFG) em Goiânia, Goiás.

• Buscar  associação  entre  a  presença  destes  vírus  e  a  baixa  de 

imunidade característica  em mulheres gestantes e/ou portadoras do 

HIV 
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                                                      5. MATERIAL E MÉTODOS5. MATERIAL E MÉTODOS    
Trata-se de um estudo prospectivo de detecção do índice de prevalência 

dos vírus gastroentéricos  (rotavírus,  adenovírus,  astrovírus e calicivírus)  em 

mulheres  grávidas  ou  não,  soropositivas  ou  não  para  HIV,  atendidas  em 

consultas no serviço de ginecologia e obstetrícia do Hospital das Clínicas da 

Universidade Federal de Goiás, em Goiânia (HC-UFG). O estudo foi realizado 

no período de 01 de julho de 2006 a 30 de junho de 2007, através da pesquisa 

destes vírus em amostras de fezes destas pacientes.

Durante este período foram atendidas 4040 mulheres nos ambulatórios de 

ginecologia e obstetrícia do HC-UFG, das quais 84 participaram da pesquisa. 

5.1 População estudada

A  população  de  estudo  foi  composta  por  mulheres  que  procuraram 

espontaneamente  ou  foram  encaminhadas  para  consultas  nos  serviços 

selecionados, no período pré-fixado. De acordo com os critérios definidos para 

a inclusão e permanência no grupo, foram excluídas as portadoras de doenças 

gastrointestinais  crônicas  que  poderiam  evoluir  com  episódios  diarréicos 

(doença de Chron, lúpus, síndrome do cólon irritável). Todas as participantes 

confirmaram suas anuências formais, de acordo com o instrumento aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das 

Clínicas da Universidade Federal de Goiás (Protocolo número 133/05).

5.2 Coleta de amostras fecais

Um instrumento de coleta preparado para os fins deu origem ao banco de 

dados que concentra informação sobre a identificação das pacientes (idade, 
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história obstétrica anterior e da atual gestação), antecedentes de episódios de 

diarréia,  carga  viral  para  HIV  e  contagem de  células  CD4  e  CD8 para  as 

mulheres positivas para gastroenteroviroses (Anexo pg 125). 

Rigoroso  manual  de  procedimentos  garantiu  a  adequação  e  a 

homogeneidade na coleta dos dados. A coleta das amostras fecais foi feita em 

recipientes específicos,  no HC ou em suas residências,  quando necessário, 

sendo imediatamente acondicionadas sob refrigeração (em caixas de isopor 

com gelo) e entregues no mesmo dia ao Laboratório de Virologia do Instituto 

de  Patologia  Tropical  e  Saúde  Pública  da  Universidade  Federal  de  Goiás 

(IPTSP), onde o material foi estocado a –20ºC, até à realização dos exames.

A  coleta  foi  feita  bimestral  durante  12  meses,  cobrindo  possíveis 

variações  sazonais  de  circulação  víral.  A  coleta  de  rotina  se  repetiu  com 

freqüência diferenciada em caso de manifestação de processo diarréico.

5.3. Metodologia de identificação e caracterização genômica

5.3.1 Preparo das Suspensões Fecais

As amostras fecais foram inicialmente processadas para a obtenção de 

uma suspensão a 20%, em tampão salina fosfato (PBS) pH 7.4. As suspensões 

foram então homogeneizadas e clarificadas por centrifugação a 3000 x g por 10 

minutos. Os sobrenadantes foram coletados e estocados a -20°C

5.3.2 Detecção de Rotavirus A

As amostras foram analisadas visando a detecção de Rotavírus A por 

duas metodologias:

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (EGPA), seguindo a descrição de 

Pereira et al. (1983), com a coloração do gel feita pela prata, de acordo com 

Herring et al. (1982);
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Ensaio  Imunoenzimático  (EIA)  RIDASCREEN®  Rotavírus,  conforme 

instruções do fabricante (R-Biopharm)

5.3.2.1 -  EGPA

a) - Extração do dsRNA viral

As  suspensões  fecais  das  amostras  coletadas,  bem  como  a  amostra 

protótipo de rotavírus de símio (SA-11) usada como padrão, foram incubadas 

com sulfato duodecil  de sódio (SDS) a 10%. Em seguida, o dsRNA viral  foi 

extraído  com fenol/clorofórmio  (volume/volume)  e  o  sobrenadante  foi  então 

precipitado com etanol  absoluto e NaCI a 20%, por no mínimo 18 horas,  a 

- 20°C.

b) - Preparo das amostras para aplicação no gel de poliacrilamida

Após o período de no mínimo 18 horas, as amostras foram centrifugadas 

por  10  minutos,  a  14.000g,  para  a  total  precipitação  do  dsRNA.  O  pellet 

(sedimento)  resultante  foi  então  re-suspendido  em  tampão  de  amostra 

incubado a 60°C por 30 minutos e aplicado em gel de poliacrilamida, em cuba 

de eletroforese vertical contendo tampão de corrida (Tris/glicina 1X). O sistema 

foi então submetido a uma corrente elétrica de 40 miliamperes (mA), por 3 a 4 

horas. Após o término da corrida, o gel foi fixado em uma solução de etanol a 

10% e ácido acético a 0,5%, e submetido à coloração pela solução de nitrato 

de prata a 0,01M e revelado por solução contento NaOH 3% e formaldeído a 

0,76%. 

5.3.2.2 - EIE

O ensaio RIDASCREEN® Rotavírus consiste de um método "sandwich" 

para  a  detecção  de  antígenos  do  grupo  Rotavirus,  onde  os  orifícios  da 

microplaca são sensibilizados com anticorpos monoclonais contra a proteína 

VP6.  Adicionou-se  a  suspensão  fecal  juntamente  com  outro  anticorpo 

monoclonal anti-rotavírus, conjugado com a peroxidase. A reação é revelada 
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pela  solução  de  substrato,  composta  pelo  cromógeno  tetrametilbenzidina 

(TMB) e pelo peróxido de hidrogênio (H2O2 ). A reação é bloqueada pelo uso de 

2M  H2SO4.  A  leitura  da  reação  é  realizada  em  espectrofotômetro,  com  a 

utilização de filtro simples no comprimento de onda de 450 nm (Behring EL 

311).  O ponto de corte (cut-off)  é definido como o valor da absorbância do 

controle  negativo  acrescentado-se  0,15  de  unidade.  As  amostras  são 

consideradas  positivas  para  rotavírus  quando  apresentam  densidade  óptica 

(DO) maior que o valor do ponto de corte (respeitando uma margem de erro de 

10%).

