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RESUMO

O virus da Hepatite E (HEV) é um RNA-virus entericamente
transmissivel do género Hepevirus causador de hepatite aguda em humanos
que apresenta ampla distribuicdo em diversas regides do mundo. Suinos séo
relatados como a principal fonte de infecgao para humanos relacionadas aos
genodtipos 3 e 4 em regides consideradas nao-endémicas. Neste sentido, o
presente estudo teve como objetivo demonstrar a infecgéo pelo HEV em suinos
no Estado do Para através de métodos soroldgicos e moleculares aplicados a
amostras de soro, fezes e figado de 151 suinos abatidos na regiédo
Metropolitana de Belém. A investigacdo soroldgica abrangeu a pesquisa de
anticorpos anti-HEV das classes IgM e IgG e o diagndstico molecular inclui a
detecgdo do HEV-RNA, sequenciamento nucleotidico e analise filogenética das
sequéncias obtidas. Como resultado, ndo foram detectados anticorpos anti-
HEV IgM e a prevaléncia de animais sororeativos para IgG foi de 8,6%
(13/151). A detecgdo molecular amplificou fragmentos do HEV genoma em
4,8% (22/453) das amostras testadas e a prevaléncia de animais positivos a
pelo menos uma amostra foi de 9,9% (15/151). A analise filogenética concluiu
que todas as sequéncias analisadas pertencem ao gendtipo 3 do virus, descrito
como zoondtico. Foram identificados os subtipos 3c e 3f ocorrendo
simultaneamente estre as amostras, de acordo com as duas regides do
genoma amplificadas. Estes resultados constam como as primeiras evidéncias
sorolégicas e moleculares da circulagdo do HEV entre suinos no Norte do

Brasil e também como a primeira detecgao e genotipagem do HEV na regiao.

Palavras-chave: Virus da Hepatite E. Suinos. Sorologia. Genétipo 3. Zoonose.



ABSTRACT

Hepatitis E virus (HEV) is an RNA virus of genus Hepevirus causative agent
of enterically transmitted acute hepatitis in humans that is widely distributed in
many regions of the world. Pigs are reported as the main source of infection to
humans related to genotypes 3 and 4 virus in non-endemic areas. In this sense,
the present study aimed to demonstrate the HEV infection among swine in the
Para State by serological and molecular methods applied to samples of serum,
stool and liver of 151 pigs slaughtered in metropolitan area of Belém A serologic
investigation included the search for anti-HEV IgM and IgG and molecular
diagnostic included the detection of the HEV RNA, nucleotide sequencing and
phylogenetic analysis of sequences obtained. As result we detected no anti-
HEV IgM and the prevalence of animal seroreactive for IgG was 8,6% (13/151).
Molecular  detection of HEV genome amplified positive fragments in 4,8%
(22/453) of samples tested and the prevalence of positive animals at least one
sample was 9,9% (15/151). Phylogenetic analysis has concluded that all
sequences examined belonged to genotype 3 virus, described as zoonotic. We
identified the subtypes 3c and 3f occurring both among samples according to
the two regions of the genome amplified. These results are the first serological
and molecular evidences of the existence of HEV among swine in Northern

Brazil and also the first detection and genotyping of HEV in region.

Keywords: Hepatitis E virus. Swine. Serology. Genotype 3. Zoonosis.
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1 INTRODUGAO

O virus da hepatite E (Hepatitis E virus - HEV) é um RNA-Virus nao-
envelopado de distribuicdo endémica em muitos lugares do mundo
(NISHIZAWA et al., 2003). Segundo os autores a transmissao deste agente se
da principalmente por via fecal-oral, sendo veiculado por agua contaminada,
fazendo com que o HEV seja uma problematica em regides alagadicas, com
baixas condi¢cdes sanitarias.

Epidemias em humanos séo relatadas na india, Africa Central, América
Latina, Oriente Médio e Republicas independentes da ex-Unidao Soviética
(PARANA; SCHINONI, 2002). De acordo com Inoue et al. (2006) esse virus é
responsavel pela maior causa de hepatite viral entericamente transmissivel no
mundo. Estima-se que s6 na india mais de 2 milhées de casos ocorrem por ano
(KHUROO, 2011). Em regides consideradas como nao-endémicas € observado
na forma de casos esporadicos (CLEMENTE-CASARES et al., 2003; TURNER
et al., 2010).

A doenga manifesta-se, geralmente, como hepatite aguda, de
sintomatologia similar a hepatite A, que incluem ictericia, dores abdominais,
elevacgao de enzimas hepaticas e febre (PANDA et al., 2007).

De um modo geral a doenga apresenta curso auto-limitante, com baixa
taxa de mortalidade, porém, em casos especiais como, por exemplo, em
mulheres gravidas, o HEV pode ser transmitido verticalmente e/ou induzir a
falha hepatica aguda e morte. (KUMAR et al.,, 2004). Em pacientes
imunossuprimidos a doencga pode evoluir para quadros cronicos com infeccdes
persistentes e cirrose (HAAGSMA et al., 2008; GEROLAMI; MOAL, 2008)

Meng et al. (1997) diagnosticaram pela primeira vez o HEV em suinos e,
apo6s analise filogenética do virus, foi constatado que este apresentava grande
similaridade genética com os virus isolados de humanos..

Os ciclos epidemiolégicos da doenga ainda n&o estdo completamente
determinados, porém atualmente o HEV também é considerado como um virus
zoonotico, e o0s suinos domésticos sado relatados como o0s principais
reservatorios do agente, apesar do virus também ja ter sido identificado em

javalis, cervos, mangustos, ratos e coelhos e até mesmo em aves (HALBUR et
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al., 2001; TAKAHASHI et al.,, 2004; NAKAMURA et al., 2006; ZHAO et al.,
2009; KABA et al., 2010).

Em Suinos a infeccado geralmente apresenta-se de modo assintomatico,
entretanto ja foi provado que a excreg¢ao de particulas virais viaveis nas fezes
de animais infectados consiste um risco de transmissao do virus (MENG et al.,
1998a; HALBUR et al. 2001, MENG; HALBUR, 2006; LEBLANC et al., 2007,
BOUWKNEGT et al., 2008).

Devido ao fato de que em suinos as taxas de morbidade e mortalidade
pelo virus sdo pouco conhecidas, apesar de elevadas taxas de prevaléncia
(MENG; HALBUR, 2006), sugere-se que o HEV pode circular silenciosamente
em algumas populag¢des em muitos lugares do mundo.

A caracterizagdo dos gendtipos circulantes em uma regido é importante
para verificagdo das possiveis fontes de infeccdo (HERREMANS et al., 2007).

Em animais naturalmente infectados o HEV pode ser identificado tanto
em o6rgaos internos como nas fezes e, por tratar-se de uma zoonose, estudos
sobre a prevaléncia deste agente em suinos e outras espécies contribuem para
que posteriormente sejam avaliados possiveis fatores de risco aos quais
determinadas populagdes podem estar sendo expostas sem a devida
notificacao (WILLIAMS et al., 2001)

Dados sobre a circulagao do HEV ainda sao pouco conhecidos no Brasil,
portanto a identificagdo do HEV em suinos Estado do Para contribuira para o
entendimento da epidemiologia do HEV no ambito estadual. Nesse sentido, o
presente estudo teve como objetivo geral Diagnosticar a prevaléncia
sorologica, molecular e os gendtipos do virus da hepatite E em suinos no
Estado do Para e, como objetivos especificos, detectar a infecgao pelo HEV em
suinos no Estado do Para pela pesquisa de anticorpos anti-HEV das classes
IgM e IgG e determinar a soroprevaléncia para esses marcadores nesta
populagao e caracterizar os gendtipos das sequéncias nucleotidicas parciais do
genoma do HEV detectados, classificando-as a partir da similaridade com os

gendtipos do virus descritos em humanos e animais disponiveis no Genbank.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

No final de década de 70 do século passado foi registrada a ocorréncia
de um surto de hepatite aguda em humanos no vale da Caxemira, na india. A
doenca entdo foi designada como “hepatite ndo-A, n&o-B entericamente
transmissivel - ET-NANB” em virtude da caracterizagcao da sua rota principal de
transmissao por veiculagéo hidrica (KHUROO, 1980).

Para provar a existéncia deste agente e verificar o curso da doencga,
Balayan et al. (1983) inocularam por via oral um pool a 10% de fezes de 9
pacientes presumidamente com hepatite aguda nao-A, ndao-B em um voluntario
(o préprio Dr. Balayan) que posteriormente reproduziu quadro tipico da doenga
e eliminou particulas similares ao virus, identificadas por Imuno-
eletromicroscopia. Estudos experimentais com primatas ndo-humanos também
caracterizaram extensivamente estas particulas virais por reagées moleculares
e Imuno-eletromicroscopia (TSAREYV et al., 1992).

Entre os anos de 1986 e 1987 foi registrada pela primeira vez na
Ameérica a ocorréncia de epidemias de hepatite ET-NANB em duas
comunidades rurais no México (VELAZQUEZ et al., 1990).

Entre os anos de 1988 e 1998 o HEV foi classificado na familia
Caliciviridae devido a relativa similaridade morfolégica do virus com os
membros desta familia, entretanto a analise filogenética de regides nao-
estruturais do virus ndo deu suporte a esta classificacdo, fazendo com que o
HEV fosse inserido em um género separado como Hepatitis E-like viruses
(BERKE; MATSON, 2000).

O HEV é um virus RNA né&o-envelopado de cerca de 27-34 nm de
diametro que apresenta simetria icosaédrica e acido nucléico de fita simples e
polaridade positiva (BRADLEY, 1990). Atualmente o virus esta classificado na
familia Hepeviridae, como unico membro do género Hepevirus (FAUQUET;
FARGETTE, 2005; MAYO, 2005).

