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APRESENTAGAO

Cada vez mais percebemos, que no mundo da ciéncia, principalmente da
area da saude, nenhuma profissao trabalha sozinha, é necessario que varios
profissionais estdo envolvidos e engajados em conjunto, prezando pela, prevencéo,
diagnostico e tratamento de diversas patologias, visando sempre a qualidade de
vida da populacdo em geral.

A Coletanea Nacional “Difusédo do Conhecimento Através das Diferentes Areas
da Medicina” € um e-book composto por 4 volumes artigos cientificos, que abordam
relatos de caso, avaliacdes e pesquisas sobre doencas ja conhecidas da sociedade,
trata ainda de casos conforme a regido demografica, onde os locais de realizagao
dos estudos estao localizados em nosso pais, trata também do desenvolvimento de
novas tecnologias para prevenc¢ao, diagnéstico e tratamento de algumas patologias.

Abordamos também o lado pessoal e psicolégico dos envolvidos nos cuidados
dos individuos, mostrando que além dos acometidos pelas doencgas, aqueles que 0s
cuidam também merecem atencéo.

Os artigos elencados neste e-book contribuirdo para esclarecer que ambas as
profissbes desempenham papel fundamental e conjunto para manutencéo da saude
da populacdo e caminham em paralelo para que a para que a ciéncia continue
evoluindo para estas areas de conhecimento.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Lais Daiene Cosmoski
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CAPITULO 9

NOROVIRUS MURINO: UM AGENTE PREVALENTE

Data de aceite:19/11/2018

Daniele Masselli Rodrigues Demolin
Universidade Estadual de Campinas/UNICAMP -
Centro Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica
na Area da Ciéncia de Animais de Laboratério —
CEMIB, Campinas-SP.

Josélia Cristina de Oliveira Moreira
Universidade Estadual de Campinas/UNICAMP -
Centro Multidisciplinar para Investigacéo Biologica
na Area da Ciéncia de Animais de Laboratorio —
CEMIB, Campinas-SP.

Rovilson Gilioli

Universidade Estadual de Campinas - Centro
Multidisciplinar para Investigacao Biologica na
Area da Ciéncia de Animais de Laboratério —
CEMIB, Campinas-SP.

Marcus Alexandre Finzi Corat

Universidade Estadual de Campinas/UNICAMP -
Centro Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica
na Area da Ciéncia de Animais de Laboratério —
CEMIB, Campinas-SP.

RESUMO: Introducao: Norovirus sdovirus RNA
ss+, ndo envelopados, associados aimportantes
causas de epidemias de gastroenterites,
comumente encontradas em seres humanos
e com distribuicdo mundial. Afetam também
espécies animais como: bovinos, suinos, caes
e roedores. Norovirus murino (MNV) é descrito
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EM CAMUNDONGOS

como o0 mais recente agente infeccioso capaz
de acometer animais de laboratério. Devido a
sua prevaléncia e o potencial de interferéncia
em resultados experimentais, as informacgdes a
respeito deste patdgeno tornam-se importantes
na pesquisa médico-biologica. Objetivos:
Avaliar a ocorréncia da infeccdo por MNV em
colénias de camundongos nas cinco regides
do Brasil. Resultados: Das amostras de
fezes analisadas por RT-PCR para a regiao
conservada do gene do capsideo viral (VP1),
86% (175/584)

A andlise da regidao conservada do gene do

apresentaram-se positivas.

capsideo viral demonstrou uma identidade
de nucleotideos entre 83% a 99%. Para o
isolamento deste virus, células RAW 264.7
foram inoculadas com suspensao fecal de uma
linhagem geneticamente modificada e um efeito
citopatico sugestivo de infeccdo por MNV foi
observado. O isolamento viral foi confirmado
por RT-PCR o que nos permitiu estabelecer
a técnica de imunofluorescéncia indireta
(IF1). Das mostras testadas por IFl, 26,54%
(219/825) apresentaram anticorpos especificos
anti-MNV. Conclusao: Este &€ o primeiro
relato da identificacdo de MNV em col6nias
de camundongos em biotérios brasileiros,
evidenciando a importancia da implantacéo de
um programa de monitoramento sanitario em
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NOSSO pais.
PALAVRAS-CHAVE: Norovirus murino, Biotérios brasileiros, Monitoramento sanitario,
Saude animal.

MURINE NOROVIRUS: A PREVALENT AGENT IN MICE

ABSTRACT: Introduction: Norovirus is a non-enveloped, positive-sense RNA
virus associated to epidemic causes of gastroenteritis in humans and worldwide
distributed. Affects animal species as cattle, dogs, sheep, pigs and rodents. Murine
norovirus (MNV) is the most recent infectious agent in laboratory mice. Because your
worldwide prevalence, and its potential to interfere in experimental studies, bring out
information about norovirus and its surveillance turns an important assignment in
scientific research. Objective: To evaluate the occurrence of MNV infection in mouse
colonies in five regions of Brazil. Results: A positivity index of 29,96% (175/584)
was obtained in mouse fecal samples by reverse transcriptase polymerase chain
reaction for a conserved region of the viral capsid gene in ORF2 region. Analysis of the
conserved region of the viral capsid gene demonstrated a nucleotide identity of 83%
to 99%. To isolate MNV, RAW 264.7 cells were inoculated with fecal suspension of a
genetically modified strain and a suggestive cytopathic effect of MNV infection was
obtained and confirmed by RT-PCR. Viral isolation allowed us to establish the indirect
immunofluorescence technique. A percentage of 26.54% (219/825) of samples tested
showed anti-MNV specific antibodies. Conclusion: Our studies was the first to report
comprehensively the identification of MNV in mouse colonies of Brazilian facilities,
evidencing the relevance in implantation the health monitoring program in our country
and with that, support our biomedical scientific research through screenings of this
pathogen in Brazil and comparatively in the world.

KEYWORDS: Murine Norovirus; Brazilian animal facilities, Health monitoring and
animal health.