5.3.3 Detecção de Adenovírus  

 O ensaio RIDASCREEN® Adenovírus consiste de um método "sandwich" 

para a detecção de antígenos para Adenovírus, onde os orifícios da microplaca 

são sensibilizados com anticorpos monoclonais contra o antígeno. Adicionou-

se suspensão fecal juntamente com um anticorpo monoclonal anti-adenovírus, 

conjugado com a peroxidase. A reação é revelada pela solução de substrato, 

composta pelo cromógeno tetrametilbenzidina (TMB) e pelo H2O2. A reação é 

bloqueada  pelo  uso  de  2M  H2SO4 e  a  leitura  sendo  realizada  em 

espectrofotômetro.  O  ponto  de  corte  (cut-off)  é  definido  por  um  valor 

acrescentado-se 0,15 de unidade de absorbância à medida da absorbância do 

controle  negativo.  As  amostras  são consideradas  positivas  para  adenovírus 

quando apresentam densidade óptica (DO) maior que o valor do ponto de corte 

(respeitando uma margem de erro de 10%).

5.3.4 Detecção de Astrovírus

a) Extração do ssRNA viral

O ssRNA viral foi extraído a partir de suspensões fecais a 20% de acordo 

com o método descrito por Boom et al., (1990) com modificações (Cardoso et 

al., 2002). Para o procedimento, em tubos tipo eppendorf foram adicionados 
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300  µL  da  suspensão  fecal,  juntamente  com  800  µL  de  tampão  L6 

(isotiocianato de guanidina/TRIS-HCI 1 M Ph 6,4/EDTA 0,2 M pH 8,0/Triton-X 

100)  e  20  µL de  Proteinase  K  (10  mg/rnL)  (Invitrogen®/Life  Technologies). 

Procedeu-se a homogeneização por inversão e incubação em banho-maria a 

56°C  por  10  minutos.  Após,  foram adicionados  200  µL  de  etanol  absoluto 

(Quimex)  gelado  e  15  µL  de  sílica  (Sigma-Aldrich®),  quando  então,  se 

procedeu agitação em vórtex seguida de incubação sob agitação a temperatura 

ambiente por 15 minutos (agitador KLINE-EVLAB modelo EV:O7E). Depois, a 

amostra era centrifugada a 9.000 X  g por 30 segundos, o sobrenadante era 

descartado  e  ao  sedimento  foram  adicionados  500  µL  de  tampão  L2 

(isotiocianato de guanidina/TRIS-HCI 1M pH 6,4), seguindo-se de centrifugação 

de  9.000  X  g por  30  segundos.  A  seguir,  o  sobrenadante  era  novamente 

descartado e o sedimento submetido a uma etapa de lavagem com 500 µL de 

etanol a 70% gelado e a uma lavagem com 500 µL de acetona P.A. gelada. As 

lavagens foram seguidas de centrifugação nas mesmas condições anteriores. 

Após novo descarte do sobrenadante, o material precipitado era incubado em 

banho-maria  a  56°C  por  15  minutos  para  completa  evaporação  e  então 

ressuspendido  em  40  µL  de  água  Milli-Q  estéril  tratada  com  DEPC 

(USB@Corporation/Amersham  Biosciences)  a  0,1%.  A  amostra  era  então 

agitada em vórtex,  incubada a 56°C por  15 minutos,  sendo posteriormente, 

agitada novamente em vórtex e centrifugada a 9.000 X g por três minutos. O 

sobrenadante era então coletado e armazenado a - 20°C até o momento do 

uso.

b) Obtenção do cDNA (DNA complementar)

A transcrição reversa foi realizada em tubos tipo eppendorf, onde foram 

adicionados  16  µL  do  RNA  viral  obtido  na  extração  e  2  µL  do  iniciador 

randômico pd(N)6 (Random Hexamer -Amersham Biosciences). Esta mistura 

era incubada a 80°C durante 10 minutos para a realização da desnaturação e, 

posteriormente, em banho de gelo por cinco minutos. A seguir, era adicionada 

a  mistura  de  reação  para  a  obtenção  do  cDNA,  volume  total  de  50  µL, 

contendo tampão 1X de reação: PCR buffer (TRIS-HCI 20 mM pH 8,4/KCI 50 
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mM), 0,4 mM de cada dNTP, 4 mM de MgCl2, 20 U/µL de inibidor de RNAse e 

120  U/  µL  da  enzima  transcriptase  reversa  MMLV.  A  amostra  era  então 

incubada em banho-maria a 42°C durante 60 minutos e o material armazenado 

a - 20°C até o uso. 

c) Reação em cadeia pela polimerase (PCR)

A PCR foi realizada utilizando os iniciadores específicos Mon 269 e Mon 

270 (Quadro 1) direcionados para a região RLA2 do genoma viral, conforme 

descrito por Noel et al., (1995).

Quadro 1 - Seqüência dos iniciadores utilizados para a PCR, para a detecção 
do material genômico de astrovírus. 

INICIADOR POLARIDADE SEQUÊNCIA POSIÇÃO GENÔMICA

Mon 269 Positiva CAACTCAGGAAACAGGGTGT 4526-4545

Mon 270 Negativa TCAGATGCATTGTCATTGGT 4955-4974

Para a realização da PCR eram utilizados 10 µL do cDNA obtido ao qual 

era adicionado em tubos tipo eppendorf, a mistura de PCR. Esta era composta 

pelos mesmos reagentes utilizados para obtenção do cDNA com exceção do 

inibidor de RNAse e da transcriptase reversa que foram substituídos por 2,5 

U/μL  da  enzima  Taq  DNA  polimerase  e  pela  utilização  dos  iniciadores 

específicos (0,4 μL  Mon 269-270) e 1,2 mM de MgCl2. A seguir, a amostra era 

levada  ao  termociclador  (Eppendorf  Mastercycler  Personal)  para  o 

procedimento da amplíficação em 40 ciclos (94°C por 30 segundos, 50°C por 

30 segundos e 72°C por um minuto), seguindo-se de uma elongação final a 

72°C por 10 minutos.

d) Eletroforese em gel de agarose

Após  a  amplificação,  20  µL  do  produto  da  PCR e  o  padrão  de  peso 

molecular  123  bp  DNA  ladder  (InvitrogenTM/Life  Technologies),  eram 

misturados  a  1  µL  do  tampão  corante  da  amostra  (azul  de  bromofenol, 

xilenocianol,  glicerol)  e  aplicados  em  gel  de  agarose  (InvitrogenTM/Life 

Technologies) a 1,5% contendo 0,5 mg/mL de brometo de etídeo e, submetido 

a  uma  corrente  elétrica  de  80  volts  por  30  a  40  minutos  em  tampão  1X 
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TRIS/Borato/EDTA (TBE). Em todas as reações foram utilizados controles com 

amostras reconhecidamente positivas para astrovírus e como controle negativo 

utilizou-se água Milli-Q estéril. Procedida a eletroforese, o gel era examinado 

em transluminador (Macro Vue UV-20 – Hoefer Scientific Instruments) com luz 

ultravioleta para observação do produto esperado de 449 pares de bases.

