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Abordagem metagenomica e
causalidade em virologia

The metagenomic approach and
causality in virology

RESUMO

A abordagem metagendmica tem sido ferramenta muito importante
atualmente na descoberta de novos virus em amostras ambientais e biologicas.
Aqui discutimos a maneira como essas descobertas podem ajudar a elucidar
a etiologia de doengas e os critérios necessarios para que a associagao causal
entre um virus e uma doenga seja estabelecida.
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ABSTRACT

Nowadays, the metagenomic approach has been a very important tool in the
discovery of new viruses in environmental and biological samples. Here we
discuss how these discoveries may help to elucidate the etiology of disease
and the criteria necessary to establish a causal association between a virus
and a disease.
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INTRODUCAO

A associagdo entre um agente infeccioso e uma doenga,
antes de se tornar publica, deve estar muito bem emba-
sada. Dela depende o tratamento dos pacientes acome-
tidos por essa doenga infecciosa, as medidas de pre-
vengdo, o estudo e compreensdo das diferentes fases
da doenga, o desenvolvimento de terapéuticas e even-
tualmente até de vacina.' Critérios para que essa asso-
ciacdo seja feita corretamente tém sido propostos por
eminentes cientistas.”>11:13:16.19

Em relacdo aos virus, foco deste comentario, a preo-
cupacdo em estabelecer essa relacdo de causalidade é
assunto bastante atual, pois estdo sendo descobertos
muitos virus recentemente, descobertas estas impul-
sionadas principalmente devido as técnicas de meta-
gendmica e as plataformas de sequenciamento de nova
geragdo. Ao mesmo tempo, diversas doengas provavel-
mente infecciosas e grande porcentagem de casos de
sindromes infecciosas comuns, como sindromes res-
piratérias agudas, encefalites, gastroenterites agudas e
hepatites, ndo tém seu agente etiologico conhecido.!>1®

CRITERIOS DE ASSOCIACAO ENTRE AGENTES
E DOENCAS

Koch,'" ao final do século XIX, defendeu principios
fundamentais para que a correlacdo entre microrga-
nismos e doengas infecciosas fosse feita de forma cri-
teriosa. Segundo esse autor, uma prova de causalidade
necessita que um agente esteja presente em cada caso
da doenga, nao seja encontrado em outras doengas e,
apos isolamento e cultivo, seja suficiente para reprodu-
¢do da doenga em um hospedeiro susceptivel.

Desde entdo, foram propostos adendos e modificagdes
a esses postulados, como: os virus foram adicionados
como agentes infecciosos, ja que a época de Koch eles
eram desconhecidos;”"” foram introduzidas a importan-
cia do estudo de anticorpos (presenca e época de apa-
recimento),"” a possibilidade de prevengdo da doenca
em estudo com a vacina contra o virus,'® a importan-
cia de estudos epidemioldgicos,'® a concepgio de que
varios fatores, e ndo somente uma causa, podem atuar
no desenvolvimento de uma doenga.’

Devido aos avancos das técnicas de biologia molecular,
a partir da década de 1980 as sugestdes de atualizagio
dos postulados de Koch mostram a inser¢ao de critérios
baseados em genética dos microrganismos.”!*!¢ Entre
essas proposi¢des mais recentes, tanto os critérios de
Mokili et al'® baseados na comparagéo de tragos meta-
genodmicos entre individuos doentes e individuos-con-
trole, quanto os de Lipkin,'* que agrupou dados labo-
ratoriais e clinico-epidemiologicos em trés niveis de
certeza para associagdo de patdogenos a doengas, colo-
caram como critério para confirmacao de causalidade
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a inoculagdo do agente infeccioso em um individuo
sadio — critério herdado dos postulados de Koch. No
entanto, por questdes éticas, ndo se pode inocular um
agente suspeito de causar doenca em seres humanos e,
com exceg¢des como o coronavirus humano relacionado
a SARS, sdo raros os agentes que tém um modelo ani-
mal experimental susceptivel a eles.? Lipkin'® sugeriu,
além disso, uma alternativa a esse cumprimento dos
postulados de Koch, dizendo que uma relagdo causal
pode ser confirmada se a doenga puder ser atenuada ou
prevenida pelo uso de vacinas, drogas ou anticorpos
especificos contra o microrganismo.

Por outro lado, nas diretrizes moleculares para estabele-
cimento da causa de doengas microbianas de Fredericks
& Relman,’ ndo consta a necessidade de isolamento do
virus ou de sua inoculagdo em um hospedeiro. Essas
diretrizes baseiam-se na demonstracdo do genoma
microbiano por hibridizacao in situ em areas com alte-
ragdo patologica do tecido e na analise do nimero de
copias do genoma microbiano em tecidos com e sem
lesdo e em varias fases da doenga, incluindo a avalia-
¢do do niimero de copias de sequéncias do patdgeno
precedendo a doenga.