O genoma viral de polaridade positiva € dividido em trés “fases abertas
de leitura” (open reading frames - ORFs): ORF1, ORF2 e ORF3 (Figura 1). A
primeira, composta por 5079 nucleotideos, é responsavel pela sintese de
proteinas nao-estruturais relacionadas na replicacdo viral; a ORF2 codifica o

capsideo viral que contém epitopos que sdo alvo da resposta imune do
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hospedeiro; a ORF3, composta de apenas 369 nucleotideos codifica uma
proteina que parece ter carater imunossupressor, facilitando a infeccdo celular
(PARANA; SCHINONI, 2002; TYAGI et al., 2004).

(A) 0 1 2 3 4 5 6 7 73
| | | | [ 4 | l

5122 kb

RNA Genémico (7.3 kb}

Cap_—r(A)n

orrt (I m [y [P ] M x| H | B |
RNA subgenémico (2.2 kb)
Cap (A)n
orFs ||
ORF2 | Capsid |

Figura 1 - Esquema da organizagdo do genoma do HEV com tamanho de 7.3
kb, apresentando trés fases abertas de leitura génica (ORFs). M =
Metiltransferase; Y = Dominio Y ; P = Protease Cisteina tipo-papaina; V =
Dominio V; X = Domino X; H = Helicase; R = RNA-depente RNA-polimerase.
Fonte: OKAMOTO (2007).

A ORF2 codifica uma proteina de 72 kDa, constituida por 660
aminoacidos e ¢é sugerido que essa regido seja alvo de anticorpos
neutralizantes do HEV (ZHOU et al., 2004).

O capsideo viral icosaédrico transcrito pela ORF2, estruturalmente, é
constituido por trés dominios protéicos lineares interligados: S, P1 e P2 (GUU
et al., 2009). O dominio S apresenta conformacdo homogénea e sem
cavitagdes, P1 contém protusdes e o P2 parece desempenhar papel importante
na determinagédo antigénica, porém todos os trés dominios apresentam sitios
de polissacarideos que se ligam aos receptores celulares (GUU et al., 2009).

He et al. (2008) em estudo experimental com linhagens de células
susceptiveis a infecgdo, bloquearam a entrada da proteina p239 (encontrada
no capsideo viral) a partir da utilizagdo de anticorpos monoclonais com acgao
anti-HEV, propondo, portanto, que este peptideo possa ser um receptor local
de ligacéao.

Uma fosfoproteina codificada pela ORF3 e identificada como vp13
parece interagir eletrostaticamente com os microtubulos celulares, reforgando a
estabilidade destes no intuito de favorecer a infecgdo pelo HEV (KANNAN et
al., 2009).



12

Apés entrada do virus na célula, imediatamente é produzido um mRNA
sub-gendmico bicistronico que responsavel pela codificagdo das proteinas
tanto da ORF2 quanto da ORF3 (GRAFF et al., 2006).

O HEV de mamiferos é dividido em 4 gendtipos, relacionados com a
distribuicdo geografica de ocorréncia (Figura 3) e com as espécies que
acometem. O gendtipo 1, restrito a humanos, é considerado endémico na Asia
e no norte da Africa. O gendtipo 2, que também é exclusivamente humano, foi
descrito no México e em epidemias na Africa central. O gendtipo 3 foi
encontrado em na América do Norte e do Sul, em regides da Europa e no
Japao e o gendtipo 4 é descrito na China, Japao, Taiwan e Vietna (PURCELL;
EMERSON, 2008).

Em regides de alta endemicidade, o virus é responsavel por cerca de
>50% dos casos esporadicos de hepatite aguda (CLEMENTE-CASARES et al.,
2003).

HEV Humano

Distribuicao geografica dos Genétipos
Genétipos: 1 02 B3 B4

Figura 2 — Distribuicdo geografica dos 4 gendtipos do HEV em humanos no
mundo.
Fonte: PURCELL; EMERSON (2008).
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Os gendtipos 3 e 4 sao descritos como zoondéticos, pois apresentam
estreita relagdo filogenética entre isolados humanos e de animais de uma
mesma regido geografica(Figura 3) (PURCELL; EMERSON, 2008).

Os gendtipos 1 e 2 podem ser categorizados como epidémicos e
apresentam menores diferengas génicas quando comparados aos genétipos 3
e 4, fato que, pode estar relacionado a diferengcas entre os mecanismos de
transmisséao (LU et al., 2006).

O papel dos suinos como principais reservatoérios do HEV faz com que
este agente possa mais enzodtico do que se acredita em paises
industrializados, pois o HEV e anticorpos anti-HEV podem ser observados em
animais de diferentes idades, portanto, o HEV parece circular de modo difuso
em propriedades positivas (CLEMENTE-CASARES et al., 2003).

HEV suino

Distribuicdao geografica dos Genétipos
Gendtipos: [l 3 B 4

Figura 3 — Distribuicdo geografica dos gendtipos 3 e 4 do HEV em suinos no

mundo.
Fonte: PURCELL; EMERSON (2008).

Isolados do gendétipo 4 sdo considerados mais virulentos, porém com a
ocorréncia de cepas pertencentes ao gendtipo 3 potencialmente virulentas no

Japao, provas experimentais e circunstanciais levaram a sugerir a ocorréncia



14

de mutacdes do virus, tornando ainda maior a importancia da compreensao da
cadeia epidemiologica da doenga (TAKAHASHI et al., 2009).

Estima-se por analise de relégio molecular com base na ORF2 que o
tempo de divergéncia do ancestral comum entre os gendtipos 3 e 4 do HEV
date de aproximadamente 416 anos, porém este valor pode ser subestimado,
ja que suinos vem sendo domesticados ha cerca de ~10.500 anos (ZEDER,
2008; PURDY; KHUDYAKOQV, 2010).

De acordo com similaridades filogenéticas e geograficas os 4 gendtipos
do HEV foram divididos em subtipos designados alfabeticamente: 1a, 1b, 1c,
1d, 1e, 2a, 2b, 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 3f, 3g, 3h, 3i, 3j, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 4f e 49g
(LU et al., 2006).

Recentemente a identificacdo do HEV em ratos na Alemanha e coelhos
na China abriram questionamentos sobre a possibilidade de existéncia de
gendtipos adicionais do virus em mamiferos (ZHAO et al., 2009; JOHNE et al.,
2010).

Pesquisa desenvolvida por Smith et al. (2002) com moradores de rua do
suburbio de Los Angeles, EUA, demonstrou uma soroprevaléncia de 13,5% ao
HEV e esta evidéncia soroldgica foi associada a exposi¢cao que estas pessoas
estdo submetidas a ratazanas (Rattus norvegicus), também consideradas como
portadores do agente.

Sorologicamente, o HEV em roedores ja havia sido registrado nos EUA
em areas urbanas e rurais (77% de positividade dos roedores testados na
regidao de Maryland, 90% no Hawaii e 44% na Louisiana) com evidéncias de
que anti-HEV IgG tendem a apresentar crescimento conforme a idade
estimada destes animais (KABRANE-LAZIZI et al., 1999).

Um gendtipo que parece estar restrito a aves também ja foi descrito
(HUANG et al., 2004) e na analise filogenética deste isolado constatou-se que
ele foi diferente de outras cepas descritas em mamiferos (HAQSHENAS et al.,
2001).

Experimentalmente o HEV aviario ndo infectou macacos Rhesus
(BILLAM et al., 2005). Isolados desta variante aviaria identificados por meio de
RT-PCR (Transcricdo Reversa - Reacdo em Cadeia da Polimerase) foram
associados a um surto de hepatite e esplenomegalia em granjas aviarias no
Canada (AGUNOS et al., 2006).



15

Peralta et al. (2009) demonstraram por RT-PCR um alto percentual
(89.7%) de propriedades na Espanha com pelo menos um animal positivo ao
virus da Hepatite E aviaria, porém o real impacto deste agente dentro da
producao de aves ainda permanece bastante desconhecido.

Em humanos, a hepatite E manifesta-se como hepatite aguda, que
apresenta periodo de incubacdo de 15 a 65 dias e a excrecao fecal de
particulas virais ocorre em cerca de uma semana antes da manifestacdo da
sintomatologia clinica, continuando por cerca de uma semana. Os sintomas
clinicos e sinais sdo inespecificos e incluem ictericia, anorexia, dor abdominal,
hepatomegalia, vomitos e febre (WORM et al., 2002).

Em comparagdo a hepatite A, que também é uma hepatite viral de
caracteristicas epidemioldgicas e patogenicidade semelhantes a hepatite E, em
humanos, apresenta maior periodo de incubacio, maior elevagao de bilirrubina
e maior taxa de mortalidade (HOOKS et al., 2009).

A hepatite E em humanos de um modo geral ndo apresenta
caracteristicas de cronicidade, com tendéncia a ser uma doenga auto-limitante
com resolugédo espontanea em até 6 meses (WORM et al., 2002). As lesdes
observadas no figado em casos agudos de hepatite E sdo necrose intralobular,
infiltrado polimorfico, e colangite no espago porta com infiltrado neutrofilico
(PERON et al., 2007).

Entretanto, Haagsma et al. (2008) relataram a ocorréncia de dois casos
de hepatite crénica apds transplante de figado, ambos atribuidos ao genétipo 3
do HEV, levantando-se portanto um questionamento sobre a cronicidade da
doenca em pacientes imunossuprimidos.

Um caso de hepatite E crbnica com cirrose também foi relatado em uma
senhora de 52 anos que havia sido previamente submetida a um transplante de
rim (GEROLAMI; MOAL, 2008).

Kamar et al. (2008) em estudo com 217 pacientes transplantados,
observaram que 14 apresentaram-se como positivos ao HEV (6,5%), sendo
que, deste numero, 3 eram casos de pacientes receptores de figado, 9 de rins
e 2 de rins e pancreas. Nesta mesma pesquisa, foi constatado ainda que 8
casos evoluiram para hepatite cronica.

Devido este carater de cronicidade do ciclo da doenca em pacientes

imunossuprimidos ainda nao estar completamente elucidado e por isso
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representar uma problematica em potencial, as estratégias de diagndstico
devem ser cada vez mais investigadas (BIHL; NEGRO, 2009).