Todas as etapas da reação foram executadas em ambientes separados e 

assépticos, com a finalidade de evitar a contaminação.

5.3.5 Genotipagem de Astrovírus Humanos (HAstVs)

As amostras positivas para astrovírus foram submetidas à genotipagem 

empregando  a  metodologia  de  Nested/RT-PCR,  utilizando  iniciadores 

direcionados  para  a  região  ORF2 do  genoma  viral,  conforme  descrito  por 

Sakamoto et al.,  (2000) com modificações. 

a) Reação em cadeia pela polimerase pós-transcrição reversa (RT-

PCR) 

Inicialmente,  cada amostra positiva foi  submetida a uma nova extração 

para a obtenção do ssRNA viral. Após, procedia-se a realização da transcrição 

reversa,  onde  em  tubo  tipo  eppendorf,  era  adicionado  1,4  µL  do  par  de 

iniciadores PreCAP1 e 12Gr (33 µM de cada) (Quadro 02) e 8 µL do RNA viral 

obtido  na  extração,  e  então  esta  mistura  era  incubada  a  95°C  durante  5 

minutos  para  a  desnaturação,  e  posteriormente,  em  banho  de  gelo  por  5 

minutos. A seguir, era adicionada a mistura de reação para obtenção do cDNA 

em um volume final de 25 µL, contendo 0,2 mM de cada dNTP, tampão de 

reação 1X (PCR buffer – 20 mM de TRIS/HCl pH 8,4 – KCl 50 mM), gelatina a 

0,01%, 2 mM de DTT (dithiothreitol),  2 mM de MgCl2,  100 U/µL da enzima 

transcriptase reversa  SuperScriptTM II  (InvitrogenTM /  Life  Technologies)  e 12 

U/µL do inibidor de ribonuclease RNaseOUT™ Recombinant (InvitrogenTM / Life 

Technologies). A amostra era, então, incubada em banho-maria a 42°C durante 

60 minutos e, após esta incubação, era submetida à primeira amplificação do 

DNA pela PCR. 
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Para  a  realização  desta  etapa,  era  adicionado  ao  mesmo  tubo  tipo 

eppendorf empregado para a obtenção do cDNA, uma mistura de PCR para um 

volume  final  de  25  µL.  Esta  era  composta  pelos  mesmos  reagentes  e 

condições de concentração empregados na etapa anterior,  com exceção da 

não utilização do par de inciadores PreCAP1 e 12Gr, gelatina,  transcriptase 

reversa e inibidor de ribonuclease e pela utilização de 1,5 U/µL da enzima Taq 

DNA polimerase  (InvitrogenTM /  Life  Technologies).  A  seguir,  a  amostra  era 

levada  ao  termociclador  (Eppendorf  Mastercycler  Personal)  para  a  primeira 

amplificação por  PCR em 40 ciclos (94°C por um minuto para desnaturação; 

45°C por dois minutos para anelamento; 72°C por três minutos para extensão), 

seguindo-se de um ciclo de extensão final a 72°C durante 7 minutos.

Quadro  2  -  Sequência  dos  iniciadores  utilizados  na  RT-PCR para  a 
genotipagem de astrovírus humanos. 

b) Segunda etapa de amplificação do DNA - NESTED-PCR 

Após  a  realização  da  RT-PCR,  os  produtos  obtidos  de  cada  amostra 

eram, então, submetidos a uma nova etapa de amplificação, a  nested-PCR. 

Para a realização desta etapa, foram adicionados em tubos tipo eppendorf, 2,5 

µL do produto obtido na RT-PCR e 2 µL da mistura dos iniciadores END e pool 

genotipo-específicos AST-S1 – AST-S8 (33 µM de cada) (Quadro 3). A seguir, 

foi adicionada uma mistura de reação de Nested-PCR para um volume final de 

25  µL,  contendo  os  mesmos  reagentes  e  condições  de  concentração 

empregados  na  primeira  etapa  de  amplificação  do  DNA  pela  PCR,  com 

exceção  para  o  MgCl2 (1,4  mM).  As  condições  para  a  realização  da 

amplificação foram semelhantes às empregadas na primeira amplificação do 

DNA.

Iniciador Polaridade Sequência Posição Genômica
PreCAP1 Positiva GGACTGCAAAGCAGCTTCGTG -82 – 62

12Gr Negativa TTTTTTTTTTTTTTTTTTGC 2454-2473

74



Quadro  3  - Sequência  dos  iniciadores  utilizados  na  nested-PCR para  a 
genotipagem de astrovírus humanos.

c) Eletroforese em gel de agarose

Após a realização da segunda etapa de amplificação do DNA, 10 µL do 

produto obtido de cada amostra, juntamente com os padrões moleculares 50 

bp DNA ladder e 100 bp DNA ladder (0,5 µg/µL de cada), além dos controles 

positivo (HAstV-1) e negativo (Água MilliQ), eram misturados a 1 µL do tampão 

corante da amostra (azul de bromofenol, xilenocianol, glicerol) e aplicados em 

gel de agarose a 2% contendo 0,5 mg/mL de brometo de etídeo e, submetido a 

uma  eletroforese  de  80  volts  durante  60  minutos  em  tampão 

TRIS/Borato/EDTA  (TBE)  1X.  Procedendo-se  a  eletroforese,  o  gel  era 

examinado  em  transluminador  com  luz  ultravioleta  para  observação  do 

amplicon correspondente  a  cada  genotipo  de  astrovírus:  HAstV-1  (212  pb), 

HAstV-2  (158  pb),  HAstV-3 (119  pb),  HAstV-4  (258  pb),  HAstV-5  (388  pb), 

HAstV-6 (427 pb), HAstV-7 (548 pb) e HAstV-8 (599 pb).