11 INTRODUCAO

1.1 Contexto Histérico — Norovirus Humano (HuNoV)

Agentes infecciosos como bactérias, parasitas e virus, estdo associados
com grande parte dos quadros de diarréia aguda, comumente conhecidos como
gastroenterites. Estes quadros sédo caracterizados por um processo inflamatério da
mucosa intestinal e tem se tornado uma das maiores causas de mortalidade e de
grande importancia na satde publica ®®. Os virus associados a gastroenterites tém
aumentado progressivamente e pertencem a familias distintas como: Reoviridae
(Rotavirus), Caliciviridae (Norovirus e Sapovirus), Astroviridae (Astrovirus)
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e Adenoviridae (Adenovirus), Picobirnaviridae (Picobirnavirus), Cardiovirus
(Picornavirus) e Parvoviridae (Bocavirus) (1%, Estes virus sao altamente infecciosos
e levam a surtos relacionados a infeccbes transmitidas por agua e alimentos
contaminados, fémites ou transmissao via contato direto “% 4. Sao comumente
encontrados em hospitais, escolas e creches, navios transatlanticos e em casas
de repouso. Apesar de afetarem individuos de todas as idades, altas taxas de
mortalidade e morbidade podem ser observadas em criangas, idosos e pacientes
imunocomprometidos ©8 67,

Atualmente sao descritos mais de 30 gendtipos, sendo que aproximadamente
60% dos surtos sao causados pelo gendtipo Gll.4 (12, E estes causam um importante
impacto econémico em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos ©. Em fungao
deste impacto, muitos investimentos tém sido realizados na busca por uma vacina
capaz de bloquear a infeccdo. Dados atuais relatam a eficiéncia de uma vacina
capaz de elicitar uma resposta para anticorpos neutralizantes. Esta compreende
uma mistura de moléculas candidatas como as VLP’s (virus-like particles) de
cepas prototipos e altamente circulantes na populagcdo. Dados deste estudo, em
fase clinica demonstram que estas induzem uma rapida resposta de bloqueio por
anticorpos, sao capazes de ativar células de meméria e demonstram ser altamente
promissoras @ 57

Até pouco tempo vacinas utilizando virus morto ou atenuado nao estavam
em desenvolvimento devido a falta de um sistema de cultura celular efetivo para
HuNoV. Porém com a recente descoberta de que enterdides intestinais humanos
(HIE) suportam a replicacao viral de HuNoV, novas possibilidades surgem no sentido
de se produzir uma vacina que forneca imunizacao totalmente efetiva (%7,

1.2 Classificacao

De acordo com a reestruturacédo taxonédmica proposta pelo Comité Internacional
de Taxonomia Viral (ICTV), realizada recentemente, todos os virus com genoma
viral constituido de RNA ss*; RNA ss- e RNA® pertencem a um grupo monofilético
(Realm) denominado Riboviria. Neste contexto, se encaixam os Norovirus, que
compreendem a familia Caliciviridae, dividida em dez géneros: Bavovirus (Bavaria
virus); Vesivirus (Feline Calicivirus e Vesicular Exanthema of Swine Virus), Lagovirus
(Rabbit hemorrhagic disease virus e European brown hare syndrome virus);
Sapovirus (Sapporo virus), Nebovirus (Newbury-1 virus); Minovirus (Minovirus
A); Nacovirus (Navovirus A), Recovirus (Recovirus A), Salovirus (Nordland virus),
Valovirus (Saint Valerian virus), Norovirus (Norwalk virus) 8.

Membros do género Norovirus acometem uma grande variedade de espécies
hospedeiras que incluem: bovinos, ovinos, suinos, felinos, caes e roedores .
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Atualmente, o género é classificado em sete genogrupos (Gl — GVII), baseado
na sequéncia de aminoacidos das proteinas do capsideo viral (VP1) &%) No
entanto, estes genogrupos sdo subdivididos em gendtipos ou clusters, baseados
na similaridade genética entre eles.

Os genogrupos |, Il e IV compreendem os gendétipos encontrado em seres
humanos. As infec¢des pelo Gl e Gll sdo responsaveis pela maioria das doengas em
humanos, enquanto as infec¢bes associadas pelo gendtipo Gll.4 ocorrem com maior
frequéncia e apresentam-se como uma das maiores causas das gastroenterites
epidémicas ou esporadicas 28 53 43.61.97 O genogrupo GllI inclui virus identificados
em bovinos ), enquanto aqueles identificados em suinos estao classificados no
genogrupo GlII %O GIV consiste em dois genétipos GIV.1 que infectam humanos
e GIV.2 que infectam felinos e caninos @& 2),

O genogrupo GV inclui virus detectados em roedores @2 497 Virus que
infectam caes também estao inseridos no genogrupo VI @ e recentemente um novo
genogrupo foi proposto para esta espécie, denominado GVII ©7,

Devido a diversidade genética e a capacidade de recombinacg&o dos Norovirus,
juntamente com a continua pressao seletiva exercida pelo sistema imune, uma
nomenclatura unificada de genotipagem tem sido proposta, sugerindo a incluséo
de sequéncias da ORF1 (open reading frame) para melhor identificacédo de cepas
relacionadas 38",

1.3 Caracteristicas gerais

Norovirus sdo virus pequenos, nao envelopados, com diametro entre 27 e
40 nm, e capsideo com simetria icosaédrica ®®. As particulas virais sao altamente
resistentes, mantém a infectividade em pH 2,7 por até 3 horas em temperatura
ambiente. A viabilidade também é mantida ap6s tratamento com éter 20% a 4°C
por 18 horas ou ainda a incubagcao a 60°C por 30 minutos. As concentragdes de
hipoclorito de sodio de 5.000ppm por 1 minuto ou 3.000ppm por 10 minutos foram
consideradas eficientes na inativacdo de Norovirus, juntamente com a utilizacéao
de glutaraldeido e iodo. Sao resistentes a desinfeccao por aménia quaternaria,
solventes orgéanicos, etanol 75% e hipoclorito de sédio a 300ppm. Irradiacéo
ionizante (ultravioleta) e ndo-ionizante (gama) mostrou inativar alguns Calicivirus,
embora nao haja relatos especificos da eficiéncia deste método para o norovirus
murino (MNV) @1,

Recentemente com a descoberta de dois sistemas de cultura celular (células B
e HIE) de HuNoV, testes de eficiéncia de inativacao por cloro e alcool puderam ser
realizados e os resultados mostraram que a utilizagdo do cloro na concentragcao de
50ppm ¢é efetiva na inativacdo do HuNoV - Gl (1319),
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1.3.1 Organizagcdo genémica

O genoma viral, com 7,5 kb de tamanho, é constituido de uma molécula linear
de RNA fita simples, com polaridade positiva (RNAss*) @9,

No geral, os virus pertencentes ao género norovirus possuem um genoma
constituido de trés ORFs (open reading frame), com exce¢cao do norovirus murino
(MNV) que apresenta uma ORF alternativa (Figura 1). A ORF1 é traduzida em
uma poliproteina de 194 kDa, que é clivada por uma protease viral (NS6) e produz
seis proteinas nao estruturais (NS), incluindo a propria NS6 ©9. As proteinas nao
estruturais incluem a RNA polimerase - dependente de RNA (NS7), a NS5/VPg, a
NS3/NTPase/RNA helicase, a NS1/2 e NS4, que estao envolvidas no processo de
formacéao do complexo de replicacao 3536,

A ORF2 e a ORF3 sdo traduzidas a partir de um RNA subgenémico e codificam
as proteinas do capsideo viral, VP1 e VP2, respectivamente. A VP1 é uma proteina
estrutural de 60 kDa e, com papel importante na replicacdo do virus. A VP2, uma
proteina estrutural de menor tamanho, com 23 kDa, interage com o RNA genémico
durante a formagéo do virion “9,

Apenas os MNVs apresentam uma regido de leitura alternativa, ORF4, que se
sobrepbe a ORF2. Esta é responsavel por codificar uma proteina conhecida como
VF1 (virulence factor 1), relacionada a fungdes regulatérias do sistema imune do
hospedeiro e viruléncia ©4.