A dificuldade de diagnostico da hepatite E, em virtude do curso similar a
outras hepatites virais, pode significar que a doencga pode estar sendo nao
diagnosticada em muitas regides, pois sua diferenciacao clinica € praticamente
imperceptivel e o diagndstico sorolégico e molecular € fundamental para
diferenciagdo (PARANA; SCHINONI, 2002).

O HEV transmitido verticalmente de maes para bebés apresenta
significantes taxas de morbidade e mortalidade (KHUROO et al., 1995).

Um estudo na Inglaterra e no Pais de Gales constatou que pacientes
com hepatite E sem histérico de viagens para lugares em que a doenga é
endémica apresentaram, em grande maioria, o perfil de serem de etnias sul-
asiaticas, de idade avangada (>55 anos), e sexo masculino (76%), moradores
de regides costeiras ou estuarios e infectados pelo genétipo 3 do virus, sendo
sugerido que suinos podem ser reservatorios naturais para o virus e na cadeia
epidemioldgica da doenga (IJAZ et al., 2005).

A literatura relata o caso de um homem de 47 anos de idade sem
histérico de transfusdo sanguinea ou viagem para areas endémicas que
desenvolveu um caso esporadico agudo de hepatite E. Com etiologia do caso
desconhecida, foi sugerida como provavel fonte de infeccdo o gato doméstico
do paciente que apresentava titulacido positiva ao HEV e tinha o habito de
cacar ratos (KUNO et al., 2003).

Renou et al. (2007) sugerem que a fonte de infecgdo para um paciente
com hepatite E aguda na Franga tenha sido o suino criado como animal de
companhia com o qual o homem mantinha estreito contato.

No Reino Unido, casos de hepatite E autéctone foram relacionados com
o0 consumo de carne de porco contaminada com o HEV, pois o virus isolado
nos pacientes apresentaram identificagdo similar aos isolados do gendtipo 3,
que acomete humanos e suinos (DALTON et al., 2007).

Médicos veterinarios e pessoas que trabalham diretamente com suinos
podem ser classificados com uma categoria de risco, fazendo com que a
doenca apresente também um carater ocupacional (MENG et al.,, 2002;
GALIANA et al., 2008).
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Variantes do gendtipo 3a ja foram detectadas em amostras provenientes
de abatedouros suinos, sugerindo-se uma fonte de infecgdo ocupacional em
potencial (LEBLANC et al., 2007).

O HEV pode ser mais endémico do que o imaginado (WORM et al.,
2002), haja visto que existe uma prevaléncia relativamente alta de anticorpos
anti-HEV em individuos aparentemente saudaveis nos Estados Unidos e em
outros paises industrializados (VAN DER POEL et al.,, 2001; MENG et al.,
2002; BOUTROUILLE et al., 2007).

A presenga generalizada do HEV em suinos com significativa
similaridade genética as sequéncias obtidas de humanos indicam que esta
ocorrendo transmisséo inter-espécies (LEWIS et al., 2010).

A ocorréncia de casos esporadicos da doenga em paises desenvolvidos
e industrializados era relacionada, principalmente, a individuos com histérico de
viagens para areas em que o virus € endémico (SCHLAUDER et al., 2000),
porém a identificacdo de casos autéctones esporadicos de hepatite E em
regides nao-endémicas como a Europa e os Estados Unidos indicam que o
virus parece estar mais amplamente distribuido do que o esperado e estudos
demonstram uma possivel importancia de animais como reservatorios do
agente (CLEMENTE-CASARES et al., 2003).

Com a finalidade de explorar o papel dos suinos na rota mais comum de
infecgdo, um experimento com suinos infectados oralmente com o HEV
demonstrou que estes animais sao capazes de infectar outros animais controle
(CASAS et al., 2009).

Meng (2010) sugere que esta grande variedade de espécies como
provaveis reservatorios amplie ainda mais o risco em saude publica do
desenvolvimento desta zoonose, ja que as rotas de transmissdo ainda nao
estao completamente compreendidas.

Isolados do gendtipo 3 do HEV ja foram encontrados em baixas
concentragbes em aguas residuais urbanas e em esgoto em regides néo
endémicas (CLEMENTE-CASARES et al., 2003; ALBINANA-GIMENEZ, 2006).

Um percentual de 11% de positividade ao HEV-RNA do genétipo 3 foi
detectado em figados de suinos vendidos em mercados nos Estados Unidos.
Ao serem utilizados como indculo experimental em suinos, essas amostras

reproduziram a infecgdo pelo virus e os animais inoculados com composto de



18

dois dos trés figados apresentaram eliminacédo fecal do virus, viremia e
soroconverséo (FEAGINS et al., 2007).

Anticorpos anti-HEV foram detectados em 58% de suinos no Japéo e,
dentre os animais positivos, 15% tinham 3 meses e 13% tinham 4 meses de
idade. No exame de RT-PCR, os animais com 6 meses de idade n&o
apresentavam o RNA viral no soro, ao contrario do grupo de animais com 3
meses (TAKAHASHI et al., 2003).

Em estudo conduzido em granjas suinas da Republica Checa, Vasickova
et al. (2009) observram que a bile foi o material bioldgico mais frequente para
deteccdo do RNA do HEV (40%), seguido de tecido hepatico (16,1%) e soro
sanguineo (3,2%), sendo todos pertencentes ao gendtipo 3.

Suinos sao relatados como os principais reservatorios do agente, porém
existem evidéncias que outras espécies, como macacos, roedores, galinhas,
vacas, ovelhas e cabras podem também atuar como reservatorios naturais do
virus (KABRANE-LAZIZI et al., 1999; FAVOROV et al., 2000).

Takahashi et al. (2004) detectaram o HEV-RNA em javalis (Sus scrofa
leucomystax) com similaridade de 99,7% a sequéncias obtidas de cervos em
uma mesma regiao no Japao (TEIl et al., 2003), sugerindo que a transmisséo
inter-espécies pode ocorrer no ambiente selvagem.

Relatos da doengca em humanos relacionados ao consumo de carne de
javalis e veados indicam outras possiveis fontes de infeccao (LI et al., 2005;
MATSUDA et al., 2003).

Murideos e mussaranhos também apresentaram positividade ao HEV no
Vale Kathmandu, no Nepal, reforcando a teoria de que roedores também
podem funcionar como reservatorios naturais do HEV (HE et al., 2002).

Primatas ndo-humanos neotropicais das espécies Cebus apella, Aotus
trivirgatus, Cebus albifrons e Saimiri sciureus nao apresentaram IgG anti-HEV,
ao contrario da espécie Macaca fuscata que, com indice de 36,2% de
prevaléncia no Japao, pode estar relacionada a casos esporadicos da doenca
(HIRANO et al., 2003).

Em macacos Rhesus (Macaca mulatta) experimentalmente infectados
com suspensdes fecais suinas as alteracbes patoldgicas observadas

corresponderam a uma leve a moderada palidez de hepatdcitos e infiltrado
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linfoplasmocitario focal na area portal, um aumento significante dos niveis de
ALT pés-inoculagao e soroconverséo para anti-HEV 1gG (JI et al., 2008).

Suinos infectados experimentalmente apresentaram leve infiltrado
linfoplasmocitario e necrose hepatocelular focal (LEE Y. et al., 2009). Segundo
os autores nestes animais o curso da infecgcdo parece ser de nao apresentar
sintomatologia clinica e as lesdes hepaticas parecem se manifestar de forma
bastante branda em animais jovens. Meng et al. (1998b) citam que o aumento
de enzimas hepaticas em suinos experimentalmente infectados parece nao ser
significante.

Antigenos do HEV ja foram demonstrados no citoplasma de hepatécitos
nao degenerados de suinos pela técnica de Imuno-histoquimica, além de terem
sido detectados também na zona do manto de linfonodos, ao redor das artérias
préximas aos foliculos linféides do bago e na lamina propria do intestino
delgado e grosso (HA; CHAE, 2004).

A alta soroprevaléncia de anti-HEV em criagbes comerciais de suinos
sugerem que o virus esta bastante disseminado em muitas populagdes suinas
(MENG et al., 1997). Adicionalmente, consideram as populagdes de animais
soroprevalentes como possiveis fontes de infecgao, e que podem também ser
responsaveis pela detecgao de anticorpos anti-HEV em individuos de regides
em que a doenca é classificada como ndo-endémica (MENG, 2010).

Os primeiros isolados do virus na América do Sul foram provenientes de
pacientes humanos na Argentina (SCHLAUDER et al., 2000) e somente no ano
de 2006 o HEV, classificado dentro do gendtipo 3, foi identificado em suinos na
América do Sul, na provincia de Buenos Aires, Argentina, pais até entdo
considerado nao-endémico para o virus (MUNNE et al., 2006).

No Brasil, a analise filogenética de sequéncias do HEV em suinos dos
Estados de Sao Paulo, Mato Grosso e Rio de Janeiro revelaram relacao
préxima com cepas do Gendtipo 3 (PAIVA et al., 2007; DOS SANTOS et al.,
2009).

O primeiro caso de Hepatite E autdctone no pais foi diagnosticado em
um paciente de 30 anos com histérico de consumo de carne de porco que
apresentava sintomatologia de hepatite aguda, porém, negativo para os virus

da hepatite A, B e C, virus Epstein-Barr, Citomegalovirus, Herpesvirus, HIV,
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Toxoplasma gondii, Treponema pallidum e postivo ao HEV (gendtipo 3) (DOS
SANTOS et al., 2010).

Como a presenga do HEV no Brasil ja foi demonstrada, a possibilidade
de infecgdo por este agente ndo deve ser negligenciada, pois em casos de
hepatite aguda nao-A, ndo-B e nao-C pode existir participagdo do virus E,
causando assim, um impacto na saude publica que merece ser investigado
(DOS SANTOS et al., 2009).

A detecgcdo de anticorpos em pessoas clinicamente saudaveis de
regides consideradas como n&o-endémicas sugerem a possibilidade de
ocorréncia de infecgdes subclinicas (LIN et al., 2000).

