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Resumo

O papel que os Norovirus desempenham na comunidade comecou a ser tema recorrente

somente nas Ultimas décadas.

A sua inabilidade de crescimento em culturas celulares, a tardia clonagem e
caracterizagdo molecular do genoma do Norwalk virus, protétipo deste grupo de virus, a
inexisténcia de pequenos modelos animais para o0 seu estudo e, consequentemente, o
moroso desenvolvimento de métodos de diagndstico e detecdo dos Norovirus resultou,
durante muitos anos, em estudos epidemioldgicos na area das infe¢bes gastrintestinais

dubios e incompletos.

Atualmente admite-se que estes microrganismos sdo 0s principais agentes etiologicos de
episodios de gastrenterite aguda, grau anteriormente concedido aos Rotavirus,
principalmente entre os individuos em idade pediatrica e geridtrica e em
imunodeprimidos, com os virus do genotipo 4 do genogrupo 2 a serem considerados

predominantes.

E provavel que o desenvolvimento de uma vacina ou de outros farmacos antivirais se
torne imprescindivel para reduzir as taxas de morbilidade e mortalidade associadas a
infecdo e doenca devidas a estes virus emergentes. Prevalece a necessidade de aumentar
0 numero de ensaios clinicos e estudos de campo para autenticar o potencial destas
medidas terapéuticas, uma vez que co-existem varios fatores condicionantes para o seu
desenvolvimento, a elevada diversidade genética dos Norovirus e a curta imunidade

concedida pela sua inoculagéo e posterior infecdo séo considerados os principais.

Palavras-chave: Norovirus, epidemiologia dos Norovirus, epidemiologia dos

Norovirus versus Rotavirus, terapéutica dos Norovirus.






Abstract

Only in the last few decades the role played by the Norovirus in the community has

started to be a recurrent theme.

Their inability to grow in cell culture, late cloning and molecular characterization of
Norwalk virus genome, prototype of this group of viruses, the lack of small animal
models for the study and, therefore, the lengthy development of methods of diagnosis
and detection of Norovirus resulted, for many years, in dubious and incomplete

epidemiological studies in the area of gastrointestinal infections.

It is currently assumed that these microorganisms are the major etiologic agents of acute
gastroenteritis, a degree previously granted to Rotavirus, particularly among individuals
in pediatric and geriatric age and in immunocompromised patients, with genotype 4 of

genogroup 2 viruses to be considered predominant.

It is likely that the development of a vaccine or other antiviral drugs become essential to
reduce morbidity and mortality associated with infection and disease due to these
emerging viruses. It is a prevailing need to increase the number of clinical trials and
field studies to validate the potential of these therapeutic measures, since there are
several constraints for their development, which the high genetic diversity of the
Norovirus and the short immunity granted by inoculation and subsequent infection are

considered the main factors.

Key-words: Norovirus, epidemiology of Norovirus, epidemiology of Norovirus versus

Rotavirus, treatment of Norovirus.
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Introducéo

Introducéo

O reconhecimento do impacto dos Norovirus (NoV) na saude publica tem aumentado
significativamente somente nos Gltimos anos, impulsionado principalmente pelo
crescente aumento da notificacdo de casos esporadicos e epidémicos de gastrenterite
aguda (GEA) associados a estes enteropatogéneos, que permitiram a subsequente
realizacdo de estudos moleculares e epidemioldgicos nesta &rea (Oldak, Sulik,
Rozkiewicz, & Zawadzka, 2009; Trainor et al., 2013). Desta forma, varios autores
consideram os NoV os principais agentes etiologicos de doencas diarreicas endémicas e
da grande maioria das ocorréncias de GEA em todo o mundo, especialmente entre 0s

mais novos e mais velhos da comunidade (Hall, 2012; Hall et al., 2013).

“Gastrenterite (GE) é o termo que se aplica, em geral, a um grupo de perturbacdes cuja
causa sdo as infecbes e 0 aparecimento de sintomas como perda de apetite, nduseas,
vomitos, diarreia moderada a intensa, colicas e mal-estar no abdomen” (Manual Merck,
2009). De entre os possiveis agentes microbioldgicos desencadeadores desta doenca
tém-se as bactérias, os virus, os fungos, os parasitas, as toxinas e os prides (Li,
Predmore, Divers, & Lou, 2012).

De facto, estes virus possuem todas as caracteristicas para poderem ser classificados de
agentes infeciosos ideais: sdo extremamente contagiosos; de invasdo e proliferagdo
rapida no hospedeiro; em constante evolucdo, evocando a imunidade limitada; e
relativamente virulentos, ou seja, permitem uma facil e total recuperacdo da maioria dos
individuos infetados mantendo assim um elevado nimero de hospedeiros suscetiveis
(Hall, 2012).

Esta monografia objetiva determinar o papel que as infecbes devidas aos NoV

preconizam na comunidade.

Posto isto, inicia-se a mesma pelo enquadramento historico da descoberta do Norwalk
virus (NV), protétipo dos NoV, caracterizagdo das suas particulas virais e classificagao
taxondmica. A elevada capacidade de contagio e rapida invasdo do hospedeiro
protagonizada por estes virus tornou essencial a abordagem as suas estratégias de
replicacdo, patogenese, manifestagdes clinicas e vias de transmissdo. No capitulo
seguinte consta uma breve abordagem a aparente suscetibilidade/resisténcia que alguns

individuos apresentam contra a infecdo pelos NoV, associada a imunidade e provavel
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Importancia das infe¢cbes por Norovirus na comunidade

predisposicdo genética do hospedeiro. Dado que a infe¢do causada por estes patogéneos
é uma condic&o de dificil detecdo e diagndstico, apresentar-se-do as técnicas disponiveis
para tal e suas vantagens e desvantagens e ainda, num momento inicial, as
consideracGes mais importantes aquando da recolha de amostras suspeitas da presenca
de NoV.

Numa outra instancia, atendendo especificamente ao tema da presente monografia,
consta uma extensa analise epidemioldgica, com referéncia aos episodios de GEA
devidos aos Rotavirus (RV) em comparacdo com os associados aos NoV e a
recomendacdo da vacinacdo anti RV dos recém-nascidos como premissa para a
emergéncia dos NoV entre os mais novos da comunidade; a sua presumivel
sazonalidade; aos grupos de individuos mais vulneraveis a infecdo; as estatisticas a
nivel mundial das taxas de morbilidade e mortalidade e ao impacto econdmico e de
recursos relacionados com as ocorréncias epidémicas de GEA preconizadas por estes

virus.

Por dltimo, a importancia da prevencdo e terapéutica dos surtos provenientes da facil
transmissdo deste conjunto de virus na comunidade, dando especial énfase ao controlo
da infecdo, nomeadamente aos cuidados gerais e especificos a adotar em determinadas
instalacdes, as opcdes e alvos terapéuticos atuais e futuros e a provavel imunizacdo de

alguns grupos de individuos através da vacinagdo anti NoV.

Para a redacdo desta revisdo da literatura procedeu-se a pesquisas bibliograficas em
bases de dados eletronicas, designadamente o PubMed, B-on, SciELO e The Cochrane

Library.
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Historia

Histéria

A primeira associacdo entre os virus da familia Caliciviridae e a GEA em seres
humanos ocorreu em 1929, quando Zahorsky descreveu a winter vomiting disease, e
depois em 1972, aquando da descoberta do virus Norwalk (Kapikian, 2000; Kapikian et
al., 1972; Patel, Hall, Vinjé, & Parashar, 2009).

Kapikian e colaboradores procederam a administracdo do material fecal de um
individuo envolvido num surto deste tipo, ocorrido em 1968 numa escola primaria em
Norwalk, Ohio, a adultos voluntérios saudaveis, sob a forma de um filtrado livre de
bactérias (Kapikian, 2000). A analise por imunomicroscopia eletronica das amostras de
fezes desses voluntarios, designadamente da formacdo da reagdo antigénio-anticorpo,
permitiu identificar particulas semelhantes a virus com 27 nandmetros de tamanho,
posteriormente designadas por agente Norwalk, caracterizando o NV (Figura 1) como o
agente etioldgico da epidemia ocorrida na escola daquela cidade, semelhante a doenca
descrita por Zahorsky em 1929 (Kapikian, 2000; Kapikian et al., 1972; Patel et al.,
2009).

Figura 1: Imagem de microscopia eletrénica do NV (adaptado de Atmar & Estes, 2001).

Este passou a ser considerado o prot6tipo de um amplo grupo de virus, inicialmente
designados pela sua forma (small round structured virus) ou por semelhanga com o
agente Norwalk (Norwalk-like viruses), e denominados de acordo com o local onde
foram pela primeira vez descritos (por exemplo, Norwalk, Snow Mountain e Hawaii),
atualmente pertencentes aos NoV (Glass, Parashar, & Estes, 2009; Green et al., 2000;
Patel et al., 2009).

Inicialmente, o NV foi descrito como sendo um Picornavirus ou Parvovirus, com base
no seu aspeto quando visualizado ao microscopio eletrénico (Kapikian et al., 1972).
Entretanto, a identificacdo de uma unica proteina estrutural principal em virides de NV

aproximou-o da familia Caliciviridae (Greenberg et al., 1981). Contudo, a relacdo de
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parentesco entre 0 NV e outros Calicivirus (CV) apenas ficou totalmente esclarecida em
1990, apds clonagem e caracterizacdo molecular do genoma do Norwalk virus por Jiang
e colaboradores, Unica espécie do género Norovirus da familia Caliciviridae (Green et
al., 2000; ICTV, 2013; Jiang et al., 1995).

Estrutura morfoldgica, gendmica e proteica

Os NoV séo virus sem invélucro e de diametro varidvel entre os 27 e os 40 nandmetros.
A cépside, de simetria icosaédrica, é constituida por 90 dimeros da proteina viral (VP)
principal, a VP1, disposta em redor do genoma viral (Atmar & Estes, 2001; Donaldson,
Lindesmith, Lobue, & Baric, 2010; Karst, 2010).

O genoma dos NoV é constituido por uma molécula de &cido ribonucleico (RNA)
cadeia simples e de polaridade positiva, de aproximadamente 7,7 quilo bases (Glass et
al., 2000; Hardy, 2005; Thorne & Goodfellow, 2014). A extremidade 5° do RNA
gendémico esta covalentemente ligada a uma proteina, a VPg, enguanto que a
extremidade 3’ é poliadenilada (Thorne & Goodfellow, 2014).

Encontra-se organizado em 3 regides de leitura aberta (ORF, do inglés open reading
frames): a ORF1, localizada na extremidade 5°, a ORF2 e a ORF3, situada na
extremidade 3°. A primeira ORF é traduzida como uma grande poli proteina, que é co- e
pos-traducdo clivada por uma protease codificada por estes virus - a 3C-like protease
(3CLP™, 3C ou Pro) -, para libertar 6 proteinas funcionais ndo estruturais, incluindo a
propria 3CLP". Essas proteinas ndo estruturais incluem, além da 3CL"™: a proteina 48
(p48), a nucledtido trifosfato (NTPase ou NTP), a proteina 22 (p22), a VPg e 0 RNA
polimerase RNA-dependente (RdRp ou Pol). A segunda e a terceira ORF, traduzidas a
partir do RNA subgendmico, codificam as proteinas estruturais, pertencentes a capside,
VP1, a major, e VP2, a minor, respetivamente (Figura 2) (Hardy, 2005; Li, Predmore,
Divers, & Lou, 2012; Thorne & Goodfellow, 2014).

CQRF QORF2 ORF3

< p8 | NP [ pn | v | 3 | RdRp H | I H l-Aaa,

Proteinas ndo estruturais Proteinas estruturais

Figura 2: Organizacdo do genoma dos NoV (adaptado de Donaldson et al., 2010).
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Estrutura morfoldgica, genémica e proteica

Relativamente as proteinas estruturais, a VP1, constituida por 530 a 555 aminoacidos, é
a proteina mais abundante da cépside viral, com 180 cépias (Donaldson et al., 2010;
Hardy, 2005). Apresenta 2 dominios: o dominio shell (S) e o dominio protruding (P),
unidos de forma flexivel (Donaldson et al., 2010; Bertolotti-Ciarlet, White, Chen,
Prasad, & Estes, 2002). O dominio S, regido mais conservada da sequéncia, participa na
formacdo do revestimento interno da cépside (Hardy, 2005; Tan, Hegde, Jiang, & Al,
2004; Prasad et al., 1999). Por outro lado, o dominio P, envolvido nos contactos
diméricos, € o responsavel nao so pela constituicdo das estruturas em forma de arco que
emanam da particula viral, essenciais para as interacdes virais com o recetor celular
(Figura 3), mas também pela estabilidade acrescida da prdpria capside e controlo do
tamanho das particulas semelhantes a virus (VLP, do inglés virus-like particles),
resultantes da expressdo das proteinas estruturais virais (Bertolotti-Ciarlet et al., 2002;
Hardy, 2005; Kniel, 2014; Prasad et al., 1999; Tan et al., 2004). Este dominio apresenta
2 subdominios: o P1 e o P2. Sobre o subdominio P1, este desempenha um papel
importante na estabilizacdo das VLP (Chen & Chiu, 2012; Yu, Yan, Li, Pan, & Wang,
2014). Ao subdominio P2, regido altamente variavel e localizada a superficie da
capside, é atribuida a antigenicidade do virus, uma vez que contém epitopos para 0S
anticorpos neutralizantes; a interacdo virus-hospedeiro e resposta imune, fundamental
para o desenvolvimento de terapéuticas e vacinas eficazes; a formacdo de fendas de
ligacdo com recetores celulares dos NoV, como por exemplo com o0s antigénios de
grupos sanguineos (HBGA, do inglés histo-blood group antigens); e, por ultimo, a
definicdo das diversas linhagens dos NoV (Chen & Chiu, 2012; Donaldson et al., 2010;
Hardy, 2005; Karst, 2010; Li et al., 2012; Prasad et al., 1999; Tan et al., 2004).

Dimeros P Local de ligagdo aos HBGA

Figura 3: Representacdo da regido de ligagao e da relacdo genética das interfaces de ligagdo aos
HBGA de alguns gendtipos dos NoV (adaptado de Tan & Jiang, 2010).

Quanto & VP2, encontra-se implicada na encapsida¢do do genoma viral, na regulacéo da

montagem do virus, na expressdao da proteina VP1, aumentando a sua eficiéncia e
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estabilidade, e ainda na estabilidade da propria capside e das VLP (Bertolotti-ciarlet,
Crawford, Hutson, & Estes, 2003; Hardy, 2005; Karst, 2010).

Sobre as proteinas ndo estruturais, a principal funcdo da 3CLP™ é somente a clivagem da
poli proteina codificada pela ORF1, que origina as 6 proteinas ndo estruturais dos NoV.

Relativamente & p48, e de acordo com Fernandez-Veja e colaboradores, citados por
Hardy (2005), esta apresenta um papel ativo na inducdo do rearranjo das membranas
intracelulares, onde decorre a replicacdo do RNA viral, e na interacdo entre os NoV e 0
complexo de Golgi. E também sugerido que esta possa estar associada & formacéo do
complexo de replicagdo dos NoV (Karst, 2010; Thorne & Goodfellow, 2014).

A p22 ndo tem a sua funcéo totalmente esclarecida, apesar de se saber que esta integra o
precursor p22-VPg-3CLP™ na protedlise (Hardy, 2005). Porém, e por ocupar uma
posicdo no genoma dos NoV semelhante a posicdo da proteina 3A no genoma dos
Picornavirus, pensa-se que esteja igualmente envolvida na formacdo do complexo de
replicacdo destes virus e em perturbacées a nivel do complexo de Golgi (Hardy, 2005;
Karst, 2010).

Pressupde-se que tanto a proteina 48 como a 22 tenham a capacidade de interromper o
trafego proteico intracelular do hospedeiro, 0 que poderd representar um papel
importante na patogénese da infecdo pelos NoV, por bloqueio da expressao e secrecao a

superficie de mediadores imunitéarios em células infetadas (Karst, 2010).

No que diz respeito a NTPase, apesar de ser capaz de hidrolisar a adenosina trifosfato,

ndo apresenta qualquer atividade de helicase.

A VPg estabelece ligacbes covalentes com o RNA mensageiro gendémico e
subgendmico, sendo que se admite que o genoma dos CV, incluindo dos NoV, sem VPg
ndo € infecioso (Hardy, 2005). Consente-se também que esta proteina seja parte
integrante da traducéo e replicacdo do RNA e, portanto, do recrutamento de ribossomas
pelo RNA viral e da sintese de proteinas virais (Hardy, 2005; Karst, 2010; Thorne &
Goodfellow, 2014).

Por fim, assume-se que a proteina RdRp esteja envolvida na iniciacdo da sintese do
RNA e, assim, na replicacdo viral (Hardy, 2005; Hoa Tran, Trainor, Nakagomi,
Cunliffe, & Nakagomi, 2013).

20



Taxonomia e classifica¢do

Taxonomia e classificacédo

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de virus (ICTV, em inglés
International Committe on Taxonomy of Viruses), a familia Caliciviridae é atualmente
constituida por 5 géneros de virus: Lagovirus, Nebovirus (primeiramente denominado
como Beco/Nabovirus), Norovirus, cuja Unica espécie € o Norwalk virus, Sapovirus e
Vesivirus (ICTV, 2013). Os NoV e os Sapovirus (SV) sdo os Unicos grupos de virus
capazes de infetar seres humanos e de, consequentemente, causarem GEA (Thorne &
Goodfellow, 2014). Entretanto, a detecdo de outro CV nas fezes de uma macaco-rhesus
podera levar ao estabelecimento de um novo género, intitulado por agora como
Recovirus (Figura 4) (Bank-Wolf, Konig, & Thiel, 2010; Rohayem et al., 2010).

Norovirus

Nebovirus

Recovirus

Lagovirus

Vesivirus

Sapovirus

Figura 4: Familia Caliciviridae, com o género Recovirus ainda por aprovar como membro dos CV
(adaptado de Rohayem et al., 2010).

Os NoV estdo atualmente subdivididos em 6 genogrupos (GI-GVI1) (Figura 5), apesar de
Phan e colaboradores, citados por Bank-Wolf et al. (2010), terem sugerido em 2007,

além do GVI, um sétimo genogrupo. Apenas os genogrupos I, 1l e IV incluem virus que
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infetam humanos, sendo que o Gll, em oposicdo ao GIV, é o responsavel pela grande
maioria das epidemias de GEA causadas pelos NoV e o Gl é frequentemente associado
a surtos deste tipo mas pelo consumo de agua ou alimentos contaminados por estes
virus (Arvelo et al., 2012; Eden, Hewitt, Lee, Boni, & Merif, 2014; Lim, Eden, Oon, &
White, 2013).

Por sua vez, 0s genogrupos estdo subdivididos em genotipos, até a0 momento
constituidos por mais de 40 estirpes de virus (Figura 5) (Donaldson et al., 2010; Eden et
al., 2014).
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Figura 5: Arvore filogenética dos NoV (adaptado de Ramani, Atmar, & Estes, 2014).

As divisdes em genogrupos tém como critério a divergéncia da proteina VP1, uma vez
qgue exibe uma grande variabilidade na ordem de aminoacidos entre os diferentes
genogrupos; por outro lado a divisdo em gendtipos tem como base a sequéncia do RdRp

ou da prépria capside (Hardy, 2005; Hoa Tran et al., 2013).
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As estirpes de um mesmo gendtipo apresentam 69 a 97% de similaridade na ordem de
nucledtidos a nivel gendmico, ao contrario das estirpes de diferentes genogrupos, que
apenas apresentam uma semelhanca de 51 a 56%.