Assim como outros RNA virus, a extremidade 5’ do genoma é covalentemente
ligada a uma proteina conhecida como VPg (genome-linked viral protein), de 13 a
15 kDa e com aproximadamente 22 aminoacidos. Por outro lado, a extremidade 3’,
apresenta uma cauda poliadenilada (poli-A), com 46 a 78 nucleotideos, com uma
estrutura stem-loop responsavel por interagir com algumas proteinas celulares, entre
elas a nucleolina (. Ha evidéncias que estas estruturas secundarias conservadas,
presentes nas regides 5’ e 3’ sdo importantes no processo de replicacao, formagcao
do RNA subgendmico, tradugcao e patogénese viral (-39,

O RNAsubgenbmico, produzido durante areplicacao, apresenta uma sequéncia
de 2,4Kb na porg¢ao final do RNA gendémico, covalentemente ligado a uma VPg na
regido 5’ e a uma cauda poliadenilada na regiao 3’ “0.
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Figura 1: Organizacdo do RNA genémico e subgenémico dos virus pertencentes a familia
Caliciviridae. Fonte: Royal & Locker, 2016 (83).

1.3.2 Proteinas virais
1.3.2.1 Proteinas nao estruturais

p48 (NS1/2)

E uma proteina ndo estrutural, codificada na extremidade N-terminal da ORF1
e que apresenta uma variabilidade em tamanho e sequéncias de aminoacidos entre
os virus do genogrupo | (48kDa) e genogrupo Il (37kDa) ?9. Estudos anteriores
sugerem que esta proteina pode estar relacionada a interagcdo dos Norovirus com
o complexo de Golgi, apresentando importante papel no transito intracelular de
proteinas virais, assim como no rearranjo das membranas vesiculares, associada
com a replicacdo do RNA viral ©%22 A NS1/2 é processada durante os estagios
tardios da infeccao viral por caspases celulares ativadas por apoptose ©9.

NS3/p41 (p40) NTPase

Classificada na superfamilia das RNA helicases, com peso molecular de 41
kDa e 40 KDa apresenta a capacidade de hidrolisar ATP, sugerindo sua atividade
NTPase, porém nao apresenta uma atividade de helicase 9.

NS4/p22 (p20) /3A-like

Similar a proteina 3A dos Picornavirus, é responsavel por codificar estruturas
conservadas que mimetizam os sinais envolvidos com o transito entre o reticulo
endoplasmatico e a fragmentagcado do complexo de Golgi. . Atua como antagonista
nas vias de secrecao celular, sugerindo um novo aspecto na interagdo virus e
hospedeiro ©9.

Difusdo do Conhecimento Através das Diferentes Areas da Medicina 3 Capitulo 9




NS5/VPg

A maioria dos membros pertencentes a familia Caliciviridae apresentam na
regiao5’, estruturas secundarias conservadas, importantes no processodereplicagcao
viral . A VPg (genome-linked viral protein) € uma proteina de aproximadamente
15kDa, com aproximadamente 22 aminoacidos e que se encontra covalentemente
ligada ao RNA genémico e subgendmico. Estruturalmente, apresenta um nudcleo
helicoidal que é flanqueado por regides flexiveis N- e C-terminais 9.

Estudos realizados nos géneros Norovirus murino (cepa MNV-1 CW1),
NV (NC1959) e Feline calicivirus (FCV) demonstraram a interacdao da VPg com
proteinas celulares do hospedeiro no ciclo de vida viral, sugerindo, portanto,
um novo mecanismo de iniciagcdo do processo de traducao ©)- A VPg também é
importante na regulagcéo dos eventos iniciais da transcricao e tradu¢cédo do RNA viral.
Dados obtidos de estudos com o virus Norwalk ttm demonstrado a sua importante
funcéo no recrutamento de fatores de iniciacdo da traducdo. Em Norovirus humano
(HuNoV) e MNV, as VPgs interagem com os componentes do complexo elF4F, em
particular elF4E e elF4A, um componente da familia das RNA helicases ©* 2%, assim

como elF3, uma proteina envolvida no recrutamento do complexo de pré-iniciacéo

(16).

NS6/3CLPr

Os Norovirus codificam uma protease, denominada 3C-like (3CLP™), devido a
sua similaridade com a proteina 3C dos Picornavirus ©9. Sua fung¢ao esta associada
a clivagem da poliproteina codificada pela ORF1, dando origem as proteinas nao-
estruturais do Norovirus.

Kuyumcu-Martinez et al. ®¥reportou a inibicéo da sintese de proteinas celulares
em Norovirus recombinantes e estes dados demonstraram ser importantes na

modulagéo da expressao génica celular e viral 0.
RdRp (NS7)

A RNA polimerase dependente de RNA (RpRd) dos Calicivirus esta relacionada
com as enzimas presentes nos virus da familia Picornaviridae, como exemplo a
3D polimerase (3Dpol), a qual tem sido utilizada como modelo comparativo. As
RpRd se estendem do aminoacido 1281 até a extremidade carboxi-terminal da
ORF1. Apresenta elementos estruturais e caracteristicas cataliticas, assim como
em outros virus de RNA de polaridade positiva ©%. As estratégias de processamento
proteolitico da poliproteina codificada pela ORF1 sdo capazes de gerar tanto
proteinas precursoras como produtos de clivagem enzimatica, aumentando a
capacidade dos virus em produzir enzimas com funcdes replicativas. Estudos
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enzimaticos com proteinas recombinantes confirmam que o precursor 3CL*P°-RdRp
apresenta atividade como protease e polimerase .

1.3.2.2 Proteinas Estruturais

VP1

As particulas virais sao compostas por 90 dimeros da proteina do capsideo, a
VP1. Codificada pela ORF2, peso molecular entre 58 e 60 kDa e, apresenta de 530
a 555 residuos de aminoacidos ©0.

Possui dois dominios principais, o dominio S (shell) e o dominio P (protruding).
O dominio S, com uma sequéncia conservada de 225 aminoacidos, contém oito
cadeias antiparalelas do tipo B, comumente encontradas em proteinas do capsideo
viral e formam a estrutura icosaédrica 8. O dominio P, com uma sequéncia variavel
de 127 aminoacidos, interage formando dimeros, que estabilizam o capsideo
e formam as protrusdes caracteristicas do virion ©° 40 E organizado em dois
subdominios: P1 e P2, sendo que do ponto de vista conformacional, o subdominio
P2 localiza-se externamente na superficie do capsideo. Contém sitios de ligagao
que sao reconhecidos por anticorpos neutralizantes e representam importantes
determinantes da viruléncia e antigenicidade viral, assim como demonstrado nas
interacbes entre os antigenos do grupo ABO e o Norovirus nas infeccées em
humanos ©.