No estudo de populagdes, os enzimaimunoensaios sao utilizados para o
diagndstico do HEV. Withers et al. (2002) verificaram que no soro sanguineo o
teste de ELISA (Imunoensaio ligado a enzima) para pesquisa quantitativa de
anticorpos anti-HEV IgM e IgG o nivel destes anticorpos esta relacionado ao
capsidio do HEV, codificado pela ORF2 do genoma viral. Os autores
consideraram um ponto de corte de 20 U/ml no soro sanguineo de suinos, ao
utilizarem uma técnica indireta (IgG de coelhos), porém este valor ndo é
universal e pode mudar conforme variagdes na técnica.

Os Kits comerciais para deteccao de anticorpos anti-HEV s&o baseados
principalmente na proteina do capsideo viral codificada pela ORF2 e de uma
forma geral sao eficientes na detecgao de anticorpos anti-HEV (BIHL; NEGRO,
2009), ja que até o presente momento somente um sorotipo do virus é
conhecido (MENG et al., 1997).

A ORF2 do genoma codifica o capsideo viral, que apresenta
caracterisitcas imunodominantes, e a comparacdo dos aminoacidos traduzidos
por sequéncias desta regido obtidas de casos humanos de Hepatite E e
sequéncias de suinos podem chegar a similaridade de até 100% (BANKS,
2004), ilustrando esta estreita relagédo entre isolados dos gendtipos 3 e 4,
caracterizados como zoondticos.

Zhou et al. (2004) identificaram uma maior soroprevaléncia de anticorpos
anti-HEV relativas aos aminoacidos 112-607 da proteina codificada pela regido
ORF2, indicando que a técnica como eficiente para a quantificacdo da

resposta imune humoral em individuos infectados pelo virus.
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Uma grande semelhanga antigénica entre cepas humanas e suinas
sugerem a presencga de epitopos cruzados entre as espécies, fato que, pode
implicar, em uma utilizagcdo relativamente segura de kits humanos para
detecgdo de anticorpos em suinos (CHOI et al., 2003).

Utilizando a técnica de ELISA, Seminati et al. (2008) observaram uma
maior propor¢cao de animais IgG anti-HEV positivos em matrizes, seguido de
leitdes jovens de 3 a 6 semanas de vida, enquanto a IgM foi observada
predominantemente em animais com 12 ou mais semanas de vida. Este
mesmo estudo sugere, por dados soroldgicos, que a circulagdo do HEV
acontece no final do periodo de maternidade e inicio do periodo de engorda em
virtude de uma interferéncia de anticorpos maternos.

Estudo conduzido por Lee W. et al. (2009) com suinos na Coreia
utilizando kit comercial de ELISA obteve uma soroprevaléncia de anti-HEV 1gG
de 39,5%, com aumento idade-dependente.

O Immunoblot pode ser utilizada como forma de confirmag¢ao da reagao
positiva com o antigeno HEV pela pesquisa de IgM e 1gG (YOO et al., 2001).
Herremans et al. (2007) indicam a utilizagdo do Immunoblot como teste
confirmatério para amostras positivas no teste de ELISA em regides de baixa
endemicidade.

A técnica de Transcricdo Reversa - Reagcdao em Cadeia da Polimerase
(RT-PCR) é amplamente descrita dentro da literatura como uma das técnicas
mais eficientes no diagndstico da hepatite E, pois identifica os acidos nucléicos
virais. Essa técnica foi utilizada por Jothikumar et al. (2000) como protocolo
para isolamento do virus da hepatite A e do virus da hepatite E em amostras de
4gua em areas urbanas de Chennai, na india. Como resultado 39,13% das
amostras foram positivas ao VHA e 13, 04% ao HEV, portanto a técnica pode
ser utilizada na avaliacado sanitarias e no controle destas enfermidades

Lee Y. et al.(2009) detectaram o acido nucléico do HEV pela técnica de
RT-PCR em fezes de suinos infectados experimentalmente somente a partir do
3° dia pds-infecgéo e, por conseguinte, este indice de detecgdo demonstrava-
se em declinio.

Uma helicase codificada por um gene da regiao ORF1, regido
provavelmente mais conservada do HEV genoma, parece estar envolvida na

replicagéo, recombinacéo e transcricdo do genoma viral podendo ser, portanto,
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um alvo em técnicas de diagnostico baseadas em biologia molecular (LEE W.
et al., 2009).

Purdy e Khudyakov (2010) sugerem a utilizagdo de protocolos
combinados de sorologia e biologia molecular para o diagndstico do HEV.

Paiva et al. (2007) fizeram o primeiro isolamento e caracterizagao
molecular do HEV em suinos no Brasil a partir da analise filogenética de
segmentos amplificados da ORF2 e observaram maior identidade com o
genotipo 3. No Brasil, isolados do HEV suino foram classificados
filogeneticamente como pertencentes ao gendtipo 3, ressaltando-se assim a
problematica da existéncia do virus no pais, onde a doenca n&o € considerada
como endémica (DOS SANTOS et al., 2009).
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3 DETECGAO SOROLOGICA E CARACTERIZACAO MOLECULAR DO
VIRUS DA HEPATITE E (HEV) EM SUINOS NA AMAZONIA ORIENTAL
BRASILEIRA

RESUMO

O virus da Hepatite E (HEV) € um agente de transmisséao fecal-oral, do
género Hepevirus, causador de hepatite aguda em humanos e que apresenta
ampla distribuicdo em diversas regides do mundo. Suinos sao relatados como
a principal fonte de infecgdo para humanos relacionadas aos gendétipos 3 e 4
em regides consideradas como ndo-endémicas. Para demonstrar a infecgao
pelo HEV em suinos no Estado do Para, na Amazbnia Oriental brasileira,
desenvolvemos um estudo sorolégico e molecular em que foram analisadas
amostras de soro, fezes e figado de 151 suinos adultos, abatidos na
mesorregiao metropolitana do Municipio de Belém durante o periodo de abril a
outubro de 2010. A pesquisa sorologica incluiu testes para deteccédo de
anticorpos anti-HEV IgM e IgG e o diagndstico molecular abrangeu a deteccéo
do HEV genoma por Nested RT-PCR, sequenciamento nucleotidico e analise
filogenética das sequéncias obtidas. Como resultado, a prevaléncia de animais
sororeativos para IgG foi de 8,6% (13/151) e anticorpos anti-HEV IgM nao
foram detectados. O diagndstico molecular identificou o HEV genoma em 4,8%
(22/453) das amostras testadas, sendo que a prevaléncia de animais positivos
a pelo menos uma amostra foi de 9,9% (15/151). A analise filogenética concluiu
que todas as sequéncias obtidas durante o estudo pertencem ao genétipo 3 e
que as amostras estdo relacionadas a isolados humanos de outras regides
nao-endémicas, sugerindo potencial zoondtico dos isolados. Foram
identificados os subtipos 3c e 3f ocorrendo simultaneamente entre as amostras,
sugerindo a ocorréncia de infecgdes por multiplas strains e/ou recombinantes
do virus. Estes resultados constam como as primeiras evidéncias sorologicas e
moleculares da circulacdo do HEV entre suinos na Amazonia Oriental brasileira

e também como a primeira detecg¢ao e genotipagem do HEV na regiéo.

Palavras-chave: Virus da hepatite E (HEV); Suinos; zoonose; gendtipo 3
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ABSTRACT

Hepatitis E virus (HEV) is a fecal-orally transmitted member of the genus
Hepevirus that causes acute hepatitis in humans and is widely distributed
throughout the world. Pigs have been reported to be the main source of
genotype 3 and 4 infection in humans in non-endemic areas. To investigate
HEV infection in pigs in the state of Para, eastern Brazilian Amazonia, we
performed serological and molecular analyses of serum, fecal and liver samples
from 151 adult pigs. The samples were collected from pigs slaughtered between
April and October 2010 in slaughterhouses in the greater metropolitan area of
Belém. The sera were tested for anti-HEV IgM and IgG, and HEV was detected
using nested RT-PCR. The HEV genomes obtained were sequenced, and a
phylogenetic analysis was performed. Of the animals tested, 8.6% (13/151)
were seropositive for anti-HEV 1gG; however, anti-HEV IgM antibodies were not
detected in any of the animals. The RT-PCR detected the HEV genome in 4.8%
(22/453) of the samples tested, and 9.9% (15/151) of the animals received a
positive result for at least one sample. The phylogenetic analysis revealed that
all the sequences obtained during the study belonged to genotype 3 and that
the samples were related to human isolates from other non-endemic regions,
which suggested that the isolates had zoonotic potential. Subtypes 3c and 3f
were simultaneously detected in some samples, suggesting co-infection by
multiple strains and/or the presence of a recombinant virus. These results
constitute the first molecular and serologic evidence of HEV circulation among
pigs in the eastern Brazilian Amazon and represent the first detection and

genotyping of HEV in the region.

Keywords: Hepatitis E virus (HEV), pigs, zoonosis, genotype 3.

INTRODUGAO

O virus da hepatite E (HEV) é um RNA-virus entericamente
transmissivel do género Hepevirus causador de hepatite aguda em humanos
(OKAMOTO, 2007). Sédo descritos quatro genotipos majoritarios em mamiferos

de acordo com a distribuicdo geografica de ocorréncia: o genodtipo 1 é
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considerado endémico na Asia e no norte da Africa; o genétipo 2 foi descrito no
México e em epidemias na Africa central; o genétipo 3 é descrito na América do
Norte e do Sul, em regides da Europa e no Japao e o gendtipo 4 é relatado na
China, Japéo, Taiwan e Vietna (PURCELL ; EMERSON, 2008).

Os gendtipos 1 e 2 sao categorizados como epidémicos, infectam
exclusivamente humanos e apresentam menores diferengcas génicas (5 e 2
subtipos, respectivamente) quando comparados aos genétipos 3 e 4 (10 e 7
subtipos, respectivamente), fato que pode estar relacionado aos mecanismos
de transmissao do virus (LU et al., 2006).

Os gendtipos 3 e 4 sao descritos como zoonéticos, pois sédo identificados
em regides em que o HEV apresenta grande similaridade genética entre
isolados humanos e animais (PURCELL ; EMERSON, 2008).