Iniciador Polaridade Sequência

Posição 

Genômica
AST-S1 Positiva AACCAAGGAATGACAATGAC 2166-2185
AST-S2 Positiva ACCTGCGCTGAGAAACTG 2247-2264
AST-S3 Positiva CTGCTTGCATCTGGTCTTTCA 2283-2303
AST-S4 Positiva TGATGATGAAGACTCTAATAC 2071-2091
AST-S5 Positiva TAGTAACTTATGATAGCC 2014-2031
AST-S6 Positiva TGGCCACCCTTGTTCCTCAGA 1951-1971
AST-S7 Positiva CTAGACAACAACACCCCG 1842-1859
AST-S8 Positiva GGTAAGTGGTACCTGCTAACTAG 1753-1775

END Negativa TCCTACTCGGCGTGGCCGC 2377-2359
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5.3.6 Detecção de Calicivírus

A detecção de calicivírus foi realizada por RT-PCR, fazendo-se a extração 

do RNA viral, a partir de soluções fecais a 20% pelo método da sílica, utilizando 

o isotiocianato de guanidina, como descrito por Boom et al., (1990), modificado 

por Cardoso et al., (2002), conforme já especificado para astrovírus. 

5.4.6.1 - Obtenção do cDna

a) - A transcrição reversa foi realizada utilizando-se o iniciador randômico 

pd(N)6 (Random Hexamer – Amersham Biosciences) e a PCR utilizando-se os 

iniciadores E3/NI e 289/290 descritos por Green et al., (1995)  e Jiang et al., 

(1999), respectivamente. 

b) - Para o procedimento, um volume de 20µL de RNA foi acrescido de 

2µL do iniciador randômico pd(N)6 (Amersham Biosciences). A desnaturação 

era feita a 80°C por 10 minutos e, após, era adicionada mistura de reação para 

um volume final de 50 µL [0,4 mM de cada dNTP (Amersham Biosciences), 1x 

tampão de reação (Invitrogen), 4 Mm MgCl2,  20 U/µL de inibidor de RNAse 

(Invitrogen),  200  U/µL  transcriptase  reversa  MMLV  (USB)].  A  reação  era 

processada a 42°C por 60 minutos em banho-maria.

c) -  Reação em cadeia pela polimerase (PCR): Eram utilizados, para a 

reação  de  amplificação,  10  µL  do  cDNA  empregando  dois  conjuntos  de 

iniciadores específicos: E3/NI (Green et al., 1995), que detecta norovírus GI e 

GIl, e 289/290, que detecta norovírus e sapovírus (Jiang et aI., 1999) (Quadro 

4). A reação foi feita em um volume final de 50 µL, utilizando-se os reagentes 

nas mesmas concentrações como da reação para obtenção do cDNA,  com 

exceção de 1,5mM MgCl2, 1,5U/ µL Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 0,4 µM 

de cada iniciador. A ciclagem era realizada nas seguintes condições: 35 ciclos: 

15 segundos/95°C-45 segundos/40°C, um minuto/72°C e uma extensão final 

de  cinco  minutos/72°C.  O  produto  da  reação  era  então  submetido  à 

eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etídeo (0,5 µL 

g/mL).
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Em todas as reações, eram utilizadas como controle positivo de reação 

amostras  positivas  para  calicivírus  cedidas  pelo  Laboratório  de  Virologia 

Comparada  da  FIOCRUZ,  e,  como  controle  negativo,  água  Milli  Q  estéril. 

Todas  as  etapas  da  reação  foram executadas  em ambientes  separados  e 

assépticos, com a finalidade de não permitir contaminação.

Os produtos de amplificação eram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose  1,5%,  corado  com  brometo  de  etídeo  e  visualizados  em 

transiluminador  ultra  violeta  sendo  comparado  com  o  padrão  de  peso 

molecular, DNA Ladder 100 pb (Amersham Biosciences). O quadro 4 mostra o 

tamanho esperado do fragmento amplificado considerando o par de iniciador 

utilizado.  

Quadro 4 - Iniciadores específicos utilizados no ensaio de RT -PCR, para a 
detecção de calicivírus e tamanho esperado do produto amplificado 

INICIADOR SEQUÊNCIA DE DNA (5’-3’) LOCALIZAÇÃO 
GENÔMICA

PRODUTO 
AMPLIFICADO

E3 ATCTCATCATCACCATA 4865-4881 (-) 113 pb
NI GAATTCCATCGCCCACTGGCT 4768-4788 (+) 113 pb
289 TGACAATGTAATCATCACCATA 4865-4886 (-)
290 GATTACTCCAAGTGGGACTCCAC 4568-4590 (+)

319  (norovírus)  ou 
331 pb (sapovírus)

5.4 Análise do tamanho da amostra 

Pelo teste de amostragem com o p = 0,24; nível de significância de 5%  e 

com erro de 9% o tamanho da amostra necessária para o estudo foi estimado 

em 84 mulheres. 

5.5 Análise estatística 
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Para  a  análise  da  possível  associação  entre  a  presença  de 

gastroenterovírus,  a gravidez e/ou o HIV, utilizou-se o teste exato de Fisher 

com nível de significância de 5% (p<0,05).

      ___        ___                                                              6. RESULTADOS6. RESULTADOS    
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Foram examinadas  314  amostras  fecais  de  84  mulheres  atendidas  no 

serviço  de  ginecologia  e  obstetrícia  do  HC-UFG,  no  período  compreendido 

entre 01 de julho de 2006 a 30 de junho de 2007. Elas foram distribuídas para 

análise em quatro grupos caracterizados como de mulheres soropositivas para 

identificação do HIV (gestantes e não gestantes) e mulheres sem a infecção 

pelo HIV (gestantes e não gestantes), como se vê na Tabela 1. 

A coleta do material para exame foi feita em intervalos bimestrais, com 

previsão de até cinco amostras individuais.

 

Tabela 1 – Distribuição das mulheres examinadas no serviço de ginecologia e 
obstetrícia do HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 2007, segundo os grupos 
amostrais

HIV
Gestantes Não gestantes Total

n % N % n %

Positivo 19 42,22 10 25,64 29 34,52

Negativo 26 57,78 29 74,36 55 65,48

        Total 45 100,00 39 100,00 84 100,00

P = 0,053

Não houve diferença significativa entre os grupos de mulheres positivas 

para o HIV e HIV negativas quanto a estar ou não estar gestante, isto é, os 

grupos (HIV positivo e HIV negativo) foram homogêneos (p = 0,053).

A distribuição das mulheres por faixa etária (Figura 1) mostra que 43,7% 

das  mulheres  tinham  idade  ≤  a  30  anos,  das  quais  cinco  (7,8%)  ainda 

adolescentes, ou seja, tinham até dezenove anos de idade; 32,8% se incluíam 

na faixa entre 30 e 4,0 anos e 23,5% tinham mais de 40 anos. 
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Figura 1 - Distribuição das mulheres examinadas no serviço de ginecologia e 
obstetrícia do HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 2007, segundo à faixa 
etária

Em 19 (22,6%) das 84 mulheres estudadas, foi encontrado algum vírus 

gastroentérico e das 314 amostras fecais coletadas 33 (10,5%) foram positivas. 