Relativamente as proteinas estruturais, dentro do mesmo genétipo a diferenca na
sequéncia dos aminoacidos da capside € no maximo de 40%, enquanto que entre

genogrupos essa diferenca ultrapassa os 50% (Donaldson et al., 2010).

Esta diversidade genética, inclusive o surgimento de variantes de genogrupos e
gendtipos, é atribuida a acumulacdo de mutacdes pontuais, devidas a erros na replicacédo
do RNA, e a recombinacao entre 2 virus relacionados, principalmente se se encontrarem
em co-circulagdo (Glass et al., 2009; Ji et al., 2013). A maioria destes recombinantes
apresenta pontos de quebra dentro ou proximo da juncdo ORF1-ORF2, resultando dai a

divergéncia genética maioritaria dos NoV (Ji et al., 2013).

Dentro desse grupo, as variantes do gendtipo 4 do genogrupo Il (Gll.4) tém sido
consideradas responsaveis pela grande maioria de surtos que tém ocorrido por todo o
mundo (mais de 80%) (Hasing et al., 2013; Lim et al., 2013). Mudancas antigénicas tém
sido associadas ao bloqueio do epitopo do Gll.4, o que suporta o aparecimento das
variantes deste genotipo, como a “Sydney 2012”, que parecem ultrapassar a imunidade

de grupo.

Embora os determinantes moleculares sejam dificeis de discernir, o aumento do numero
de epidemias associadas aos NoV, notificadas principalmente ap6s o aparecimento de
novas estirpes recombinantes, sugere que as proteinas ndo estruturais estejam associadas
a este fendomeno, e assim a VP1, especificamente o subdominio P2, ndo € o unico fator
de viruléncia envolvido na doenca causada por estes microrganismos. Depois, € tambem
sugerido que a imunidade populacional e a diversidade genética da maior proteina da
capside ndo sdo os unicos fatores envolvidos na evasdo imune dos NoV. A analise do
seu genoma indica que as alteragdes num Unico residuo de aminoécidos dentro da
proteina ndo estrutural p22 ocorreram ao longo do tempo, e portanto esta pode
desempenhar um papel importante na evasdo a resposta imunitaria. Deste modo,
assume-se que uma combinacao da capside e das proteinas ndo estruturais pode ser a
responsavel pelo desenvolvimento de surtos de GEA devidos aos NoV de ano para ano
(Vegaetal., 2014).
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Estratégias de replicacéo

O ciclo de replicagdo dos NoV, e dos restantes CV, assemelha-se bastante ao de outros
virus de RNA de polaridade positiva, podendo ser dividido em 10 etapas (Figura 6).

/ 1. Interagdo com o fator de ligagdo
2. Ligacéo ao recetor @
=7,

3.Entrada 4, Uncoating WT/_\MW

R—,

a’ 5. Tradugéo
BeB-

* 6. Processamento
da poli proteina 7. Formagao do

>
P < O @ —j complexo de replicagdo

8. Replicacdo do V‘VT";\A”W“N

RNA

10. Saida

\_/ 9. Maturagéo RNA subgenémico

Figura 6: Ciclo de replicacdo dos NoV (adaptado de Thorne & Goodfellow, 2014). (1 e 2) Ades&o das

particulas virais a superficie celular; (3) entrada; (4) uncoating; (5) traduc&o; (6) processamento da poli

proteina; (7) formacao do complexo de replicacdo; (8) replicacdo do RNA, com subsequente obtencao

do RNA gendmico e subgendmico; (9) maturacao; (10) saida das particulas virais da célula (Rohayem
et al., 2010; Thorne & Goodfellow, 2014).

A primeira etapa consiste na adesdo das particulas virais a superficie celular, atraves de
recetores especificos constituidos possivelmente por hidratos de carbono (Rohayem et
al., 2010; Thorne & Goodfellow, 2014). No caso dos NoV, varios investigadores
defendem o envolvimento neste processo de um recetor de uma proteina, ainda

desconhecido, que permite a ligacdo e a entrada do virus na celula (Thorne &
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Goodfellow, 2014). Apds entrada, 0 processo de uncoating permite que o genoma viral
fique apto para a traducdo, que culmina na libertagdo das proteinas ndo estruturais, apos
processamento da poli proteina. Estas proteinas védo constituir o complexo de
replicacdo, responsavel pela sintese do RNA antigenomico, molde do RNA gendmico e
subgendmico, obtidos apos replicacdo do RNA. O RNA gendmico, recém-sintetizado, é
utilizado como precursor da poli proteina, e depois traduzido no complexo de
replicacdo, ou incorporado na capside das particulas virais (Rohayem et al., 2010;
Thorne & Goodfellow, 2014). Em relacdo ao RNA subgendmico, este é traduzido em
proteinas estruturais (VP1 e VP2) (Rohayem et al., 2010). Apds maturacdo, as
particulas virais sdo por fim libertadas através da membrana plasmética (Rohayem et
al., 2010; Thorne & Goodfellow, 2014).

Porém, o mecanismo pelo qual os NoV entram na célula continua ndo totalmente
elucidado. Apenas se sabe, com maiores certezas, que esse processo € dependente de
dinaminas, ou seja, de grandes guanosinas-trifosfatases, e de colesterol (Thorne &
Goodfellow, 2014).

Encontra-se comprovado que as VLP sdo capazes de interagir com diversas linhagens
celulares, inclusive células intestinais humanas (células Caco-2), sendo que estas células
tém a capacidade de internalizar algumas quantidades destas particulas (Murakami et
al., 2013).

Entretanto, ap6s a descoberta dos recetores de HBGA para o virus da doenca
hemorragica dos coelhos, igualmente da familia dos CV, iniciou-se o estudo dos
recetores dos NoV com o seu prot6tipo, o NV, utilizando as VLP como ligando (Herbst-
kralovetz, Mason, & Chen, 2010; Tan & Jiang, 2005).

Desde ha cerca de 10 anos que se defende que os NoV também reconhecem os HBGA
como recetores ou co-recetores na superficie celular, como outros patogéneos que usam
outros hidratos de carbono como recetores, embora ndo haja por enquanto uma
evidéncia direta entre a ligacdo destes virus aos HBGA e a sua entrada na célula
(Donaldson et al., 2010; Herbst-kralovetz et al., 2010; Miura et al., 2013; Murakami et
al.,, 2013; Tan et al., 2004; Tan & Jiang, 2005). Apenas se defende que os HBGA
facilitam a infecdo pelos NoV e posterior replicacdo celular (Kniel, 2014). Esta
interacdo s6 € possivel devido ao dominio P da proteina VP1, especificamente o

subdominio P2, que, por ser a regido mais variavel do genoma, se pensa ser o
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responsavel pela ligacdo entre a capside destes virus e os HBGA (Donaldson et al.,
2010; Lietal., 2012; Tan et al., 2004).

Quanto aos HBGA, das familias ABO, Lewis e secretor, estes sdo complexos de
hidratos de carbono, acoplados a glicoproteinas ou a glicolipidos, presentes nos
eritrocitos e nas células da mucosa epitelial do trato respiratorio, geniturinario e
digestivo, ou como oligossacaridos livres em fluidos bioldgicos, como o caso do sangue
e da saliva (Jin et al., 2013; Li et al., 2012; Tan et al., 2004). A sua expresséo resulta da
adicdo de monossacaridos a precursores de antigénios pelas glicosiltransferases,
dependentes de genes que determinam a via biossintética das 3 familias acima referidas
(Huang et al., 2005; Ruvoén & Le Pendu, 2013; Tan et al., 2004).

Nos seres humanos, 2 enzimas alfa-1,2-flucosiltransferases (FUT) participam na sintese
desses antigénios, codificadas pelos genes FUT1 e FUT2 (Ruvoén & Le Pendu, 2013).
Pensa-se entdo que os NoV tém a capacidade de reconhecer os HBGA presentes nas
células de tecidos intestinais e saliva de secretores (Se™), ou seja, que expressam o0 gene
FUT2, mas ndo de ndo-secretores (Se’), com o gene FUT2 inativo devido a mutacbes
(Huang et al., 2005; Kaufman, Green, & Korba, 2014; Rohayem et al., 2010; Rydell,
Kindberg, Larson, & Svensson, 2011). Por tudo isto tem sido sugerida uma correlagdo
entre a suscetibilidade para a infecdo pelos NoV, o estado secretor e a ligacdo aos
HBGA (Herbst-kralovetz et al., 2010). Contudo, trabalhos de investigacdo entretanto
efetuados sugerem que as VLP dos NoV se ligam as células Caco-2 independentemente
da expressdo dos HBGA, propondo a participacao de outras moléculas do recetor, como
0 sulfato de heparan, um glicosaminoglicano da membrana celular (Arias, Emmott,
Vashist, & Goodfellow, 2013; Murakami et al., 2013).

Patogénese

Devido a inabilidade de crescimento dos NoV em laboratorio, nenhuma cultura de
células ou modelo de pequenos animais se encontram suficientemente desenvolvidos
para o estudo das infegdes associadas a estes virus, e assim os dados existentes sobre a
patogénese e fisiopatologia da doenca provem de estudos realizados com recurso a
voluntarios humanos (Rydell et al., 2011).

Num ensaio efetuado com recurso a 1000 voluntarios, no qual foram realizadas bidpsias

ao jejuno proximal, foi identificado enfraguecimento e atrofia das vilosidades

26



Patogénese

intestinais, hiperplasia das células da cripta, vacuolizagdes citoplasmaticas e infiltracdo
de células polimorfonucleares e mononucleares para a lamina da mucosa que restou
intacta (Glass et al., 2009). Hodges & Gill (2010) registaram o mesmo fenémeno nas

vilosidades intestinais, porém verificaram que a cripta se manteve inalterada (Figura 7).

Vilosidades

Cripta Vilosidades

Cripta

Figura 7: Atrofia das vilosidades intestinais associadas a infecdo pelos NoV (Hodges & Gill, 2010).

No estudo referido por Rydell et al. (2011), constatou-se a infiltracdo de células T
cluster of differentation (CD) 8%, argumentando-se que o mecanismo de atrofia das
vilosidades é dependente da ativacdo de linfocitos intraepiteliais. As lesbes jejunais
caracteristicas foram igualmente visualizadas em voluntarios que ndo adoeceram ap6s
inoculacdo dos NoV (Rydell et al., 2011).

Neste estudo e no ensaio mencionado por Glass et al. (2009) ndo foram observadas
quaisquer alteracGes histoldgicas no fundo gastrico e antro e mucosa do célon (Glass et
al., 2009; Rydell et al., 2011).

A extensdo do envolvimento do intestino delgado ndo é conhecida e, por isso, o local de

replicacéo destes virus continua por identificar.

A atividade enzimatica (fosfatase alcalina, sacarase e trealase) na borda em escova do
intestino delgado é diminuida, resultando em esteatorreia leve e ma absorgéo transitoria
de hidratos de carbono, assim como a atividade da adenilato ciclase no jejuno. Estas 2
alteracOes histologicas sdo atribuidas a mudancas na secrecdo de &cido cloridrico,

pepsina e fator intrinseco.

Por fim, a motilidade e 0 esvaziamento gastricos encontram-se diminuidos, justificando

as nauseas e vomitos associados a GEA (Glass et al., 2009). Porém, Rydell et al. (2011)
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afirmam que a secrecéo de acido cloridrico, pepsina e fator intrinseco e a funcdo motora
géastrica parecem inalteradas durante a infecdo. Por esta razdo, pensa-se que, tal como no
caso dos RV, os NoV tém a capacidade de ativar o sistema nervoso entérico, incluindo

as aferentes serotoninérgicas e o nervo vago (Rydell et al., 2011).

Quanto ao periodo de incubacdo dos NoV ndo ha unanimidade. Os dados obtidos
sugerem um minimo de 8 a 10 horas e um maximo de 48 a 72 horas para o inicio dos
sintomas associados a infecdo (Glass et al., 2009; Patel et al., 2009; Wang & Deng,
2012; Weber, Rutala, Miller, Huslage, & Sickbert-Bennett, 2010).

A eliminagdo viral tem o seu pico 1 a 3 dias apds o inicio da doenca, sendo que a
resolucdo dos sintomas ocorre em média 12 a 72 horas em adultos anteriormente
saudaveis (Frange et al., 2012; Weber et al., 2010). Todavia, em situacdes limite, como
criancas, idosos e imunocomprometidos, principalmente sujeitos a transplantes, a
sintomatologia e a excrecdo viral podem prolongar-se durante semanas ou até mesmo
anos, tornando a GE um caso cronico, principalmente nos 2 ultimos casos referidos
(Frange et al., 2012; Glass et al., 2009; Rydell et al., 2011).

Os NoV mantém-se infeciosos durante cerca de 2 semanas a 1 més em superficies e 2
meses em agua (Fankem, Boone, Gaither, & Gerba, 2014; Hall, 2012; Lopman et al.,
2012). No que concerne a capside do virus, esta consegue preservar-se intacta durante
mais de 3 anos (Lopman et al., 2012).

Manifestacdes clinicas

As manifestacdes clinicas mais frequentes sdo o vomito, a diarreia aquosa, a febre baixa
(37-39°C), as nauseas e as colicas abdominais. Também séo referidas dores de cabeca,
calafrios e mialgias e, por vezes, diarreia sanguinolenta (Cangemi, 2011; Glass et al.,
2009; Weber et al., 2010). Em geral, a diarreia € mais comum nos adultos e o vomito

nas criancas (Moreno-Espinosa, Farkas, & Jiang, 2004).

Os imunodeprimidos, as criancas e os idosos podem apresentar sintomas mais graves,
como desidratagdo, perda de peso, insuficiéncia renal, coagulagdo intravascular
disseminada, diarreia cronica durante meses ou anos, desnutricdo, cronicidade da
doenca e até mesmo morte (Bank-Wolf et al., 2010; Koo, Ajami, Atmar, & DuPont,
2010).
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Num ensaio referido por Glass et al. (2009), verificou-se que um terco dos voluntarios
eram portadores assintomaticos, ou seja, continham titulos de NoV nas amostras

recolhidas mas ndo manifestavam qualquer sintomatologia caracteristica.

Recentemente tem sido sugerida a associacao entre a infecdo pelos NoV e a enterocolite
necrosante em recém-nascidos, encefalites, convulsées benignas e exacerbacfes da
doenca inflamatoria aguda em pediatria (Bank-Wolf et al., 2010; Glass et al., 2009). Por
outro lado, a sindrome do intestino irritavel pds-infeciosa tem sido descrita como uma

sequela da infecdo por estes virus (Koo et al., 2010).

Vias de transmissao

De momento, admitem-se 3 modos de transmissdo destes virus na comunidade: através
do contacto com pessoas (transmissdo direta), pela via fecal-oral, ou superficies
infetadas (transmissdo indireta); consumo de comida ou agua contaminadas; e, menos
conhecida, inalacdo oral de aerossois do vomito (Glass et al., 2009; Thornton, Jennings-
conklin, & Mccormick, 2004; Weber et al., 2010). Todavia, durante as epidemias de
NoV, vérias vias de transmissdo podem ser consideradas. Nos ultimos anos tém sido
detetadas um certo nimero de espécies de animais infetadas por estes microrganismos,
0 que levou a sugerir uma possivel transmissdo zoonotica e que um reservatorio animal
pode ser a fonte de introducao de novas estirpes, ainda em analise (Figura 8) (Mathijs et
al., 2012; Mesquita et al., 2013).
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Figura 8: Representacéo esquemética de 2 vias de transmissdo comprovadas dos NoV e da Unica via de

transmisséo hipotética, a zoondtica (adaptado de Mathijs et al., 2012).

A transmissdo dos NoV entre os seres humanos €é facilitada por uma série de fatores.
Em primeiro lugar a dose infeciosa baixa (entre 18 a 1000 particulas virais), que permite
que o virus se espalhe facilmente através de goticulas por objetos, entre pessoas e no
meio ambiente, juntamente a uma libertagdo viral abundante (10° a 10 cépias virais
por grama de dejetos fecais) (Glass et al., 2009; Hall, 2012; Rydell et al., 2011).
Depois, a eliminagéo fecal em infecdes assintomaticas (Mathijs et al., 2012). Apresenta
uma excrecdo viral prolongada, que inclusive precede o inicio da doenga, em mais de
30% das pessoas expostas, e que pode continuar durante bastante tempo ap6s findar a
sintomatologia, aumentando o risco de propagacdo secundaria; particular atengdo no
que diz respeito aos food-handlers (em portugués, manipuladores de alimentos),
profissionais de salde e membros da mesma familia, que protagonizam a via de
transmissdo humano-humano (Glass et al., 2009; Mathijs et al., 2012). Em quarto lugar,
0 virus suporta baixas e altas temperaturas (como o congelamento e temperaturas pelo
menos superiores a 60°C), é resistente a varios desinfetantes quimicos comuns e persiste

facilmente em superficies ambientais, 4gua e varios alimentos, como ostras, frutas e
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legumes, irrigados pelos esgotos e comidos crus (Glass at al., 2009; Hall, 2012; Mathijs
et al., 2012). Em quinto lugar, a grande diversidade dos NoV e a auséncia de prote¢édo
cruzada completa e de imunidade a longo prazo levam a infegcOes repetidas ao longo da
vida (Glass et al., 2009; Hall, 2012). Por fim, o seu genoma sofre facilmente mutacdes,
que culminam em mudancas antigénicas e fendmenos de recombinacéo, que por sua vez
conduzem a sua evolucdo e aparecimento de novas estirpes que infetam hospedeiros

suscetiveis (Glass et al., 2009).

Efetivamente, os food-handlers e os profissionais de salde, atendendo a que a via de
transmissdo dominante é o contacto pessoa-pessoa e que estes sdo capazes de expor um
grande numero de pessoas a doenca, representam uma grande fonte de preocupacao,
principalmente os assintomaticos, uma vez que estes contribuirdo em maior escala para
a propagacdo destes virus (Koo et al., 2010; Zainazor et al., 2010). As epidemias de
infecdes gastrintestinais devidas aos NoV associadas a esta via de transmissao tém sido
amplamente descritas no que concerne a casas de repouso para idosos, navios de
cruzeiro, hospitais, creches, festivais de musica, coldnias de férias, entre outros (Mathijs
et al., 2012). Na verdade, estima-se que 50% destes surtos nos EUA que apresentam
como agente etioldgico os NoV estejam relacionados com food-handlers doentes e que
20 a 40% das infecBes hospitalares e afins derivem de infecbes cruzadas através das

maéos de profissionais de satde (Weber et al., 2010; Zainazor et al., 2010).

Relativamente a ingestdo de comida infetada, existem 2 tipos de contaminacgdo: a
primaria, quando os alimentos sdo contaminados antes de serem colhidos, como os
mariscos e frutos do mar ou frutos e vegetais cultivados ou irrigados com &aguas
contaminadas; e a secundaria, durante 0 momento da colheita ou na sua preparacao,
aumentando entdo a importancia dos food-handlers nesta via de transmissdo (Mathijs et
al., 2012; Zainazor et al., 2010). Acrescentar apenas que o consumo de alimentos nédo
previamente cozinhados, como carnes, frutos do mar, frutas e vegetais, constituem a
causa da maioria das epidemias de GEA por contaminagdo deste tipo (Zainazor et al.,
2010).