Meng et al. (1997) identificaram pela primeira vez o HEV em suinos e,
apos andlise filogenética desta amostra, constataram que ela apresentava
grande similaridade com isolados humanos do virus, sugerindo potencial
zoonotico da infeccéo.

Os ciclos epidemioldgicos da doenga ainda ndo estdo completamente
determinados, porém atualmente o HEV é considerado como um virus
zoonotico e suinos domésticos sao relatados como as principais fontes de
infeccdo para humanos pelos gendtipos 3 e 4 em regides nao-endémicas
(HALBUR et al.,, 2001; MENG, 2010), apesar do virus também ja ter sido
identificado em javalis (TAKAHASHI et al., 2004; KABA et al., 2010), cervos
(TAKAHASHI et al., 2004), mangustos (NAKAMURA et al.,, 2006), ratos
(JOHNE et al., 2010), coelhos (ZHAO et al., 2009) e até mesmo em aves
(HUANG et al., 2004; PERALTA et al., 2009).

O genoma viral é dividido em 3 Open reading frames: ORFA1,
responsavel pela codificacdo de proteinas nao-estruturais envolvidas na
replicacdo viral (PARANA ; SCHINONI, 2002), ORF2 responsavel pela sintese
do capsideo viral (ZHOU et al., 2004) e ORF3 responsavel pela sintese de uma
fosfoproteina que parece favorecer a infecgdo pelo virus (KANNAN et al.,
2009).

O primeiro isolado do HEV no Brasil foi obtido de amostras de fezes de
suinos no Estado do Mato Grosso, na regido Centro-Oeste do pais, e a analise

filogenética desta amostra indicou similaridade com o gendtipo 3 (PAIVA et al.,
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2007). Amostras do gendtipo 3 do HEV também foram obtidas de suinos e
efluentes de matadouros suinos no Estado do Rio de Janeiro, sudeste do Brasil
(DOS SANTOS et al., 2009, 2011).

Recentemente pela primeira vez foi identificado no Brasil um caso
humano de hepatite E autdctone em um paciente com hepatite aguda nao-A-C.
Nesse caso o gendtipo 3b do HEV foi identificado sugerindo uma provavel
origem zoonatica da infecgdo. (DOS SANTOS et al., 2010).

Estudos acerca da circulagdo do HEV em suino no Brasil ainda sao
escassos e diante dos aspectos zoonéticos desta infecgéo, sua epidemiologia
precisa ser melhor caracterizada. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi
identificar a presenca da infeccdo pelo HEV em suinos procedentes de
matadouros do Estado do Para, Amazbnia Oriental brasileira, assim como

caracterizar os genotipos circulantes nessa regiéo.

MATERIAL E METODOS

Animais e amostras
Durante os meses de abril a outubro do ano de 2010 foram coletadas

amostras de soro, fezes e figado de 151 suinos (+ 6 meses de vida) durante o
abate. Amostras de 95 animais foram coletadas em um matadouro oficial
localizado no Municipio de Santa Izabel do Para. Este estabelecimento possui
critérios sanitarios de inspecao estabelecidos pela Agéncia de Defesa
Agropecuaria do Estado do Para baseados principalmente na inspec¢éo visual
das visceras e das carcacas para determinacdo da aprovacdo para
comercializagcdo dos produtos obtidos apds o abate dos suinos.

As amostras dos outros 56 animais foram coletadas em 3 pontos de
abate clandestino situados no Municipio de Belém. Estes estabelecimentos séo
caracterizados por n&o apresentarem registro legal junto as agéncias sanitarias
oficiais reguladoras deste tipo de atividade e por abaterem animais
provenientes de pequenas propriedades (escala familiar) para comercializagao
direta destes produtos em feiras-livres e mercados da regido metropolitana de
Belém.

Todos os 4 pontos de coleta encontram-se situados na Mesorregiao

Metropolitana de Belém, no Estado do Para. Os animais foram provenientes
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dos Municipios de Belém, Marituba, Santa Izabel do Para, Castanhal, Bujaru e
do arquipélago do Marajo.

De cada animal foram coletadas amostras de soro, fezes e figado
durante o abate e todo material biolégico permaneceu congelado na
temperatura de -70°C até posterior analise.

Este estudo foi desenvolvido de acordo com aprovacao pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animais do Instituto Evandro Chagas -
Belém/Para/Brasil (parecer de aprovagao n° 0019/2010/CEPAN/IEC/SVS/MS)
e as atividades envolvidas obedeceram aos pré-requisitos de ética e bem-estar

animal deste comité.

Deteccao soroldgica
O screening do estudo sorolégico foi baseado na pesquisa de anticorpos

anti-HEV das classes IgM e IgG em todas as amostras de soro dos 151 suinos
utilizando-se o kit comercial RecomWell HEV IgM e IgG (Mikrogen), baseado
no principio de ELISA indireto. Os procedimentos laboratoriais e interpretagéo
dos testes seguiram as instrugdes do fabricante e a fotometria para medicéo
das absorbancias foi feita em leitora automatica de microplacas (450 nm/650
nm) imediatamente apds o bloqueio da reagdo. A quantificacdo dos anticorpos
foi baseada em calculo também determinado pelo fabricante.

As amostras de soro classificadas como positivas ou inconclusivas no
teste de ELISA foram testadas adicionalmente pelo kit comercial de
Immunoblot RecomLine HEV (Mikrogen) para confirmagdo da reatividade
soroldgica.

Além dos controles positivos e negativos dos kits foram adicionados
controles positivos internos e as amostras positivas e/ou inconclusivas foram
testadas em duplicata. Os testes também foram validados segundo orientagdes

especificas do fabricante.

Extracao de RNA
A extracdo do RNA viral das amostras de soro foi feita com o reagente

Trizol LS (Invitrogen). O protocolo de extragao do RNA viral das amostras de
fezes foi adaptado para utilizagdo no RNeasy mini kit (QIAGEN). Segundo
protocolo sugerido por Leblanc et al. (2007) as amostras de fezes foram

previamente preparadas em solugdo a 10% (diluidas em PBS pH 7,4) e
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incubadas em overnight a 4°C, sendo em seguida centrifugadas para retirada
do sobrenadante que foi utilizado para extracdo. O RNA viral foi extraido das
amostras de figado também a partir da utilizagdo do RNeasy mini kit (QIAGEN).

Nested RT-PCR
A etapa de transcricao reversa para sintese do cDNA foi feita com a

utilizagdo de primers randémicos (Erker et al., 1999) e da enzima Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (Invitrogen).

As amostras de Soro, fezes e figado dos 151 animais foram testadas
pela técnica de Nested RT-PCR para deteccdo de 3 regibes parciais do
genoma do HEV.

Para amplificacdo de fragmentos do HEV genoma foram utilizados dois
conjuntos de primers oligonucleotidicos descritos por Wang et al. (1999)
correspondentes a fragmentos da ORF1 e ORF2 do protétipo Burma do HEV.

Os primers da ORF1 situados nas posi¢des nucleotidicas 56-79 e 473-
451 correspondem a regidao codificadora da Metiltransferase. Os primers
externos (ConsORF1-s1, 5 CTGGCATYACTACTGCYATTGAGC e
ConsORF1-a1, 5 CCATCRARRCAGTAAGTGCGGTC) e os primers internos
(ConsORF1-s2, 5 CTGCCYTKGCGAATGCTGTGG e ConsORF1-a2, &%
GGCAGWRTACCARCGCTGAACATC) amplificam produtos de 418 e 287
pares de base de comprimento na primeira e segunda PCR, respectivamente.

Os primers da ORF2 correspondem as posigoes 6298-6321e 6494-6470
do protétipo de Burma. Os primers externos (ConsORF2-s1, 5
GACAGAATTRATTTCGTCGGCTGG e ConsORF2-a1, 5
CTTGTTCRTGYTGGTTRTCATAATC) amplificam produtos com tamanhos de
197 pb na primeira PCR e os primers internos (ConsORF2-s2, %5
GTYGTCTCRGCCAATGGCGAGC e ConsORF2-a2, 5
GTTCRTGYTGGTTRTCATAATCCTG) amplificam produtos de 145 pb na
segunda PCR.

Adicionalmente, as amostras foram testadas utilizando-se um terceiro
conjunto de primers que também amplificam um segmento da ORF2. Estes
iniciadores (externos - 3156NF, 5 AATTATGCYCAGTAYCGRGTTG e
3157NR, 5 CCCTTRTCYTGCTGMGCATTCTC; e internos - 3158NF, 5
GTWATGCTYTGCATWCATGGCT e 3159NR, 5’
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AGCCGACGAAATCAATTCTGTC) utilizados no presente estudo foram
descritos para detecgdo do HEV por Huang et al. (2002) e Leblanc et al. (2007)
e amplificam produtos de 731 e 348pb na primeira e segunda PCR,
respectivamente.

Os procedimentos laboratoriais de extracdo de RNA e PCRs foram
desenvolvidos em ambientes distintos. Cuidados adicionais como a constante
troca de luvas, higienizacdo dos utensilios e cabines de seguranca bioldgica
com alcool 70%, hipoclorito e luz UV foram aplicados a fim de minimizar a
ocorréncia de contaminagao.

Em todas as reagdes de PCR foram adicionados controles positivos para
certificacao da efetividade das reacdes e controles negativos (H,O DEPC) para
verificagcao de contaminantes que poderiam vir a influenciar na amplificacdo do
genoma viral.

As reagdes de PCR foram preparadas em um volume final de 50uL por
amostra testada: 35,3 yL de H,O DEPC; 5 pyL de 10x PCR buffer; 1 uL de
DNTPs (10mM) (Invitrogen); 1,5uL de MgCl, (60mM) (Invitrogen); 1uL do
primer forward; 1uL do primer reverse; 0,2uL da Platinum Taq polimerase
(Invitrogen) e 5uL do cDNA da amostra.

Esta formulacéo fixa foi estabelecida para todas as reagdes de PCR,
diferindo apenas na adigdo dos pares de primers de acordo com a etapa de
PCR e das regides amplificadas. Na segunda PCR, ao invés do cDNA foram
adicionados 5 pL dos produtos da primeira PCR.