Altas taxas de mutagcao podem ser demonstradas neste subdominio " e
no modelo MNV a substituicdo de um Unico aminoacido, pode estar associada a
atenuacgao da infecgéao in vivo “.

A proteina VP1 quando expressa em células de inseto a partir de baculovirus
recombinante, é capaz de realizar a montagem de VLPs. Estruturalmente e
antigenicamente mimetizam o virus, embora ndo possuam o genoma viral. Esta
oligomerizacdo, ou automontagem da particula, também pode ocorrer sem a

presenca do dominio P .
VF1

A proteina VF1 € encontrada apenas em Norovirus murino e alguns Sapovirus.
E codificada por uma regido de leitura alternativa, denominada ORF4, que se
sobrepbe a ORF2, sendo expressa por um RNA subgendmico. Durante a infecgcao
viral, a VF1 pode ser encontrada nas mitocondrias que apresentam um importante
papel na sinalizacdo da resposta imune inata, através de proteinas de membrana,
denominadas proteina de sinalizagdo antiviral mitocondrial (MAVS) ©3. Estas
proteinas apresentam um dominio N-terminal CARD-like e um dominio de trans
membrana C-terminal e estao envolvidas na ativacdo de NF-kB e IRF3 na resposta
a infecgdo viral, demonstrando o envolvimento das mitocondrias na imunidade

Difusdo do Conhecimento Através das Diferentes Areas da Medicina 3 Capitulo 9




inata®®).

Andlises funcionais tém demonstrado que a VF1 apresenta um papel
antagbnico na resposta imune inata, por impedir a regulagcdo de genes celulares
ativados pela via inata, como o interferon . Em estudos in vitro, utilizando células
RAW 264.7, as funcdes relacionadas ao controle da apoptose, foram observadas
durante a infeccdo viral na auséncia da expressdao da ORF4. Por outro lado, em
experimentos in vivo, com camundongos STAT 1" infectados com um virus mutante
para a expressdo da ORF4, observou-se uma expressao tardia para os sintomas
clinicos, demonstrando, portanto, seu papel na viruléncia viral ¢,

VP2

A VP2 é uma proteina codificada pela ORF3 e apresenta de 208 a 268 residuos
de aminoacidos. Com peso molecular entre 22 a 29 kDa e exibe uma grande
variabilidade no tamanho e na composicao da sequéncia de nucleotideos entre os
virus da mesma familia ¢, Evidéncias do papel da VP2 sugerem sua contribuicao
no aumento da expressao da VP1, na estabilizacdo das VLPs e no empacotamento
do genoma viral ©.

Ha indicios que os mecanismos envolvidos no processo de tradugao ocorram
via um mecanismo denominado “terminacdo-reiniciacdo” (TTR), ou seja, que o
evento de traducao da VP1 via RNA subgendmico ocorre através das interacdes
na regido 3’ que favorecem o recrutamento de fatores de iniciagao de transcricao
para a regiao 5’ — VP2 ®4- Estes dados suportam a ideia de que a sintese da VP2 é
regulada pela VP1.

Alguns estudos também revelam que a VP2 esta envolvida na indugao da
resposta imune protetora, por regular a maturacéo de células apresentadoras de
antigenos (199,

1.3.3 Replicagao viral

Os mecanismos envolvidos na replicacao viral do Norovirus humano (HuNoV)
tém sido elucidados pela utilizacdo de outros membros da familia Caliciviridae,
como o Calicivirus felino (FCV) e 0 MNV (190,

As estratégias de replicacdo do Norovirus sdo bem semelhantes aos virus
RNAss* e ocorre pela sintese de uma fita intermediaria de polaridade negativa que
serve como molde para a producao do RNA gendmico a partir da RNA polimerase -
RNA dependente (RpRd), uma enzima altamente conservada entre os virus de RNA
(28)_

Na primeira etapa da replicagdo, ocorre a adsor¢cédo do virion aos receptores
de superficie celular que envolve diferentes estruturas de carboidratos. O Norovirus
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humano (HuNoV) liga-se a antigenos do grupo de histocompatibilidade sanguinea
(HBGA: histo-blood group antigens) que neste caso, ligam-se ao subdominio P2
do capsideo viral, altamente variavel, formando uma interface com a cadeia de
oligossacarideos dos antigenos ©.

Por outro lado, o Norovirus murino liga-se aos radicais de acido siélico,
glicolipideos e glicoproteinas e a entrada do virus na célula hospedeira ocorre
pelo processo endocitico, mediado por proteinas como dinamina e colesterol 3.
Estudos recentes tém demonstrado que receptores proteicos, membros da familia
CD300 tem mediado a ligagdo do MNV a superficie celular juntamente a cofatores
moleculares presentes nos fluidos biol6gicos 4.

Apéds ainternalizacao e o desnudamento do genoma viral, inicia-se a traducgéo.
A ORF1 codifica uma poliproteina que € sintetizada pela clivagem proteolitica de
uma protease viral, NS6 e, resulta na liberacdo de proteinas ndo estruturais para
formar o complexo de replicacdo no citoplasma da célula hospedeira ©4,

A formacao deste complexo ocorre pela inducao de proteinas nao estruturais
p48 (NS1-2) e p22 (NS4), e envolve membranas da célula hospedeira e proteinas
que sao redistribuidas e modificadas durante a infeccéo viral ®5°4), Estas membranas
sao derivadas do reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e endossomos ©¢ 89,
Entretanto, a interagdo entre estas organelas e o complexo de replicagdo durante a
infecgcao viral pode induzir a ativacdo de sensores da imunidade inata ©4,

Recentemente, foi demonstrado que este complexo de replicagdo envolve
uma rede citoesquelética, através da organizagdo dos microtubulos em conjunto com
a RNA polimerase viral (NS7) ©®. Apenas quando este complexo é formado, a RdRp
(NS7) comeca a sintese do RNA polaridade negativa a partir do RNA gendmico,
cujo mecanismo é dependente da interacédo entre a VPg e a RdRp, que se ligam
através de pontes fosfodiéster junto ao nucleotideo inicial guanidina, presente nos

”

membros da familia Caliciviridae, sendo o processo conhecido como “guanilacéo

(104)

J4 a sintese do RNA subgendmico que € traduzido em proteinas estruturais,
VP1, VP2 e VF1 no caso de MNV, pode ocorrer por dois mecanismos distintos:
um deles pode estar associado a interagcdo de uma estrutura stem-loop da VP1,
juntamente com a RpRd viral (9 ou por um processo denominado de terminagao
“prematura” da replicacdo do RNA polaridade negativa, através de um sinal de
terminacao . As proteinas estruturais sao montadas e empacotam o RNA genémico
formando as particulas virais maduras. A liberacdo dos virions ocorre apoés a lise

celular ©4,
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1.3.4 Patogénese

A patogénese da infeccéo pelo Norovirus humano tem sido dificultada pela
incapacidade da propagacao do virus in vitro (1®. Modelos animais tém contribuido
na elucidacédo destes mecanismos. Dentre eles, apenas o Norovirus murino se
replica em cultura de células ©2 19O tropismo celular do HuNoV in vivo ainda nao
estd bem esclarecido, embora haja evidéncias de que os enterdcitos da porcéo
proximal do intestino delgado representam o sitio de replicacdo, devido a presenca
do antigeno viral nestas células “2.