Considerando o tipo de vírus detectado, 14 (16,6%) mulheres, foram positivas 

para  calicivírus,  6  (7,1%)  para  astrovírus  e  nenhuma  para  rotavírus  ou 

adenovírus. Uma mulher apresentou infecção para calicivírus e astrovírus em 

amostras fecais distintas (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distribuição dos vírus gastroentéricos encontrados em 84 mulheres 
estudadas no serviço de ginecologia e obstetrícia do HC-UFG, de junho de 
2006 a julho de 2007 e proporção de amostras fecais coletadas positivas

Vírus 

gastroentéricos

n.Positivas/n.examinadas

Mulheres (N= 84) Amostras fecais (N=314)

n. % n. %

Calicivírus 14 16,7 27 8,6
Astrovírus 6 7,1 6 1,9
Rotavirus - 0,0 - 0,0
Adenovirus

Total

-

19*

-

22,6

-

33

0,0

10,5
* Uma mulher foi positiva para calivírus e astrovírus 

A Tabela  3 mostra  que,  das 29 mulheres soropositivas para HIV, sete 

(24,1%) eram positivas também para os vírus gastroentéricos, enquanto que 

das 55 soronegativas,  doze mulheres  (21,8%) eram positivas  paro os vírus 

gastroentéricos.  A  análise  estatística  dos  dados  mostrou  que  não  houve 

diferença significativa entre a presença dos vírus gastroentéricos e as mulheres 

serem portadoras ou não do HIV (p = 0,207).

Tabela 3 - Distribuição das mulheres positivas para os vírus gastroentéricos 
segundo a presença ou não do HIV, atendidas no serviço de ginecologia e 
obstetrícia do HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 2007

Presença de 
HIV

Mulheres com vírus gastroentéricos

   Sim    Não
Total

n % N % N %

Sim 07 24,1 22 75,9 29 100,00

Não 12 21,8 43 78,2 55 100,00

       Total 19 22,6 65 77,4 84 100,00

p=0,207

A Tabela 4 mostra que, das sete mulheres gestantes e positivas para os 

vírus gastroentéricos, 6 (13,3%) eram soropositivas para o HIV, enquanto que 

das mulheres não gestantes positivas para os vírus gastroentéricos, seis eram 
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positivas e seis eram negativas para o HIV. A análise estatística mostra que 

neste  grupo  de  mulheres  não  foi  significativa  a  diferença  entre  a  mulher 

portadora dos vírus gastroentéricos ser ou não ser gestante ou portadora do 

HIV (p=0,128).

Tabela  4 -  Distribuição  das  mulheres  portadoras  de  vírus  gastroentéricos 
segundo o estado gestacional e a infecção pelo HIV, atendidas no serviço de 
ginecologia e obstetrícia do HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 2007

Presença de HIV
Gestantes (n-45) Não gestantes (n-39) Total

n. % n. % n. %

Positivo 06 13,3 06 15,4 12 14,3
Negativo 01 2,2 06 15,4 07 8,3
   Total     07 15,5 12 30,8 19  22,6
p = 0,128

No Quadro 5 observa-se que das 19 pacientes positivas para os vírus 

gastroentéricos,  três  (15,8%)  apresentaram diarreias freqüentes,  sendo  uma 

gestante com HIV e duas gestantes sem HIV. Das 65 negativas, quatro (6,2%) 

tiveram diarreias eventuais, (três com o virus HIV, sendo duas gestantes, uma 

não gestante e outra negativa para o virus HIV e não gestante).  Entretanto, 

quando se analisou os dados relativos à carga viral nas sete mulheres positivas 

para o HIV e também positivas para os vírus gastroentéricos, percebeu-se que 

em cinco delas (71,4%) a carga viral era indetectável (<50 cópias por célula) 

por ocasião da primeira coleta da amostra fecal. Quando se analisou os dados 

relativos à imunidade celular nas 19 mulheres com amostras positivas para os 

vírus gastroentéricos, percebeu-se que os valores de linfócitos TCD4 estiveram 

abaixo de 250 células/mm3 em cinco delas (26,3%). 

Quadro 5 - Distribuição das mulheres positivas para os vírus gastroentéricos 
segundo a presença de diarréia, carga viral e dosagem de TCD4, atendidas no 
serviço de ginecologia e obstetrícia do HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 
2007

Diarréia* Presente: 3/19 (15,8%) Ausente: 16/19 (84,2%)
Carga viral Detectável: 2/7 (28,6%)            Indetectável: 5/7 (71,4%)    
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TCD4     Maior 250: 14/19 (73,7%)         Menor 250: 5/19 (26,3%)  
* Diarréia nas mulheres negativas para os vírus gastroentéricos:

Presente: 4/65 (6,2%) ausente: 61/65 (93,8%)

 Os resultados da Tabela 5 mostram que a gestação, na presença ou não 

de positividade para o HIV como fator redutor da capacidade imunológica (seis 

e  sete  casos,  respectivamente),  esteve  associada  à  presença  de  vírus 

gastroentéricos em 68,4% (13 das 19)  das mulheres infectadas pelos  vírus 

estudados, embora não tenha observado diferença estatística significativa com 

o grupo de mulheres também positivas para os vírus gastroentéricos e que 

eram soronegativas para o HIV e não gestantes (p= 0,199). 

Tabela  5 -  Distribuição  das  mulheres  segundo  sua  condição  imunológica 
(gestante  e/ou  portadora  de  HIV)  e  a  presença  de  vírus  gastroentéricos, 
atendidas no serviço de ginecologia e obstetrícia do HC-UFG, de julho de 2006 
a junho de 2007

Gesta/ HIV

Vírus gastroentéricos

Sim Não
Total

n % n % n %

Sim 13 68,42 41 63,08 54 64,29

Não 6 31,58 24 36,92 30 35,71

       Total 19 100,00 65 100,00 84 100,00

p = 0,199

Considerando o tipo viral detectado em relação às condições de infecção 

por HIV e estado gestacional foi observado que das 14 mulheres positivas para 

calicivírus,  quatro  (28,6%) eram soropositivas para HIV e destas,  três eram 

gestantes  (Tabela  6),  enquanto  que  das  seis  mulheres  positivas  para  o 

astrovírus, 5 (83,3%) eram gestantes e destas três eram soropositivas para o 

HIV (Tabela 7).