O programa de amplificacdo das PCRs seguiu as seguintes etapas:
desnaturacao inicial por 94°C por 2 minutos, seguidos por 35 ciclos de
desnaturacao (94°C por 30 segundos), anelamento (50°C por 30 segundos) e
extensdo (72°C por 30 segundos), subsequente extensao final de 72°C por 5
minutos e hold a 10°C. A temperatura de anelamento diferiu somente nos
primers de 348 pb (42 °C).

Os produtos da segunda PCR foram marcados com o corante SYBR
(Invitrogen) e separados por eletroforese em gel de agarose a 1%. De acordo
com os primers utilizados, amostras que apresentaram bandas nitidas e
intensas com tamanhos aproximados de 145, 287 e 348 pares de base foram

consideradas como positivas.
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Sequenciamento nucleotidico e anadlise filogenética
Os produtos de 22 PCR selecionados foram sequenciados com a

utilizacdo do BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) de acordo com as orientagdes do fabricante.

As sequéncias forward e reverse de cada amostra foram precipitadas,
ressuspendidas em 10 yL de formamida e sequenciadas no sequenciador
modelo ABI PRISM 3130XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA).

Com auxilio da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool -
National Center for Biotechnology Information - NCBI) foi verificado o grau de
similaridade das sequéncias obtidas durante o estudo com outras sequéncias
do HEV disponiveis no banco de dados do NCBI para determinagéo da
positividade das amostras.

Quinze sequéncias nucleotidicas de 287 pb (ORF1) e 7 sequéncias de
348 pb (ORF2) do HEV obtidas nos suinos no Estado do Para foram
selecionadas para serem alinhadas, analisadas filogeneticamente e
genotipadas de acordo com outras sequéncias do HEV isoladas em humanos
e animais de diversas regides do mundo disponiveis no banco de dados do
GenBank (NCBI).

As sequéncias nucleotidicas foram alinhadas, analisadas no programa
MEGA4: Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) software version
4.0. (TAMURA et al., 2007) e agrupadas pelo método de Neighbor-Joining.
Analise de Bootstrap (1000 replicatas) foi desenvolvida para determinacao da
confiabilidade das relagdes filogenéticas. Valores de Bootstrap maiores que
70% foram considerados como significativos para a formagao dos grupos da
arvore genética.

Os célculos de divergéncia nucleotidica entre as sequéncias foram feitos
a partir do modelo de substituicdo de nucleotideos pelo método Kimura-2
parametros.

RESULTADOS
Deteccao sorologica

A prevaléncia de anti-HEV IgG indicada no teste de ELISA (Cut-off = 0,3)

foi de 4,6% (7/151) (média de absorbancia = 0,643; DP = = 0,214).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Adicionalmente, 3,9% (6/151) (média de absorbancia = 0,308; DP = +0,024)

foram classificados como inconclusivos.
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Figura 1 - Valores individuais de densidade optica na pesquisa de anti-HEV IgG em amostras
de soro classificadas como positivas e inconclusivas no teste de ELISA . Valor de Cut-off
destacado em vermelho (=0,300).

A média de anticorpos anti-HEV IgG entre as 7 amostras positivas foi de
42,1 U/mL (DP=14,6) e de 20,5 U/mL (DP=1,6) entre as 6 amostras
inconclusivas (Figura 2).
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Figura 2 - Valores individuais de anticorpos anti-HEV IgG (U/mL) em amostras de soro
classificadas como positivas e inconclusivas no teste de ELISA.
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Todos os 13 casos (7 positivos e 6 inconclusivos) tiveram a reatividade
para anti-HEV IgG posteriormente confirmada por Immunoblot, portanto o
resultando combinado da analises sorologicas indicou uma prevaléncia global
de 8,6% (13/151) para marcadores sorolégicos anti-HEV. Anticorpos anti-HEV
IgM nao foram detectados em nenhuma das amostras analisadas.

Dos 13 suinos sorologicamente positivos, 10 animais foram provenientes
do municipio de Bujard, 2 do municipio de Castanhal e 1 do arquipélago do

Marajo.

Nested RT-PCR
Os testes com cada conjunto de primers analisaram 453 amostras

correspondentes ao material de soro, fezes e figado dos 151 suinos. Os
primers de 145pb da ORF2 amplificaram produtos positivos em 5 amostras
(1,1%) (1 soro; 2 fezes; 2 figado), 9 amostras (1,9%) (2 soro; 5 fezes; 2 figado)
foram positivas para os primers de 287pb da ORF1 e os primers de 348pb da
ORF2 amplificaram produtos positivos em 7 amostras (1,5%) (2 soro; 3 fezes; 2
figado).

O percentual de amostras positivas a pelo menos um conjunto de
primers, com confirmagdo da analise filogenética, foi de 4,8% (22/453), sendo
12 de amostras de fezes, 6 de figado e 4 de soro. O animal #027 foi o Unico
caso sorologicamente positivo em que o RNA viral foi identificado nos testes de
RT-PCR.

O resultado combinado das reagdes de RT-PCR e da analise
filogenética indicou que 15 animais (9,9%) foram positivos a pelo menos uma
amostra reagindo a amplificagdo por pelo menos um conjunto de primers
(Tabela 1)
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Tabela 1 - Resultados das reagdes de detecgdo molecular do HEV em suinos no Estado
do Para confirmados por sequenciamento nucleotidico e analise Filogenética

RESULTADOS DE NESTED RT-PCR, SEQUENCIAMENTO
RG. ANIMAL AMOSTRA _NUCLEOTIDICO E ANALISE FILOGENETICA
ORF2 (145pb) ORF1 (287pb) ORF2 (348pb)

#025 Soro - + -
Fezes - -
Figado
#027 Soro
Fezes
Figado
#028 Soro
Fezes
Figado -
#029 Soro -
Fezes +
Figado -
#030 Soro - - -
Fezes -
Figado - - -
#031 Soro - - -
Fezes - + -
Figado - - -
#032 Soro - - -
Fezes - +
Figado -
#034 Soro -
Fezes -
Figado -
#035 Soro -
Fezes -
Figado -
#036 Soro -
Fezes -
Figado -
#037 Soro -
Fezes -
Figado - - -
#080 Soro - -
Fezes -
Figado -
#125 Soro +
Fezes +
Figado +
#147 Soro - - -
Fezes -
Figado - - -
#150 Soro - - -
Fezes + - -
Figado

+ + o+
+ o+ o+
+ +

+ 4+ '+
+ 1

+
[

+ + 4+ 4
|++I+I

LI S}
1 1

(s +
' +

+ +
+ + o+

+
1

TOTAL/TESTADO 8/453 20/453 10/453
(%) (1,76%) (4,41%) (2,2%)

Analise Filogenética
O agrupamento filogenético de 15 sequéncias da regiao 5’ terminal da

ORF1 obtidas em suinos no Estado do Para indicou que todas pertencem ao

gendtipo 3 do HEV. Destas sequéncias, 14 apresentaram proximidade ao clado
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de sequéncias do subtipo 3c e uma sequéncia agrupou de modo divergente,

sendo classificada no subtipo 3f (Figura 3).
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Figura 3 — Arvore filogenética baseada na analise de 266 nt da regido 5-terminal ORF1 do
HEV pelo método de Neighboor-joining. As sequéncias do GenBank estdo identificadas pelo
namero de acesso, seguido pela fonte de isolamento do virus, origem geografica e
genotipo/subtipo. Analise de Bootstrap foi feita em 1000 replicatas para verificacdo da
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confiabilidade dos dados. Valores maiores de 70% estdo demonstrados nos ramos das
arvores. As sequéncias obtidas durante o estudo estdo destacadas com um triangulo vermelho
e identificadas pelo numero do animal seguido pela amostra As demais sequéncias ja
caracterizadas no Brasil com um tridngulo azul. Os ramos dos gendétipos 1 e 2 econtram-se
colapsados. Bar = 0,02 substituigbes/sitio.

O calculo de divergéncia das 15 sequéncias da ORF1 identificadas no
Estado do Para indicou que elas apresentam identidade nucleotidica que varia
de 78-100%.

A andlise filogenética da regiao 5 terminal da ORF2 de 7 sequéncias
obtidas de suinos no Estado do Para indicou que elas também pertencem ao
genotipo 3 do HEV, também com similaridade ao subtipo 3f e identidade entre
si variando de 93-100% (Figura 4).

De acordo com a analise das regides ORF1 e ORF2, foram obtidas

sequéncias dos subtipos 3c e 3f coexistindo em algumas amostras (Tabela 2).