Por ultimo, a transmissdo dos NoV através de aguas infetadas é devida maioritariamente
a descargas de material fecal humano, muitas vezes em aguas utilizadas para irrigacéo

de culturas. O posterior consumo pelo ser humano de agua potavel ou contacto com
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aguas de recreio contaminadas leva ao desenvolvimento deste tipo de infecdo (Mathijs
etal., 2012).

Imunidade, suscetibilidade e resisténcia

Os mecanismos da resposta imune do hospedeiro a infecdo devida a inoculacdo dos
NoV sdo complexos e ainda por compreender (CDC, 2011; Lindesmith et al., 2010). A
inabilidade de cultivo e crescimento destes microrganismos em células, com a
consequente inexisténcia de ensaios de neutralizacdo in vitro, tem dificultado os estudos
sobre a imunidade a estas infe¢cdes (CDC, 2011; Koo et al., 2010).

Na suscetibilidade ou resisténcia a infecdo por estes virus admite-se que estas estardo
dependentes da imunidade e predisposicao genética do hospedeiro (Bull & White, 2011;
Moreno-Espinosa et al., 2004; Tan & Jiang, 2005).

De facto, os individuos infetados pelos NoV podem desenvolver imunidade adquirida,
mas desconhece-se se esta € duradoura, inclusive para 0 mesmo gendtipo dentro do
mesmo genogrupo aquando de reinfecBes (Lindesmith et al., 2010; Lindesmith et al.,
2005). Alguns estudos tém relatado imunidade a curto prazo para estirpes homologas;
porém, os determinantes de uma imunidade a longo prazo continuam por clarificar (Bull
& White, 2011; CDC, 2011; Koo et al., 2010).

Dentro da imunidade adquirida, muitos dos estudos efetuados nos dltimos anos tém
tentado precisar se existe uma relacdo entre a pré-existéncia de anticorpos no soro e a
aparente protecdo exibida, e se alguma das linhagens dos NoV tem a capacidade de
induzir prote¢do imunoldgica numa segunda inoculagdo com a mesma ou com uma
diferente estirpe (Estes et al., 2000). Em ensaios realizados com recurso a voluntarios
humanos, os individuos infetados por um destes virus numa primeira fase eram
suscetiveis a reinfecdo pela mesma estirpe, bem como por estirpes heterdlogas,
dependendo do intervalo de tempo entre as 2 inoculagcbes (CDC, 2011). Apos
inoculacdo de uma estirpe homologa conseguiu-se comprovar a existéncia de uma
imunidade a curto prazo, de 6 a 14 semanas, e a longo prazo, de 9 a 15 meses (Estes et
al., 2000; Moreno-Espinosa et al., 2004). Todavia, verificou-se que apos 27 a 42 meses
a imunidade tinha findado, podendo os individuos serem mais tarde reinfetados pela
mesma estirpe de NoV (Estes et al., 2000; Glass et al., 2009; Moreno-Espinosa et al.,
2004).
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Estudos recentes constataram que a dose infeciosa necessaria para provocar infecédo
gastrintestinal a 50% dos voluntarios é de apenas 18 particulas infeciosas, muito
superior & dose utilizada na maioria dos ensaios de imunidade efetuados (10° vezes
superior), retirando credibilidade aos dados inicialmente obtidos. Posto isto, coloca-se a
hipdtese de que a protecdo adquirida a nivel humoral por uma dose inoculada menor
pode ser substancialmente mais significativa, e fornecer ainda protecdo cruzada, que a

protecdo concedida pela inocula¢do de uma dose maior (CDC, 2011; Glass et al., 2009).

De encontro a estas duvidas surge a evidéncia de que a pré-existéncia de anticorpos no
soro contra os NoV permite a inibicdo da ligacdo entre as VLP e os HBGA, por
acoplamento de anticorpos as VLP, que analogamente diminuira o risco de exposi¢cdo a

infecdo e a doenca preconizadas por estes virus (Atmar & Estes, 2012).

Koo e colaboradores (2010) sdo da opinido de que a diversidade antigénica dos NoV
provavelmente intervém na resposta imune do hospedeiro e no limite de anticorpos que

proporcionam protecao.

Pelos motivos referidos, os estudos nesta area continuam em curso (CDC, 2011; Glass
et al., 2009).

A imunidade celular desempenha um papel importante na identificacdo de infecdes
associadas a este grupo de virus. Nos ensaios in vitro, antes da estimulacdo das células
mononucleares do sangue periférico com as VLP, observou-se a deplecdo de células T
CD*, com consequente diminuicdo significativa da producdo de interferdes (INF)
gama. In vivo, os hospedeiros infetados apresentaram uma resposta imune
predominantemente de células T helper 1, com um visivel aumento na producdo de
IFN-gama e interleucinas-2. E de salientar que tém sido relatados casos de GE crénica e
complicagdes severas, incluindo a morte, em recetores de transplantes alogénicos de
células-tronco hematopoiéticas com imunossupressao humoral e celular infetados pelos
NoV (Koo et al., 2010).

Sobre a imunidade inata, esta tem sido implicada no controlo da infecdo, apoiada por
estudos efetuados com os NoV humano (HuNoV) e murino (MNV), este Gltimo
considerado o substituto dos NoV mais adequado para a sua investigacdo. Os ensaios
realizados nesta area demonstraram que o transdutor de sinal e ativador da transcricdo

celular 1 e os recetores celulares dos IFN deverdo estar implicados no controlo do
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aparecimento da doenca clinica e disseminacdo dos virus durante a infe¢cdo dos MNV in
vivo (Thorne & Goodfellow, 2014).

Relativamente & imunidade, suscetibilidade e resisténcia a infecdo associada a
exposicdo aos NoV, em criangas observou-se que a incidéncia de GEA devida a estes
virus é aproximadamente 5 vezes superior em criancas de idades inferiores a 5 anos, em
comparagdo com todas as outras faixas etarias (Lopman et al., 2012). Criancas de idades
inferiores a 6 meses apresentam tipicamente anticorpos contra 0s NoV pela presenca de
anticorpos maternos, no entanto estes ndo garantem protecdo completa. Depois dos 6
meses de idade os niveis de anticorpos diminuem drasticamente e voltam a aumentar
por volta dos 12 até aos 24 meses de idade, atingindo niveis de 90 a 100% em criancas
mais velhas e adultos (Nurminem et al., 2010; Patel et al., 2009). Nurminem e
colaboradores (2010) constataram essas hipoteses em criancas infetadas entre 0s 7 e 0s
23 meses de idade, em que nesta faixa etaria os niveis de anticorpos eram minimos, em
comparagado a outras idades até aos 5 anos, estabelecendo uma correlacdo negativa entre
a suscetibilidade a estes virus e a quantidade de anticorpos pré-existentes. Especula-se
assim que a sua inoculacdo antes dos 2 anos de idade crie protecdo duradoura
(Nurminem et al., 2010). Da mesma forma, Sai e adjuntos (2013), igualmente num
ensaio com criancas de idades inferiores a 5 anos, reportaram o maior nimero de
episddios de GEA associados a estes virus em criancas com idade média de 20 meses,
equivalente ao menor titulo de anticorpos, em que ap0ds essa idade o desenvolvimento

de imunidade protetora parece prevenir a reinfecdo por estes microrganismos.

Ainda em relacdo a suscetibilidade a infecdo, tem sido sugerido um mecanismo de
protecdo natural para alguns individuos, enquanto que outros embora infetados néo
apresentem qualquer sintomatologia. Esta evidente contradicdo tem sido relacionada
com a descoberta de que fatores genéticos podem determinar a suscetibilidade do
hospedeiro a infecdo (Glass et al., 2009). Esta hipotese surgiu pela primeira vez na
década de 1970, apds as seguintes observacdes efetuadas em ensaios com recurso a
voluntarios saudaveis: 1 — existéncia de individuos ndo infetados com o NV apds o
ensaio; 2 — pré-existéncia de anticorpos contra 0 NV que néo se correlacionavam com a
protecdo fornecida no estudo; 3 — individuos com um maior nimero de anticorpos mais
suscetiveis ao NV do que aqueles sem ou com niveis mais baixos de anticorpos (Tan &
Jiang, 2005).
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No que diz respeito a predisposi¢cdo genética, esta estara relacionada com a expressao
dos HBGA, os provéaveis recetores destes virus na superficie das células epiteliais da
mucosa intestinal, em que diferentes estirpes reconhecem diferentes HBGA (Anstee,
2010; Koo et al., 2010). A resisténcia a infecdo tem sido associada a mutacdes no gene
FUT2, que conduzem a auséncia de expressao de HBGA (individuos Se’), com
consequente diminuigdo da suscetibilidade a infegdo, ao contrério de individuos que
produzem HBGA, denominados por Se* (Kaufman et al., 2014; Koo et al., 2010). Num
ensaio coordenado por Lindesmith e colaboradores, num total de 77 voluntarios
inoculados com o0 NV 22 eram Se e os restantes 55 eram Se*. Dos 22 Se” nenhum foi
infetado apds inoculagdo. De entre os 55 Se* 34 foram infetados, com sinais clinicos de
infecdo gastrintestinal, detecdo dos virus em amostras de fezes diarreicas e aparente

resposta de anticorpos (Moreno-Espinosa et al., 2004).

Huang e colegas de trabalho, através de um ensaio com recurso as VLP, antigénios
recombinantes da capside dos NoV, demonstraram que existem pelo menos 4 padrbes
de ligacdo ao recetor com base nas familias ABO, Lewis e secretor. O prot6tipo NV,
que representa um dos 4 padrdes, é ligante dos tipos A e O de Se*, mas ndo do tipo B de
Se* e Se”. Os outros 3 padrdes de ligacdo reconhecem os tipos A, B e O de Se” (estirpe
VA387 do GIl.4), A e B de Se* (estirpe MOH do GII.5) e Lewis-positivo de Se* e Se’
(estirpe VA207 do GI1.9) (Huang et al., 2005; Moreno-Espinosa et al., 2004).

Em 2 estudos retrospetivos, citados por Moreno-Espinosa et al. (2004) e por Li et al.
(2012), os voluntarios com sangue do tipo O apresentaram um risco significativamente
maior de contrair infecdo em comparacdo aos individuos com outros tipos de sangue,
principalmente do tipo B que exibiram o menor risco. Li et al. (2012) acrescentaram que
presumivelmente os voluntarios com sangue do tipo B nunca tinham sido infetados
pelos NoV durante este ensaio porque ndo possuiam os recetores virais correspondentes

no epitelio intestinal.

A importéncia do status secretor foi também documentada por Thorven e colaboradores,
guando investigaram a suscetibilidade a GEA em doentes e profissionais de salde
envolvidos em epidemias desta doenca causadas pelos NoV na Suécia. Os resultados
demonstraram que apenas os doentes homozigéticos Se” foram protegidos contra a sua

inoculacdo. A grande diversidade destes virus leva a admitir que algumas estirpes se
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ligam a estruturas de individuos Se” causando somente infecdo assintomatica (Anstee,
2010).

Dentro das estirpes predominantes sabe-se que o GI.1 (o NV) se liga preferencialmente
as células O de Se’, enquanto que as estirpes epidémicas em todo o0 mundo do Gll.3 e
do GI1.4 apresentam uma maior afinidade para as do tipo A de Se* (Flores & Okhuysen,
2009). Estas afirmacdes sao discordantes com as observac@es de Jin et al. (2013) apos 2
surtos de virus dos genotipos 3 e 4 do Gll em que os individuos Se* e Se” apresentaram
igual suscetibilidade a inoculagdo destes 2 virus. Estas descobertas levantam a hipotese
de que mutacdes que ocorreram entretanto em linhagens dos NoV poderdo vir a alterar o
publico-alvo dos mesmos, permitindo que estes evitem a imunidade do hospedeiro (Jin
etal., 2013; Tan & Jiang, 2010).

O status secretor ndo explica completamente as diferencas observadas entre as pessoas
infetadas e ndo infetadas para todas as estirpes. Assim, admite-se mais uma vez que 0S
mecanismos adicionais de imunidade estardo provavelmente envolvidos, com

necessidade de mais pesquisa nestas 2 areas (CDC, 2011).

Uma vez que quase todos os HBGA humanos estdo envolvidos na ligacdo dos NoV as
células, os investigadores sdo da opinido de que todos os seres humanos podem ser
infetados por estes virus. Contudo, e como nem todas as linhagens se ligam aos HBGA,
nem todos os NoV podem infetar todos os humanos (Moreno-Espinosa et al., 2004).

Diagndstico

A GE endémica, associada aos NoV, é auto-limitada, resolvendo-se em média em
apenas 72 horas, ndo garantido exames laboratoriais para o diagndstico do agente

etioldgico.

Porém, a recolha de amostras de individuos doentes torna-se essencial, quando colhidas
0 mais cedo possivel apds inicio da doenca, para a investigacdo epidemioldgica de
surtos que envolvam varias pessoas. Na recolha de amostras para o fim citado o tempo,
0 numero, a quantidade, o armazenamento e o transporte tornam-se fulcrais para um
diagnostico fidvel de amostras suspeitas da presenca de NoV (Tabela 1) (Thornton et
al., 2004).
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Tabela 1: Etapas para a correta recolha e posterior diagndstico de amostras suspeitas da presenca de NoV
(adaptado de Thornton et al., 2004).

Amostras Consideracges importantes
Recolha o mais breve possivel, ap6s inicio dos sintomas;
Colheita preferencial do liquido de fezes diarreicas;
Obtencéo de amostras do maior nimero possivel de individuos (superior a 10
Fezes individuos);
Aquisicdo de amostras a granel (10 a 50 mililitros de fezes);
Transporte em recipientes bem fechados para um laboratdrio de referéncia;
Refrigeracéo a 4°C.
Vomito Semelhante & recolha, tratamento e armazenamento de amostras de fezes.
Titulagdo de Imunoglobulina (Ig) G: verificacdo de um aumento de 1gG superior em 4
vezes entre a fase aguda (nos primeiros 5 dias da doenga) e de coalescéncia (do
Soro terceiro dia até a sexta semana);
Ensaio de IgM: maior utilidade 10 dias apds o inicio da doenca ou quando apenas
existe uma amostra de soro disponivel.

Amostras de alimentos e dgua contaminadas devem ser submetidas a analise por
reacdo de transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR,
do inglés reverse transcription polymerase chain reaction) para auxiliar na
determinag&o da via de transmissdo.

Outras

A incapacidade de crescimento e cultivo dos NoV em culturas de células ou
transferéncia para modelos animais também representa uma grande desvantagem para o
seu diagndstico (Moreno-Espinosa et al., 2004; Thornton et al., 2004; Wang & Deng,
2012).

Desde os primeiros testes para a identificacdo dos NoV em amostras de fezes, ha 4
décadas, como a microscopia eletrénica, que exigia a presenca superior ou igual a 10°
virus por mililitro de fezes, grandes avancos se sucederam a nivel da detecdo e
diagndstico destes virus, principalmente apds a clonagem e sequenciacdo molecular do
NV (Moreno-Espinosa et al., 2004).

A primeira geragdo de ensaios para a sua detecdo incluia a microscopia eletronica
(direta), imunomicroscopia eletronica (indireta), imunoensaio de adesdao por
hemaglutinacdo e o Western blot, desenhados para utilizar reagentes de individuos
anteriormente infetados, 0 que, consequentemente, os tornava inviaveis e dificeis de
executar por escassa guantidade dos mesmos, e outras desvantagens que apresentam
individualmente (Atmar & Estes, 2001; Moreno-Espinosa et al., 2004).

A clonagem e sequenciacdo do genoma do NV, em 1990, e o desenvolvimento de
protocolos de amplificacdo para diferentes regides do genoma (denominadas regides A
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e B, pertencentes a ORF1, e regides C, D e E, da ORF2) permitiram o aparecimento de
uma segunda geracdo de ensaios baseados na detecdo de antigénios dos NoV: o
radioimunoensaio e 0s ensaios imunoenzimaticos (EIA, do inglés enzyme
immunoassays) (Fioretti et al., 2011; Moreno-Espinosa et al., 2004; Thornton et al.,
2004). Estes progressos resultaram da possibilidade de obter a proteina da capside do
NV num sistema de expressdo de Baculovirus, com consequente obtencdo de VLP. As
VLP tém desde entdo sido utilizadas como antigénios para detetar a resposta de
anticorpos a infecdo e para a producdo de anticorpos mono e policlonais, ambos

inseridos nos imunoensaios acima referidos (Atmar & Estes, 2001; Glass et al., 2009).

Mais tarde surgiram técnicas para a detecdo de acidos nucleicos como a RT-PCR,
considerada atualmente o método de referéncia para o diagnostico dos NoV (Glass et
al., 2009; Koo et al., 2010; Moreno-Espinosa et al., 2004; Thornton et al., 2004).

Efetivamente os EIA oferecem uma alternativa atraente para substituir os ensaios de
detecdo molecular mais caros e tecnicamente mais exigentes (CDC, 2011). No entanto,
0 desenvolvimento de um EIA amplamente reativo para os NoV, ou seja, com uma
colecdo mais abrangente de anticorpos de reacdo cruzada, tem sido dificil devido ao
elevado numero de estirpes antigenicamente bastante distintas (CDC, 2011; Glass et al.,
2009; Moreno-Espinosa et al., 2004; Thornton et al., 2004). Pelos motivos referidos
esta técnica apresenta limitacdes, acrescentando o facto de requerer uma elevada carga
viral para a obtencdo de um sinal positivo (CDC, 2011). Para resolver estas questdes,
coloca-se a hip6tese do emprego de um conjunto de anticorpos contra maltiplos tipos de
antigénios, o uso de antigénios multivalentes com capacidade de imunizacdo cruzada
e/ou o isolamento de mAb contra epitopos potencialmente partilhados (Moreno-
Espinosa et al., 2004).

De momento existem varios kits comerciais disponiveis na Europa e no Japdo, que
incluem anticorpos mono e policlonais de reacdo cruzada, mas Sa0 pouco sensiveis
(CDC, 2011; Glass et al., 2009). Quando comparados entre si e com a RT-PCR, estes
kits apresentam valores bastante discrepantes de sensibilidade e especificidade, de 36 a
80% e 47 a 100%, respetivamente, portanto menos sensiveis € menos especificos. Por
este motivo ndo sdo recomendados para o diagndstico clinico da infecdo pelos NoV em
casos esporadicos de GEA. Porém, os kits com alta especificidade (superior a 85%) e

média sensibilidade (superior a 50%) podem ser Uteis na triagem preliminar de varias
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amostras de fezes associadas a epidemias de GEA. As amostras negativas tém de ser
confirmadas por uma segunda técnica, como a RT-PCR, uma vez que estes kits ndo
podem ser classificados como substitutos dos métodos moleculares durante as

investigacOes destes surtos (CDC, 2011).

De entre os varios EIA e das técnicas disponiveis para o diagndstico dos NoV, assume-
se que o melhor método seria 0 ELISA (em inglés, enzyme-linked immunosorbent
assay), por ser um ensaio rapido. Contudo, continua a ser menos sensivel que a RT-PCR
(Koo et al., 2010).