Dados recentes reportam que os Norovirus sé&o capazes de infectar,
especificamente células imunes da lamina propria e foliculos linféides, incluindo
placas de Peyer 2, como demonstrado em bovinos e camundongos, e que também
se replicam em células dendriticas, macréfagos e células B (190,

Esforcos por parte da comunidade cientifica foram realizados para o cultivo
in vitro de HuNoV (®. A replicagdo em células B foi evidenciada pelo aumento
do numero de copias e titulo viral, sugerindo que NoV faz transcitose, ou seja,
atravessam o epitélio intestinal acessando as células alvo do sistema imune @741,
porém outros estudos sao necessarios para que se determine um método de cultura
reprodutivel para o HuNoV. @7,

Células epiteliais intestinais denominadas enterbides ou HIE (Human
Intestinal enteroids) geradas nas criptas intestinais e isoladas de tecido intestinal
humano parecem ser promissoras no sistema de replicagdo do HuNoV (101939

Karst & Wobus ©#? propuseram um modelo da infeccao intestinal por Norovirus,
demonstrando que as células M, presentes em placas de peyer, apresentam
um receptor para imunoglobulinas A (IgA), e ligam-se a patégenos formando um
complexo capaz de atravessar a barreira epitelial por um mecanismo de transporte
vesicular transepitelial, conhecido por endocitose.

Embora acredita-se que a infeccdo por Norovirus seja restrita ao intestino,
estudos detectaram o RNA viral no soro de 15% de individuos infectados “9, no
entanto, 0 mecanismo da disseminacéao viral para os tecidos periféricos € pouco
conhecido. Estudos com o MNV mostraram que o tropismo por células dendriticas é
capaz de facilitar a sua disseminacéo extra intestinal para os linfonodos mesentéricos

(40).

1.3.5 Métodos de Diagndstico

O Norovirus foi primeiramente identificado pela utilizacdo da microscopia
eletronica (ME) e imunomicroscopia eletronica (IME) ©8. Outros métodos de

diagnostico também podem ser utilizados, embora a clonagem e o sequenciamento
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do genoma do Norwalk virus ("% permitiu o desenvolvimento de métodos moleculares
para a detecgao do virus nas amostras de fezes nos surtos de gastroenterite °.

1.3.6 Métodos moleculares

Os ensaios de PCR em tempo real (RT-qPCR) e RT-PCR puderam ser
desenvolvidos e como testes altamente sensiveis, mostraram-se capazes de
diferenciar os genogrupos e determinar a carga viral @° %2 81.102  Entretanto, com
a descoberta de novas cepas virais €, com o aumento no niumero de sequéncias
acessiveis, novos protocolos tém sido utilizados com o objetivo de identificar
novas cepas circulantes. Ensaios qRT-PCR baseados no sistema TagMan tem
sido amplamente utilizado por conta de sua sensibilidade e especificidade, sendo
capazes de detectar entre 10 a 100 copias/g de amostra ¢".

Atualmente, metodologias moleculares, como o NGS (Next generating
sequencing) tem se tornado uma importante ferramenta, pois permite identificar uma
diversidade viral em diferentes amostras e compara-la com o viroma e microbioma,
que por sua vez podem influenciar na transmissao e expressao da infeccéo causada
pelo NoV (14,

1.3.7 Meétodos enzimaticos

Ensaiosimunoenzimaticos como ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay),
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e o ensaio fluorescente multiplexado (MFIA) tem
sido importantes ferramentas para a triagem de amostras de soro, assim como
contribuem para estimar a prevaléncia da infeccdo por norovirus e detectar cepas
antigenicamente distintas (6 34 49:50.82. embora amostras com resultados negativos
devem ser confirmadas por uma segunda metodologia.

No caso do norovirus humano varios testes enzimaticos de terceira geracao,
recomendados pelo FDA (Food and Drug Administration) estdao disponiveis no
mercado comercial @1,

Ensaios fluorescentes multiplexados, que utilizam a tecnologia Luminex tém
sido utilizados no diagnéstico de infecgdes pelo norovirus murino (MNV), por ser um
teste automatizado e mais sensivel do que as reagbes de ELISA @0,

2 | NOROVIRUS MURINO (MNV)

A descoberta do Norovirus murino (MNV) abriu caminhos nos estudos de
replicacao viral, mecanismos de patogenicidade, interacédo virus-hospedeiro e no
desenvolvimento de metodologias para o diagnéstico deste patdogeno. Até pouco

Difusdo do Conhecimento Através das Diferentes Areas da Medicina 3 Capitulo 9




tempo, o conhecimento sobre a patogénese da infeccdo pelo Norovirus humano
tem sido dificultado pela incapacidade da propagacao do virus in vitro '®. O uso
de diferentes modelos animais tem contribuido na elucidagdo dos mecanismos
de patogenicidade dos Norovirus. Desses modelos experimentais, em potencial,
apenas o Norovirus murino se replica em cultura de células®21%,

MNV foi descrito pela primeira vez em 2003 por Karst e colaboradores®“?,
em camundongos knockout para os genes RAG2 (recombination activating gene)
e STAT-1 (signal transducer and activator of transcription 1). Estes camundongos,
reconhecidos como RAG 2/STAT-1", desenvolviam uma doenca sistémica causada
por um patdgeno desconhecido, mas que poderia ser transmitida por inoculagcbes
intracerebrais sucessivas. A analise do cérebro destes animais apresentou
resultados negativos para patdgenos humanos e murinos sabidamente conhecidos.
Outras linhagens knockout para receptores de interferon aBy (IFNaByR”) quando
infectadas também sucumbiam a infec¢cdo apds 30 dias, demonstrando, portanto,
o papel dos interferons na resisténcia a infeccdo. Sinais clinicos de encefalite,
vasculite, pneumonia e hepatite foram descritos “4.

A analise da sequéncia de nucleotideos demonstrou homologia & regides do
genoma dos Calicivirus e posteriormente foi nomeado Norovirus murino 1 (MNV-1)
@9 Apobs a descoberta do MNV-1, trés novas cepas de MNV foram descritas: MNV-2;
MNV-3 e MNV-4, que sdo capazes de induzir infecgcéo persistente, enquanto MNV-
1 induz infeccdo transiente ©%. As cepas de MNV descritas até entdo apresentam
uma identidade de nucleotideos em torno de 87% a 94,1%, demonstrando regides
altamente conservadas, assim como caracteristicas bioldgicas homdlogas quando
comparadas a sequéncia MNV-1, porém divergem quando comparadas com
Norovirus humano e bovino ©3.