Tabela 2 - Subtipos divergentes do HEV coexistindo entre amostras biolégicas obtidas de
suinos no Estado do Para de acordo com a analise filogenética de fragmentos das regides
ORF1 e ORF2.ND,N&o determinado

Subtipos do HEV de acordo com a

(r;lume’ro Amostra andlise filogenética das regides
o suino N
gendmicas
ORF1 ORF2
#027 Fezes 3c 3f
Figado 3c 3f
#029 Fezes 3c 3f
#034 Fezes 3c 3f
#035 Soro 3f 3f
Fezes 3c 3f
Figado 3c ND

Dos 15 animais positivos a pelo menos uma amostra biolégica, com
confirmacdo por sequenciamento nucleotidico e analise filogenética, 12
procederam do municipio de Bujaru, 2 de Castanhal e 1 do arquipélago do

Marajo.
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GU 56929 kala
HMTGINT1 Halia
HMPG39 81 Halia
HNITG9973 kala
HM769930 Htalia
AF336290 Suino Holanda 3¢
AVOEITEE Suino Holanda 3c
F 705359 Javal Mermarnha 3c
AF336297 Suino Holanda 3¢
AF336238 Suino Holanda 3¢
A EF491206 Suino Brasil 3
F Javali Jc
_i EF591854 Suino Brasil 3
& EF531656 Suino Brasil 3
4k EF591 855 Suine Brasl 3
HMME630 Halia
AB 443624 Suino Japdo 3b
A 443626 Suino JapSo 3b
AE 291957 Humano Japdo 3b
AR 291951 Hurmeno Japio 3b
AB 343625 Suino Japio 3b
AB2M 952 Humamno Japdo 3b
AB 23955 Humano Japdo 3b
AF 296167 Suino Taivan 3d
AF 296166 Suino Taivan 3d
AF296165 Suined Taiwan 3d
ABOT3H 2 Suino Japdoe 3
100 A3 304710 H umano Japdo 3b
5437318 Humano Japdo 3b
AB 29193 Humano Japdo 3o
£ 081391 Humeno Japdo 3b
AB222183 Javali Japdo 3b
AB 2 3320 Mangust o= Japdo 3b
A8 291962 0 Japdo 3
AB 222184 Javali Japdo 3b
FJ5278§32 Suino China 3b
AR 369691 Humeno Japao 3b
AB 222482 Jawali Japdo 3b
AB168907T1 Veado Japio 3b
AB189070 Javali Japio 3b
A1689072 Humsno Japdo 3b
=, B 02563 Humeno Japso 3a
ABE10TFEE Humano Japdo 3a
AFOG6066E Suino EU AJa
AFA666TE Suino EUA3a
AF 032843 Suino EU A 3a
= | A5 TSE5F Suino EUAZa
AF516178 Suine Corea 3a
AF516179 Suino Corea Fa
FJ426403 Suino Corea 3a
100 | AY 714270 Humano Corea 3a
AYT12T2 Humano Corea 3a G endtipo 3
FF 66659 Suino EUAIa
AF 466664 Suino EUA Ja
F 421 Suino Corea 3a
AB08Y821 Humano Jap #o 3a
ABOTH20 Humano EUA 3a
ABO7AME Hurmano Japso 3a
== | AB 082560 Humano Japdo 3a
A Suino_027_fezes
A Suino_029_fezes
A Suino_027_figado
ik SUinD_035 fezes
b Suino 35 soro
b SuinD_037_fezes
& Suino_034 fezes
AF 336292 Suino Holanda
FRT515441 Halia
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Figura 4 — Arvore filogenética baseada na analise de 346 nt da regido 5-terminal ORF2 do
HEV pelo método de Neighboor-joining. As sequéncias do GenBank estdo identificadas pelo
namero de acesso, seguido pela fonte de isolamento do virus, origem geografica e
gendtipo/subtipo. Analise de Bootstrap foi feita em 1000 replicatas para verificacdo da
confiabilidade dos dados. Valores maiores de 70% estdo demonstrados nos ramos das
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arvores. As sequéncias obtidas durante o estudo estdo destacadas com um triangulo vermelho
e identificadas pelo numero do animal seguido pela amostra e as demais sequéncias ja
caracterizadas no Brasil com um tridngulo azul. Os ramos dos genétipos 1 e 2 econtram-se
colapsados. Bar = 0,02 substituigbes/sitio.

DISCUSSAO

Suinos sao relatados como a principal fonte de infec¢ao pelo HEV para
humanos em regides ndo-endémicas e acredita-se, inclusive, que o HEV
nestes animais seja enzodtico em todo o mundo (CHANDRA et al., 2008;
OKAMOTO, 2007; KUMAR et al., 2010; PAVIO et al., 2010).

Somente um sorotipo do HEV é reconhecido (MENG et al., 1997) e as
divergéncias de soroprevaléncia entre populagdes podem estar relacionadas a
especificidade dos métodos de diagndstico (HERREMANS et al., 2007), niveis
de exposigdo ao virus e as variantes em circulagdo em determinada regido
(BENDALL et al., 2010).

O fato de néo ter sido detectado anticorpos anti-HEV IgM no presente
estudo pode estar relacionado a sensibilidade e especificidade do teste
comercial Imunoenzimatico utilizado para o diagndstico soroldgico
(HERREMANS et al., 2007), a breve atividade desta imunoglobulina durante o
ciclo de infecgdo (MENG et al., 1998) e/ou a baixa habilidade de manutengéo
destes anticorpos em animais infectados (TAKAHASHI et al., 2005).

Adicionalmente, anticorpos anti-HEV IgM parecem ser idade-dependente
e apresentar maior proporgdo entre animais jovens, de até 3 meses de vida,
em virtude do primeiro contato com o virus se dar, preferencialmente, logo
ap6s a etapa de desmame (FERNANDEZ-BARREDO et al., 2007; LEBLANC et
al., 2007; SEMINATI et al., 2008; LI W. et al., 2009; DI BARTOLO et al, 2011).
Durante o presente estudo foram analisadas amostras de animais em idade de
abate (cerca de 6 meses), portanto este fator também pode ter relagdo com a
nao deteccao de anticorpos IgM.

A primeira evidéncia soroldgica da circulagcdo do HEV na América do Sul
foi sugerida a partir da detecgao de anticorpos anti-HEV IgG em humanos na
Venezuela (PUJOL et al., 1994). No continente, as soroprevaléncias relatadas
de anti-HEV IgG em suinos sédo de 7% no Chile (Ibarra et al., 2007) e 22,7% na
Argentina (MUNNE et al., 2006).
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No Brasil, Guimaraes et al. (2005) descreveram uma alta prevaléncia de
81,2% de suinos sororeativos para IgG em propriedades no Estado do Mato
Grosso, no Centro-Oeste do Brasil, ja no Estado do Rio de Janeiro, Sudeste do
Pais, esta soroprevaléncia foi de 24,3% (VITRAL et al., 2005).

Em comparacao com estes indices prévios no pais, a soroprevaléncia
para anti-HEV IgG no Estado do Para demonstrou ser menor, contudo cabe
ressaltar que a suinocultura no Estado apresenta, de modo geral,
caracteristicas bastante artesanais, pois grande parte da produgao ¢ feita em
pequenas propriedades de escala familiar, onde os sistemas de criagdo nao
sdo intensificados e 0 manejo higiénico-sanitario das instalagcdes ¢é
questionavel, influenciando, portanto, nos niveis de exposi¢ao ao virus.

Suinos podem entrar em contato com o HEV de modo continuo durante
diversas etapas da vida produtiva e diferencas de prevaléncia estido
diretamente associadas ao manejo sanitario do plantel e das instalagbes
(SATOU; NISHIURA, 2007; CASAS et al., 2011). Criatdrios suinos de escala
familiar no interior da China, por exemplo, apresentaram soroprevaléncia
superior quando comparados a criatorios de larga escala (90% vs 76.6%),
sendo este resultado justificado pelas baixas condi¢cdes sanitarias destes
estabelecimentos de pequenas proporcdes (LI W. et al., 2009).

Neste sentido, o fato de termos detectado animais soropositivos para
anti-HEV IgG em idade de abate, com cerca de 6 meses de vida, pode estar
associado a um maior tempo de exposi¢cao dos suinos ao virus dentro das
propriedades na regiao (LEBLANC et al., 2007; LI W. et al., 2009).

Uma explicacdo para esta exposicdo continua ao HEV dentro das
propriedades parece estar associada ao fato de que o virus pode ser eliminado
pelas fezes de suinos infectados durante longos periodos, inclusive por animais
adultos, sendo possivel, entdo, que essas fontes de infeccdo permanegam em
um ambiente através da transmissao horizontal continua (KASORNDORKBUA
et al., 2004; SEMINATI et al., 2008; DI BARTOLO et al., 2011).

Os 12 animais soropositivos (7,9%) em que o HEV-RNA nao foi
detectado parecem representar infecgbes pregressas, pois o tempo estimado
de soroconversao para IgG varia de cerca de duas semanas (Meng et al.,
1998) a 25 dias (SATOU; NISHIURA, 2007).
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O suino #27 (0,6%), em que foi detectado anti-HEV IgG em baixa
titulacdo (25,6 U/mL) e também o HEV-RNA nas amostras de soro, fezes e
figado, faz supor que este caso se trate de reinfeccdo, em virtude da
possibilidade de existéncia de mecanismos de manutencdo do virus entre
populagdes co-infectadas (LI Z. et al., 2009). A obtengcdo de sequéncias
nucleotidicas dos subtipos 3c e 3f na amostra de fezes e figado desse animal
reforca esta teoria de co-infecgao.

A reinfeccédo pelo HEV pode ocorrer pela introducdo em um plantel de
novos animais infectados por variantes diferentes do HEV, o que faz com que a
imunidade adquirida dos suinos possa apresentar uma protecao incompleta
contra estas novas strains, resultando em co-infecgdes (DI BARTOLO et al.,
2008).

Os 14 suinos positivos para o HEV-RNA (9,2%) em pelo menos uma
amostra e que nao apresentavam anticorpos anti-HEV, foram associados a
infecgdo pelo virus durante as etapas de crescimento e terminagédo, o que
resulta nesta detecgdo do genoma do HEV em animais soronegativos em idade
de abate (DOS SANTOS et al., 2009; LEBLANC et al., 2010; DI BARTOLO et
al., 2011).

Cabe ressaltar que variagdes nas fontes de infecgdo influenciam na
deteccao idade-especifica do HEV e a deteccdo do RNA viral em animais em
idade de abate pode ser associada a infecgdes ocorridas apds os 180 dias de
vida (SATOU; NISHIURA, 2007).

A caracterizacdo molecular das sequéncias obtidas de suinos no Estado
do Paré indicou que elas pertencem ao gendtipo 3 do HEV. Este resultado esta
de acordo com o observado em suinos e humanos em paises com casos
esporadicos de hepatite E pelo gendtipo 3 como os Estados Unidos (MENG et
al., 1997; FEAGINS et al, 2007), Canada (PEIl; YOO, 2002), Japao
(OKAMOTO et al., 2007), China (WANG et al., 1999; ZHENG et al., 2006),
Inglaterra (DALTON et al., 2007), Holanda (BORGEN et al., 2008), Italia (DI
BARTOLO et al., 2008; DI MARTINO et al.,, 2010; MARTELI et al., 2010),
Hungria (REUTER et al., 2009), Dinamarca (BREUM et al., 2010), Franca
(LEGRAND-ABRAVANEL et al.,, 2009), Austria (WORM et al.,, 2000) e
Argentina (SCHLAUDER et al., 2000; MUNNE et al., 2006).
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Os resultados do presente estudo também corroboram com os dados da
ocorréncia do genétipo 3 do virus previamente relatados no Brasil (PAIVA et
al., 2007; DOS SANTOS et al., 2009, 2010, 2011).