Atualmente, com a técnica de RT-PCR, é possivel identificar antigénios em numero
reduzido e em fezes colhidas 1 a 2 semanas ap0s o inicio da doenga (Thornton et al.,
2004). A sensibilidade deste ensaio depende dos primers (em portugués, sequéncias
oligonucledtidas iniciadoras) utilizados, em que apenas alguns exibem a capacidade de
amplificar uma gama mais ampla de genétipos de NoV (Koo et al., 2010). Todavia,
nenhum conjunto de primers abrange todas as estirpes, devido & alta variabilidade

genética destes virus (Koo et al., 2010; Moreno-Espinosa et al., 2004).

Este ensaio apresenta caracteristicas bastante vantajosas relativamente aos demais. A
capacidade de identificar as estirpes com precisdo, devido a sequenciacdo de
nucledtidos, e de detetar particulas virais em fezes de pacientes doentes em quantidades
bastante reduzidas (como 100 particulas por mililitro), mesmo ap06s findar a infecéo, e
em amostras de fezes armazenadas a 4°C, durante varios meses, e a -70°C, durante anos,
sdo das mais relevantes (Thornton et al., 2004; Wang & Deng, 2012). Por outro lado,
apresenta algumas desvantagens: 0s ensaios necessitam de ser extremamente rigorosos,
para que nao sejam obtidos resultados falsos-negativos por contaminacao entre espécies
durante o teste, por isso poucos laboratérios estdo aptos para estes tipos de analises;
depois, este método de detecdo pode ser limitado se estiverem presentes inibidores de
amplificagdo, extracdo de RNA ineficiente e degradagdo do RNA dos virus, por
armazenamento de amostras em condi¢fes subotimas (Koo et al., 2010; Moreno-
Espinosa et al., 2004; Thornton et al., 2004).

A RT-PCR tem vindo a ser substituida pela RT-PCR em tempo real, que consegue ser
mais sensivel, por exibir uma melhor capacidade de identificacdo de um pequeno
namero de copias de RNA viral, e rdpida na detecdo, uma vez que a confirmagéo

subsequente dos genogrupos dos NoV, através da separacdo da sonda hibridizada ou da
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sequéncia de &cidos nucleicos, ndo é necessaria neste tipo de RT-PCR; e fornece a
confirmagdo e quantificagdo dos virus num Unico ensaio, quando utilizada a sonda
Tagman (Glass et al., 2009; Koo et al., 2010; Moreno-Espinosa et al., 2004). Esta
técnica em tempo real apresenta ainda uma maior especificidade, uma vez que a

contaminacdo de DNA é menor que na convencional (Moreno-Espinosa et al., 2004).

A RT-PCR e o ELISA tém sido utilizados concomitantemente para a identificacdo e
quantificacdo dos NoV com excelentes resultados. Esta conjugacdo de técnicas é
simples, economiza tempo e proporciona boas condigdes para a realizacdo de estudos

epidemioldgicos em larga escala (Thornton et al., 2004).

Em surtos, nos quais a analise microbiolégica ndo € possivel, os “critérios de Kaplan”
tém sido utilizados com bastante sucesso para determinar a probabilidade de se tratar de
um episodio de GEA causado pelos NoV. Tém como base critérios tanto
epidemiolégicos como clinicos estabelecidos por Kaplan e colaboradores, apos
exaustiva analise de 38 surtos de infeces gastrintestinais causados pelo NV entre 1976
e 1980 (Bank-Wolf et al., 2010; Koo et al., 2010). Estes critérios compreendem um
periodo de incubacdo de 24 a 48 horas, duracdo média da doenca de 12 a 60 horas,
auséncia de bactérias e/ou parasitas em amostras de fezes e vomitos em mais de 50%
dos provaveis infetados. Outros sintomas, como febre, nauseas, célicas e dores
abdominais, sdo também considerados (Bank-Wolf et al., 2010). Estima-se que tenham
uma sensibilidade de aproximadamente 70% e uma especificidade até 99% no que diz
respeito a distincdo de episddios de GEA devidos aos NoV de outros microrganismos.
Dada a baixa sensibilidade deste critério de diagndstico, estes virus ndo podem ser
imediatamente excluidos como agentes etioldgicos se as caracteristicas do surto nao
cumprirem os “critérios de Kaplan” e se existir suspeita de ser causado por um

enteropatogéneo viral (Koo et al., 2010).

Na figura 9 encontra-se em esgquema 0s passos a cumprir para ser possivel a detecdo dos
NoV em amostras clinicas (fezes, vomitos e soro), de 4gua, de alimentos e ambientais

provavelmente contaminadas pelos mesmos.
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Figura 9: Etapas necessérias a detecdo dos NoV em amostras provavelmente contaminadas (adaptado
de Atmar & Estes, 2001 e Stals et al., 2012).

Epidemiologia

Os NoV sao atualmente considerados a principal causa de surtos de GEA em todo o
mundo, responsaveis por cerca de 50% de todos estes episddios e mais de 90% de
infecOes epidémicas ndo-bacterianas, Unicos virus entéricos humanos capazes de causar
pandemias de GEA (Eden et al., 2014; Lopman et al., 2012; Mai et al., 2013).

Anualmente sdo atribuidas aos NoV cerca de 218 mil mortes, principalmente de
criancas de idades inferiores a 5 anos e adultos com mais de 65 anos, e 1,1 milhdes de
hospitalizagcbes em todo o mundo (Fioretti et al., 2011; Hall, Wikswo, Pringle, Gould, &
Parashar, 2014; Matthews et al., 2012).

Nos EUA, onde os estudos sobre estes virus emergentes estdo mais bem documentados,
estima-se que a cada ano ocorram 19 a 21 milhdes de casos de infecdes gastrintestinais,
1,7 a 1,9 milhdes de consultas médicas, 400 mil atendimentos em servicos de urgéncia,
56 a 71000 hospitalizacbes e 570 a 800 mortes associadas a infecdo pelos NoV (Hall et
al., 2014; Leshem et al., 2013; Lopman et al., 2012).
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Estas epidemias ocorrem nos mais diversos locais, incluindo hospitais, casas de repouso
para idosos, centros infantis, restaurantes e navios de cruzeiro, afetando os mais
vulneraveis da comunidade, como os idosos, as criangas e 0s imunocomprometidos
(Eden et al., 2014; Lopman et al., 2012).

De facto, a GEA é uma das principais causas de mortalidade infantil nos paises em
desenvolvimento. Os RV encontram-se firmemente estabelecidos como a principal
causa de diarreia infantil grave a nivel mundial; os NoV comecaram recentemente a
ganhar reconhecimento (Trainor et al., 2013). Atualmente sdo dos agentes mais
comumente identificados e os responsaveis pela hospitalizacdo por GE grave de

aproximadamente 12% das criancas de idades inferiores a 5 anos (Nahar et al., 2013).

Tem-se verificado um aumento periddico de epidemias de NoV aquando do surgimento
de novas estirpes, por provavel evasdo a imunidade populacional (Thongprachum et al.,
2014). De facto, nos anos em que os virus do genotipo 4 do GIl emergem verifica-se um
aumento bastante significativo do numero de casos de infe¢bes gastrintestinais
associados aos NoV, com necessidade de hospitalizacdo em 50% das ocorréncias
(Lopman et al., 2012).

As estirpes deste genotipo do GlI supracitado sdo as mais prevalentes, tendo sido
associadas a dezenas de epidemias e pelo menos 6 pandemias globais de GEA nos
ultimos 20 anos, usualmente devido ao aparecimento de novas variantes das mesmas a
cada 2-4 anos, que substituem as variantes anteriormente dominantes (Eden et al., 2014;
Fioretti et al., 2011; Leshem et al., 2013; Mai et al., 2013; Thongprachum et al., 2014).
Esta predominancia sugere que o Gll.4 tem uma melhor aptiddo epidemioldgica e maior
taxa de evolucdo e mutacdo que todos os outros genotipos de todos 0s outros
genogrupos (Lim et al., 2013; Mai et al., 2013).

As variantes do Gl1.4 notificadas incluem a “EUA 1995/1996” em 1996; a “Farmington
Hills 2002” em 2002; a “Hunter 2004” em 2004; a “Minerva 2006b” e a “Den Haag
2006b” entre 2006 e 2008; a “New Orleans 2009 entre 2009 e 2012; e a “Sydney
20127, identificada pela primeira vez na Australia a marco de 2012 e que em apenas 3
meses ultrapassou a variante “New Orleans 2009”, ainda predominante (Leshem et al.,
2013; Lim et al., 2013; Thongprachum et al., 2014). Outras variantes tém sido
associadas a epidemias localizadas em regides geograficas especificas, como a “Hunter
20047, a “Osaka 2007 e a “Apeldoorn 2007 (Lim et al., 2013).
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Consente-se que as variantes “Sydney 2012 ¢ “New Orleans 2009” apresentem regides
ORF1 diferentes mas ORF2 e ORF3 provenientes de um ancestral comum, a
“Apeldoorn 2007”, sendo classificadas as variantes “Auckland 2010 e “Orange 2008”
como linhagens da variante “Apeldoorn 2007”. A descoberta da “Auckland 20107
revelou que as formas pré-epidémicas da “Sydney 2012” j& estariam em circulacdo
desde 2010. A identificacdo das chamadas variantes pré-epidémicas reforca a
importancia de programas de vigilancia epidemioldgica, que ajudardo na identificagdo
de novas variantes antes de se desenvolverem surtos generalizados da doenca

provocados pelas mesmas (Eden et al., 2014).

Na verdade, no final de 2012, os sistemas de vigilancia eletronicos ja existentes em
muitos paises, como no Reino Unido, na Holanda, no Japdo, na Australia, na Franca, na
Nova Zelandia e nos EUA, de notificacdo de doengas infeciosas, de epidemias de GEA
ou até mesmo especificos para reportar surtos devidos aos NoV, registaram um aumento
dos niveis de atividade destes virus em comparacdo a temporadas anteriores. Varios
paises associaram este aumento ao aparecimento da nova variante do Gll.4 a “Sydney
2012” (Mai et al., 2013; Thongprachum et al., 2014).

Estas epidemias tém registos durante todo o0 ano, mas parece existir uma certa
sazonalidade destas ocorréncias para 0s meses de inverno, uma vez que cerca de 80%

ocorrem entre novembro e abril (Leshem et al., 2013).

A répida identificacdo, investigacdes epidemioldgicas e microbiologicas completas e
implementacdo de medidas de controlo eficazes sdo elementos chave para prevenir e
controlar estes surtos e limitar o seu impacto sobre os locais mais frequentemente

afetados e seus residentes (Barret et al., 2014).

A. Infecdo pelos NoV versus infecdo pelos RV

De muitos microrganismos causadores de episddios de GEA os RV e 0s NoV sempre
foram apresentados como os principais, podendo causar anualmente 1,5 milhdes destas
ocorréncias que exigem visita hospitalar (Hemming et al., 2013; Koo et al., 2013;
(Oldak et al., 2009).
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A visdo sobre os NoV e a GEA mudou significativamente somente nas Ultimas décadas,
com a introdugdo de métodos de detecdo cada vez mais sensiveis e especificos,
especialmente a RT-PCR em tempo real (Trainor et al., 2013). Além disso, 0 numero
crescente de estudos moleculares e epidemiologicos de casos esporadicos e de
epidemias desta doenga mostram que os NoV sdo atualmente a causa mais comum da
mesma, especialmente entre 0os mais novos e 0s mais velhos da comunidade (Oldak et
al., 2009; Trainor et al., 2013).

Quanto a estudos nesta area, num hospital chinés, em 557 amostras em teste, colhidas
entre 2007 e 2008, os NoV estavam presentes em 26,4% e 0os RV em 6,1% das amostras
(Liu et al., 2010).

Na Guatemala, de 2007 a 2010, procedeu-se a recolha de amostras de fezes de 2403
individuos com diarreia aguda que recorreram aos servi¢os de uma unidade hospitalar
desse mesmo pais. Verificou-se que a taxa de detecdo dos RV nos doentes
hospitalizados foi de 31% e dos NoV 22%, ao contrario dos doentes em ambulatério em
que os NoV foram os virus usualmente mais identificados (12%) seguidos dos RV (9%)
(Estévez et al., 2013).

Da analise microbioldgica de 299 amostras de fezes, provenientes de surtos de GEA,
ocorridos no norte de Italia, em 2009, associados a a&guas municipais contaminadas,
somente 36 continham agentes bacterianos e/ou virais: 85%, correspondentes a 24
amostras, testaram positivo para a presenca de NoV e 47,5%, ou seja 19 amostras, para

0s RV, sendo que destas 17 continham também titulos de NoV (Di Bartolo et al., 2011).

Entre 2009 e 2010, nos EUA, foram notificados um total de 2259 surtos de infecGes
gastrintestinais, atribuidos a via de transmissdo pessoa-pessoa, a um centro de
notificacdo para este tipo de episodios. Dos 1419 com etiologia presente, 1270 (89%)
foram devidos exclusivamente aos NoV e apenas 10 epidemias foram atribuidas aos RV
(Wikswo & Hall, 2012).

No Bangladesh, em 2011, da recolha de amostras de fezes de 257 doentes
hospitalizados com diarreia aguda, concluiu-se que os virus predominantes foram os
NoV (28,4%), imediatamente seguidos pelos RV (27,3%) (Nahar et al., 2013).

Barret e colaboradores (2014), entre 2010 e 2012, em Franga, analisaram 0s surtos

ocorridos em instalacbes de cuidados a longo prazo somente para idosos. Em 298
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surtos, com agente etioldgico definido, 73% foram atribuidos aos NoV, 19% aos RV e
4% a co-infecdo NoV e RV.

A tabela 2 sintetiza a informacéo supracitada sobre a prevaléncia da infegdo pelos NoV

face a infecéo pelos RV.

Tabela 2: InfecBes gastrintestinais devidas aos NoV em comparacdo com as devidas aos RV.

At Pais e épocaem  Amostras/surtos Percentagem de Percentagem de
utores
estudo em analise detecdo dos NoV detecdo dos RV
) China, de 2007 a
Liu et al. (2010) 557 26,4% 6,1%
2008
Doentes Doentes
Estévez et al. Guatemala, de 2403 hospitalizados: 22%  hospitalizados: 31%
(2013) 2007 a 2010 Doentes em Doentes em
ambulatério: 12% ambulatorio: 9%
Di Bartolo et al. -
Italia, em 2009 36 85% 47,5%
(2011)
Wikswo & EUA, de 2009 a
1419 89% 0,7%
Hall, (2012) 2010
Nahar et al. Bangladesh, em
257 28,4% 27,3%
(2013) 2011
Barret et al. Franca, de 2010 a
298 73% 19%
(2014) 2012

Contudo, e 0 mais relevante, em 2006 a introducdo no mercado das vacinas contra as
estirpes mais comuns dos RV (a primeira dose administrada apds as 6 semanas de idade
e a segunda ou terceira doses até as 24 ou 32 semanas, respetivamente, dependendo da
vacina pela qual se opta) teve como consequéncia uma reducdo substancial dos
episodios de infegcbes gastrintestinais devidos a estes virus e um aumento dessas
mesmas ocorréncias mas associadas aos NoV na populacdo pediatrica (EMA, 2011,
2012; Green, 2014).

Nos EUA, nesse mesmo ano, foi aconselhada a imunizagéo de todas as criangas contra
0s RV. As taxas de vacinacdo foram baixas, no entanto os casos de GEA associados a
estes virus diminuiram significativamente (entre os 60 e os 87%). Foram entéo
analisadas as amostras de fezes de 8173 criancas de um hospital no Texas, entre

fevereiro de 2002 e junho de 2010, portanto periodo pré e pds introducdo das vacinas. A
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idade média dos hospitalizados devido a episédios de GEA aumentou de 18,8 meses,
entre 2002 e 2006, para, momento pds vacinagdo, 25,4 meses, entre 2007 e 2010. A
detecdo dos NoV variou de 5,6 para 16,8% entre 2002 e 2006 e de 12,1 para 14,9%
entre 2007 e 2010 e a sua prevaléncia de 10,1% para 180,3% para todos 0s grupos
pediatricos de idades inferiores a 60 meses nos 2 periodos de tempo referidos. A
prevaléncia anual dos RV diminuiu de 14,6% no primeiro periodo referido para 5,2%
entre 2007 e 2010, uma reducdo de quase 64% apds comercializacdo destas vacinas
(Koo et al., 2013).

No Brasil, as vacinas contra os RV encontram-se incluidas no Programa Nacional de
Imunizacdo. Entre 2004 e 2009, os RV foram diagnosticados em 144 (29,6%) das 487
amostras recolhidas. Os NoV foram detetados em 26 (29.2%) das 89 amostras testadas
para a sua presenga. As infe¢fes mistas de NoV e RV constavam em 2,2% das
amostras, correspondente a 2 das 89 amostras. A vacinacdo contra os RV tem vindo a
diminuir progressivamente a notificacdo de surtos associados a estes virus: 35 em 2004,
24 em 2005, 35 em 2006, 8 em 2007, para nenhum em 2009 (Cilli et al., 2011).

Na Finlandia, entre 2006 e 2008, periodo antes da introducdo destas vacinas no
Programa Nacional de Imunizacao finlandés, a cobertura da vacinacdo foi somente de
30%, tendo-se verificado que os RV representavam 52% e os NoV 25% de todas as
ocorréncias de infecdes gastrintestinais registadas num espaco hospitalar deste pais. A 1
de setembro de 2009 foi finalmente incluida nesse programa, atingindo de imediato
valores de abrangéncia a volta dos 90%, e mais tarde os 95 a 97%. Desde essa data até
31 de agosto de 2011 foram reunidas amostras de fezes de 330 criangas com sintomas
de GEA: 26% continham titulos de RV, uma reducdo de 50% relativamente ao periodo
designado por pré-programa, e 33,6% foram positivas para a presenca de NoV, que
passaram a ser considerados os agentes predominantes no que diz respeito a etiologia
deste tipo de infecdo (Hemming et al., 2013). Concluiu-se ainda que as vacinas contra
0s RV ndo apresentam qualquer efeito a nivel da reducdo dos casos de GEA associados
aos NoV, ao contrario do que parece acontecer com o0s Adenovirus e com 0s SV
(Hemming et al., 2013; Wikswo et al., 2013).

Nos EUA, procedeu-se a analise das amostras de fezes de 1295 criangas, de idades
inferiores a 5 anos, hospitalizadas em algum momento entre 2009 e 2010, com e sem

sintomatologia clinica, estes ultimos considerados casos-controlo, de infecdo
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gastrintestinal. Em criancas sintomaticas os NoV foram identificados em 21% das
amostras e 0s RV em 12%; nas criancas aparentemente saudaveis 4% das amostras
continham titulos de NoV e quantidades inferiores a 1% de RV; 5 criangas apresentaram

co-infecdo dos 2 virus referidos (Payne et al., 2013).

Num ensaio realizado em Nicaragua (EUA), com 330 criancas, entre setembro de 2009
e outubro de 2010, constatou-se que os NoV foram os agentes etioldgicos de 24% dos
casos de GEA, seguidos dos SV (17%) e s depois dos RV (8%), concluindo-se que a
aplicacdo das vacinas permitiu que os grandes responsaveis pela maioria dos episodios
de diarreia viral passassem a ser os NoV (Bucardo, Reyes, Svensson, & Nordgren,
2014).

Em Portugal, as vacinas contra os RV encontram-se igualmente disponiveis desde 2006
no mercado privado, ou seja, ndo abrangidas pelo Programa Nacional de Vacinacao
(Cancelinha et al., 2013). Porém, a investigacdo de Rodrigues e co-autores (2007)
constatou que as ocorréncias de GEA causadas pelos RV diminuiram de 49% em 2006
para 25,7% em 2009.