Tabela  6 -  Distribuição  das  mulheres  portadoras  de  calicivírus  segundo  o 
estado  gestacional  e  a  contaminação  pelo  HIV,  atendidas  no  serviço  de 
ginecologia e obstetrícia do HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 2007
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HIV

N.Positivas (n=14)

Gestantes Não gestantes

n. % n. %

Positivo 03 21,4 01 7,1
Negativo 05 35,7 05 35,7
p = 0,336

Tabela  7 -  Distribuição  das  mulheres  portadoras  de  astrovírus  segundo  o 
estado  gestacional  e  a  positividade  para  o  HIV,  atendidas  no  serviço  de 
ginecologia e obstetrícia do HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 2007

HIV

N.Positivas (n= 6)

Gestantes Não gestantes

n. % n. %

Positivo 03 50,0 - 0,0
Negativo 02 33,3 01 16,7
p = 0,500

As  mulheres  positivas  para  os  vírus  gastroentéricos  (19)  estavam 

predominantemente entre as faixas etárias de 20 a 30 e 40 a 50 anos (Figura 

2).  Nenhuma  das  adolescentes  apresentou  infecção  viral  por  vírus 

gastroentérico. 
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Figura  2 -  Distribuição  das  mulheres  portadoras  de  vírus  gastroentéricos 
segundo a faixa etária,  atendidas no serviço de ginecologia e obstetrícia do 
HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 2007

Das 19 mulheres positivas para gastroenterovírus, 13 tiveram uma única 

amostra  positiva  e seis  tiveram mais  de uma amostra  positiva  coletada em 

momentos  diferentes  do  processo,  como  se  vê  na  Tabela  8.  Uma  destas 

mulheres teve três amostras fecais positivas que foram coletadas com intervalo 

de dois meses e uma outra foi positiva em duas amostras, porém com intervalo 

de seis meses de coleta.
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 Tabela 8 – Distribuição da presença de vírus gastroentéricos nas diferentes 
amostras  de  fezes  colhidas  em  cada  mulher,  atendidas  no  serviço  de 
ginecologia e obstetrícia do HC-UFG, de julho de 2006 a junho de 2007

Amostra

Presença de vírus gastroentéricos
Calicivirus Astrovirus

Total

n % n % n %

Primeira 01 7,1 04 66,7 05 25,0
Segunda 03 21,4 00 0,0 03 15,0
Terceira 01 7,1 02 33,3 03 15,0
Quarta 02 14,3 00 0,0 02 10,0
Quinta 01 7,1 00 0,0 01 05,0
Primeira e segunda 01 7,1 00 0,0 01 05,0
Primeira e terceira 02 14,3 00 0,0 02 10,0
Segunda e quinta 02 14,3 00 0,0 02 10,0
Primeira/segunda/terceira 01 7,1 00 0,0 01 05,0
         Total 14 100,0 06 100,0 20 100,0

O padrão de circulação dos calicivírus e astrovírus durante o período de 

estudo, pode ser visto na Figura 3, que mostra maior índice de detecção de 

astrovírus  nos  meses  de  junho  e  agosto  e  de  calicivírus  nos  meses  de 

setembro  e  outubro. 
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Figura  3 -  Distribuição  de  freqüência  dos  gastroenterovírus  nas  mulheres 

atendidas no serviço de ginecologia e obstetrícia do HC-UFG, de julho de 2006 

a junho de 2007

A genotipagem das 6 amostras de astrovírus mostrou predominância do 

genótipo 1, encontrado em quatro amostras, detecção do genótipo 3 em uma 

amostra e do genótipo 8 em outra amostra.
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                                7. DISCUSSÃO7. DISCUSSÃO    

Os vírus gastroentericos não tem sido objeto de preocupação durante a 

asistencia ao pré-natal. A ocorrência relatada neste estudo e o papel da mãe 

como veiculo  transmissor  do vírus,  sugere ações de orientações preventiva 

neste período e ainda nos motiva a incentivar as pesquisas cientificas na busca 

de vacinas efetivas para este grupo de vírus

As  informações  disponíveis  na  literatura  não  foram  suficientes  para 

responder  às  muitas  inquietações  advindas  da  história  natural  dos 

gastroenterovírus  na  população  adulta.  Não  se  dispõe  de  dados  desta 

natureza,  especificamente  analisados em relação a mulheres gestantes  e a 

possíveis  associações entre  a infecção e o desenvolvimento  do  feto  ou  do 

recém-nascido.

Esta proposta de trabalho se caracterizou, portanto, como uma primeira 

aproximação  em  relação  ao  problema,  agrupando,  para  os  fins,  vírus 

gastroentéricos  de  apresentação  mais  freqüente  na  clínica  médica  e  que 

apresentam  características  epidemiológicas  similares  (rotavírus,  adenovírus 

entérico, astrovírus e calicivírus (Hutson et al., 2003).

No  presente  estudo  os  vírus  gastroentéricos  estiveram  presentes  em 

22,6% das mulheres avaliadas,  representados pelos  calicivírus  e astrovírus. 

Dados  da  literatura  apontam  a  ocorrência  desses  vírus  no  Brasil  em 

percentuais  que  variam  entre  12  e  47%  de  crianças  com  gastroenterite, 

atendidas em ambulatórios ou hospitais (Linhares, 2000; Kapikian et al., 2001, 

Cardoso et al., 2003). No entanto, dados sobre a prevalência destes agentes 

na população adulta são escassos. A infecção se dá, preferencialmente, na 

infância,  considerando-se os altos índices de infecção prévia pelos diversos 

tipos de vírus gastroentéricos entre as crianças com mais de três anos de idade 

(Wilhelmi et al., 2003; Okitsu-Negishi et al.,  2004).

Tais considerações feitas inicialmente passaram a exigir maior atenção e 

mais conhecimento da história natural das gastroenteroviroses e do desenho 

epidemiológico de sua manifestação regional.

Nos países em desenvolvimento os vírus gastroentéricos são os principais 

responsáveis pela gastroenterite infantil aguda, principalmente os rotavírus e os 
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adenovírus (Kapikian et al., 2001). Entretanto, nas mulheres adultas estudadas 

no  presente  estudo  foi  encontrado  astrovírus  e  calicivírus,  não  tendo  sido 

detectado  a  presença  de  rotavírus  ou  adenovírus.  Adicionalmente  não  foi 

encontrado gastroenterovírus  nas  adolescentes  estudadas.  As  razões  deste 

perfil  epidemiológico  expresso  neste  estudo  não  foram  elucidadas,  porém 

impõem 

a necessidade de análises dirigidas posteriores.