Pelas dificuldades enfrentadas para aplicar os postula-
dos de causalidade, ¢ aceito que nem todos os critérios
de um autor necessitem, obrigatoriamente, ser preen-
chidos.” 11 Na impossibilidade de preencher todos
os critérios, serdo importantes provas acumuladas ao
longo do tempo e 0 bom senso dos pesquisadores para
identificar o agente causal daquela doenga.>'!?

METAGENOMICA VIRAL

O termo “metagenémica” foi cunhado com o signifi-
cado de analise do conjunto dos genomas microbianos
de uma amostra ambiental, tanto do ponto de vista das
sequéncias quanto das fungdes.'®

O termo “metagenomica viral” tem sido utilizado quando
o estudo avalia o genoma de todos os virus existentes
em amostras ambientais (e.g., agua de lagos, agua de
reuso)>* ou biologicas (e.g., aspirados do trato respi-
ratorio, fezes humanas e de outros animais),'*!”?® nas
quais se pressupde presenca de grande diversidade de
virus, e também quando a abordagem metagendmica é
utilizada para a identificagdo do genoma de um prova-
vel virus responsavel por uma doenga especifica e/ou
pelo efeito citopatico em cultura de células, se varias
técnicas usuais ndo conseguiram detecta-lo.>**

A abordagem metagendmica viral inclui varios passos:
purificacdo e concentragdo das particulas virais (ou
do acido nucleico viral, se existir a possibilidade de o
virus estar na forma latente ou integrado ao genoma do
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hospedeiro); extragdo de acidos nucleicos; transcrigdo
reversa de RNA para cDNA; amplificacdo randémica
dos segmentos gendmicos; sequenciamento dos frag-
mentos de acidos nucleicos e analise das sequéncias
com métodos de bioinformatica.>'>?’ O sequenciamento
desses fragmentos pode ser feito pela técnica de Sanger
apos clonagem ou em plataformas de sequenciamento
de nova geragdo, que sdo mais sensiveis e passiveis de
gerar quantidade muito maior de sequéncias em relagdo
a clonagem em hospedeiro bacteriano.>!>16%7

DESCOBERTA DE ViRUS ATRAVES DA
METAGENOMICA VIRAL

Apesar de a abordagem metagenomica estar contri-
buindo para o aumento a passos largos do nimero de
virus descobertos,'® 0 nimero de novas associagoes de
virus a doengas ndo tem ocorrido na mesma proporgao.
A associagdo causal depende ndo s6 do encontro do virus
em um paciente doente, mas da completa investigagido
da relagdo virus-doenga, com vistas a preencher os pos-
tulados de Koch ou os critérios que a estes se seguiram.

O uso da abordagem metagendmica em amostras
ambientais j& possibilitou descobertas de iniimeras
novas sequéncias gendmicas provavelmente derivadas
de virus. No entanto, somente esses dados dos novos
genomas sao insuficientes para identificar os hospedei-
ros e o potencial patogénico dos virus. A catalogagdo
desses genomas nas bases publicas de dados é impor-
tante para que no futuro, com resultados de mais pes-
quisas, sejam identificados os hospedeiros desses virus.

Essa necessidade de investigagdo do verdadeiro hos-
pedeiro e possivel patogenicidade do virus também ¢é
imperiosa quando encontramos um virus, previamente
desconhecido, em amostras de fezes e de secregdes do
trato respiratorio superior. A presenca do virus nessas
amostras, durante a fase aguda de uma doenca, ndo o
torna necessariamente agente responsavel pela patolo-
gia. Pode ser o caso de detec¢@o de um virus que tenha
excregdo prolongada, e.g., enterovirus e bocavirus.” Além
disso, um virus detectado em fezes ¢ amostras de secre-
¢do de vias respiratorias pode apenas ter sido inalado
ou ingerido e ser um passageiro através do lumen dos
dutos do trato respiratorio ou digestivo, sem se replicar
naquele hospedeiro.*'> O bocavirus humano exemplifica
essa dificuldade em avaliar a associa¢do de um virus
novo descoberto no trato respiratdrio a um quadro cli-
nico. Descoberto em 2005 por abordagem metageno-
mica em um pool de amostras selecionadas aleatoria-
mente de aspirado nasofaringeo,' o bocavirus tem sido
alvo de inimeras pesquisas desde entdo. Estas identifi-
caram fatores que dificultam a associagao do virus com
doengca: a prevaléncia de infecg@o pelo bocavirus ¢ alta,
a excrecdo viral ap6s a infecgdo ¢ prolongada, o DNA
viral pode permanecer no trato respiratorio por varios
meses, ¢ a taxa de coinfecgdo ¢ alta. Até o momento,

os resultados das pesquisas sugerem que o bocavirus é
ora um passageiro, ora um patdgeno em pacientes com
doengas do trato respiratorio.**