Em 2009, num estudo que reuniu 1071 criancas, com sintomas clinicos de infecdo
gastrintestinal, foram recolhidas 371 amostras de fezes. Os agentes mais detetados
foram os RV (24%) e logo de seguida os NoV (13%) (Cancelinha et al., 2013).

Entre 2011 e 2012, na area de Lisboa, foi efetuada a analise de 140 amostras de fezes de
criangas com diagndstico de GEA em 2 centros hospitalares. Os microrganismos mais
identificados foram os RV (26,4%) e os NoV do GlI (13,6%) (Escobar et al., 2013).

Igualmente no mesmo periodo, na mesma area geografica, com criangas internadas
pelos mesmos motivos mas em 2 hospitais diferentes do estudo anterior, os RV e 0s
NoV apresentaram percentagens de infecdo muito semelhantes: 39,2 contra 32,4%,

respetivamente, em 182 amostras de fezes recolhidas (Costa et al., 2013).

Por altimo, e o mais discrepante, da observacao de amostras de fezes de 45 criangas até
aos 15 anos com sintomas de diarreia aguda, internadas em 2 hospitais na area de
Lisboa, de maio a setembro de 2011, 53% foram positivas para a presenca de NoV e
40% para os RV (Costa et al., 2011).
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A tabela 3 contém em suma os ensaios anteriormente dispostos sobre a prevaléncia dos

RV em relagdo aos NoV, apds introducdo no mercado das vacinas anti RV.

Tabela 3: Episddios de GEA associados aos NoV em comparagdo com os associados aos RV, apés

recomendacdo da vacinagdo anti RV dos recém-nascidos.

At Pais e época em Amostras/surtos  Percentagem de Percentagem de
utores
estudo em analise detecéo dos NoV detecéo dos RV
Entre 2002 e 2006:  Entre 2002 e 2006:
EUA, de fevereiro
Koo et al. . 5,6 a 16,8%; 14,6%;
de 2002 a junho de 8173
(2013) Sl Entre 2007 e 2010:  Entre 2007 e 2010:
12,1a14,9% 5,2%
Cilli et al. Brasil, de 2004 a
487 29,2% 29,6%
(2011) 2009
Pré-programa:
Hemming etal.  Finlandia, de 2006 a - 25% Pré-programa: 52%
(2013) 2008 Pés-programa: Pds-programa: 26%
33,6%
Doentes
Doentes . .
) » sintomaticos: 12%
Payne et al. EUA, de 2009 a sintomaticos: 21%
1295 Doentes
(2013) 2010 Doentes ) .
assintomaticos:
assintomaticos: 4% o
inferior a 1%
EUA, de setembro
Bucardo et al.
de 2009 a outubro 330 24% 8%
(2014)
de 2010
Cancelinha et al.
Portugal, em 2009 371 13% 24%
(2013)
Escobar et al. Portugal, de 2011 a
140 13,6% 26,4%
(2013) 2012
Costa et al. Portugal, de 2011 a
182 32,4% 39,2%
(2013) 2012
Costa et al. Portugal, de maio a
45 53% 40%
(2011) setembro de 2011

B. Sazonalidade dos NoV

A sazonalidade destas infecOes pode ser definida como o “aparecimento de epidemias

recorrentes em periodos definidos do ano” (Rohayem, 2009). As baixas temperaturas, a
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reducdo da imunidade da populacdo, o aparecimento de novas variantes bem como,
mais recente, a ocorréncia de chuvas, talvez devido a transmissdo por &gua

contaminada, tém sido associados ao aumento da atividade destes microrganismos.

Numa revisdo da literatura existente sobre esta tematica, dos 68 surtos analisados 41,2%
aconteceram durante os meses de inverno (de dezembro a fevereiro no hemisfério norte
e de junho a agosto no hemisfério sul) e 71% nos meses de frio (de outubro a marco no
hemisfério norte e de abril a setembro no hemisfério sul). A maioria dos picos ocorreu
de dezembro a fevereiro ou entdo somente no més de marco. A sazonalidade dos NoV
pareceu estar intimamente relacionada com o més mais chuvoso do ano. Na Europa, o
pico das infecdes provocadas pelos NoV foi claramente observado durante os meses de
inverno. Os dados existentes sobre o hemisfério sul ndo mostram qualquer sazonalidade
nessa zona do globo. De momento, a tendéncia das infecOes devidas a estes agentes
continua a ser para 0s meses mais chuvosos e ndo mais frios. De acordo com os autores,
0s NoV tendem a ser um fendmeno de inverno, pelo menos para o hemisfério norte

temperado.

Curiosamente existe uma associacdo entre a taxa de natalidade e o padrdo de
sazonalidade dos NoV: s&o inversamente proporcionais, assim como verificado para 0s
RV, por aumento do nimero de individuos suscetiveis (Ahmed, Lopman, & Levy,
2013).

Em conclusao, sobre esta tematica existem varias observacoes.

De acordo com Sai e colaboradores (2013), a infecdo devida aos NoV foi mais
significativa nos meses de setembro a novembro; contudo, no estudo de Harris e
adjuntos (2008), os surtos ocorreram mais frequentemente entre os meses de outubro e
mar¢o, com inesperados aumentos de atividade nos meses de verdo. Hall e colegas
(2014), nos EUA, verificaram que as epidemias de NoV foram mais frequentes no
inverno, com 2394 (55%) surtos durante dezembro e fevereiro, em que 398 (39%)
foram de origem alimentar e ocorreram principalmente entre dezembro e fevereiro, em

comparagdo com os 1996 surtos (60%) por outras vias.

Na verdade, em 2 estudos, um na Australia e 0 outro na Tailandia, constatou-se que o

pico de atividade dos NoV tem-se registado muito variavel pelo menos nestes ultimos

49



Importancia das infe¢fes por Norovirus na comunidade

anos, uma vez que foi registado um aumento de ocorréncias entre 0s meses de agosto e

dezembro e entre maio e junho (Chaimongkol et al., 2014; Eden et al., 2014).

Mas por que motivo as infegdes gastrintestinais causadas pelos NoV nédo findam antes

do verdo?

De acordo com Dowell e colaboradores, citados por Rohayem (2009), a sazonalidade
dos NoV estd dependente de 3 fatores: aparecimento e desaparecimento, alteracdes

ambientais e mudangas no comportamento do hospedeiro.

Sobre o primeiro, estes picos de GEA registados no verdo podem estar relacionados
com a circulacdo limitada destes virus nesta época, sinbnimo da sua sobrevivéncia a
longo prazo na populagéo hospedeira e reativagdo sazonal. No que concerne a esta
hipotese existem alguns argumentos a favor: os NoV causam doenca auto-limitada, com
duracdo de 24 a 48 horas em doentes aparentemente saudaveis, porém a excrecao destes
virus dura em média até 4 semanas apds o fim da infecdo; e a eliminacédo viral ocorre
em cargas muito elevadas. Estas 2 premissas fazem com que os NoV sejam transmitidos
de forma eficiente e silenciosa (assintomatica) a individuos ndo infetados. Além disso, a
evolucdo a cada 2-4 anos concede aos NoV a capacidade de persistirem em populagdes
humanas, permitindo ainda a evasdo a imunidade do hospedeiro através da derivacdo

antigénica em popula¢des pouco desenvolvidas.

Sobre o segundo, as mudancas a nivel climatico poderdo vir a modular a epidemiologia
e, portanto, a mortalidade e morbilidade de doencas infeciosas virais. Tem-se verificado
que as condicGes ambientais, tais como humidade, ciclos de temperatura e padrdes de
vento e chuva, estdo associadas a sazonalidade dos NoV. A humidade do ar, acima de
valores considerados normais em determinadas regides, pode facilitar a sua transmisséo
pelos aerossois, neste caso especifico o vomito, por aumento da eficiéncia na
transmisséo dos virides. Exibem ainda uma forte resisténcia a temperaturas mais baixas,

incluindo em aguas.

Para finalizar, e relativamente ao comportamento do hospedeiro, a aglomeracdo das
populaces é frequentemente invocada para explicar o aumento do contagio e incidéncia
posterior de doencas infeciosas e 0s NoV néo sdo excecdo, uma vez que sao registados
um maior nimero de ocorréncias em periodo escolar, em hospitais e navios de cruzeiro,

por exemplo. Outra mudanga curiosa no hospedeiro € a diminui¢cdo da vitamina D
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durante o inverno, que pode condicionar a doenca derivada da infecdo pelos NoV, por

consequente diminuicdo da resposta imune, apenas especulativa (Rohayem, 2009).

Efetivamente, os cenarios climaticos e modelos preveem grandes alteracGes a nivel
mundial: a nivel da precipitagdo e da temperatura terrestre, ocorréncia de eventos
climaticos extremos e aumento do nivel do mar sdo aguardados. Como consequéncia,
poderdo esperar-se efeitos diretos sobre a carga viral de varias doencas infeciosas em
aguas de consumo e de recriacdo e na propria transmissao dos virus por esta via (Sterk,
Schijven, Nijs, Maria, & Husman, 2013).

C. Grupos de risco

De momento, e devido a varios fatores subjacentes, as criancas, principalmente de
idades inferiores a 5 anos, os idosos, preferencialmente de idade superior ou igual a 60-
65 anos, e os individuos imunocomprometidos, tanto adultos como criangas de todas as
idades, sdo considerados os 3 grandes grupos de risco, por apresentarem uma maior
suscetibilidade de complicagfes mais graves aquando da invasdo do organismo pelos
NoV (Green, 2014; Herbst-kralovetz et al., 2010; Karst, 2010).

No que concerne ao primeiro grupo de risco, foram recolhidas amostras de fezes de
1295 criangas, de idades inferiores a 5 anos de idade, com e sem sintomatologia clinica
de GEA, entre 2009 e 2010 nos EUA. Em criancas sintomaticas, os NoV foram
identificados em 21% das amostras; nas criangas aparentemente saudaveis em 4% das
amostras. A média de idades para a infecdo devida a estes virus foi de 17 meses. Das
amostras que puderam ser genotipadas 97% eram pertencentes ao Gll e somente 3% ao
Gl. No caso das criangas sintomaticas, em 2009 a variante “Minerva 2006b”do Gl1.4 foi
a mais frequentemente detetada (71%), seguida do GI1.12 e do GI1.3, das variantes do
GIL4 “New Orleans 2009 e “Yerseke 2006”, do GII.6, do GI11.7, do Gll.14 e do Gl1.21;
em 2010 a variante do GII.4 mais detetada foi a “New Orleans 2009 (35%), e depois os
gendtipos 12 (21%), 13 (16%) e 1 (12%) do GIl e, em significativas menores
quantidades, o GI.6, o GlL.7, o GIl.2, o GIIL.3, o GIl.6 e o GIIL7. Nas criancas
assintomaticas, somente em 2009 foi realizada a genotipagem, onde se observou a
predominancia da variante “Minerva 2006b” (45%) seguida pelos Gl.4, GII.3, GIl.6 e
GI11.12 (Payne et al., 2013).
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No Japédo, foram colhidas 2381 amostras de fezes de recém-nascidos até adolescentes de
15 anos de idade, com sintomas clinicos de infe¢des gastrintestinais, ndo hospitalizados
em clinicas pediétricas, de julho de 2009 a junho de 2013. Foram divididos em 7 faixas
etarias: idade inferior a 6 meses (213 amostras), 6 a 11 meses (673 amostras), 12 a 23
meses (829 amostras), 24 a 35 meses (334 amostras), 36 a 47 meses (113 amostras), 48
a 59 meses (63 amostras) e superior a 60 meses de idade (156 amostras). Os NoV foram
0S microrganismos notoriamente dominantes (39,3% das amostras). Durante 0s 4 anos
de estudo a predominancia das estirpes do Gll nao foi constante: em 2009-2010 40,8%,
em 2010-2011 40,1%, em 2011-2012 31,8% e em 2012-2013 43%. Foram identificados
9 gendtipos do GllI: 4 (71,4%), 3 (13,1%), 2 (6,5%), 14 (4,4%), 7 (1,4%), 6 (1.3%), 13
(1,1%), 12 (0,8%) e 17 (0,1%). Os virus do GI foram detetados em apenas 0,3% das
amostras analisadas, com o genétipo 6 do Gl a ser o prevalente (0,25%), seguido do
Gl.1 e do GI1.4 na mesma proporc¢éo (0,04%). Registaram-se casos de co-infecdo de RV
e NoV. 3 variantes do GIll.4 foram identificadas nas amostras coletadas: “Den Haag
2006b” (43,2%), “New Orleans 2009 (17,8%) e, a mais recente variante, “Sydney
2012” (36,4%). Outras variantes foram detetadas mas em proporgdes muito inferiores.
A “Den Haag 2006b” foi predominante até margo de 2012, em co-circulagdo com a
“New Orleans 2009”. Posteriormente, ambas foram gradualmente substituidas pela
“Sydney 20127, descrita a partir de junho de 2012, responsavel por 85,7% das
epidemias registadas causadas pelos NoV. A idade média dos doentes foi de 22,4
meses. Os NoV foram maioritariamente identificados em bebés e criancgas entre os 12 e
0s 23 meses (42,4%), depois entre 0s 6 e 0s 11 meses (25,6%), 24 e 36 meses (14,9%),
menos de 6 meses (6,3%), 36 e 47 meses (4,5%), mais de 60 meses (3,5%) e entre 0s 48
e 59 meses (1,1%). De encontro a outros estudos, também aqui se verificou que a faixa
etaria mais afetada s&o as criangas de idades inferiores a 2 anos, especialmente as com
idades compreendidas entre 0s 12 e 0s 23 meses, possiveis causas ja citadas
(Thongprachum et al., 2014).

Na Dinamarca, entre 2006 e 2010, foi detetada uma forte associacdo entre a infecao
pelas estirpes do Gll.4 e a idade superior ou igual a 60 anos, principalmente em locais
de cuidados de saude, inclusive lares de idosos, e secundariamente em ambientes
comunitarios. De facto, os virus deste genétipo do Gl foram responsaveis por cerca de
90% dos episodios de GEA registados em doentes com idade superior ou igual a 60

anos e 40% das criancas de idades inferiores a 3 anos nos ambientes analisados. Em
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ambientes de cuidados de saude as estirpes do Gll.4 foram as mais prevalentes (91%)
assim como em locais comunitarios (54%). Estes resultados sdo consistentes com 0s
dados obtidos nos EUA, em que 84 a 87% das epidemias ocorridas em hospitais e
centros de cuidados de longa duracao foram causados pelo Gl1.4, em comparagdo a 17 a
75% em outros locais. Esta situacdo tem estado em debate, onde tém sido implicadas as
caracteristicas dos doentes, como doencas concomitantes ou idade avancada. Na
verdade, Veja e colaboradores, referenciados neste estudo, relataram que a idade
avancada dos doentes estaria associada a surtos do GII.4 em diversos ambientes.
Noutros estudos tem sido demonstrado que a sintomatologia caracteristica de episodios
de GEA devidos aos NoV neste grupo é mais severa, mas de duragdo normal, quando
implicada uma estirpe do Gll.4. Nos recém-nascidos, os infetados com os virus deste
gendtipo do GIlI apresentam uma infecdo mais duradoura, contrastando com as
evidéncias referidas anteriormente no caso dos idosos, porém esta observacdo esta
dependente do seu fraco sistema imunitario. Contabilizaram-se mais mortes e
hospitalizacbes em epidemias associadas ao GIll.4 do que a outros genogrupos ou
gendtipos. Constatou-se ainda que o GII.3 é mais prevalente nas criancas do que nos
adultos (Franck, Fonager, Ersbgll, & Bottiger, 2014).

Especificamente sobre os idosos, numa investigacdo efetuada entre 1999 e 2007 na
Holanda, a partir de uma base estatistica com informacdes sobre surtos de GEA
desencadeados pelos NoV, os doentes em analise foram divididos em 3 faixas etérias:
65 a 74 anos, 75 a 84 anos e superior ou igual a 85 anos. As mortes registadas foram
maioritariamente da faixa etaria dos individuos de idade superior ou igual a 85 anos,
com picos coincidentes com o surgimento de novas variantes dos NoV, com inicio em
2002-2003, até 550 mortes associadas aos NoV em 2006-2007 (van Asten et al., 2012).

Nos EUA sdo notificados, a instituicbes publicas de saude, cerca de 1000 surtos de
GEA por ano em locais de repouso para idosos, muito provavelmente em
subnotificacdo. Os NoV tém sido implicados em 86% dos episodios com etiologia
confirmada. Os relatérios epidemioldgicos tém sugerido que estas ocorréncias podem
levar a hospitalizacdo e/ou morte, particularmente entre os idosos, com estimativas de
letalidade entre os 0,01 e os 0,5%. De facto, 90% das cerca de 800 mortes relatadas por

ano nos EUA sdo atribuidas a individuos com idade superior ou igual a 65 anos.
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Na observacdo efetuada por estes autores, os dados utilizados, relativos somente a lares
de idosos, foram obtidos de um sistema de notificacdo dos EUA, entre 2009 e 2010. No
total dos 2 anos de estudo foram comunicadas 67730 hospitalizagdes e 26055 mortes e
durante os periodos de surto foram registadas 1097 mortes e 2533 hospitalizagcdes. Os
residentes de idade superior a 90 anos foram sujeitos a um maior nimero de

hospitalizacOes e taxa de mortalidade (Trivedi et al., 2012).

Por ultimo, os NoV podem estabelecer infecdo persistente em individuos
imunodeprimidos, resultando em excrecdo viral prolongada e doenca gastrintestinal,
que, a longo prazo, se pode tornar gradualmente debilitante e um risco eminente para a

vida.

Numa revisdo de 123 mortes atribuidas aos NoV, uma condicdo subjacente grave foi
relatada em 17 individuos no momento da morte, com 10 (58%) das mortes registadas
em doentes imunocomprometidos, pela quimioterapia ou sujeitos a transplantes. Nos
primeiros estudos sobre a diversidade genética dos NoV, a estirpe “Toronto”,
atualmente considerada variante de referéncia do GI.3, foi identificada em doentes
pediatricos a receberem cuidados num hospital de Toronto, no Canada. 4 destes 11
doentes foram designados como imunodeprimidos, com condi¢des subjacentes de

leucemia, pds-transplante de figado ou imunodeficiéncia combinada grave.

Desde entdo, um nimero crescente de ocorréncias em criangas caracteristicamente em
imunodepressdo com outro tipo de patologias, e ndo apenas sintomatologia clinica de
GEA, tem sido associado a infecdo causada pelos NoV, como distirbios hereditarios
imunes, transplante do intestino delgado, renal ou de células-tronco hematopoiéticas e

com cancro ou durante o seu tratamento.

A primeira analise sistematica sobre a prevaléncia dos NoV em criancas com
deficiéncias imunologicas hereditarias constatou que estes foram 0s microrganismos
mais frequentemente identificados nas 62 criangas em estudo, com 57,1% das amostras

de fezes positivas 9,5 meses depois, e portanto excre¢do claramente continuada.

Num outro ensaio, na area da pediatria, de todos os doentes com pneumatose intestinal
63% eram imunocomprometidos, em que os NoV foram classificados como patogéneos
predominantes (23,5%), ap0s triagem para agentes bacterianos e virais. Numa avaliacao

retrospetiva de excrecOes de fezes diarreicas de 55 doentes de idades inferiores a 21
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anos, sujeitos a transplante de células estaminais hematopoiéticas, verificou-se que dos
49 doentes que desenvolveram diarreia 8 (6,3%) continham titulos de NoV nas amostras

recolhidas.