Em relação à faixa etária predominante de 20 a 30 anos seguida de 40 a 

50  anos  nas  portadoras  de  calicivírus  e  astrovírus  avaliadas  neste  estudo, 

necessita-se  de  uma  maior  casuítica  para  compreender  esta  distribuição, 

porém nesta população adulta estudada a presença destes vírus atingiu índices 

descritos em populações de crianças (Kapikian et  al.,  2001;  Cardoso et  al., 

2003).  Interferem nesta distribuição as várias exposições dos indivíduos aos 

vírus durante toda a vida, ao aumento da variabilidade genética viral, além de 

fatores de resistência do hospedeiro. Admite-se que os anticorpos adquiridos 

nos primeiros anos de vida confiram proteção contra a enfermidade ocasionada 

pelos astrovírus até a fase adulta, porém tende a diminuir em pessoas com 

idade  mais  avançada  (Matsui  &  Greenberg,  2001).  Podendo  interferir  na 

circulação destes vírus em relação à faixa etária.

O padrão de circulação dos calicivírus e astrovírus durante o período de 

estudo, coincide com o período de maior circulação destes vírus no nosso meio 

e abre espaço para o levantamento de hipóteses explicativas para a freqüência 

da distribuição dos episódios cíclicos destes gastroenterovírus na nossa região. 

Fenômeno de origem multifatorial,  sua manifestação pode estar  relacionada 

com as condições ambientais e com as condições imunológicas diferenciadas 

na mulher, o que ocorre durante o processo de gestação (Pereira et al.,2005). 

Estudos sobre a transmissão vertical do citomegalovirus (Ferreira et al., 

2005),  e  do  HIV  (Chou  et  al.,  2005a)  têm  mostrado  que  o  desequilíbrio 

imunológico facilita a infecção, re-infecção ou o surgimento de manifestações 

clínicas relacionadas com os processos virais (Treviio et al., 2001; Sebire et al., 

2004). 

 O foco em ações de saúde coletiva e em medidas preventivas (ainda 

quando  não  se  dispõe  de  medidas  curativas)  colocou  em  evidência  as 
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mulheres gestantes (portadoras ou não do HIV), uma vez que se considera o 

período gestacional como de maior vulnerabilidade imunológica. 

A inclusão de mulheres portadoras de HIV neste estudo justificou-se por 

considerar  a  presença  de  infecção  por  estes  vírus,  como  um  fator  de 

diminuição  da  imunidade  e  conseqüente  maior  predisposição  para  as 

manifestações dos vírus gastroentéricos. Embora, os resultados deste estudo 

tenham mostrado uma associação entre a gestação, acrescida da presença do 

HIV e dos vírus gastroentéricos (68,4%), tendência ainda maior em relação ao 

astrovírus,  não  houve  diferença  estatisticamente  significativa  entre  o 

comportamento  dos  dois  grupos.  O  comprometimento  imunológico  das 

mulheres  portadoras  do  HIV  pode  ter  sido  amenizado  pela  terapêutica 

antiretroviral e pelo seguimento clinico, considerando que mais de dois terços 

delas estavam com carga viral indetectável e CD4 superior a 250 células/mm3.

As amostras de fezes foram colhidas em intervalo  bimestral  (até  cinco 

amostras para cada mulher), buscando a identificação dos vírus em qualquer 

uma das amostras. Esta apresentação viral variou entre as diferentes amostras 

de uma mesma mulher.  Algumas mulheres apresentaram positividade para os 

mesmos grupos de vírus gastroentéricos em momentos diferentes do processo 

Apenas  uma  mulher  apresentou  infecção  pelos  dois  vírus  diferentes,  em 

momentos  diferentes.  Considerando  que  os  vírus  gastroentéricos  são 

excretados  pelas  fezes  em  até  duas  semanas  nos  pacientes 

imunocompetentes  e pode ser  necessário  um período de até oito  semanas 

para restauração da função epitelial intestinal (Cichocki et al., 2008), procura-se 

entender  tal  distribuição  de  positividade.  O  mecanismo  imunológico 

desenvolvido  pela  mulher  durante  a  gravidez,  específico  para  garantir  a 

tolerância ao feto, diminui as subpopulações dos linfócitos B-1, responsáveis 

pela produção de auto-anticorpos poli reativos e pela regulação imunológica. 

Esta imunossupressão sistêmica durante a gestação pode contribuir para maior 

susceptibilidade a infecções ou reativações de processos virais e melhora de 

doenças auto-imunes (Clark, 1992).

Em assim sendo consideramos que esta  repetição  de positividade  em 

momentos diferentes em períodos de até seis meses pode ser por reinfecção 

por  um sorotipo distinto do vírus ou persistência  da excreção viral  fecal  do 

mesmo  sorotipo.  A  genotipagem  das  amostras  positivas  para  o  calicivírus 
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poderia  auxiliar  nesta  elucidação,  entretanto  não foi  possível  realizá-la  pela 

baixa quantidade do genoma viral amplificado destas amostras.

Os  astrovírus  foram  detectados em  apenas  uma  amostra  de  fezes, 

denotando, nestas mulheres avaliadas, que este vírus não apresentou durante 

este período, reinfecção ou persistência de excreção viral.

A  caracterização  genômica  dos  astrovírus  encontrados  expressando  a 

predominância do genótipo 1 coincide com a literatura que cita os sorotipos 1 e 

2 como os mais expressivos (De Grazia et al., 2004). Cardoso et al., em 2002 

ao constatarem 2,8% de astrovírus em crianças com diarréia em Goiânia - GO, 

observaram que os vírus encontrados pertenciam ao sorotipo 1. Andreasi et al., 

em 2008 relataram 10 amostras fecais positivas para astrovirus em crianças de 

Campo  Grande  (MS),  das  quais,  60%  pertenciam  ao  sorotipo  1,  30%  ao 

sorotipo  2  e  10%  ao  sorotipo  4.  Ressalta-se  que  ainda  circulou  entre  as 

mulheres avaliadas no presente estudo os sorotipos 3 e 8.

 O acompanhamento clínico das mulheres estudadas durante o período 

de um ano não revelou peculiaridades clínicas relevantes entre o grupo das 

positivas  para  os  vírus  gastroentéricos  e  as  negativas.  Porém houve maior 

freqüência e intensidade de diarréias  nas portadoras destes vírus,  15,8% e 

6,2%, respectivamente. 

Assumindo-se a presença da mãe nos cuidados das crianças como uma 

constante,  recomenda-se atenção à presença dos vírus gastroentéricos  nas 

gestantes,  favorecendo  oportunidade  para  tratamento  e  prevenção  da 

transmissão de mãe para filho, durante os cuidados diários realizados.