Thackray e colaboradores ¥ analisaram 26 sequéncias genémicas de MNV
e observaram alta homologia nos primeiros 32 nucleotideos da regidao 5’ e 64
nucleotideos da juncédo ORF1 e ORF2, assim como nos 47 nucleotideos da ORF2,
quando comparados entre as cepas descritas. Embora fosse possivel verificar
13% de divergéncia, todas as sequéncias foram incluidas em um Unico genogrupo,
genotipo e sorotipo.

Aidentificacdo da presencado MNV em camundongos RAG/STAT1- contribuiu
para o estudo dos mecanismos envolvidos na resposta imune inata e adaptativa
do hospedeiro, demonstrando que STAT1-/- é um fator preponderante no controle
da infeccao, desde que camundongos deficientes para STAT1” apresentem altos
titulos virais “2.

Varios estudos foram realizados para verificar a habilidade deste virus em
induzir doenca clinica. Camundongos com expressdao normal do gene STAT1 e
deficientes para o gene RAG1 e RAG2 foram inoculados pelas vias: oral, nasal e
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intracranial, mas 90 dias ap6s a inoculagdo ndao sucumbiram a infeccao “4.

O gene ativador de recombinacéo (RAG) é essencial na producéao de linfécitos
T e B maduros, que por sua vez sao componentes do sistema imune adaptativo.
Estes genes codificam proteinas conhecidas como RAG1 e RAG2 que permitem a
recombinacado dos genes VDJ, envolvidos na maturacao de células T e B. Por outro
lado, as proteinas ativadoras da transcricao e sinal de transducao (STAT), pertencem
a familia de proteinas citoplasmaticas envolvidas no desenvolvimento e fungédo do
sistema imune e sdo ativadas na presenca de polipeptideos extracelulares. Estas
apresentam a funcao de inibir a replicagdo viral e apoptose, resultando em uma
baixa disseminacgao viral ©7.

Camundongos RAG™, sédo capazes de fazer a infeccdo persistente com
excrecao de particulas virais infecciosas por periodos prolongados, indicando que
a imunidade adaptativa ndo é necessaria a prote¢cédo contra o desenvolvimento da
doenca . Wobus e colaboradores (%9 demonstraram a importancia do sistema
imune inato na infeccdo por MNV-1, devido ao clearance viral observado em
linhagens de camundongos imunocompetentes.

Ainfeccdo por MNV-1 em camundongos imunocompetentes demonstra que o
virus é capaz de replicar e disseminar por varios 6rgdos como: baco, pulméo, figado
e linfonodos mesentéricos. Analises histologicas permitiram observar a presencga de
uma enterite leve, hipertrofia da polpa vermelha e polpa branca do bag¢o ap6s 72
horas de infecgao e infiltrado inflamatério em hepatbcitos “4 67

O sistema imune inato também tem papel importante na resisténcia a
infeccdo por MNV. Camundongos deficientes para IFN tipo | (IFNaB) e IFN tipo
Il (IFNy) quando infectados pelo MNV sao capazes de resistir a infeccdo, mas
quando apresentam deficiéncia para ambos os tipos de interferon, a infeccéo é letal,
sugerindo um possivel mecanismo de compensacao entre a resposta IFN | e Il na
resisténcia a infeccao que de certa forma sdo capazes de controlar a disseminagao
viral para os tecidos periféricos “%. Diante destes fatos acredita-se que individuos
com deficiéncia na resposta imune inata podem desenvolver a doen¢a com sintomas
mais graves. Além disso, a variacao genética dos receptores aos Norovirus € um
fator importante quanto a susceptibilidade a infecgao (1°.

O conhecimento in vitro e in vivo da replicagcéo viral e as patologias das
diferentes sequéncias genbmicas de MNV, mesmo pertencentes ao mesmo
genogrupo contribuiram no entendimento das diferencas genéticas entre elas.
Assim como em Norovirus humano, ha evidéncias de recombinacéo entre as cepas
de MNV, sugerindo a possibilidade do surgimento de cepas geneticamente distintas.
©). Da mesma forma, sugere-se a possibilidade de co-infec¢do entre as cepas de
MNV (31, 46)_

Estudos imunohistoquimicos revelaram que MNV apresenta um tropismo por
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células de origem mononuclear; macréfagos e células dendriticas ©7- 1%, Baseado
nestes relatos foi possivel identificar uma linhagem celular permissiva, denominada
RAW 264.7, originaria de células imortalizadas de macréfagos de camundongos,
transformadas pelo virus da leucemia de Abelson e que permitiu a propagacao
in vitro do MNV. Estes achados contribuiram significantemente para os estudos
relacionados a biologia e patogénese do Norovirus, utilizando o MNV como principal
modelo (199,

Assim como em seres humanos, estudos epidemiolégicos tém demonstrado
gue o Norovirus animal apresenta distribuicdo mundial ®). Paises da América do
Norte, Europa e Asia tém descrito a alta prevaléncia da infeccdo por MNV em
colénias de camundongos (26 31, 34, 42, 47, 48, 49, 66, 77, 78)  Estes dados apontam para um
grande impacto do potencial deste virus em interferir em resultados experimentais

que utilizam modelos animais, como ja demonstrados por alguns autores 679,

2.1 Norovirus em Rattus norvegicus

Apéds aidentificacdo de MNV e os relatos de sua prevaléncia em camundongos
4860) pesquisadores passaram a procurar evidéncias de NoVs em colbnias de ratos
(21,88, 95) visto que, este modelo animal também é amplamente utilizado na pesquisa
biomédica.

Tsunesumi e colaboradores (2012) descreveram a presenca de NoV em ratos
silvestres do género Rattus rattus e Apodemus speciosus 9. Em seguida, Tse e
colaboradores ©® identificaram dois isolados de NoV em Rattus norvegicus. Com
organizacao tipica de NoV, o genoma viral tem aproximadamente 7.541pb, dividido
em trés regides abertas de leitura (ORF1, ORF2 e ORF3). A primeira descricao de
Norovirus em col6nias de ratos foi realizada recentemente pelo nosso grupo de
trabalho. Neste estudo, o isolamento do virus em células permissivas RAW264.7 e
o desenvolvimento de um semi-nested RT-PCR, permitiu o diagnéstico de Norovirus
e a implantacdo de uma rotina de monitoramento sanitario para este agente. A
prevaléncia viral obtida pelo semi-nested RT-PCR e pela sorologia, foi de 11% e
11,45%, respectivamente em colbnias de ratos mantidos em biotérios brasileiros ¢,
O isolamento viral permitiu o depdsito da cepa brasileira de RatNoV no GenBank
sob numero de acesso KU 169124.