Numa outra pesquisa, em 2 hospitais pediatricos de Atlanta, os NoV foram detetados
em 15 das 92 (16,3%) amostras de fezes dos doentes em teste. 11 das 15 amostras
(73,3%) pertenciam a criancas imunodeprimidas, estimando-se assim uma prevaléncia

geral de infecOes devidas aos NoV neste grupo de 23,4%.

No que diz respeito a adultos imunodeprimidos, a infecdo cronica causada pelos NoV
tem sido documentada apos transplante de células-tronco hematopoiéticas, transplante
renal, transplante cardiaco, infecdo pelo virus da imunodeficiéncia humana e com

cancro ou durante o seu tratamento.

A populacéo idosa apresenta risco aumentado para um desfecho mais severo de doencas
infeciosas, incluindo a doenca provocada pela exposi¢do aos NoV, com o declinio da

funcgdo imune a ser um provavel fator contribuinte.

Os Unicos gendtipos identificados em individuos imunodeprimidos, de todas as idades,
nos surtos anteriormente descritos foram 0 3, 0 4 e 0 7 do Gll (Green, 2014).

D. Infecdo pelos NoV em todo o mundo

Da analise de 250 artigos, com 902 epidemias de GEA associadas aos NoV, entre
dezembro de 1993 e marco de 2010, foram contabilizados 896 surtos com o ano de
ocorréncia documentado. 71% sucederam-se entre 2000 e 2010, mais de 90%
decorreram no hemisfério norte e 45% durante o inverno. Dos 754 episédios que
assinalavam o genogrupo, o predominante foi o Gll (75%), seguido do Gl (13%) e
depois do GI juntamente com o Gl (12%). Os virus do GllI e seu genotipo 4 foram 0s
mais associados a surtos em instalacdes de saude, sendo que inclusive os virus do Gll.4
foram considerados o0s responsaveis por um terco de todas as ocorréncias registadas
(Matthews et al., 2012).

Relativamente a Desai e colegas (2012), estes analisaram 843 surtos de infec¢Oes
gastrintestinais derivadas da invasdo de hospedeiros suscetiveis pelos NoV,
concentrados em 233 artigos publicados a partir de 45 paises, entre janeiro de 1993 e

junho de 2011. 66% foram registados em ambientes comunitérios e 26% em servicos de
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salde. 44% tiveram origem em alimentos ou 4guas contaminados e somente 16% foram
associados a via de transmissdo pessoa-pessoa. Quanto a predominéncia de estirpes,
35% foram causados por virus ndo pertencentes ao GIll.4 e 22% por virus
correspondentes ao genotipo e genogrupo referidos. Registaram-se 219 epidemias em
servicos de saude, 112 em instituicGes de cuidados de longa duracdo e 107 em hospitais.
O numero de hospitalizagdes e mortes foram apurados em 82 e 47 surtos,
respetivamente. Com base em 71724 casos (69857 em ambientes ndo hospitalares),
foram contabilizadas 501 hospitalizacdes e 45 mortes, estimando-se a taxa de
hospitalizacdo e morte em 54 (0,7%) e 6 (0,07%) pessoas por cada 10 mil individuos
infetados, respetivamente. As taxas de hospitalizacdo e mortalidade foram mais
elevadas em surtos que decorreram em unidades de satde do que nos desenvolvidos em
ambientes comunitarios; em epidemias provenientes da infecéo pelos virus do Gll.4 do
que derivadas de virus ndo pertencentes a este genétipo do Gll, excluindo as infecdes
mistas; e, similarmente, em surtos devidos ao modo de contagio pessoa-pessoa do que
associados a via de transmissdo comida e/ou agua contaminadas. Nas altas taxas de
internacdo em unidades de cuidados a longo prazo e mortalidade em ambientes de saude

ressalta a vulnerabilidade das pessoas afetadas (Desai et al., 2012).

Quanto a estudos em paises especificos, e comecando pelo Brasil, um total de 90
amostras de fezes de individuos com sintomatologia caracteristica de GEA, recolhidas
entre 2005 e 2009, foram diagnosticadas positivamente para a presenca de NoV. 71%
corresponderam a virus do Gll, mas as restantes foram negativas para a presenca de
virus dos Gll e GI. 78% foram classificados como pertencentes ao Gll.4, tendo sido
também detetados titulos de estirpes dos gendtipos 6, 12, 17, 7 e 16 do GIl mas em
consideravel menor proporcdo. As variantes do GIl1.4 identificadas foram a “Hunter
2004, a “Yerseke 2006 e a “Den Haag 2006b” (Fioretti et al., 2011).

No que diz respeito a Singapura, as infe¢bes gastrintestinais ndo sdao uma doenca de
notificagdo obrigatoria, portanto a sua epidemiologia encontra-se pouco documentada.
Entre 2004 e 2011, foram examinadas 1060 amostras de fezes positivas para a presenga
de NoV. As criangas de idades inferiores a 5 anos representaram 44,2% de todas as
amostras de NoV positivas, 6 aos 64 anos 23% e mais do que 65 anos 27,6%. De 37
surtos documentados, constatou-se que a maioria ocorreu em enfermarias de hospitais,
clinicas e lares de idosos. Etiologicamente, as estirpes do Gll1.4 foram responsaveis por
80,8% das epidemias registadas, 60% devidas a variante “Den Haag 2006b” e 24,6% a
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“New Orleans 2009”, sendo que a primeira deixou de ser a prevalente apds o
aparecimento da segunda. As variantes dominantes durante 2004-2005, 2006-2009 e
2009-2011 foram, respetivamente, a “Hunter 2004”, a “Den Haag 2006b” e a “New
Orleans 2009” (Lim et al., 2013).

Na Austrélia, entre 2009 e 2012, foram analisadas 1051 amostras de fezes recolhidas, de
varias unidades publicas de salde, de casos suspeitos de GEA. Ap0Os detecdo dos
agentes envolvidos, o gendtipo mais identificado foi o 4 do GllI, causador de 75% de
todas as epidemias reportadas, com a variante “New Orleans 2009” predominante. No
entanto, a partir de setembro de 2012, mas identificada pela primeira vez em marco do
mesmo ano, a variante “Sydney 2012” emergiu, sobrepondo-Se a anteriormente
dominante “New Orleans 2009, considerada a entdo responsavel por 27,7% e 51,8%
das epidemias em 2012 na Austrdlia e na Nova Zelandia, respetivamente. Nesta
observacdo, foram ainda detetadas as estirpes “Den Haag 2006b” (40 surtos entre 2009
e 2012), “Apeldoorn 2007” (27 surtos durante 2009 a 2011) e “Osaka 2007 (em 2011),
esta Ultima associada a um unico surto. Na Nova Zelandia foi reconhecida uma nova
variante do GII.4, designada na altura por “Auckland 20107, agente etiologico de 3
surtos em 2010, considerada posteriormente como uma provavel pré-versdo da variante
“Sydney 2012”. No total foram identificados 18 virus ndo pertencentes ao Gll.4: 7 do
Gl, 10 do Gll e 1 do GIV, com o GIl.6 a ser o gendtipo ndo-Gll.4 mais comumente
identificado (51 surtos) (Eden et al., 2014).

Na Dinamarca, num estudo de 3 meses de outubro a dezembro de 2012, ap6s a primeira
detecdo da variante “Sydney 2012”, em novembro de 2012, observou-se de imediato um
aumento exponencial de episodios de infecdes gastrintestinais, mais tarde associados a
esta nova estirpe do Gll.4. Em 2011 realizaram-se 251 correspondéncias aos NoV em
1056 amostras de fezes dos doentes em estudo, enquanto que em 2012 de 670 amostras
213 foram positivas para a presenca destes virus. Da analise dos dados existentes antes
da execucdo deste ensaio resultou a evidéncia de que a variante “New Orleans 2009” foi
0 virus predominante de 2011 até abril de 2012, responsavel por 45% dos surtos
notificados. Nessa altura a “Sydney 2012” era identificada de forma esporadica até que
a partir de outubro até dezembro de 2012 passou a ser associada a 43% das epidemias
assinaladas. Contudo, a ‘“New Orleans 2009 ainda era responsavel por 34% das

restantes epidemias registadas, tendo-se talvez considerado demasiado cedo que a
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“Sydney 2012” poderia estar a substituir a estirpe até entdo prevalente (Fonager,
Hindbak, & Fischer, 2013).

Entre janeiro de 2008 e dezembro de 2012 foram colhidas 155 amostras de fezes numa
pequena cidade da China, apds 18 surtos de GEA etiologicamente ndo bacterianos, das
quais 49,7% foram positivas para a presenca de NoV. O genogrupo dominante (93%)
foi o 1l, seguido pelas co-infecdes de estirpes dos genogrupos | e 11 (18%) e do Gl (8%).
A variante “Den Haag 2006b” foi detetada até janeiro de 2011, somente predominante
até 2009, ja em co-circulagdo com a “New Orleans 2009”, prevalente de 2010 a 2011, e

posteriormente a “Sydney 2012” foi a Ginica identificada em 2012 (Ji et al., 2013).

Em relacdo ao Canada, especificamente em Alberta, foram analisadas as epidemias de
infecdes gastrintestinais comunicadas a agentes de salde publica entre julho de 2008 e
janeiro de 2013. Das amostras suspeitas de titulos de NoV, as quais foi possivel realizar
testes para o diagndéstico do agente etioldgico, constatou-se que 68,4% foram positivas
para a presenca de NoV, 87,6% pertencentes ao Gll, 11,1% ao Gl e 1,3% a uma mistura
de virus dos Gl e GlI. Foi observado um aumento da atividade destes virus depois de
junho de 2012. O genotipo prevalente foi o 4 do Gl (88,5%), seguido dos GIl.12 e
GI1.1, e durante 3 anos a variante “Den Haag 2006b” do GlI.4 foi considerada a estirpe
dominante (de 2006 a 2009). Assumiu-se que a maior emergéncia destas infegdes, de
julho de 2008 a junho de 2009, estivesse relacionada com o fim da imunidade de curta
duracdo, atribuida entre julho de 2006 e junho de 2007, juntamente a outros fatores,
como a viruléncia desta variante, a circulacdo dos NoV no meio ambiente e em
reservatorios humanos e exposicdo de populacbes sensiveis. Por outro lado, o
aparecimento e predominancia da variante “Auckland 2010” ndo corresponderam, como
noutras variantes do Gl1.4, a um aumento do nimero de registos de episodios de GEA,
entre julho de 2009 e junho de 2010. Observagdes similares foram registadas nos EUA,
em periodo homologo. A hipotese para esta observacdo passa pelo aparecimento do
Influenzavirus A subtipo HIN1, que possivelmente limitou a investigagdo laboratorial
etiologica de ocorréncias de surtos de GEA. Também nesta altura foram reforcadas as
medidas preventivas para o contagio destes virus, como a lavagem das méos e outras
medidas de controlo da infecdo, que consequentemente podem ter diminuido a
transmissdo dos NoV entre as populages de risco no periodo referido. Nos anos
seguintes a suscetibilidade a inoculacdo dos NoV aumentou, eventualmente devido ao

fim da imunidade de curta duragcdo ou de imunidades incompletas. A mais nova variante
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“Sydney 2012” do GII.4 surgiu entretanto como estirpe dominante. Nesta provincia,
Alberta, a primeira identificacdo da “Sydney 2012” foi em setembro de 2011 e a
segunda s6 em janeiro de 2012. No entanto, somente em outubro de 2012 se tornou a

estirpe predominante, quase um ano depois da primeira detecao (Hasing et al., 2013).

Vega e colegas (2014), através da consulta de sistemas informaticos dos EUA
especificos para a notificacdo de epidemias de GEA associadas aos NoV,
contabilizaram um total de 3960 surtos entre 2009 e 2013, dos quais 2254 (57%)
ocorreram em estados localizados na costa norte-americana. Somente 2712
apresentavam o numero de infetados, sendo esse valor entre os 3 e 1090 individuos por
epidemia. 62,5% sucederam-se em instituicbes de cuidados a longo prazo, 9,8% em
restaurantes, 5,7% em escolas, 5,4% em festas e afins, 3,6% em hospitais e 13% sem
indicagdo do local de ocorréncia do surto. A via de transmisséo foi estabelecida em
2895 surtos: 83,7% resultantes do contacto pessoa-pessoa, 16,2% de origem alimentar e
0,1% atribuidos ao consumo de aguas contaminadas. Verificou-se que o contagio
através do contacto pessoa-pessoa foi o principal responsavel pelas epidemias
notificadas durante o outono/inverno, contrariamente as de origem alimentar, que
ocorreram prevalentemente na primavera/verdo. Os virus dos genétipos do Gl e do Gl
foram identificados em 435 (11%) e 3525 (89%) dos surtos, respetivamente. Dentro do
Gl, detetaram-se 3 gendtipos predominantes pela seguinte ordem 6, 3 e 4. 2853 surtos
(72%) apresentaram como agentes etiologicos os virus do GIl.4. Para além destes,
identificaram-se estirpes dos gen6tipos 12, em 2009/2010, e 1, em 2011/2012, do GII. A
variante “New Orleans 2009” do GII.4 provocou, em 2009, 1737 epidemias (44%),
predominante nos 3 anos seguintes, com o maior nimero de episddios registados entre
janeiro de 2010 e de 2012 e fevereiro de 2011. No que diz respeito a variante “Den
Haag 2006b”, esta foi detetada em 4 épocas de inverno, ainda que em niveis minimos e
com uma diminuicdo gradual de 61, entre outubro de 2009 e marco de 2010, para 6
epidemias, entre outubro de 2012 e abril de 2013. A variante “Sydney 2012 foi
identificada pela primeira vez a setembro de 2012, tornando-se o virus prevalente no
inverno seguinte de 2012/2013, responsavel por 896 (72,8%) dos 1098 surtos entre
setembro de 2012 e abril de 2013, em comparagdo com 74 surtos (6,2%) associados a
variante “New Orleans 2009, ainda em circulagdo nesse ano. 84%, de um total de 2475

surtos ocorridos em locais de cuidados a longo prazo, tiveram como agente etiologico
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uma das 3 variantes do Gl1.4 acima referidas ou a variante “Osaka 2007”, enquanto que
0s virus do GI causaram apenas 6,4% dos surtos neste contexto. Concluiu-se que as
estirpes do Gl1.4 eram mais propensas a envolver a via de transmissao pessoa-pessoa,
ao contrario dos virus dos gendtipos 3, 6 e 7 do Gl e 3, 6 e 12 do GlI, constantemente
associados a surtos de origem alimentar e locais de cuidados a longo prazo e hospitais
(Vegaetal., 2014).

Ainda nos EUA, durante 2012, a detecdo global de uma nova variante do Gll.4, a
“Sydney 2012”, levantou preocupagdes sobre o seu efeito potencial. Em 2012 e 2013
foram analisados os dados relativos a surtos de infecGes gastrintestinais ocorridos em 6
estados, tendo estes sido posteriormente comparados a temporadas anteriores. Entre
agosto de 2012 e abril de 2013 foram notificadas 637 epidemias causadas pelos NoV,
em comparagdo com 536 e 432 em 2011-2012 e 2010-2011 no mesmo periodo. A
proporcdo de surtos atribuidos a estes virus aumentou de 8%, em setembro de 2012,
para 82%, em marco de 2013, interligados ao aparecimento dessa nova variante do
Gll.4. Em dezembro de 2012, a “Sydney 2012” tornou-se dominante, representando
66% de todos os surtos registados naquele més. O modo de transmissdo mais
frequentemente implicado foi o contacto pessoa-pessoa (75,5%). Os episddios de GEA
devidos a esta estirpe foram constantemente assinalados em servicos de saude; 0s
individuos mais afetados foram os de idades superiores a 50 anos; verificou-se diarreia
ligeiramente mais regular nestes doentes, que nos individuos expostos a estirpes
diferentes da “Sydney 20127, e sintomas menos frequentes de vémito, febre e colicas
abdominais, diferindo de estudos anteriores. Contabilizaram-se 9 mortes (0,4%)
derivadas da infecdo por esta variante entre 2324 doentes, contra 3 mortes (0,2%) por
virus ndo-“Sydney 2012” em 1706 doentes (Leshem et al., 2013).

Quanto a Portugal, ndo existe qualquer tipo de sistema de vigilancia para notificacdo de
surtos de infecBGes gastrintestinais, até porque esta ndo € uma doenca de notificagdo

obrigatdria (Costa, Mesquita, Veiga, Oleastro, & Nascimento, 2014).

Foi realizada a interpretacdo dos dados existentes de toxinfegcdes especificamente
devidas a alimentos, derivadas de 19 surtos entre 2009 e 2013, analisadas
laboratorialmente pelo Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge. Os NoV

foram responsaveis somente por 5% de todas as epidemiais examinadas durante os 5
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anos de estudo. Porém, em 2013, os virus do genogrupo Il dos NoV foram responsaveis

por 2 dos 10 surtos diagnosticados por este laboratorio (Viegas et al., 2014).

Entre maio de 2011 e abril de 2013 objetivou-se definir quais 0s genogrupos e
genotipos a circular em Portugal, principalmente determinar a presencga da nova variante
“Sydney 2012” do GIl.4. Foram recolhidas as amostras de fezes de individuos
internados em 13 hospitais de Portugal continental, com um quadro clinico
caracteristico de GEA. Das 580 amostras, 67 (11,6%) testaram positivo para a presenca
de NoV, dos quais 41 (61,2%) correspondiam a virus pertencentes ao Gll. Observou-se
um claro predominio das estirpes do genétipo 4 do Gll (81,8%), com detecdo de virus
dos GlI.1, GII.3, GlI.6 e GII.8 em iguais propor¢oes (4,5%). Até maio de 2012, o virus
dominante foi a variante “New Orleans 2009” (81,8%); depois disso verificou-se uma
alteragdo do virus circulante, atribuida a variante “Sydney 2012” (100%) (Costa et al.,
2014).

A tabela 4 contém em resumo 0s pontos mais relevantes dos estudos anteriormente

analisados.
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Tabela 4: Estudos epidemioldgicos e moleculares efetuados na area da infecdo e doenca gastrointestinal causadas pelos NoV, supracitados de forma exaustiva.