A presença dos vírus gastroentéricos em mulheres gestantes deve ser 

considerada sob a ótica da sua própria vulnerabilidade imunológica advinda do 

processo gestacional, da possibilidade de transmissão vertical daqueles vírus e 

da conhecida via de transmissão orofecal.  Portanto, abre espaço para medidas 

preventivas, uma vez que ainda não há vacina (exceto, para rotavírus) nem 

tratamento  específico  para  as  patologias  advindas  de  tais  infecções  e  da 

importância  epidemiológica  destes  vírus  como  causa  de  morbimortalidade 

neonatal e infantil.
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                                                                                      8. CONCLUSÕES8. CONCLUSÕES    
1. Os vírus gastroentéricos estiveram presentes numa parcela relevante 

(22,6%) desta população de mulheres adultas estudadas, representados pelos 

calicivírus  (16,7%)  e  astrovírus  (7,1%).  Não  foram  encontrados  rotavírus  e 

adenovírus. 

2.  Nas  condições  do  presente  estudo,  não  houve  associação  entre  a 

gestação  acrescida  ou  não  da  presença  do  HIV  como  fator  redutor  da 

capacidade imunológica  e à  presença dos  vírus  gastroentéricos;  ou  seja,  o 

estado gravídico e/ou ser portadora do HIV não aumentou a chance destas 

mulheres serem portadoras dos vírus gastroentéricos.
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                                                                                                      10. ANEXOS10. ANEXOS    

Senhora Gestante:

Existem algumas doenças que podem atingir a gestante que esteja 

com  seu  sistema  de  defesa  comprometido,  muitas  vezes  sem  sintomas 

visíveis.

Algumas  dessas  doenças  são  viroses  (causadas  por  Rotavírus, 

Adenovírus, Astrovírus e Calicivírus) que comprometem o intestino provocando 

diarréias,  má  digestão  e  fraqueza.  Estas  viroses  são  mais  comuns  de 

acometerem crianças com até dois anos de idade, provocando desitratações e 

muitos óbitos. Porém podem atingir a população adulta, sobretudo se estiverem 

com seu mecanismo de defesa contra infecção, debilitado.

Portanto, estamos propondo pesquisar a presença destes vírus em 

exames de fezes durante a gravidez e/ou após o parto, para verificar o quanto 

e o que eles representam para este grupo de gestantes. Embora não exista 

tratamento  definido  para  estas  doenças  durante  a  gravidez,  é  conveniente 

acompanhar  com atenção  as  portadoras  destas  viroses,  observando  se  as 

mesmas irão apresentar diarréias ou outros sintomas e ainda orientar estas 

mães para aumentarem os cuidados para não transmitirem estes vírus aos 

seus recém-nascidos através de secreções digestivas.

Este  estudo  quer  avaliar  a  freqüência  com  que  esta  doença 

acomete este grupo de gestantes, deseja ajudar a ciência a combater este mal, 

produzindo vacinas específicas e quer  apoiar o serviço de saúde na ajuda às 

mães atingidas por estas doenças.

Se você quiser participar desta pesquisa, será coletado, uma vez 

por  mês,  amostras  de  fezes  para  pesquisa  destes  vírus  e  ainda  coleta  de 

material fecal durante possíveis episódios de diarréia. 

Você não terá nenhum gasto e o resultado lhe será entregue na 

próxima consulta, aqui mesmo neste serviço. 

115



A sua participação será útil para você, seu bebê, sua família e para 

toda  a  sociedade.  Se  estiver  de  acordo,  assine  o  documento  que  lhe  é 

apresentado.

Rui Gilberto Ferreira
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TERMO  DE  CONSENTIMENTO FIRMADO  POR 
.......................................................................,  PARA 
PARTICIPAR  DE  INVESTIGAÇÃO  TENDENTE  A 
IDENTIFICAR A PRESENÇA  E CARACTERIZAR O 
TIPO  DE  ROTAVÍRUS,  ADENOVÍRUS, 
ASTROVÍRUS  E  CALICIVÍRUS  EM  AMOSTRAS 
FECAIS.

.................................................................................. brasileira, maior 

de idade, ou representada legalmente por, declara seu consentimento para ser 

incluída na pesquisa que pretende identificar e caracterizar o tipo de Rotavírus, 

Adenovírus,  Astrovírus  e  Calicivírus  doenças  que  podem  causar  diarréias, 

desidratações e óbitos, principalmente em crianças e adultos com organismos 

apresentando   sistemas  de  defesas  contra  infecções  debilitados.  Sua 

participação  consiste  em autorizar  a  pesquisa  dos  vírus  em exames  a  ser 

realizados em amostras de suas fezes coletadas uma vez por mês ou durante 

períodos em que tiver diarreia, durante o ano de 2006.

Está devidamente informada de que não existem riscos inerentes 

aos  procedimentos  necessários  para  a  realização  do  exame  e  que  os 

resultados  serão  mantidos  em sigilo  e  devolvidos  à interessada através  do 

nosso serviço de pré-natal.

Não  lhe  serão  ministrados  medicamentos  e  receberá  as 

informações necessárias para prevenir eventuais consequências em relação à 

gravidez ou ao seu bebê. Ademais, poderá contar com o apoio do serviço para 

ações que se fizerem necessárias.

Por estarem de acordo, firmam o presente documento:

__________________________        ____________________________

                  gestante Rui Gilberto Ferreira 

        Pesquisador
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Data: __ / __ / ____          DUM: __ / __ / ____        IG: _____        DPP: _________

Nome: __________________________________    Prontuário: ____________

Endereço: ______________________________________________________

Telefone:____________________Bairro: ______________________________  

Município: ___________________________________________________  UF: ___ 

Idade: ____  Escolaridade: __________  Estado Civil: _________________ 

Peso: ____ Kg         Estatura: ______ m 

G: __    P: __    A: __    Nascidos Vivos: __    Morreram: __   Natimortos: _____

Exames Complementares:   GS_Frh           Coombs Indireto        Hemograma
                                              EAS                 VDRL                        Rubeola
                                              HIV              TTooxoplasmose         Glicemia de jejum
                                              Carga viral ____  / _____                Glicemia pós prandial 

   CD4/CD8  ____ / _____         TTG

Intercorrências: Gravidez / Parto / Puerperio
______________________________________________________________
______________________________________________________________
_______________________________________________________________

Término da Gravidez:     Aborto             P.Normal                      cesária  
Forceps

RN: __________      Condições de Vida: ____________             Peso: _______   

Complicações: 
_____________________________________________________________________
_____________________________________________________________________

Observações: 
____________________________________________________________________
____________________________________________________________________
____________________________________________________________________
___________________________________________________________________

_____________________________________________________________________
Assinatura
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