Mesmo quando a abordagem metagenomica leva a
deteccdo de um novo virus em liquido cefalorraqui-
diano (LCR), um ambiente geralmente estéril, ndo se
pode atribuir a doenga ao virus sem outras investiga-
¢Oes.? Essa afirmagao pode ser discutida com base nos
achados recentes de Tan et al,® que encontraram um
novo ciclovirus no LCR de dois pacientes com infec-
¢do aguda do sistema nervoso central. Depois da iden-
tificagdo desse novo virus, Tan et al*® detectaram-no
em 4,0% de 642 amostras de LCR de pacientes com
suspeita de infeccdo do sistema nervoso central e
ndo o detectaram em nenhum dos 122 pacientes com
doenga neurologica ndo-infecciosa. O genoma viral
também foi encontrado em fezes de criangas sadias, o
que sugere uma rota de transmissao fecal-oral ou infec-
¢do via alimentos, e em fezes de animais, sugerindo
a existéncia de reservatdrios animais para esse virus.
Tan et al?® afirmaram a impossibilidade, no atual esta-
gio de conhecimento, de associar esse virus a doenga
pelos critérios de Koch ou pelas versdes adaptadas dos
mesmos. Para avancar nessa avaliagdo de causalidade,
Tan et al?* estdo buscando o isolamento do virus em
cultura de células ou modelo animal e a detecgdo de
uma resposta imune especifica. Essa cautela € justifi-
cavel, pois um virus encontrado no LCR pode ser um
agente coinfectante — que teria papel secundario na
patologia e que poderia aumentar a gravidade da doenca
ou facilitar a entrada de outros patéogenos —, um virus
que estava latente e foi reativado devido ao processo
infeccioso/inflamatério da doenga ou ainda simples-
mente refletir detec¢do de um virus latente.®?>232¢ Essa
discussdo € comum em casos de detec¢do no LCR de
herpesvirus humanos que sdo disseminados pela via
hematogénica, como o Epstein-Barr e o Herpesvirus
humano 6.5%>2 Poderiam ainda ser virus como os ane-
lovirus, que estabelecem infec¢des produtivas croni-
cas, talvez ndo sejam patogénicos (podem ser com-
ponentes da microflora humana normal) e podem ser
encontrados no sistema nervoso central, no sangue e
em varios outros fluidos corpéreos. '

Virus também podem ser detectados por abordagem
metagenomica em doengas cronicas, mas a associagao
de causalidade pode ser ainda mais dificil,”” como se
constata pelos inimeros dados envolvendo o polioma-
virus de célula Merkel (MCV). Identificado em amos-
tras de carcinoma humano de célula Merkel (MCC),% a
investigacao da associagdo do MCV com essa doenga
iniciou-se com a pesquisa de dez amostras de MCC
de diferentes pacientes, sendo que em oito delas foi
detectado o genoma viral. Em 75,0% dessas amostras,
o DNA viral estava integrado ao genoma do tumor
em um padrado clonal, sugerindo que a infeccdo e a
integracdo precederam a expansao clonal das células
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tumorais. Tecidos-controle testados foram positivos
para o genoma de MCV em porcentagem expressiva-
mente menor, ¢ houve evidéncias de que o nimero de
copias do genoma viral nas amostras positivas também
era menor do que nas amostras do MCC.® Estudos pos-
teriores confirmaram presenga do MCV em alta por-
centagem dos casos de MCC em varios paises, exceto
em pacientes da Australia.?’ Sabe-se atualmente que a
infec¢do humana com o MCV ocorre cedo, uma vez
que a soroprevaléncia ¢ de 50,0% para pessoas abaixo
de 15 anos.?! Estudos com RNA de interferéncia e de
avaliacdo das alteragdes genéticas do genoma viral
integrado a células do MCC trouxeram evidéncias
de que o MCYV talvez contribua para o desenvolvi-
mento do MCC.!

No caso de novo virus detectado em sangue de paciente
com uma sindrome provavelmente infecciosa, somente
o encontro de um novo agente também nao define a
associagao com a doenga, como pode ser exemplificado
pela descoberta de um novo buniavirus na China. Esse
novo buniavirus denominado virus HNF (Henan fever
virus)*® ou SFTSV (Severe fever with thrombocytope-
nia syndrome virus)*' foi detectado quase simultanea-
mente por dois grupos por abordagem metagendmica
em soro* ou leucécitos do sangue,’' obtidos durante a
fase aguda de sindrome que cursa com febre, trombo-
citopenia e leucopenia. Associada a essa descoberta,
foi feita extensa pesquisa epidemiologica, clinica e
laboratorial. No laboratério, as linhas de evidéncia da
associa¢ao incluiram isolamento do virus com posterior
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