Autores

Matthews et al.
(2012)

Desai et al. (2012)

Fioretti et al. (2011)

Lim et al. (2013)

Eden et al. (2014)

Fonager et al. (2013)

Jietal. (2013)

Hasing et al. (2013)

Vega et al. (2014)

Pais e época em estudo

Vaérios paises de todo o
mundo, de dezembro de
1993 a marco de 2010
45 paises, de janeiro de
1993 a junho de 2011

Brasil, de 2005 a 2009

Singapura, de 2004 a 2011

Australia, de 2009 a 2012

Dinamarca, de outubro a
dezembro de 2012

China, de janeiro de 2008
a dezembro de 2012

Canada, de julho de 2008 a
janeiro de 2013

EUA, de 2009 a 2013

Amostras/surtos em
analise

754

90

1060

1051

2011: 1056
2012: 670

155

3960

Percentagem de
detecdo dos NoV

100%

100%

2011: 23,8%
2012: 31,8%
49,7%

68,4%

62

Genogrupos
dominantes
Gll (75%)
Gl (13%)
Gl + GlI (12%)

Gll (71%)

Gl (93%)
Gl + GIl (18%)
Gl (8%)
Gl (87,6%)
Gl (11,1%)
Gl + Gl (1,3%)

Gl (89%)
Gl (11%)

Gendtipos
dominantes

Gll.4

GIL.4 (22%)

No-Gl1.4 (35%)

Gll.4 (78%)

GI1.4 (80,8%)

Gll.4 (75%)

Gll.4

Gll1.4 (88,5%)

Gll.4 (72%)

Variantes do Gl1.4 em
circulacéo

“Hunter 2004”
“Yerseke 2006”
“Den Haag 2006b”
“Hunter 2004”
“Den Haag 2006b”
“New Orleans 2009”
“New Orleans 2009”
“Sydney 2012
“Den Haag 2006b”
“Auckland 2010
“Apeldoorn 2007
“Osaka 2007
“New Orleans 2009”
“Sydney 2012”
“Den Haag 2006b”
“New Orleans 2009”
“Sydney 2012
“Den Haag 2006b”
“Auckland 2010”
“Sydney 2012
“New Orleans 2009”
“Den Haag 2006b”
“Sydney 2012”
“Osaka 2007
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De 8% em setembro de

Leshem et al. (2013) EUA, de 2010 a 2013 637 2012 para 82% em “Sydney 2012~
marco de 2013
Viegas et al. (2014) Portugal, de 2009 a 2013 19 5% Gl (20%)
Portugal, de maio de 2011 o o o “New Orleans 2009”
Costa et al. (2014) a abril de 2013 580 11,6% Gll (61,2%) Gll.4 (81,8%) “Sydney 2012
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E. Impacto econdmico e de recursos

Poucos estudos tém quantificado a salde ou os custos sociais devidos a infegdes
gastrintestinais etiologicamente associadas aos NoV.

Uma Unica epidemia destes patogéneos num hospital dos EUA, com apenas 946 camas,
implicou gastos de aproximadamente meio milhdo de euros. De uma forma geral,
estima-se que estes episddios causados pelos NoV representem despesas de 1,5 mil

milhdes de euros por ano (Lopman et al., 2012).

Nos 2 anos de estudo de Payne et al. (2013), igualmente na América do norte, em
criancas de idades inferiores a 5 anos infetadas pelos NoV, foram ultrapassadas as 14
mil hospitalizagdes, 281 mil atendimentos de urgéncia e 627 mil consultas de

ambulatorio, com custos inerentes superiores a 215 milhdes de euros por ano.

No que concerne ao Reino Unido, representam custos de cerca de 1 milhdo de euros por
cada 1000 camas hospitalares e cerca de mil milhdes por ano ao seu respetivo Servico
Nacional de Saude (Lee et al., 2011).

Num hospital suigo, um surto de GEA, com duracdo de 17 dias, afetou 16 individuos
hospitalizados e 29 profissionais de saude. A anélise laboratorial das amostras de fezes
colhidas de alguns destes doentes revelou que esta epidemia resultava da exposicao aos
NoV, além de que os testes realizados para a detecdo de outras bactérias e virus foram
negativos. Em testes de diagndstico houve um custo adicional de 2133€, relativamente
ao aumento da ocupacdo de camas e encerramento de outras para prevencdo da
incidéncia de novos casos foi calculada uma perda de 29261€ e, portanto, um impacto
financeiro total negativo de 31394€ em custos diretos. As despesas com a equipa de
controlo da infegéo, de 1109€, e com os cuidados de enfermagem, de 8117€, ndo foram
contabilizadas pois ndo houve necessidade de contratagcdo de mais funcionarios (Zingg,
Colombo, Jucker, Bossart, & Ruef, 2005).

As intervengdes para controlo da infe¢cdo podem reduzir os custos finais inerentes ao
desenvolvimento de surtos deste género. Por este motivo, Lee e seus colaboradores
(2011) desenvolveram um modelo de simulacdo em computador para determinar o
potencial de reducdo dos custos, tendo em atencdo o nimero de infetados aquando da
implementacdo das medidas interventivas e a eficacia das mesmas. Neste caso, foram

testadas as seguintes condutas: (1) reforco das medidas de higiene de méos,
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com sabdo, agua e/ou alcool; (2) isolamento do contacto com os infetados pelos
profissionais de salde, através da utilizacdo de vestuario de protecdo (luvas, batas e
maéscaras); (3) reforco das praticas de desinfecdo, pelo aperfeicoamento da limpeza de
enfermarias e casas de banho; (4) modificacdo das politicas de pessoal, para excluir o
pessoal de trabalho infetado durante pelo menos 2 dias apos fim da sintomatologia e
proibir o pessoal exposto de trabalhar em &reas ndo afetadas; (5) separagdo dos doentes
infetados, reunindo-os em quartos separados dos demais; e (6) encerramento da ala
afetada sem novas admiss@es. Quanto ao aumento da higienizacdo das méaos, logo apds
a detecdo do primeiro caso, esta pratica permite uma poupanca entre os 1840€ (10% de
eficacia) e os 16859€ (90% de eficacia). Contudo, a reducdo de custos aumenta com o
namero de casos primarios, neste caso 5, e eficacia da intervencao: de 9034€ (10% de
eficacia) até 82173€ (90% de eficacia). Relativamente ao ponto 2, um maior nimero de
casos primarios (5) e um aumento da eficacia das acdes sugeridas (90%) proporciona
uma diminuicdo nas despesas de 81365€. A desinfecdo, desde que a eficiéncia da
medida aplicada seja superior ou igual a 10% e imposta assim que é detetado o primeiro
caso, proporciona igualmente uma reducdo de custos; com 5 casos primarios a poupanca
fica entre os 8735€ (10% de eficacia) e os 78303€ (90% de eficacia). Sobre a quarta
intervencdo, a reducdo das despesas nas mesmas condigdes anteriores ¢ de 1651€ a
30269¢€. O isolamento de doentes infetados e 0 encerramento da ala afetada representam
uma atenuacdo de gastos somente quando a eficacia da prevencdo de transmissdo é
muito alta (superior ou igual 90%), sendo que o seu valor econémico diminui a medida
que o0 numero de camas por quarto e 0 nimero de camas vazias por ala aumentam. Em
conclusdo, o aumento da higiene das mdos, a utilizacdo de vestuario de protecdo e a
desinfecdo, impostas separadamente ou combinadas, representam as intervencdes que
permitem uma maior reducgéo de despesas aos hospitais, no que diz respeito ao controlo

e contencdo de epidemias de GEA protagonizadas pelos NoV (Lee et al., 2011).

E qual o valor econémico que podera vir a ter o desenvolvimento e implementacdo de
uma vacina que promova a imunizagdo contra os NoV? Bartsch e adjuntos (2012)
debrucaram-se sobre esta questdo investindo num modelo computorizado que
fornecesse essa resposta, tendo em conta parametros chave como a sua eficécia, custo,
duragéo da protecédo e idade de vacinacdo. Esta avaliagdo pode ajudar a orientar o seu
desenvolvimento e implementacdo. A poupanca em hospitalizagdes, com uma vacina

com o preco de 20€, situa-se entre os 54 mil euros (75% eficaz e duracéo da protecdo de
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48 meses nas criangas com menos de 5 anos de idade) e os 620 mil euros (eficacia de
25% e duracdo da imunidade de 12 meses em criangas com idades compreendidas entre
0s 5 e 0s 14 anos). Caso a vacina apresente 75% de efetividade e um custo de 60€ a
economia situa-se entre os 37 mil euros (duracdo de 48 meses dos O aos 4 anos de
idade) e os 630 mil euros (duracdo de 12 meses dos 45 aos 64 anos). Quando se faz o
balango entre o custo da vacinacdo e a reducgéo das despesas por prevencao dos efeitos
de infecOes devidas aos NoV, atendendo a uma vacinagéo eficaz em apenas 50% dos
casos, com diferentes custos e duracdo de protecdo, constata-se que para individuos de
idades entre 0s 0 e 0s 4 anos a vacinagdo representa uma economia de gastos sempre
que a vacina oferece protecdo de 24 ou 48 meses. Na maioria dos outros grupos
testados, cenarios de custo e duracdo da imunidade a reducdo de custos variou entre os
0€ e o prego da vacina, sendo ainda sugeridas possiveis despesas adicionais para evitar

outras doencas (Bartsch, Lopman, Hall, Parashar, & Lee, 2012).

Nos EUA, uma vacina 50% eficaz que conferisse imunidade por pelo menos 12 meses
permitiria uma poupanca de 1 a 2,2 milhdes de euros, uma reducéo de 5,9 a 13%, mas
resultaria em custos adicionais de 316 milhdes a 800 mil milhdes com 43 e 95% de
cobertura da vacinacgdo, respetivamente. A reducdo de despesas s6 seria possivel se se
optasse por uma vacina que garantisse protecao durante 48 meses, com um custo de 20€
e eficécia superior ou igual a 50% ou custo de 60€ e eficacia superior ou igual a 75%.
As vacinas com essas caracteristicas permitiriam uma economia de 80 milhdes a 17 mil

milhdes de euros por ano (Bartsch et al., 2012).

Prevencao e terapéutica da infecdo e doenca

A. Controlo da infecéo

Uma vez que atualmente ndo estdo disponiveis quaisquer tratamento especifico, vacina
ou outras medidas preventivas da inoculagcdo dos NoV as estratégias de controlo da
infecdo sdo fundamentais para evitar epidemias de grandes dimensdes de episodios de
GEA associados a estes virus (Eden et al., 2014; Koo et al., 2010).

Estas praticas sdo fundamentais em instalacGes fechadas, principalmente em unidades
de saude e instalacfes de cuidados a longo prazo, onde a proximidade dos residentes

pode facilitar uma rapida propagacao dos mesmos (Koo et al., 2010).
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Os administradores de hospitais e especialistas em controlo da infecdo indicam varias
medidas de contengéo durante estas epidemias: reforcar as medidas de higiene de méos;
isolar o contacto com os doentes, através da utilizacdo do vestuario de protecéo; isolar
os individuos e os funcionarios infetados; modificar a gestdo dos funcionarios, de modo
a serem excluidos os que poderdo estar infetados e proibir os mesmos de trabalhar em
areas nao afetadas; modificar as politicas de visitas; reforcar as praticas de desinfecéo,
promovendo uma maior e melhor limpeza das enfermarias e casas de banho; educacao
dos profissionais de saude, na identificacdo e eficacia das medidas de controlo; e

vigilancia ativa das epidemias (Lee et al., 2011).

A medida considerada mais importante é a higienizacdo das méaos, sendo relevante a
escolha do método. Os desinfetantes a base de &lcool, cada vez mais populares,
aparentam eficacia limitada contra os NoV. Desta forma, a remocdo mecénica pelas
técnicas de lavagem de maos, com agua e sabdo, parece ser mais eficaz que a utilizagédo

de &lcool.

Quanto as superficies, e atendendo a resisténcia dos NoV a varios agentes quimicos de
limpeza, estas devem ser limpas com hipoclorito de sédio a uma concentracdo minima
de 1000 partes por milhdo, apds limpeza com detergentes comuns (Arias et al., 2013;
Koo et al., 2010).

Na precaucdo do contacto com os individuos doentes pelo uso de vestuario de protecéo,
do qual fazem parte a bata e as luvas, esta medida apenas € Gtil quando o contacto com

estes é antecipado e quando héa risco de contaminagdo com vomitos e fezes infetadas.

A separacdo dos casos suspeitos dos demais, pela utilizacdo de diferentes quartos, é

bastante incentivada.

Sobre os individuos que manifestarem sintomas de GEA, tanto profissionais de saude
como criangas e outros adultos, recomenda-se a auséncia do local de trabalho por pelo
menos 48 horas ap6s resolucdo sintomatica, porém ndo existem estudos formais de
avaliacdo do periodo de tempo ideal em que estes podem retornar com seguranca a
escola ou ao trabalho para sustentar essas recomendagdes. Parece que as 48 horas ndo
sdo suficientes em todos os casos, como os food-handlers e profissionais de salde,
capazes de expor um grande nimero de pessoas a doenca; estudos demonstram excregédo

viral persistente até uma semana apos resolucéo clinica (Koo et al., 2010).
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Relativamente a dados especificos sobre a importancia destas medidas de controlo da
infecdo em unidades de salde, no Reino Unido registaram-se na temporada 2007/2008
66 provaveis e 46 surtos confirmados na comunidade como sendo devidos aos NoV; em
2009/2010 este nimero aumentou para 116 e 81 surtos, respetivamente. Todavia, no
hospital em estudo, com protocolo de controlo da infecdo em vigor, foram detetadas 50
possiveis e 42 confirmadas em 2007/2008 e, apds algumas modificages no protocolo
em vigor na temporada anterior, 29 possiveis e 25 confirmadas epidemias causadas
pelos NoV na temporada de 2009/2010, valores bastante menores que 0s registados na
comunidade, tendo ainda sido verificada uma diminuicdo para praticamente metade dos
surtos notificados entre a primeira e a segunda temporada na unidade hospitalar, ao
contrario do que se sucedeu na comunidade. As principais alteracfes efetuadas entre um
plano e outro, que permitiram tais resultados, foram: espacos de isolamento de doentes
infetados mais fechados (com janelas e portas fechadas para separar adequadamente
estes doentes dos demais) ao invés do encerramento das alas afetadas sem admisséo de
novos individuos; instalagdo de novos compartimentos para lavagem das maos nestes
novos espacos; funcionarios divididos em 2 grupos, os que trabalhavam ou ndo nos
compartimentos afetados, com equipamentos de protecdo de cor diferente para serem
facilmente identificados; restante pessoal, como o da cozinha e da lavandaria,
impedidos de entrarem no espaco epidémico; limpeza 3 vezes ao dia, em vez de uma
Unica vez, com um detergente de concentracdo 1:1000 partes por milhdo (inferior a
época anterior), dos quartos dos doentes e das casas de banho entre cada utilizacéo; 9,
em vez de 3, enfermeiros de controlo da infecdo a visitar todos os dias os doentes e a
avaliar os seus sintomas de vomitos/fezes (lllingworth et al., 2011).

Na tabela 5 encontram-se os cuidados gerais a adotar para a prevencao de episodios de
GEA, essencialmente em infantarios/creches e escolas, casas de familia e também lares

de idosos.
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Tabela 5: Precauces gerais a adotar em episddios de GEA (adaptado de Salgado, Castelo, & Dinis,
2009).

Cuidados Descricdo das medidas a adotar
Diviséo de tarefas: individuos de preparacdo de alimentos diferentes
dos individuos responsaveis pelas limpezas e desinfecdo;
Local de preparagdo de alimentos separado do local onde se colocam
0s “sujos”;
) Isolar os “sujos” dos residentes e/ou funcionarios;
Gerais B o ; . .
Lavagem de maos obrigatdria ap6s manuseio de alimentos, muda de
fraldas, idas a casa de banho e contacto com animais ou suas
excrecdes, independentemente do uso de luvas;
Lavagem e desinfecéo periddica de objetos partilhados entre adultos e
criancas.
Utilizacdo de luvas e/ou pingas para recolha de objetos, roupa,
fraldas, entre outros;
Na manipulagdo de fezes e Lavagem das superficies vérias vezes ao dia, com detergentes, e
vémitos posterior desinfecdo, com hipoclorito de sédio preferencialmente;
Separacdo de fraldas, roupas, panos, toalhas, luvas ou outros
materiais dos restantes “sujos”.
o ; Optar por aguas municipais ou mineralizadas na preparagdo de
Na utilizacao da agua . .
alimentos, lavagem de utensilios e para consumo.
Na escolha e conservacao de . . ]
) Evitar alimentos mal conservados ou mal cozinhados.
alimentos
Adocéo de medidas gerais de higiene;
Individuos com feridas nas méaos ndo deverdo manipular alimentos,
exceto com luvas;
. . Higienizacéo frequente das méos e/ou uso de luvas principalmente
Na preparacéo de alimentos i . )
ap6s manuseamento de carnes cruas, peixe, 0vos ou outros alimentos;
Caso se opte pela utilizacdo de luvas estas deverdo ser igualmente
lavadas vérias vezes ao dia, com 0s mesmos cuidados a ter na

lavagem de méos.

B. Terapéutica

A escassez de modelos de culturas celulares e de animais constitui uma barreira
significativa para o desenvolvimento de agentes antivirais. Sendo assim, a base do
tratamento, por agora, consiste essencialmente em intervencées sintomaticas (Koo et al.,
2010).
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Assim como para outras doencas diarreicas, a terapéutica inclui a reidratacao oral com
liquidos e eletrolitos, se o doente estiver alerta e capaz de beber, ou com fluidos

intravenosos, se 0s vomitos e a desidratagdo forem significativos.

No que concerne a farmacos propriamente ditos, os redutores da motilidade e os agentes
anti secretores podem ser particularmente uteis somente em adultos, para diminuirem a

frequéncia de excrecéo de fezes (Glass et al., 2009; Koo et al., 2010).

Na auséncia de avancos significativos no desenvolvimento de uma vacina anti NoV,
permanece o interesse no desenvolvimento de farmacos. Individuos com reducdes
graves e prolongadas na fungdo imunoldgica sdo os candidatos mais fortes a obterem
um maior beneficio com a terapia medicamentosa contra estes microrganismos. O
objetivo seria a reducdo da severidade da doenca em geral pela interrupcdo da
propagacao destes virus em areas potencialmente epidémicas, como navios de cruzeiro,
hospitais, bases militares e navais, unidades de cuidados crénicos, lares de idosos e
outras instalagcdes de cuidados a longo prazo, dormitorios escolares e todos os locais

potencialmente sujeitos a food-handlers.

A compreensdo das estratégias de replicacdo e patogénese no hospedeiro sdo
fundamentais para o fabrico de medicamento antivirais. Os NoV, tal como outros virus
de RNA de cadeia positiva, apresentam no ciclo de replicacdo a sua entrada nas células
do hospedeiro, seguida da replicacdo do genoma e maturacéo do virus descendente e sua
propagacdo para novas células. Qualquer uma destas etapas pode servir como alvo
potencial para o desenvolvimento de inibidores da propagacéo destes virus (Kaufman et
al., 2014).

De facto, numerosos alvos antivirais e inibidores de pequenas moléculas, com eficéacia
comprovada em culturas celulares e, pelo menos um, num modelo de ratinho de MNV,
ja foram identificados. Dentro destes tém-se as estratégias a nivel da entrada do virus, a
inibicdo da producdo de proteinas virais, da replicagdo viral e de fatores de segmentacao
envolvidos nos rearranjos celulares associados & infegdo. Até ao momento, nenhum
destes conseguiu aprovacdo para utilizacdo clinica no tratamento ou prevencdo das
infecOes gastrintestinais preconizadas pelos NoV. Neste caso, e tal como acontece com
todas as terapias de direcionamento de agentes patogénicos intestinais, verifica-se um

problema significativo associado a entrega do inibidor no sitio da replicacdo bem como
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a estabilidade nesse ambiente. Portanto, ha uma serie de obstaculos que ainda tém de ser

superados (Arias et al., 2013).

Os farmacos Favipiravir, que deverdo inibir o RdRp, ainda experimental, Ribavirina e
constituidos por INF-alfa tém sido fortemente associados a reducéo da replicag&o viral
dos HuNoV (Kaufman et al., 2014).