3 1 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O CEMIB (Centro Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica na areada Ciéncia
de Animais de Laboratério) € um biotério localizado na UNICAMP (Universidade
Estadual de Campinas) com um importante papel e atuacdo no fornecimento
de modelos de animais certificados do ponto de vista sanitario e genético para
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a pesquisa médico-biologica realizada pela comunidade cientifica. Neste sentido,
o Laboratério de Controle de Qualidade Sanitaria Animal (LCQSA) do CEMIB
desenvolve atividades voltadas ao monitoramento sanitario de camundongos e ratos
por meio da pesquisa de patdgenos primarios e oportunistas capazes de influenciar
e alterar resultados experimentais e por consequéncia gerando trabalhos cientificos
ndo confiaveis e ndo reproduziveis.

O LCQSA é membro efetivo do ICLAS Laboratory Animal Quality Network
(Performance Evaluation Program for Diagnostic Laboratories-PEP). Este programa
criado em 2006 com iniciativa do ICLAS (International Council for Laboratory Animal
Science), junto a laboratérios de outros paises envolvidos no monitoramento da
saude de animais de laboratério, tem como objetivo manter a qualidade dos animais
utilizados nas pesquisas cientificas e avaliar a confiabilidade e sensibilidade dos
métodos de diagnostico laboratoriais adotados pelos laboratérios participantes.

Neste contexto, o laboratério tem continuadamente envidado esforcos
para implantacao e melhoria de novas técnicas de diagndstico com a proposta de
identificar agentes patogénicos emergentes ou re-emergentes e prevalentes nas
colénias de animais de laboratoério.

Relatos da infeccéo por MNV, foram primeiramente descritos por Hsu et al.
@4 que indicou o MNV como um dos patégenos mais prevalentes em camundongos.
Em funcéo da relevéancia da ado¢édo de um programa de monitoramento sanitario,
do impacto deste agente nas col6nias de animais de laboratério e visto que, ndo ha
dados da prevaléncia de MNV no Brasil, este trabalho teve como objetivo avaliar
a distribuicdo da infeccdo pelo Norovirus murino em camundongos mantidos em
biotérios de Universidades publicas e privadas, Centros de pesquisa e empresas
privadas das diferentes regides geograficas do Brasil.

4| METODOLOGIA

Biotérios: Foram avaliados vinte e oito biotérios de Universidades publicas
e privadas, Centros de pesquisa e empresas privadas localizados nas regides
Sudeste, Sul, Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil. Dentre estes biotérios,
dezoito sao classificados como biotérios de producéo; quatro biotérios de empresas
privadas e seis biotérios de experimentacao.

Animais: Camundongos de diferentes linhagens foram submetidos a avaliagao
sanitaria. Os animais foram eutanasiados segundo as recomendac¢des do CONCEA
e necropsiados para a coleta de amostras biol6gicas. Os procedimentos adotados
neste estudo foram analisados e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal (CEUA) do Instituto de Biologia da Unicamp (Protocolo n°: 2372-1).

Amostras: Um total de 584 amostras de fezes de camundongos foram
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coletadas e uma suspenséao fecal a 20% (p/v) foi preparada para a extracdo do
RNA viral e infecgao celular. Também foram obtidas 825 amostras de plasma para
a realizagao da técnica de Imunofluorescéncia indireta (IFl).

Cultura celular e Isolamento viral: Células RAW 264.7 foram utilizadas para
a o isolamento viral, producdo do antigeno e preparo de laminas para a reacéao
de Imunofluorescéncia Indireta. Suspensao de fezes a 20% de uma linhagem de
camundongo geneticamente modificada foi utilizada como in6culo e doze passagens
“cegas” foram realizadas até a observacgao de efeito citopatico (ECP) caracteristico
da infeccéo por MNV apés 24 a 48 horas ap0s a inoculagao.

Métodos moleculares: O RNA viral extraido de amostras de fezes e de
sobrenadante de cultura celular foi submetido a reacédo de RT-PCR pela utilizacéo
de primers direcionados para a regidao conservada do gene do capsideo (VP-1),
que detectam os 4 gendétipos (MNV-1, 2, 3, 4). O sequenciamento dos amplificados
permitiram realizar o alinhamento e gerar uma arvore filogenética. A caracterizagao
foirealizada pela comparacédo com as sequéncias pertencentes a familia Caliciviridae
depositadas no GenBank, pela utilizacdo do BLAST.

51 RESULTADOS

5.1 Identificacao de MNV nas amostras de fezes pelo RT-PCR

Os resultados obtidos com primers que detectam as cepas MNV-1; MNV-
2; MNV-3 e MNV-4, demonstraram uma positividade de 29,96% (175/584) nas
amostras de fezes de camundongos analisadas nos biotérios das cinco diferentes
regides do Brasil.
Na avaliacdo dos biotérios, 86% apresentaram resultados positivos para
MNV enquanto 14% apresentaram-se negativos (Figura 2).

Identificagédo de MNV nos biotérios brasileiros — RT-PCR

Il Biotérios positivos - MINV

B Biotérios negativos - MNV

Figura 2: Gréafico de Identificacdo de MNV nos biotérios brasileiros pela técnica de RT-PCR.

Dentre as regides analisadas, a regidao Sudeste apresentou positividade de
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37,6% e destacou-se por concentrar 75% das amostras positivas, com a maior
quantidade de biotérios de producdo de universidades publicas e privadas que
mantém colbnias de camundongos S.P.F (Specified pathogen free), providas de
sistema de barreiras sanitarias.

A analise de positividade entre os biotérios de producdo e experimentacéo
pertencentes as diferentes instituicbes demonstrou que a disseminacdo da
infecccao pelo MNV tem um perfil muito semelhante. Os biotérios de producé&o com
positividade de 44% e experimentacao com 56%.

5.2 Isolamento Viral

Isolamento viral foi confirmado pela técnica de RT-PCR nas diferentes
passagens celulares, apds a inoculagcdo com suspensédo fecal de camundongo
geneticamente modificado. A observacao do efeito citopatico, foi evidenciada na
3% passagem apds infeccdo e caracterizado por células arredondadas e formacéao
de vesiculas (Figura 3A e 3B). O isolado obtido identificado como LCQS1, foi
utilizado na producéo de laminas de IFI, analises de identidade de nucleotideos e

caracterizacdo molecular dos genétipos de MNV.

Figura 3: Células RAW 264.7 infectadas com suspensao fecal de camundongo geneticamente
modificado, naturalmente infectado com MNV. A: Monocamada de células RAW 264.7 nao
infectadas (250x); B: Efeito citopatico do MNV (*) apds 48 horas de infecg¢éo, evidenciado pelas
células arredondadas e vesiculadas (aumento de 400x).