A analise filogenética das 15 sequéncias obtidas da ORF1 indicou que
14 pertencem ao subtipo 3c e apresentaram estreita similaridade com
sequéncia obtida em efluente de matadouro suino no Estado do Rio de Janeiro
(DOS SANTOS et al., 2011), entretanto uma sequéncia pertence ao subtipo 3f
€ agrupou junto a um isolado suino da Holanda (VAN DER POEL et al., 2001),
distante dos outros isolados do Estado do Para do subtipo 3c.

Esta sequéncia do subtipo 3f obtida no soro do suino #35 apresentou
divergéncia nucleotidica de 22% das outras sequéncias da ORF1 obtidas nas
amostras de fezes e figado deste mesmo animal. Esta evidéncia de divergéncia
nucleotidica nos faz sugerir a ocorréncia de co-infecgdo em um unico animal
por mais de um subtipo do virus, provavelmente em virtude da existéncia de
multiplas variantes do HEV em circulagédo na Amazénia Oriental brasileira.

Kaba et al. (2009) identificaram os subtipos 3c e 3f do HEV em suinos
no sudeste da Frangca ocorrendo em propriedades distintas e sugeriram que
sequéncias de uma mesma origem geografica tendem a agrupar nos mesmos
clados, o que néao foi observado no suino #35, ja que estes dois subtipos foram
identificados no mesmo animal;

Os subtipos 3c e 3f foram identificados em suinos abatidos na ltalia,
entretanto, as sequéncias obtidas de multiplas amostras de um mesmo animal
apresentaram 100% de identidade e ndo agruparam em subtipos diferentes (DI
BARTOLO et al,, 2011), como no suino #35. Apesar de ndo terem sido
detectados casos de co-infeccdo com multiplos subtipos do virus, os autores
supracitados ndo descartaram essa possibilidade.

Um estudo sobre incidéncia do HEV em amostras de fezes em trés
granjas suinas no Japéao indicou que multiplas variantes podem coexistir em
uma mesma propriedade (NAKAI et al., 2006). De Deus et al (2008)
demonstraram pelo menos 3 strains do HEV em circulagédo dentro de uma
unica granja suina na Espanha. De modo similar, foi verificada a existéncia de
pelo menos 4 subtipos do gendtipo 4, com identidade nucleotidica variando
entre 83,3-89,7%, em circulacdo entre suinos de 2-4 meses de vida em
Shangai e a (YAN et al., 2008).
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Li Z. et al. (2009) relataram, inclusive, a possibilidade de ocorréncia de
co-infecgdo inter-gendtipos em uma mesma amostra bioldgica. Os autores
identificaram em uma unica amostra de fezes de um suino sequéncias dos
gendtipos 3 e 4, de acordo com a analise da ORF1 e ORF2, respectivamente.
Em humanos, a infeccdo mista pelos gendtipos 3 e 4 também ja foi
demonstrada em um paciente com hepatite E aguda no Japao (TAKAHASHI et
al., 2002).

A presséo seletiva intra-hospedeiro pode imprimir variagdes no genoma
viral que podem influenciar na persisténcia de algumas variantes do HEV
determinando a existéncia de quasi-espécies do virus (GRANDADAM et al.,
2004), fato que também pode justificar as divergéncias intra-genotipicas
observadas entre as sequéncias nucleotidicas do presente estudo.

A hipétese de existéncia de recombinantes do HEV entre as amostras de
suinos do Estado do Para também deve ser levada em consideragao, ja que
existe relato da ocorréncia de recombinantes em strains do gendétipo 1 do HEV
(VAN CUYCK et al., 2005).

Fan (2009) evidenciou divergéncias filogenéticas em uma amostra do
HEV a partir da andlise de diferentes regides genoma e determinaram a
existéncia de um recombinante entre os genadtipos 3 e 4 do virus. Wang et al.
(2010) também relataram a existéncia de recombinantes inter e intra-genoétipos
entre strains humanos e suinos do HEV.

A filogenia das 7 sequéncias da ORF2 nao apresentou divergéncia de
subtipos entre as amostras e indicou que todas pertencem ao subtipo 3f do
HEV, relacionadas a sequéncias obtidas na Holanda (VAN DER POEL et al.,
2001).

Lu et al. (2006) sugerem que a classificacdo de subtipos de uma
amostra tende a permanecer constante mesmo quando se analisa diferentes
regides do genoma do HEV, portanto as sequéncias da ORF1 e ORF2 com
subtipos divergentes obtidas dos suinos #27, #29, #34 e #35 reforcam a
hipétese de ocorréncia de co-infecgdes por multiplos subtipos e/ou
recombinantes do virus. Neste sentido, sugerimos posterior clonagem e analise
filogenética das amostras obtidas no presente estudo para determinacédo da

causa da divergéncia de classificagdo de subtipos destas sequéncias.
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Ressaltamos que os resultados de recombinacbes em animais co-
infectados ou super-infectados podem significar a emergéncia de variantes
mais virulentas do virus (LI Z. et al., 2009), portanto a detecgdo do HEV em
suinos no Estado do Para reforca a necessidade de estudos adicionais também
para avaliagdo da patogenicidade destes isolados e de fatores risco de
infecgdo para humanos, principalmente aquelas de carater ocupacional, ja que
a existéncia de um risco em potencial a saude coletiva ndo pode ser
descartado.

Este risco de infecgdo ocupacional foi confirmado por Pérez-Garcia et al.
(2007), que relataram a ocorréncia de um caso de hepatiie E em um
funcionario de matadouro que apresentava sequéncia nucleotidica do gendtipo
3 com 87,3-97,3% de homologia a sequéncias de suinos da mesma regido
geografica. Recentemente foram detectadas sequéncias do Gendtipo 3 com
estreita relagdo entre humanos e suinos na Bolivia (DELL’AMICO et al., 2011).

Esta problematica pode ser agravada na regido Amazodnica, pois Freitas
et al. (2006) indicaram que os procedimentos de abate nos matadouros
clandestinos situados na regido metropolitana de Belém apresentam
importantes inconformidades higiénico-sanitarias, pois nao ha escoamento
adequado dos residuos e as pessoas envolvidas nao utilizam nenhuma espécie
de equipamento de protecao individual, estando, portanto, constantemente em
contato com material de risco biolégico. Sob este aspecto, sugere-se, que
determinadas populagdes podem estar expostas ao HEV no Estado do Para e
na regiao Amazonica sem a devida notificacao.

Diferentes fontes de infec¢do sdo sugeridas para humanos que estdo em
contato com suinos e/ou consomem carne suina, pois apesar de a infeccéo
pelo HEV apresentar curso silencioso nestes animais, o virus vem sido
demonstrado em amostras de soro, fezes, urina, figado, bile, linfonodos
mesentéricos, intestinos, musculos de suinos e em efluentes de matadouros
(WILLIAMS et al., 2001; CLEMENTE-CAZARES et al., 2003; DE DEUS et al.,
2007; BOUWKNEGT et al., 2009; DOS SANTOS et al., 2009; LEBLANC et al.,
2010; DOS SANTOS et al., 2011).

Ponderamos que a manifestagdo clinica da infeccao parece ter uma
relacdo dose-dependente (TSAREV et al., 1994) e que uma relativa resisténcia

térmica de alguns isolados do HEV também pode influenciar nesta questao
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epidemiologica (EMERSON et al., 2005), ja que alimentos crus ou mal-cozidos
representam uma fonte de infeccdo em especial (TAKAHASHI et al., 2002;
MATSUDA et al., 2003; TEI et al, 2003; LI et al., 2005; COLSON et al., 2010).

A partir da demonstragao da infeccdo em animais em idade de abate,
nossos resultados sugerem que os suinos na Amazonia Oriental brasileira
parecem estar expostos ao HEV durante diversas etapas da vida produtiva, o
que implica em uma particularidade da dinamica epidemiolégica nas granjas
suinas da regidao que merece abordagem complementar.

Esta foi primeira identificagdo e genotipagem do HEV na Amazénia
Oriental brasileira e o HEV circulante em suinos no Estado do Para esta
relacionado a amostras humanas e animais de outras regides nao-endémicas
do mundo, sugerindo potencial zoonético destes isolados. Adicionalmente, o
presente estudo detectou a ocorréncia simultanea dos subtipos 3c e 3f do virus
entre as amostras analisadas, 0 que sugere a ocorréncia de infecgbes mistas
dos suinos por multiplas strains e/ou recombinantes do virus. Estudos
complementares devem ser desenvolvidos para esclarecimento das questdes
epidemiologicas do HEV em circulagcdo no Estado do Parad e seus reais

impactos na saude publica da regido Amazénica e do resto do Brasil.
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4 CONCLUSOES

A circulacdo do Virus da Hepatite E em suinos no Estado do Para foi
demonstrada sorologicamente pela detec¢ao de anti-HEV IgG em 8,6%
(13/151) das amostras analisadas.

O HEV genoma foi detectado em 15 suinos (9,93%) por Nested RT-PCR
em pelo menos uma amostra biolégica de cada animal.

A caracterizagdo molecular das sequéncias nucleotidicas obtidas indicou
que pertencem ao gendtipo 3 do virus.

Foram detectadas sequéncias dos subtipos 3c e 3f do HEV ocorrendo
simultaneamente entre as amostras testadas, sugerindo a possibilidade
de infecgdes por multiplos strains e/ou recombinantes do virus.

O HEV circula no Estado do Para e as amostras suinas estao
relacionadas a amostras humanas de outras regides ndo endémicas,
sugerindo potencial zoonético deses isolados.

O HEV circulante no Para filogeneticamente difere dos outros isolados
identificados previamente nos Estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e

Mato Grosso.
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