A carga elevada e crescente da doenca gastrintestinal, a alta prevaléncia destas infecdes
associadas aos NoV, principalmente entre as criancas, idosos e imunodebilitados, e as
intervencdes limitadas que sdo postas em préatica para a prevencdo das mesmas levaram
alguns investigadores a avaliar a necessidade de métodos melhor tolerados e mais
eficazes, como a vacinacéao (Glass et al., 2009; Ramani et al., 2014).

Os grupos alvo da vacinacdo podem incluir os 3 principais grupos de risco e outros ja
referidos, como os food-handlers, militares, viajantes, profissionais de salude e
educadores de infancia. Além disso, os NoV sdo os principais agentes etioldgicos de
infecdes universais entre as criangas, possivelmente a segunda causa mais comum de
diarreia nos paises em desenvolvimento, o que conduz a opinido de que as vacinas
podem desempenhar um papel fundamental em programas que visam a reducdo da

mortalidade infantil e controlo de doencas diarreicas (Glass et al., 2009).

As VLP, particulas ndo replicantes desprovidas de genoma viral, e portanto que imitam
a estrutura e propriedades antigénicas dos NoV nativos, foram designadas como as
melhores estruturas para o desenvolvimento de vacinas, desde a sua descricédo inicial ha
sensivelmente 20 anos (Atmar & Estes, 2012; Ramani et al., 2014; Tamminen,
Lappalainen, Huhti, Vesikari, & Blazevic, 2013). Estas sdo construidas a partir da
proteina VP1, que se auto-organiza em VLP quando produzidas in vitro (Tamminen et
al., 2013).

Os estudos pré-clinicos demonstraram que as VLP sdo imunogeénicas via parental, oral e
intranasal, induzindo a produgdo de anticorpos no soro e nas mucosas, com respostas
imunitarias na mucosa melhor alcancadas quando co-administradas com um adjuvante
da mesma (Atmar & Estes, 2012; Ramani et al., 2014).

Os modelos animais tém sido preferidos para o estudo da patogénese e protecdo contra a
infecdo desencadeada pelos NoV. Todavia, cada um destes modelos apresenta

limitacbes quando comparados com o modelo humano, tais como a excre¢do a curto
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prazo e respostas imunitarias variaveis.

Os chimpanzés foram minuciosamente estudados para o desenvolvimento de vacinas
contra outros virus entéricos exigentes, como € o caso das Hepatites A e E, e, por esse
motivo, pensa-se que este modelo animal poderd ser uma boa opgdo para 0S ensaios

com os HuNoV.

Os chimpanzés Se* foram entdo vacinados, via intravenosa, com 2 doses de VLP, do Gl
ou do GlII, ou com um placebo, e sujeitos a inoculacdo do NV, estirpe GI.1, 2 e 18
meses apos a administracdo da segunda dose da vacina. Os chimpanzés que receberam
as VLP do GI ou do GII desenvolveram uma forte resposta de anticorpos séricos.
Observou-se que os que foram imunizados com as VLP homologas do Gl apresentaram
protecdo contra a infecdo derivada da inoculacdo do NV em ambos os momentos de sua
administracdo, ou seja, ndo apresentaram qualquer vestigio deste virus nas fezes; em
contraste, os chimpanzés vacinados com as VLP do Gll, genogrupo diferente do NV, ou
placebo foram suscetiveis a infe¢do pelo NV. Porém, entre o grupo que recebeu as VLP
do Gl e o outro que recebeu as VLP do Gll ndo foram reportadas quaisquer diferencas

em relacdo a duracdo e carga viral do NV excretado nas fezes.

O ensaio de bloqueio da ligacdo deste grupo de virus aos HBGA tem sido utilizado
como um substituto da neutralizagdo mediada pelos anticorpos contra os NoV. Para
testar a correlacdo deste ensaio com o anterior foram obtidas amostras de soro dos
chimpanzés em estudo no periodo pré e pos-vacinacdo (60 dias apds imunizagdo) e
avaliadas para o blogueio da ligacdo das VLP aos HBGA. No caso dos chimpanzeés
vacinados com as VLP do GIl ou com o placebo, que eram suscetiveis a infecdo apés o
desafio com o NV, ndo foi exibido qualquer bloqueio da ligacdo destas VLP aos
HBGA. No entanto, o grupo que se apresentou resistente a infe¢do pelo virus inoculado,
portanto imunizado com as VLP do GlI, desenvolveu anticorpos que blogueavam a
ligacdo das VLP administradas aos HBGA (Bok et al., 2011).

Os estudos iniciais de fase | avaliaram a seguranga e imunogenicidade da imunizagdo

com doses crescentes de VLP do NV.

Na sequéncia dos mesmos avaliou-se a administracdo intranasal de VLP do NV em
adultos saudaveis e Se*, a quem foram administradas 2 doses desta vacina e, apds 3

semanas de intervalo, sujeitos a inoculacdo de NV, numa dose aproximadamente 10
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vezes superior a requerida para infetar 50% dos participantes. Como resultado, obteve-
se que individuos vacinados com as VLP do NV eram menos propensos a desenvolver
GEA (37 versus 69%) e menos suscetiveis a infecdo pelo NV (61 versus 82%)
comparativamente aos que receberam o placebo. Entre os individuos vacinados que
desenvolveram na mesma GEA foram observados atrasos no inicio da doenca e reducéo

global da sua gravidade (Ramani et al., 2014).

Num outro ensaio sobre esta tematica, individuos entre os 18 e os 50 anos e Se™ foram
sujeitos, apos divisdo em 2 grupos, numa primeira fase, a vacinagdo com VLP ou com
um placebo, em 2 doses com 3 semanas de intervalo, via intranasal, e, na outra fase, a
inoculacdo do NV. A vacina em estudo era composta por 100 microgramas de VLP do
NV, produzidas num sistema de expressdo do Baculovirus; pelo monofosforil lipido A,
como adjuvante; pelo chitosan, como agente muco-adesivo; e pelos excipientes sacarose
e manitol, agentes de volume utilizados com o objetivo de estabilizar as VLP durante a
sua liofilizacdo. Os efeitos adversos locais (nasais) e sistémicos foram mais frequentes
no “grupo vacina” do que no “grupo controlo” e no dia da imunizag&o. No final de todo
0 procedimento, 38 pessoas faziam parte do “grupo vacina” e 39 do “grupo placebo”,
ambos sujeitos a inoculacdo do NV. Os voluntarios, apds administracdo do virus, foram
acompanhados durante pelo menos 4 dias para ser possivel a detecdo de possiveis
manifestacdes clinicas de infecdo gastrintestinal, tendo sido recolhidas amostras de
fezes para testar a sua presenca. As amostras de soro foram colhidas antes da primeira
administracdo e 3 semanas depois de ter sido concedida a segunda dose. Nos ensaios
serologicos constatou-se um aumento bastante significativo dos valores de anticorpos
séricos (IgA, 1gG e IgM) em 70% dos individuos que foram imunizados com as VLP do
NV. A GEA, associada a inoculacdo do NV, foi registada em 69% dos voluntarios que
receberam o placebo e 37% dos que foram imunizados. Esta vacina também reduziu a
frequéncia de infegdo apos inoculagcdo do virus: 82% dos que receberam placebo contra
1% dos que receberam a vacina. O inicio e gravidade da doenca foram
significativamente menores no “grupo vacina” quando comparado com 0 “grupo
placebo” (Atmar et al., 2011).

Estes estudos sdo importantes para demonstrar que uma vacina contra 0s NoV com as
VLP pode induzir imunidade protetora. Contudo, tem-se dado destaque ao gendtipo 1
do GI (0 NV) mas os virus mais frequentemente envolvidos na doenga e infe¢do sdo os

do genotipo 4 do GllI.
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Os estudos que utilizaram virus dos genogrupos | ou Il, realizados na década de 1970,
em chimpanzés ndo conseguiram demonstrar protecdo heterotipica, sugerindo que uma
vacina eficaz pode precisar de incluir VLP de ambos. Para solucionar esta questio

novas VLP do Gll.4 tém vindo a ser desenvolvidas.

Estudos pre-clinicos com estas novas VLP, designadas por VLP de consenso, mostram
que a imunizacdo intramuscular de uma formulagdo bivalente, incluindo o GI.1 e as
VLP de consenso, tem a capacidade de induzir niveis de anticorpos mais elevados do
que a intranasal. Os primeiros ensaios sobre a imunizacéo através da via intramuscular
com estas novas vacinas em voluntarios adultos estdo completos, ndo tendo havido
notificacdo de quaisquer eventos adversos graves. A vacina mostrou ser imunogénica,
com respostas de IgA e 1gG para ambas as VLP observadas 7 dias apds administracao
da primeira dose. Aquando da segunda dose ndo se verificou qualquer aumento
significativo na resposta de anticorpos. A imunogenicidade de uma dose Unica desta
formulacdo bivalente, avaliada em adultos de diferentes faixas etarias (dos 18 aos 49,
dos 50 aos 64 e dos 65 aos 85 anos), apresentou menor variacdo da resposta imunitaria
nos individuos mais velhos (65 aos 85 anos) (Ramani et al., 2014).

Estes resultados de ensaios clinicos e pré-clinicos demonstraram que € possivel prevenir
a doenca e infecdo associadas aos NoV através da vacinacdo. Foi demonstrada protecdo
homotipica quando as VLP e o virus inoculado sdo do mesmo genogrupo. Uma vacina
amplamente eficaz terd de ser provavelmente constituida por um minimo de virus que
representem os 2 principais genogrupos que infetam seres humanos (Gl e GlII). Além
disso, admite-se que o envelhecimento e a presenca de doengas cronicas poderao

influenciar negativamente a respostas imunitaria (Atmar & Estes, 2012).

Estas vacinas compostas por VLP tém sido exaustivamente investigadas, com bons

resultados nas fases | e 1l de ensaios clinicos, como anteriormente referido.

Porém, as particulas P, um outro tipo de particulas subvirais destes virus, tém sido
estudadas como uma alternativa as VLP ou constituintes de uma vacina de segunda
geragéo, assumindo a imunizagao através de VLP a primeira opgédo (Tan & Jiang, 2012).
Estas particulas revelaram ser extremamente imunogénicas, muito estiveis e
eficientemente produzidas, através de véarias modificagdes artificiais para um maior
rendimento e estabilidade das mesmas, nos sistemas de expressao da Eschericha coli e
Pichia pastoris (Tan & Jiang, 2012; Tan et al., 2011).
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A tentativa de imunizacao de ratinhos com 15 a 50 microgramas de particulas P 3 a 4
vezes por dia por ratinho, via intranasal sem adjuvante ou via subcutdnea com
adjuvante, culminou em niveis elevados de anticorpos contra as VLP dos NoV. Na
verdade, verificou-se o bloqueio da interacdo entre estas VLP e os recetores HBGA,

impedindo a infecdo e doenca desencadeadas por estes virus (Tan & Jiang, 2012).

Uma caracteristica adicional, com importancia clinica, destas particulas P é a presenca
de 3 loops superficiais, que permitem a agregacdo de antigénios ndo-NoV. Desta forma,
as particulas P podem ser utilizadas como constituintes de vacinas anti NoV e, ao
mesmo tempo, como base para o desenvolvimento de vacinas combinadas, para
imunizacdo de outros agentes patogénicos virais e bacterianos além dos NoV (Tan &
Jiang, 2012; Tan et al., 2011).

Uma outra area promissora é a imunoprofilaxia ou imunoterapia passiva com mAb dos
NoV. Atendendo a que as Ig dos chimpanzés sdo praticamente idénticas as humanas, e
que os mAb humanos administrados a chimpanzés apresentam uma meia-vida
comparavel a meia-vida de IgG humanas em seres humanos, 0s mAb derivados de
chimpanzés podem ser administrados a seres humanos sem modificacBes. E neste
estudo foi exatamente esse 0 procedimento, em que se constatou que 0s mAb possuem a
capacidade de inibir a hemaglutinacdo dos NV e a sua ligagdo aos HBGA. Verificou-se
ainda a sua eficacia na prevencao da infecdo causada pela exposi¢cdo ao NV, uma vez
que as analises efetuadas as amostras de fezes recolhidas apos inocula¢do com este virus

testaram negativo para a presenca do mesmo (Chen et al., 2013).

Os obstaculos para o desenvolvimento de uma vacina contra os NoV sdo multifatoriais:
utilizam um reservatorio humano, requerem uma dose infeciosa muito baixa, séo
estaveis no ambiente, carecem de imunidade a longo prazo, evoluem rapidamente,
culminando no aparecimento de novas variantes, e tém varias vias de transmissao.
Todos estes fatores considerados importantes contribuintes para a persisténcia destes

virus na populacédo (Herbst-kralovetz et al., 2010).
Desta forma, varias duvidas persistem...

Qual a duracéo da protecdo apos exposicdo aos NoV e a sua vacinacdo? (Ramani et al.,
2014). A frequéncia e a grandeza da resposta de anticorpos presentes no soro apés

imunizacdo foram menores que as produzidas pela infecdo. A imunidade natural (em
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média inferior a 2 anos) € de curta duracéo, apesar de um recente estudo modelo sugerir
imunidade ap6s infecdo de 4 a 9 anos; a duragdo da protecdo apds a vacina ainda nédo foi
determinada com preciséo (Atmar et al., 2011; Ramani et al., 2014).

A maior taxa de mortalidade é entre os idosos imunodeprimidos. A vacina neste grupo

de alto risco sera eficaz?

E serdo essas vacinas eficazes em populagdes pediatricas, entre as quais os NoV tém um
peso significativo? Para essa populacdo existem em curso alguns estudos sobre o

desenvolvimento de vacinas combinadas contra os RV e NoV. (Ramani et al., 2014).

Tan e Jiang (2012) referem a producdo de uma vacina bivalente anti NoV e anti RV,
constituida por particulas P quiméricas, com um dos principais antigénios de
neutralizacdo (VP8) dos RV no loop numero 2 destas particulas. Apds imunizacao dos
ratinhos observou-se uma resposta significativamente mais elevada de anticorpos anti
VP8 e ainda protecdo heterotipica com esta combinacdo, em comparagdo com a
administragdo do VP8 isoladamente. Por ultimo, constataram-se elevados titulos de
anticorpos especificos contra os NoV, capazes de bloquear a ligacdo das VLP aos
recetores HBGA, associada a protecdo contra a infecdo e doenca associadas a estes virus
(Tan & Jiang, 2012).

Depois, como ira afetar a evolucdo dos NoV a eficacia da vacina contra os virus
emergentes? (Herbst-kralovetz et al., 2010; Koo et al., 2010). A constante derivacdo
antigénica e alteracfes moleculares dos NoV, que resultam no aparecimento de novas
variantes, também podem limitar a protecdo generalizada destas vacinas, e assim o seu
sucesso pode depender da vigilancia dos gendtipos circulantes para 0s quais estas
vacinas terdo de ser desenvolvidas (Koo et al., 2010; Ramani et al., 2014). Sabe-se
ainda que a protecdo cruzada é limitada aos genotipos de NoV dentro do mesmo
genogrupo, pois ndo existe qualquer evidéncia de protecdo cruzada entre genogrupos,
dada a elevada heterogeneidade genética destes virus. Como tal as vacinas polivalentes
serdo a melhor opgdo para proteger os individuos suscetiveis (Herbst-kralovetz et al.,
2010; Koo et al., 2010).

Em resposta as duas Ultimas questbes, Tamminen e colaboradores (2013) produziram
uma vacina injetavel trivalente, para a prevencao da infecdo e doenca induzidas pelos

virus entéricos RV e NoV, administrada a ratinhos. Esta vacina era composta por uma
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combinacdo de VLP do GI.3, uma vez que, de acordo com o0s autores, este genétipo do
Gl tem sido predominante no que diz respeito a infecdo pelos NoV em criancas da
Finlandia, e do Gll.4 e da proteina recombinante VP6 dos RV, a mais estavel e
abundante proteina dos RV. Apos a sua administracdo, foram registados altos niveis
séricos de IgG especificas contra os NoV e RV. Curiosamente desenvolveram-se
anticorpos 1gG de reacdo cruzada contra os NoV heterélogos de VLP ndo
administradas, nomeadamente para a variante “New Orleans 2009 do Gll.4, GIl.12 e
Gl.1, e para diferentes RV de culturas celulares. Os anticorpos especificos para os NoV
exibiram a capacidade de bloquear a ligacdo das VLP homologas e heterdlogas aos
recetores putativos e aos HBGA, com consequente diminuicdo da infecdo. Esta reducao
foi igualmente observada no caso dos RV. Além disso, foram detetadas células T de
reacao cruzada responsaveis pela resposta imune contra os NoV e antigénios especificos
contra 0os RV, respostas estas com duracdo de 6 meses. Estes investigadores
comprovaram ainda que a combinacdo de VLP do Gl e GII permite obter respostas
imunes de reacdo cruzada e potencial de neutralizagdo mais elevados do que qualquer
uma das VLP destes 2 genogrupos administradas individualmente (Tamminen et al.,
2013).

Todos os fatores supracitados sdo essenciais para o desenvolvimento de vacinas anti
NoV. Porém, sdo fundamentais mais estudos em campo onde existam varios genotipos

em circulacdo, para validar a sua eficicia (Ramani et al., 2014).
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Conclusao

Os avancos recentes na detecdo e diagnostico dos NoV, e os estudos epidemioldgicos e
moleculares entretanto efetuados, comprovaram que estes microrganismos sobrepdem-
se atualmente aos RV, no que diz respeito aos principais agentes etioldgicos de
episédios de GEA. Esta tendéncia tende a ser cada vez mais evidente, essencialmente
devido ao desenvolvimento e comercializagdo da vacina anti RV e, somente em alguns

paises desenvolvidos, a sua integracdo em programas de imunizacéo obrigatdria.

Analogamente o pico destas ocorréncias coincide curiosamente com 0S meses de

inverno mais chuvosos, e ndo com os mais frios como outrora suposto.

Na comunidade, a populacéo pediatrica, geriatrica e imunodeprimida parecem ser, pela
deficiente imunidade, doencas concomitantes ou outros fatores subjacentes, as mais

suscetiveis a inoculacdo e subsequentes infecdo e complicacGes associadas aos NoV.

Os virus do Gll.4 apresentam-se como predominantes, existindo uma relacdo
diretamente proporcional entre o aparecimento de novas variantes destes virus, a cada 2-

4 anos, e um aumento do nimero de casos reportados de infe¢cdes gastrintestinais.

Apesar dos recentes e promissores avangos na terapéutica da infecéo derivada dos NoV,
principalmente através do desenvolvimento de uma vacina anti NoV ou bivalente anti
NoV e anti RV, os planos de controlo da infecdo, essencialmente pela implementacao
de medidas de higiene de mdos e desinfecdo eficientes, continuam a reunir as
intervencbes mais importantes para precaver epidemiais e, porventura, pandemias

relacionadas com a exposi¢do a estes virus.

Além do mais, a pratica da grande maioria das medidas sugeridas e introducdo da
vacina contra os NoV, em determinadas condi¢des, como imunizacdo obrigatoria, por
enquanto de acordo com modelos computacionais, resultara numa reducdo dos custos

inerentes a estes tipos de surtos.

Uma vez que se encontra comprovado o papel fulcral que os NoV representam na
comunidade sdo necessarios mais estudos de campo para entender a necessidade da
investigacdo, desenvolvimento e implementacdo da imunizacdo ou de outras
terapéuticas contra estes microrganismos e se estas serdo eficazes, atendendo, além de

outras condicionantes, a sua grande variabilidade genética e curta imunidade concedida.
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