5.3 Identificacao de MNV nas amostras de plasma pela técnica de

Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

Os dados obtidos pela técnica de Imunofluorescéncia indireta (IFl) para
a pesquisa de MNV nas col6nias de camundongos dos biotérios de producao e
experimentacéo, das diferentes instituicbes brasileiras demonstraram que o virus se
mantém circulante nestas colénias. Do total de 825 amostras testadas, 219 (26,54 %)
apresentaram anticorpos especificos anti-MNV. Dentre as instituicdes positivas das
diferentes regides do Brasil, universidades Publicas/Privadas representam 20%;
Centros de Pesquisa /Producédo 29,19%; Centros de Pesquisa/Experimentacao
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39% e empresas privadas 25%. Apenas oito instituicbes com padrdo sanitario S.P.F,
apresentaram-se negativas para anticorpos anti-MNV.

A reacao de IFI caracteriza-se por apresentar fluorescéncia citoplasmatica,
presenca de granulos e vesiculas em células RAW 264.7 (Figura 4).

Figura 4: Reagéo de Imunofluorescéncia Indireta. A: Células RAW 264.7 infectadas com MNV
(isolado LCQS 1), aumento de 200x e B: Células RAW 264.7 infectadas com MNV (isolado
LCQS 1),aumento de 400x):

5.4 Caracterizacao molecular e analise filogenética

Para a analise filogenética, nove amostras de produtos de PCR, foram
submetidas ao sequenciamento junto com o isolado LCQS1 obtido de cultura celular
infectada. Uma sequéncia consenso, foi criada para cada uma destas amostras
avaliadas.

As amostras identificadas como LCQS representam diferentes biotérios sendo
LCQS1 a LCQS 7, biotérios de producao de Universidades Publica/Privadas, LCQS
10: biotério de um Centro de pesquisa e LCQS 11: biotério de empresa privada.

Para fins de comparacao com a literatura, 29 sequéncias protétipo de MNV, de
genomas parciais e completos disponiveis no GenBank, foram incluidas na analise
molecular, representando os diferentes gendétipos circulantes mundialmente. Trés
sequéncias obtidas de ratos (Rattus norvergicus), duas protétipos e uma isolada
de colbnias de ratos no Brasil, assim como representantes da familia Caliciviridae

também foram incluidas na analise (Figura 5).
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Figura 5: Andlise filogenética baseada na sequéncia de nucleotideo da VP1 de isolados de MNV de biotérios
brasileiros e cepas protétipos do genogrupo V. As sequéncias M87661.2 e X86560.1 foram utilizadas como
grupos externos. As sequéncias dos isolados estéo identificadas com o simbolo .+. A arvore filogenética foi

construida pelo programa MEGAG, utilizando método Neighbor-Joining. Valores de bootstraps foram definidos em
1000 réplicas. A escala de barra representa unidades por substituicdo de nucleotideos.

6 | DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo investigar a ocorréncia de Norovirus murino
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em amostras de fezes de camundongos naturalmente infectados provenientes de
colbnias convencionais e S.P.F. de biotérios de Universidades publicas ou privadas,
Centros de pesquisa e empresas privadas das diferentes regides geograficas do
Brasil.

Desde a sua primeira descricdo, MNV tem se apresentado como o patégeno
mais prevalente nos biotérios que mantém animais de laboratério para uso nas
pesquisas biomédicas (18 31.33.34.48.72.78)  nhorém ainda ndo haviam dados sobre a
identificagdo e circulagdo do virus em biotérios brasileiros

Este € o primeiro relato da identificagdo de Norovirus murino em biotérios
de producéo e experimentagdo no Brasil ®2. Os resultados obtidos neste estudo,
demonstraram positividade de 29,96% nas amostras analisadas por RT-PCR e
apontam a ampla disseminacado deste virus nos biotérios brasileiros, sendo que
86% destes, apresentaram-se positivos para MNV por este método. A porcentagem
de amostras positivas que apresentaram anticorpos anti-MNV pela técnica de
Imunofluorescéncia Indireta foi de 26,54%. Estes dados juntamente com os
obtidos por RT-PCR indicam que o virus encontra-se circulante nas colbnias de
camundongos no Brasil, remetendo a preocupacgao quanto a qualidade dos animais
de producgao e experimentacao que estao sendo utilizados nos estudos biomédicos
desenvolvidos no pais.

Visto que MNV é um patégeno de amplitude mundial e alta prevaléncia,
destaca-se a necessidade de um programa de monitoramento sanitario efetivo a
fim de evitar experimentos ndo confiaveis e irreprodutiveis. Considerando o perfil
das instituicbes investigadas, as empresas privadas foram as que apresentaram
maior taxa de contaminacado. Quanto a finalidade dos biotérios, tanto biotérios de
producédo, com adocado de sistema de barreiras sanitarias, quanto os biotérios de
experimentagcdo com barreiras sanitarias menos severas, contribuiram quase que
igualmente para demonstrar a ocorréncia de MNV.

O perfilde contaminacao pode ser atribuido a diversos fatores que contribuiram
para esta disseminacéao viral. Vale ressaltar a troca de diferentes linhagens entre as
instituicbes de ensino e pesquisa, com destaque para as linhagens geneticamente
modificadas, que muitas vezes se apresentam mais susceptiveis & agentes
infecciosos. Utilizacdo de material biolégico contaminado sem prévia certificacao
e Importacao de matrizes de camundongos, trazidas por diversos pesquisadores e
instituicdes como forma de iniciar as colénias de producao e pesquisas. Isto contribui
de forma significativa para a introducdo de agentes infecciosos e patogénicos
encontrados atualmente nos biotérios @48 71,

Dados relatados por biotérios da Europa, América do Norte e Asia (22 33 34
46,66,72,77) reforgcam a disseminacao do MNV nas coldnias convencionais e SPF de
camundongos mantidos em diferentes instituicbes, demonstrando que este virus
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€ capaz de induzir uma infeccdo persistente, com excrecédo de particulas virais
por longos periodos e assim contribuindo para a transmisséo entre os animais ©3.
Alguns trabalhos correlacionam a persisténcia viral com a microbiota intestinal na
infeccdo pelo MNV. Dados sugerem que a microbiota intestinal desempenha um
papel importante na capacidade do virus em estabelecer uma infeccao persistente,
e o tratamento com antibi6ticos pode modificar a patogénese da infecgao viral 79,

Diante da amplitude de disseminacdo do MNV e da importancia em manter
animais com qualidade é imprescindivel a ado¢do de estratégias para o controle
desta infeccdo “®. A descontaminagcao de salas com solucédo de diéxido de cloro
mostrou ser efetiva, com diminuicdo de até 0,1% de concentracdo de particulas
virais no ambiente ®". MNV nao atravessa a barreira placentaria, sendo, portanto,
erradicado por métodos como: rederivagdo cesariana, transferéncia de embrides e
transferéncia ovariana & 79,

Os resultados apontam para a urgente necessidade de adequacédo da
infraestrutura fisica dos biotérios e inclusdo deste agente no programa de
monitoramento sanitario, assim como recomendado pela Federation for Laboratory
Animal Science Associations (FELASA) ©9,
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